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Область техники 

Изобретение относится к способам получения нуклеозидных фосфорамидатов, которые применяют 
в качестве средств для лечения вирусных заболеваний. Данные соединения являются ингибиторами 
РНК-зависимой РНК вирусной репликации и являются полезными в качестве ингибиторов NS5B поли-
меразы вируса гепатита C, в качестве ингибиторов репликации вируса гепатита C (HCV) и для лечения 
инфекции гепатита C у млекопитающих. 

Уровень техники 

Инфекция вируса гепатита C является основной проблемой со здоровьем, приводящей к хрониче-
скому заболеванию печени, такому как цирроз и печеночно-клеточный рак, у значительного ряда инфи-
цированных особей, по оценкам, составляющем 2-15% от населения Земли. По оценкам, только в Соеди-
ненных Штатах проживают 4,5 миллиона инфицированных человек, в соответствии с данным Центра по 
контролю заболеваний США. В соответствии с данными Всемирной Организации Здравоохранения, в 
мире проживает более чем 200 миллионов инфицированных особей, где как минимум 3-4 миллиона лю-
дей инфицируются каждый год. После инфицирования, у приблизительно 20% людей данный вирус вы-
водится, но остальные являются носителями вируса гепатита C в течение всей их жизни. У 10-20% хро-
нически инфицированных особей со временем развивается разрушающий печень цирроз или рак. Вирус-
ное заболевание передается парентерально с загрязненной кровью и продуктами крови, через загрязнен-
ные иглы, или половым путем и по вертикали от инфицированных матерей, или матерей-переносчиков 
вируса, их потомству. Существующее в настоящее время лечение вируса гепатита C инфекции, ограни-
ченные иммунотерапией рекомбинантным интерфероном-α отдельно или в комбинации с нуклеозидным 
аналогом рибавирином, имеют ограниченное клиническое преимущество. Дополнительно, отсутствует 
установленная вакцина для лечения вируса гепатита C. Следовательно, существует острая потребность в 
улучшенных терапевтических агентах, которые эффективно борются с хронической инфекцией вируса 
гепатита C. 

Вирион вируса гепатита C является оболочечным позитивно-цепочечным вирусом РНК с одной 
олигорибонуклеотидной геномной последовательностью, состоящей из приблизительно 9600 оснований, 
которая кодирует полипротеин, состоящий из приблизительно 3,010 аминокислот. Белковые продукты 
гена вируса гепатита C состоят из структуральных белков С, Е1, и Е2, и не структуральных белков NS2, 
NS3, NS4A и NS4B, и NS5A и NS5B. Неструктуральные (НС) белки, как считают, должны обеспечивать 
каталитический механизм для вирусной репликации. NS3 протеаза высвобождает NS5B, РНК-зависимую 
РНК полимеразу, из полипротеиновой цепи. NS5B полимераза вируса гепатита C необходима для синте-
за двухцепочечной РНК из одноцепочечной вирусной РНК, которая служит темплатой в цикле реплика-
ции вируса гепатита C. Поэтому, NS5B полимеразу считают необходимым компонентом в комплексе 
репликации вируса гепатита C (K. Ishi, et al., Heptology, 1999, 29: 1227-1235; V. Lohmann, et al., Virology, 
1998, 249: 108-118). Ингибирование полимеразы NS5B вируса гепатита C предотвращает образование 
двухцепочечной РНК вируса гепатита C и поэтому представляет собой привлекательный подход для раз-
работки противовирусной терапии, специфичной к вирусу гепатита C. 

Вирус гепатита C относится к гораздо более широкому семейству вирусов, которые имеют много 
общих признаков. 

Флавивирусы 
Семейство вирусов Flaviviridae (флавивирусов) содержит как минимум три различимых рода: пес-

тивирусы, которые вызывают заболевание у крупного рогатого скота и свиней; флавивирусы, которые 
являются первичной причиной заболеваний, таких как лихорадка Денге и желтая лихорадка; и гепациви-
русы, единственным членом которого является вирус гепатита C. Род флавивирусов включает более чем 
68 членов, разделенных на группы на основании серологической связанности (Calisher et al., J. Gen. Virol, 
1993,70,37-43). Клинические симптомы варьируются и включают лихорадку, энцефалит и гемморагиче-
скую лихорадку (Fields Virology, Editors: Fields, В. N., Knipe, D. M., and Howley, P. M., Lippincott-Raven 
Publishers, Philadelphia, PA, 1996, Chapter 31, 931-959). Флавивирусы в глобальном масштабе, связанные с 
человеческими заболеваниями, включают гемморагическую форму лихорадки Денге (ФЛД), вирус жел-
той лихорадки, шоковый синдром и вирус японского энцефалита (Halstead, S. В., Rev. Infect. Dis., 1984, 6, 
251-264; Halstead, S. В., Science, 239:476-481, 1988; Monath, T. P., New Eng. J. Med, 1988, 319, 64 1-643). 

Род пестивирусов включает вирус диареи крупного рогатого скота (ВДКРС), классический вирус 
свиной лихорадки (КВСЛ, также называемый вирусом холеры свиней) вирус пограничной болезни (ВПБ) 
овец (Moennig, V. et al. Adv. Vir. Res. 1992, 41, 53-98). Пестивирусные инфекции одомашненного скота 
(крупного рогатого скота, свиней и овец) приводит к значительным экономическим потерям во всем ми-
ре. ВДКРС приводит к возникновению вирусной диареи у крупного рогатого скота и имеет значитель-
ную важность с экономической точки зрения в промышленном животноводстве (Meyers, G. and Thiel, 
H.J., Advances in Vims Researh, 1996, 47, 53-118; Moennig V., et al., Adv. Vir. Res. 1992, 41, 53-98). Челове-
ческие пестивирусы не были настолько широко охарактеризованы, как животные пестивирусы. Однако 
серологические исследования указывают на значительное пестивирусное воздействие у людей. 

Пестивирусы и гепацивирусы являются близкородственными группами вирусов в семействе Fla-
viviridae. Другие близкородственные вирусы в данном семейств включают GB вирус A, GB вирус А-
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подобные агенты, GB вирус-В и GB вирус -С (который также называют вирусом гепатита G, HGV). Ге-
пацивирусная группа (вирус гепатита C) состоит из ряда близкородственных, но генотипно различимых 
вирусов, инфицирующих людей. Существует как минимум 6 генотипов вируса гепатита C и более, чем 
50 подтипов. Ввиду подобия между пестивирусами и гепацивирусами, в сочетании с низкой способно-
стью гепацивирусов к эффективному росту в клеточной культуре, вирус диареи крупного рогатого скота 
(ВДКРС) часто используют в качестве суррогата для изучения вируса гепатита C. 

Генетическая организация пестивирусов и гепацивирусов очень похожа. Такие вирусы с позитивно-
цепочечной РНК обладают одной большой открытой рамкой считывания (ORF), кодирующей вирусные 
белки, необходимые для вирусной репликации. Такие белки экспрессируются как полипротеин, который 
обрабатывается одновременно с и после трансляции как клеточными, так и вирус-кодированными про-
теиназами, с получением зрелых вирусных белков. Вирусные белки, ответственные за репликацию ви-
русной геномной РНК, расположены внутри приблизительно карбокси-конца. Две трети ORF имеют на-
звание неструктуральных (NS) белков. Генетическая организация и белковая обработка неструктураль-
ной белковой части ORF для пестивирусов и гепацивирусов очень схожа. Как для пестивирусов, так и 
для гепацивирусов, зрелые неструктуральные (NS) белки, в последовательном порядке от амино-конца 
неструктурального белка, кодирующего область к карбокси-концу ORF, состоит из р7, NS2, NS3, NS4A, 
NS4B, NS5A, и NS5B. 

NS белки пестивирусов и гепацивирусов имеют общие домены последовательностей, являющиеся 
характеристичными для специфичных белковых функций. Например, NS3 белки вирусов в обеих груп-
пах содержат мотивы аминокислотных последовательностей, характеристичные для сериновых протеи-
наз и геликаз (Gorbalenya et al., Nature, 1988, 333, 22; Bazan and Fletterick Virology, 1989, 171, 637-639; 
Gorbalenya et al., Nucleic Acid Res., 1989, 17, 3889-3897). Аналогично, NS5B белки пестивирусов и гепа-
цивирусов имеют мотивы, характеристичные для РНК-направленных РНК полимераз (Koonin, E.V. and 
Dolja, V.V., Crir. Rev. Biochem. Molec. Biol. 1993, 28, 375-430). 

Действительные роли и функции NS белков пестивирусов и гепацивирусов в жизненном цикле ви-
русов непосредственно аналогичны. В обоих случаях, NS3 сериновая протеиназа ответственна за все 
протеолитические обработки полипротеиновых предшественников ниже ее положения в ORF (Wisker-
chen and Collett, Virology, 1991, 184, 341-350; Bartenschlager et al., J. Virol. 1993, 67, 3835-3844; Eckart et 
al. Biochem. Biophys. Res. Comm. 1993,192, 399-406; Grakoui et al., J. Virol. 1993, 67, 2832-2843; Grakoui et 
al., Proc. Natl. AcadSci. USA 1993, 90, 10583-10587; Hijikata et al., J. Virol. 1993, 67, 4665-4675; Tome et al., 
J. Virol, 1993, 67, 4017-4026). NS4A белок, в обоих случаях, действует как кофактор с NS3 сериновой 
протеазой (Bartenschlager et al., J. Virol. 1994, 68, 5045-5055; Failla et al., J. Virol. 1994, 68, 3753-3760; Xu 
et al., J. Virol, 1997, 71:53 12-5322). NS3 белок обоих вирусов также функционирует как геликаза (Kim et 
al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 1995,215,160-166; Jin and Peterson, Arch. Biochem. Biophys., 1995,323, 
47-53; Warrener and Collett, J. Virol. 1995,69,1720-1726). Наконец, NS5B белки пестивирусов и гепациви-
русов имеют предсказанную РНК-направленную РНК полимеразную активность (Behrens et al., EMBO, 
1996, 15,12-22; Lechmann et al., J. Virol, 1997, 71, 8416-8428; Yuan et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 
1997, 232, 231-235; Hagedorn, PCT WO 97/12033; Zhong et al., J. Virol, 1998, 72, 9365-9369). 

В настоящее время существует ограниченное количество опций лечения особей, инфицированных 
вирусом гепатита C. Современной утвержденной терапевтической возможностью является применение 
иммунотерапии с рекомбинантным интерфероном-α отдельно или в комбинации с нуклеозидным анало-
гом рибавирином. Данная терапия ограничена клинической эффективностью и только 50% пролеченных 
пациентов откликаются на терапию. Поэтому, существует значительная потребность в более эффектив-
ных и новых терапиях для обеспечения неудовлетворенной медицинской потребности, которую пред-
ставляет инфекция вирусов гепатита C. 

В настоящее время был идентифицирован ряд потенциальных молекулярных мишеней для разра-
ботки лекарственных средств, противовирусных препаратов, непосредственно воздействия, таких как 
терапевтические средства против вируса гепатита C, включая, но не ограничиваясь приведенным, NS2-
NS3 аутопротеазу, N3 протеазу, N3 геликазу и NS5B полимеразу. РНК-зависимая РНК полимераза явля-
ется абсолютно незаменимой для репликации одноцепочечного, положительно направленного, РНК ге-
нома, и данный фермент вызвал значительный интерес среди медиков-химиков. 

Были рассмотрены ингибиторы вируса гепатита C NS5B в качестве потенциальных терапий против 
инфекций вируса гепатита C: Tan, S.-L., et al., Nature Rev. Drug Discov., 2002, 1, 867-881; Walker, M.P. et 
al., Exp. Opin. Investigational Drugs, 2003, 12, 1269-1280; Ni, Z-J., et al., Current Opinion in Drug Discovery 
and Development, 2004, 7, 446-459; Beaulieu, P. L., et al., Current Opinion in Investigational Drugs, 2004, 
5,838-850; Wu, J., et al., Current Drug Targets-Infectious Disorders, 2003, 3, 207-219; Griffith, R.C., et al., An-
nual Reports in Medicinal Chemistry, 2004, 39, 223-237; Carrol, S., et al., Infectious Disorders-Drug Targets, 
2006, 6, 17-29. Возможность создания резистентных штаммов вируса гепатита C и необходимость в 
идентификации агентов с широким генотипным охватом поддерживает необходимость в непрерывных 
попытках идентификации новых и более эффективных нуклеозидов в качестве ингибиторов вируса гепа-
тита C NS5B. 

Нуклеозидные ингибиторы NS5B полимеры могут действовать либо в качестве неструктурального 
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субстрата, что приводит к обрыванию цепи, или в качестве конкурентного ингибитора, который конку-
рирует с нуклеотидом за связывание полимеразы. Для функционирования в качестве агента, обрывающе-
го цепь, нуклеозидный аналог должен быть поглощен клеткой и превращен in vivo в трифосфат для кон-
куренции за полимеразный нуклеотидный сайт связывания. Такое превращение в трифосфат обычно 
опосредовано клеточными киназами, которые придают дополнительные структуральные требования по-
тенциальному нуклеозидному ингибитору полимераз. К сожалению, это ограничивает непосредственную 
оценку нуклеозидов в качестве ингибиторов репликации вируса гепатита C для клеточных анализов, спо-
собных к фосфорилированию in situ. 

В некоторых случаях, биологическая активность нуклеозида затруднена ввиду его плохих характе-
ристик как субстрата для одной или более киназ, необходимых для его превращения в активную трифос-
фатную форму. Образование монофосфата при помощи нуклеозид киназы в общем рассмотрено как ли-
митирующая стадия в трех случаях фосфорилирования. Для того, чтобы устранить потребность в перво-
начальной стадии фосфорилирования в метаболизме нуклеозида в активный трифосфатный аналог, было 
сообщено о получении приемлемых фосфатных пролекарств. Нуклеозидные фосфорамидатные проле-
карства, как было показано, являются предшественниками активного нуклеозидного трифосфата и инги-
бируют вирусную репликацию при введении в цельный клетки, инфицированные (McGuigan, С., et al., J. 
Med. Chem., 1996, 39, 1748-1753; Valette, G., et al., J. Med. Chem., 1996, 39, 1981-1990; Balzarini, J., et al., 
Proc. National Acad Sci USA, 1996, 93, 7295-7299; Siddiqui, A. Q., et al., J. Med Chem., 1999, 42, 4122-4128; 
Eisenberg, E. J., et al., Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids, 2001, 20, 1091-1098; Lee, W.A., et al., An-
timicrobial Agents and Chemotherapy, 2005,49, 1898); US 2006/0241064; и WO 2007/095269, 

Также полезность нуклеозидов в качестве жизнеспособных терапевтических агентов ограничена их 
иногда плохими физико-химическими и фармакокинетическими свойствами. Такие плохие свойства мо-
гут ограничивать абсорбцию агента в кишечнике и ограничивать поглощение в ткани или клетки-
мишени. Для улучшения их свойств были применены нуклеозидные пролекарства. Было продемонстри-
ровано, что получение нуклеозидных фосфорамидатов улучшает системное поглощение нуклеозида и 
дополнительно, фосфорамидатный фрагмент таких "пронуклеотидов" замаскирован нейтральными ли-
пофильными группами с получением приемлемого коэффициента распределения для оптимизации и 
транспорта в клетку, резко усиливая внутриклеточную концентрацию нуклеозидного монофосфатного 
аналога по сравнению с введением родительского нуклеозида отдельно. Ферментно-опосредованный 
гидролиз фосфатного сложноэфирного фрагмента приводит к получению нуклеозидного монофосфата, в 
котором изначальное фосфорилирование, ограничивающее скорость, является необязательным. Для это-
го, в патентной заявке США № 12/053,015, которая соответствует WO 2008/121634 и US 2010/0016251, 
описан ряд фосфорамидатных нуклеозидных пролекарств, многие из которых проявляют активность в 
анализе вируса гепатита C. Некоторые соединения, описанные в US 2010/0016251, были проанализиро-
ваны в качестве потенциальных клинических кандидатов для утверждения Управления по контролю за 
пищевыми продуктами и лекарственными средствами. 

Краткое описание изобретения 

В данной заявке описано соединение, представленное формулой 4 и его соответствующие фосфор-
содержащие диастереомеры, представленные формулами SP-A и RP-4, 

 
Настоящее изобретение относится к способу получение соединения формулы SP-4: 

 
включающему: 
i) взаимодействие соединения C: 
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где LG' представляет собой п-нитрофеноксид, п-хлорфеноксид, о-хлорфеноксид, 2,4-динитро-

феноксид или пентафторфеноксид, с основным реагентом и соединением 3: 

 
где Z представляет собой водород, для получения SP-4; или ii) взаимодействие соединения С с ос-

новным реагентом и соединением 3, где Z выбран из бензоила, ацетила, фенилзамещенного бензоила, 
тетрагидропиранила, тритила, 4,4'-диметокситритила, 4-монометокситритила, триметокситритила, трет-
бутилдиметилсилила, трет-бутилдифенилсилила, -Si(iPr)2OSi(iPr)2OH, -C(O)CH2CH2C(O)CH3 и  
-C(O)OCH2Ph, и снятие защитной группы для получения SP-4. 

В предпочтительных вариантах осуществления настоящего изобретения LG' представляет собой п-
нитрофеноксид или пентафторфеноксид. 

Ещё одним объектом изобретения является способ получения соединения формулы RP-4: 

 
включающий: 
i) взаимодействие соединения С: 

 
где LG' представляет собой п-нитрофеноксид, п-хлорфеноксид, о-хлорфеноксид, 2,4-динитро-

феноксид или пентафторфеноксид, с основным реагентом и соединением 3: 

 
где Z представляет собой водород, для получения RP-4, или ii) взаимодействие соединения С с ос-

новным реагентом и соединением 3, где Z выбран из бензоила, ацетила, фенилзамещенного бензоила, 
тетрагидропиранила, тритила, 4,4'-диметокситритила, 4-монометокситритила, триметокситритила, трет-
бутилдиметилсилила, трет-бутилдифенилсилила, -Si(iPr)2OSi(iPr)2OH, -C(O)CH2CH2C(O)CH3 и  
-C(O)OCH2Ph, и снятие защитной группы для получения RP-4. 

В предпочтительных вариантах осуществления настоящего изобретения LG' представляет собой п-
нитрофеноксид или пентафторфеноксид. 

Краткое описание чертежей 

Фиг. 1 - дифрактога диффракционного рентгеновского анализа высокого разрешения 4; 
фиг. 2 - дифрактога диффракционного рентгеновского анализа высокого разрешения RP-4; 
фиг. 3 - дифрактога диффракционного рентгеновского анализа высокого разрешения SP-4 (форма 1); 
фиг. 4 - дифрактога диффракционного рентгеновского анализа высокого разрешения SP-4 (форма 1); 
фиг. 5 - дифрактога диффракционного рентгеновского анализа высокого разрешения SP-4⋅CH2Cl2 

(форма 2); 
фиг. 6 - дифрактога диффракционного рентгеновского анализа высокого разрешения SP-4⋅CHCl3 

(форма 3); 
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фиг. 7 - дифрактога диффракционного рентгеновского анализа высокого разрешения SP-4 (форма 4); 
фиг. 8 - дифрактога диффракционного рентгеновского анализа высокого разрешения SP-4 (форма 5); 
фиг. 9 - дифрактога диффракционного рентгеновского анализа высокого разрешения SP-4 (аморф-

ное); 
фиг. 10 - рентгеновская кристаллическая структура для SP-4 (форма 1); 
фиг. 11 - рентгеновская кристаллическая (изотропная) структура для SP-4⋅CH2Cl2 (форма 2); 
Фиг. 12 - рентгеновская кристаллическая (анизотропная) структура для SP-4⋅CH2Cl2 (форма 2); 
фиг. 13 - рентгеновская кристаллическая структура для SP-4⋅CHCl3 (форма 3); 
фиг. 14 - фурье-ИК спектр 4; 
фиг. 15 - фурье-ИК спектр RP-4; 
фиг.16 - фурье-ИК спектр SP-4; 
фиг. 17 - термогравиметрический анализ и анализ дифференциальной сканирующей калориметрии 

4; 
фиг. 18 - термогравиметрический анализ и анализ дифференциальной сканирующей калориметрии 

RP-4; 
фиг. 19 - термогравиметрический анализ и анализ дифференциальной сканирующей калориметрии 

SP-4; 
фиг. 20А - рентгеновская кристаллическая структура для 8 (SP-изомер) (молекула № 1 ассиметрич-

ного элемента). 
фиг. 20В - рентгеновская кристаллическая структура для 8 (SP-изомер) (молекула № 2 ассиметрич-

ного элемента). 
Подробное описание изобретения 

Получение 

В данном описании раскрыты способы получения любого из соединений 4, RP-4, или SP-4, вклю-
чающий: а) реакцию изопропил-аланата, А, ди-LG-фенилфосфат, В, 2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-
метилуридина, 3, и основания, с получением первой смеси, содержащей как минимум один из SP-4 и RP-4 

 
где X представляет собой конъюгированное основание кислоты, n представляет собой 0 или 1, и LG 

представляет собой отходящую группу; b) реакцию первой смеси с защитным соединением с получением 
второй смеси, содержащей как минимум одно из защищенного SP-4 и защищенного RP-4; и с) необяза-
тельно подвергание второй смеси кристаллизации, хроматографии или экстракции с получением 4, SP-4, 
или RP-4. Изопропил аланат присутствует в виде его соли соляной кислоты, которая, преимущественно, 
существенно безводная. Основанием является Н-метилимидазола. Молярное соотношение А-к-В-к-3 со-
ставляет приблизительно 1,6---1,3-к-1. Защитное соединение представляет собой трет-бутил-диметил-
силил-хлорид. 

В настоящем описании раскрыт способ получения SP-4 или RP-4, включающий: а) реакцию изопро-
пил-аланата, А, ди-LG-фенилфосфата, В, 2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-метилуридина, 3, и основания, с полу-
чением первой смеси, содержащей как минимум один из SP-4 и RP-4 

 
где X представляет собой конъюгированное основание кислоты, n представляет собой 0 или 1, и LG 

представляет собой отходящую группу; и b) необязательно подвергание второй смеси кристаллизацией, 
хроматографии или экстракции с получением очищенного SP-4 или RP-4. 

Данный способ получения RP-4 дополнительно включает дополнительную очистку второй смеси 
или очищенного RP-4 путем растворения или суспендирования второй смеси или очищенной RP-4 смеси 
в растворителе; необязательно с последующим высеванием кристаллического RP-4; и добавление доста-
точного количества анти-растворителя с получением кристаллического RP-4. 

Данный способ получения SP-4 дополнительно включает дополнительную очистку второй смеси 
или очищенного SP-4 путем d) растворения или суспендирования второй смеси или очищенного SP-4 в 
растворителе с последующим высеванием кристаллического SP-4 при приблизительно комнатной темпе-
ратуре; сбор первого твердого вещества, большая часть которого содержит SP-4; растворение первого 
твердого вещества в растворителе при его температуре дефлегмации; и охлаждение либо добавление ан-
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ти-растворителя с получением второго твердого вещества. 
Данный споосб получения SP-4, дополнительно включает дополнительную очистку SP-4 путем d) 

растворения или суспендирования второй смеси или очищенной SP-4 смеси в первом растворителе с по-
следующим добавлением анти-растворителя таким образом, чтобы получить первую композицию, в ко-
торой остаточный растворитель/антирастворитель удален декантацией с получением остатка; обработки 
остатка раствором, содержащим первый растворитель и анти-растворитель с получением второй компо-
зиции, при этом после уменьшения давления получают первое твердое вещество; растворения или сус-
пендирования первого твердого вещества с использованием второго растворителя таким образом, чтобы 
получить третью композицию; добавления высеянных кристаллов SP-4 в третью композицию; сбор вто-
рого твердого вещества; растворения или суспендирования второго твердого вещества в третьем раство-
рителе, необязательно нагретого до температуры дефлегмации третьего растворителя с получением чет-
вертой композиции, и, при необходимости, охлаждения четвертой композиции с получением третьего 
твердого вещества, содержащего SP-4, которое собирают путем фильтрования. 

SP-4, SP-4 дополнительно очищают при помощи второй смеси либо очищают SP-4 путем d) добавле-
ния силикагеля ко второй смеси или очищают SP-4 с последующим испарением растворителя с получе-
нием сухой суспензии; перемешивания сухой суспензии в первой комбинации растворитель/антираство-
ритель с получением первой влажной суспензии; декантации первой комбинации растворитель/ антирас-
творитель из первой влажной суспензии с получением второй влажной суспензии и первой композиции; 
добавления ко второй влажной суспензии второй комбинации растворитель/антирастворитель с после-
дующим перемешиванием; декантации второй комбинации растворитель/антирастворитель из второй 
влажной суспензии с получением третьей влажной суспензии и второй композиции; необязательно по-
вторение стадий g)-h) на третьей влажной суспензии или дополнительных влажных суспензиях; испаре-
ния растворителя из второй композиции, и необязательно любой дополнительной композиции, получен-
ной на необязательной стадии i) получения первого твердого вещества; растворения или суспендирова-
ния первого твердого вещества в растворе, содержащем третий растворитель и необязательно четвертый 
растворитель с получением третьей композиции; необязательно добавляя высеянные кристаллы SP-4 к 
третьей композиции; получение из третьей композиции второго твердого вещества, содержащего SP-4; и 
необязательно повторную кристаллизацию второго твердого вещества с использованием третьего рас-
творителя с получением третьего твердого вещества, содержащего SP-4. 

Средний специалист оценит, что соединения могут быть разделены путем традиционной экстрак-
ции, традиционной кристаллизации или традиционных хроматографических методов. Традиционные 
хроматографические методы включают, не ограничиваясь приведенным, хроматографию на силикагеле 
(с применением, например, 3-5% метанола в ДХМ или 4-6% изопропанола в ДХМ) с получением повы-
шенных уровней одного изомера (50-100%) и затем его кристаллизацию. Альтернативно, можно исполь-
зовать хроматографию с обращенной фазой (с применением, например, 1-30% ацетонитрильно-водной 
подвижной фазы). Дополнительно, соединения могут быть выделены при помощи сверхкритической 
флюидной хроматографии с диоксидом углерода в качестве основного растворителя и спиртов, таких, 
как метанол, в качестве модификатора, преимущественно, с использованием соответствующих хираль-
ных сред, например, Daicel Chiralpack IA. Альтернативно, может быть использована хроматография на 
псевдоподвижном слое с соответствующими хиральными средами, например, Daicel ChiralPack IA, с ис-
пользованием смеси растворителей, таких, как гексан/изопропанол, или растворителей по отдельности, 
например, этилацетата. 

Описан способ получения SP-4, который включает: а) реакцию изопропил-аланил-фосфорамидата с 
3'-О-защищенным или незащищенным 3, и основным реагентом с получением композиции, содержащей 
защищенное или незащищенное SP-4 

 
где изопропил-аланил-фосфорамидат состоит из смеси диастереомеров, представленных следую-

щими структурами: 

 
где соотношение C:C' составляет приблизительно 1:1. 
Основной реагент представляет собой трет-бутилмагний хлорид и соотношение C:C' превышает 

или равно приблизительно 1:1. 
В другом варианте основной реагент представляет собой трет-бутилмагний хлорид и соотношение 

C:C' превышает приблизительно 1:1. 
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В другом варианте основной реагент представляет собой трет-бутилмагний хлорид и соотношение 
C:C' составляет как минимум приблизительно 1,5:1, приблизительно 2,3:1, приблизительно 4:1, прибли-
зительно 5,7:1, приблизительно 9:1, приблизительно 19:1, приблизительно 32,3:1, приблизительно 49:1 
или приблизительно 99:1, 

LG' представляет собой п-нитрофеноксид, основной реагент представляет собой трет-бутилмагний 
хлорид, и соотношение C:C' составляет как минимум приблизительно 1,5:1, приблизительно 2,3:1, при-
близительно 4:1, приблизительно 5,7:1, приблизительно 9:1, приблизительно 19:1, приблизительно 
32,3:1, приблизительно 49:1 или приблизительно 99:1, 

Описан способ получения SP-4, включает: а) реакцию изопропил-аланил-фосфорамидата (С) с 3'-О-
защищенным или незащищенным 3, и основным реагентом с получением композиции, содержащей за-
щищенное или незащищенное SP-4 

 
где Z является защитной группой или водородом; LG' представляет собой отходящую группу; и b) 

необязательно подвергание полученного защищенного или незащищенного SP-4 хроматографии, экс-
тракции, или кристаллизации с получением очищенного защищенного или незащищенного SP-4. В под-
варианте исполнения, LG' представляет собой тозилат, камфоросульфонат, или арилоксид, замещенный 
как минимум одной электроноакцепторной группой; более преимущественно, LG' выбирают из п-
нитрофеноксида, 2,4-динитрофеноксида, и пентафторфеноксида. В дополнительном подварианте испол-
нения, если SP-4 защищен, т.е., Z не является водородом, способ в соответствии с девятым вариантом 
исполнения дополнительно направлен на снятие защитных групп с SP-4. В дополнительном подварианте 
исполнения, реакцию проводят в полярном апротонном растворителе, таком, как, например, тетрагидро-
фуран или другой эфирный растворитель, отдельно по одному или в комбинации друг с другом или с C2

 - 

C7 нитрилом, например, ацетонитрилом. 
Данный способ дополнительно включает 1) реакцию (LG')P(O)(LG)2, где LG, независимо от LG', 

представляет собой отходящую группу, с (i) изопропил-аланатом и первым основанием, с получением 
(LG')P(O)(LG)(Ala-iPr) с последующей реакцией (LG)P(O)(LG)(Ala-iPr) с фенолом и вторым основанием с 
получением смеси, содержащей C и C, (ii) фенолом и первым основанием с получением 
(LG')P(O)(LG)(OPH) с последующей реакцией (LG')P(O)(LM)(OPH) с изопропил-аланатом и вторым ос-
нованием с получением смеси, содержащей C и C, или (iii) комбинирования изопропил-аланата, фенола, 
и как минимум одним основанием с получением смеси, содержащей C и C; или 2) реакции 
(PhO)P(O)(LG)2, где LG, независимо от LG, представляет собой отходящую группу, с (i) изопропил-
аланатом и первым основанием с получением (PhO)P(O)(LG)(Ala-iPr) с последующей реакцией 
(PhO)P(O)(LG)(Ala-iPr) с предшественником отходящей группы и вторым основанием с получением сме-
си, содержащей C и C, 

 
и подвергание смеси хроматографии или кристаллизации смеси с получением C. Изопропил аланат 

может присутствовать в виде его соли соляной кислоты, которая, преимущественно, существенно без-
водная. 

Описан способ получения RP-4, который включает: а) реакцию изопропил-аланил-фосфорамидата с 
3'-О-защищенным или незащищенным 3, и основным реагентом с получением композиции, содержащей 
защищенное или незащищенное RP-4 

 
где изопропил-аланил-фосфорамидат состоит из смеси диастереомеров. Представленных следую-

щими структурами: 
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где соотношение C':C составляет приблизительно 1:1. 
В первом варианте способа основной реагент представляет собой трет-бутилмагний хлорид и соот-

ношение C':C превышает или равно приблизительно 1:1. 
Во втором варианте способа основной реагент представляет собой трет-бутилмагний хлорид и со-

отношение C':C; превышает приблизительно 1:1. 
В третьем варианте способа основной реагент представляет собой трет-бутилмагний хлорид и соот-

ношение C':C составляет как минимум приблизительно 1,5:1, приблизительно 2,3:1, приблизительно 4:1, 
приблизительно 5,7:1, приблизительно 9:1, приблизительно 19:1, приблизительно 32,3:1, приблизительно 
49:1, или приблизительно 99:1. 

В четвертом варианте способа LG' представляет собой п-нитрофеноксид, основной реагент пред-
ставляет собой трет-бутилмагний хлорид, и соотношение C':C составляет как минимум приблизительно 
1,5:1, приблизительно 2,3:1, приблизительно 4:1, приблизительно 5,7:1, приблизительно 9:1, приблизи-
тельно 19:1, приблизительно 32,3:1, приблизительно 49:1, или приблизительно 99:1. 

Описан способ получения RP-4, включает: а) реакцию изопропил-аланил-фосфорамидата (С) с 3'-О-
защищенным или незащищенным 3, и основным реагентом с получением композиции, содержащей за-
щищенное или незащищенное RP-4 

 
где Z является защитной группой или водородом; LG' представляет собой отходящую группу; и b) 

необязательно подвергание полученного защищенного или незащищенного RP-4 хроматографии, экс-
тракции, или кристаллизации с получением очищенного защищенного или незащищенного RP-4. В под-
варианте исполнения, LG' представляет собой тозилат, камфоросульфонат, или арилоксид, замещенный 
как минимум одной электроноакцепторной группой; более преимущественно, LG' выбирают из п-
нитрофеноксида, 2,4-динитрофеноксида, и пентафторфеноксида. В дополнительном подварианте испол-
нения, если RP-4 защищено, т.е. Z не является водородом, способ в соответствии с девятым вариантом 
исполнения дополнительно направлен на снятие защитных групп с защищенного RP-4. В дополнитель-
ном подварианте исполнения реакцию проводят в полярном апротонном растворителе, таком как, на-
пример, тетрагидрофуран или другой эфирный растворитель, по одному отдельно или в комбинации друг 
с другом или с C2-C7 нитрилом, например, ацетонитрилом. 

Способ дополнительно включает 1) реакцию (LG')P(O)(LG)2, где LG, независимо от LG', представ-
ляет собой отходящую группу, с (i) изопропил-аланатом и первым основанием с получением 
(LG')P(O)(LG)(Ala-iPr) с последующей реакцией (LG)P(O)(LG)(Ala-iPr) с фенолом и вторым основанием с 
получением смеси, содержащей C и C, (ii) фенолом и первым основанием с получением (LG')P(O) 
(LG)(OPH) с последующей реакцией (LG')P(O)(LG)(OPH) с изопропил-аланатом и вторым основанием с 
получением смеси, содержащей C и C, или (iii) комбинирование изопропил-аланата, фенола, и как мини-
мум одного основания с получением смеси, содержащей C и C; или 2) реакцию (PhO)P(O)(LG)2, где LG, 
независимо от LG, представляет собой отходящую группу, с (i) изопропил-аланатом и первым основани-
ем с получением (PhO)P(O)(LG)(Ala-iPr) с последующей реакцией (PhO)P(O)(LG)(Ala-iPr) с предшест-
венником отходящей группы и вторым основанием с получением смеси, содержащей C и C, 

 
и подвергание смеси хроматографии или кристаллизацию смеси с получением C'. В одном аспекте-

способа изопропил аланат присутствует в виде его соли соляной кислоты, которая, преимущественно, 
существенно безводная. 

Примеры 

Следующие примеры служат для того, чтобы способствовать лучшему пониманию данного описа-
ния. 

Синтетические аспекты 
Для получения уридинового нуклеозида можно использовать преимущество усовершенствованного 
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трибензоилированного цитидинового промежуточного вещества в синтезе определенных 3',5'-
диацилированных аналогов 3 (см. ниже), уже эффективно полученных на опытной установке (см. WO 
2006/031725 или US 2006/0122146, обе из которых включены полностью в данную заявку путем ссылки). 
Следующий способ был найден масштабируемым и рентабельным. 

 
3',5'-О-дибензоил-2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-метил-N4-бензоилцитидин (1) получали способом, опи-

санным в WO 2006/031725 и WO 2008/045419, обе из которых полностью включены этим в данную заяв-
ку путем ссылки. 1 обрабатывали 70% водной уксусной кислотой с образованием 3',5'-О-дибензоил-2'-
дезокси-2'-фтор-2'-С-метил-уридина (2). Бензоиловые сложные эфиры могут быть подвергнуты гидроли-
зу при помощи ряда способов, а также, например, алкоксидами в спиртовом растворителе, например, 
метоксидом натрия в метаноле, карбонатом калия в метаноле, или аналогами этанола, алкиламинами, 
например, метиламином в метаноле, бутиламином и т.д. Метанольный аммоний был выбран ввиду 
большего масштаба. Уридиновый продукт (3) может быть очищен кристаллизацией с получением 70% 
выхода из трибензоилированного цитидина (1). 

В многочисленной литературе подробно описаны различные маршруты и условия получения фос-
форамидатов при помощи нескольких кратных эквивалентов реагентов. См., например, McGuigan et al. J. 
Med. Chem. 2005,48, 3504-3515 и McGuigan et al. J. Med. Chem. 2006, 49, 7215. Для масштабирования 
процесса, в настоящее время существует только один известный пример, описанный в Lehsten et al., Org. 
Process Res. Dev. 2002, 6, 819-822 ("Lehsten"). В данной ссылке, авторы вводят концепцию "одностадий-
ной процедуры", в которой гидрохлоридная соль аминокислоты и фенилдихлорфосфат реагируют вместе 
с N-метилимидазолом в дихлорметане. Далее добавляют нуклеозид с образованием целевого 5'-О-
фосфорамиданого продукта, который в данном случае может приводить к получению соединения, пред-
ставленного формулой 4. К сожалению, процедура Lehsten имеет недостатки. Например, процедура 
Lehsten использует гораздо больший избыток реагентов, чем это требуется, что добавляет затраты и 
трудности при хроматографической очистке. Дополнительно, Lehsten предложил, что можно контроли-
ровать селективность реакции при 5'-гидроксиле, а не при 3'-гидроксиле по сравнению с литературной 
ссылкой, посредством использования более низких температур и медленного добавления нуклеозида. 

 
Используя процедуру Lehsten для соединения, описанного в данной заявке, обеспечено от прибли-

зительно 1-5% монозамещенных 3'-О-фосфорамидатных диастереомеров (5) до приблизительно 10-30% 
бис-замещенного продукта (6). Поскольку полярность 3'- диастереомеров была очень похожа с полярно-
стью целевых 5'-диастереомеров (4), хроматографическое разделение было крайне проблематичным. 
Масштабирование процесса было практически невозможным без отбрасывания существенной части ме-
нее полярных 5'-диастереомеров (4) или принимая более высокий уровень загрязнения 3'-диастереомеров 
(5). В изначальном 50 говом масштабировании, полученный в результате продукт содержал загрязнение 
3'-диастереомера (5), составляющее приблизительно 3%, которое совместно элюировало с менее поляр-
ным 5'-диастереомером (4). 

В данной заявке описаны условия реакции, использующие меньшие количества реагентов, и способ 
селективного устранения примеси 3'-О-фосфорамидатных диастереомеров (5) с более легким хромато-
графическим разделением, таким образом, получая целевые 5'-О-фосфорамидатные диастереомеры с 
гораздо более высокой степенью чистоты (4). 

Для стехиометрии реагентов, было проведено исследование, в котором стехиометрия реагентов бы-
ла систематически изменена и результаты контролировали при помощи ЯМР на ядрах фосфора неочи-
щенной реакционной смеси, как было сообщено Lehsten. В более успешных реализациях, сравнивали 
выход выделенного продукта и чистоту целевого продукта. Наблюдали, что первичный 5'-гидроксил реа-
гирует с более высокой скоростью, чем вторичный 3'-гидроксил. Это создает конкурирующую ситуацию 
между ходом реакции с расходованием всего исходного нуклеозида и превращения 5'- и 3'-моно-
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замещенных продуктов (4 и 5) в 5',3'-бис замещенные продукты (6). 3'-монозамещенный продукт пре-
вращается в бис-продукт при более высокой скорости, чем 5'-монозамещенный продукт, так что возмож-
но уменьшить уровень загрязнения 3'-диастереомером путем подталкивания реакции в образованию 
большего количества бис-замещенных продуктов. Однако, при эффективном способе удаления 3'-
диастереомеров, реакция может быть оптимизирована для получения большего количества целевого 5'-
диастереомера, без потребности в потере того количества 5'-диастереомера. Который превращается в 
бис-замещенный (6). Также наблюдали, что гидрохлорид аминокислоты является крайне гигроскопич-
ным. Поскольку любая присутствующая вода будет загрязнять эквивалентное количество фенилдихлор-
фосфатного реагента, необходимо уделить внимание тому, чтобы аминокислота была существенно без-
водной, либо ее нужно сделать существенно безводной перед применением. Кратко, Lehsten сообщил, 
что оптимальное соотношение аминокислоты и фенилдихлорфосфата и нуклеозида составляет 3,5:2,5:1, 
соответственно. Было найдено, что оптимальное соотношение аминокислоты и фенилдихлорфосфата и 
нуклеозида, составляющее приблизительно 1,6 к приблизительно 1,3 к приблизительно 1, является опти-
мальным в условиях, в которых 3'-диастереомер может быть эффективно удален, и в которых гидрохло-
рид аминокислоты является существенно безводным. Путем применения меньшего количества реаген-
тов, достигают экономии средств наряду с упрощением хроматографического разделения целевого про-
дукта от побочных продуктов реагента и от уменьшенного уровня бис-диастереомеров. 

В одной альтернативной процедуре, 3'-гидроксиблокированное производное 3 получали с исполь-
зованием трет-бутилдиметилсилил блокирующей группы, в две стадии. Затем его превращали в его 5'-
фосфорамидатное производное. Целью являлось, чтобы силильная группа могла быть затем удалена и не 
существовало 3' изомеров (5) или 3',5'-бис-фосфорамидатов (6). Аналогичный подход был продемонст-
рирован Borch and Fries (патент США 5,233,031) с низким общим выходом алкилфосфорамидата. 

Другим альтернативным подходом было использование прямого синтеза и затем химии для того, 
чтобы способствовать дифференциации 3'-диастереомерных примесей 5 от целевых 5'-диастереомеров 4 
для того, чтобы способствовать разделению. Целевой являлась группа, которая могла селективно реаги-
ровать со свободным первичным гидроксилом 3'-О-фосфорамидатной примеси 5 по сравнению с вторич-
ным гидроксилом целевого 5'-О-фосфорамидата 4. Также было желательным, чтобы блокирующая груп-
па значительно изменяла полярность полученного в результате 5'-О-блокированного 3'-О-фосфорами-
датного продукта от целевого 5'-О-фосфорамидата 4. Отсутствовала дополнительная стадия, необходи-
мая для удаления блокирующей группы, поскольку целевые 5'-диастереомеры 4 не были изменены. Хи-
мически измененные 3'-диастереомеры затем могли позволить более легкое хроматографическое разде-
ление или разделение при помощи специальных улавливающих подложек или экстракций. 

Конкретно, блокирующая группа - трет-бутилдиметилсилил (тБДМС)-соответствует данным крите-
риям и была первой. Которую продемонстрировали и затем использовали в многокилоговом масштабе. В 
определенных условиях, например в пиридине в качестве растворителя и основания, тБДМС группа реа-
гирует с высокой селективностью в первичном гидроксильном положении по сравнению с 3' вторичным 
гидроксильным положением. Фосфорамидатная реакция использует N-метилимидазо (NMH) в качестве 
основания. В присутствии NMH, силилирование является менее селективным. Преимущественно, коли-
чество NMH должно быть уменьшено. Этого можно легко достигнуть после фосфорамидатной реакции 
путем промывания реакционного раствора 1N соляной кислотой. NMH и оставшийся исходный нуклео-
зид удаляют, оставляя неочищенную смесь моно и бис замещенных продуктов и побочных продуктов 
реагентов. Ее затем растворяют в пиридине и обрабатывают трет-бутилдиметилсилил хлоридом. 3'-
монозамещенный продукт 5 превращают за несколько ч или менее в 5'-О-тБДМС-3'-О-фосфорамидат 7. 
Ход реакции можно контролировать при помощи ВЭЖХ. Полярность такого силилированного продукта 
7 является меньшей, чем у бис-фосфорамидата 6 и его легко удалять при помощи хроматографии. При 
помощи данного способа, было возможным уменьшить уровень 3'-монофосфорамидата 5 до менее, чем 
0,1% 5'-продукта 4 по сравнению с 1-3% без силильной обработки. Аналогично, обработка диметоксит-
рифенилметилхлоридом (ДМТ-С1) при аналогичных условиях была такой же успешной. Также было 
легче идентифицировать продукт ДМТ реакции при помощи ТСХ, поскольку ДМТ, содержащий молеку-
лы, окрашивает в ярко-оранжевый при нагревании или воздействии кислоты. Можно также предполо-
жить многие другие блокирующие группы, как отмечено выше. 

Как условия реакции, так и удаление 3'-примеси, являются общими способами и могут быть приме-
нены к большинству нуклеозидных фосфорамидатов со свободным 3' гидроксилом. Фосфорамидатный 
фрагмент может быть любой комбинацией сложного эфира аминокислоты и ароматического спирта. 
Нуклеозидным фрагментом может быть любой нуклеозид, в котором 5' фосфорамидат может привести к 
5'-монофосфату и может дополнительно метаболизировать в 5'-трифосфатную форму. 

Следующая схема является основной схемой реакции, проиллюстрированной для получения изо-
пропил L-аланатфенилфосфорамидата 2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-метилуридина с основным продуктом, в 
виде целевого 5'-О-фосфорамидата (4, два диастереомера) и побочного продукта, в виде 3'-О-фосфо-
рамидата (5, два диастереомера) и 3',5' -бис-О-фосфорамидат (6, четыре диастереомера). Реагент добав-
ляют в стехиометрических соотношениях, как описано в разделе "Способ получения". Реакции позволя-
ли проходить до того, как осталось приблизительно 5% исходного материала, по данным УФ визуализа-
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ции тонкослойной хроматографии (ТСХ). Также СЭЖХ/MS показало, что было образовано приблизи-
тельно 10% 3',5' бис-фосфорамидата 6 по сравнению с целевым 5'-продуктом. После гашения и обработ-
ки водным кислым раствором, неочищенный остаток из органического слоя получали для силилирова-
ния. В описанных условиях реакции, силильная группа преимущественно реагировала со свободным 5'-
гидроксилом 3'-О-фосфорамидатом с образованием 7. Реакцию продолжали, пока 3'-О-фосфорамидат 
больше не был детектирован при помощи СЭЖХ/MS. 

 
После выделения из реакции силилирования, целевой продукт подвергают хроматографии на сили-

кагеле и элюируют с градиентом метанола в дихлорметане (1-4%). Целевой 5'-монофосфорамидат 4 элю-
ирует последним. 

Способ получения 
Пример 1. Получение 2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-метилуридина (3). 
В 10-литровую колбу, добавляли 3', 5'-О-дибензоил-2'-дезокси-2'-фтор-2'-C-метил-N4-бензоилцити-

дина (500 г, 0,874 моль) и 70% водную уксусную кислоту (7,5 л). Раствор нагревали до возврата флегмы 
(110°C) в течение 20 ч. ТСХ указывала на завершение реакции (фактор ретенции 0,6 в 5% метаноле в 
дихлорметане (ДХМ)). Смесь охлаждали до температуры окружающей среды и разбавляли водой (2 л). 
После перемешивания в течение 2 ч, полученный в результате осадок собирали путем фильтрования и 
твердое вещество промывали водой (5 л) и сушили на открытом воздухе при температуре окружающей 
среды в течение 12 ч с получением 360 г (88%). Данное дибензоилуридиновое промежуточное вещество 
использовали непосредственно в следующей стадии путем добавления его всего к свежеполученному 
метанольному аммонию (5,4 л, прибл. 25%) при 0°C. Данную температуру поддерживали в течение 3 ч и 
затем позволяли нагреваться до 15°C в течение 24 ч. ТСХ указывала на завершение реакции (фактор ре-
тенции 0,4 в 10% метаноле в ДХМ). Реакционную смесь фильтровали через целитную подложку и кон-
центрировали при сниженном давлении с получением неочищенного продукта (216 г). Неочищенный 
продукт перемешивали с этилацетатом (325 мл) в течение 3 ч при температуре окружающей среды. По-
лученное в результате собирали путем фильтрования и промывали этилацетатом (216 мл). Твердое веще-
ство высушивали в вакууме при температуре окружающей среды в течение 4 ч с получением 160 г (78%) 
целевого продукта с 98,7% ВЭЖХ чистоты. 1Н-ЯМР (ДМСО-d6) δ 11,44 (br s, 1H, NH), 7,95 (d, 1H, С-6Н), 
5,97 (d, 1H, С-1'H), 5,64 (d, 1H, С-5Н), 3,84-3,77 (m, 3H, С-5'-На, С-3'H, С-4'Н), 3,63-3,60 (m, 1H, С5'-Hb), 
1,23 (d, 3H, С-2'-CH3). ES-MS (масс-спектрометрия с электрораспылением) М-1 259, 

Пример 2. Получение изопропильного эфира (S)-2-{[(1R,4R,5R)-5-(2,4-диоксо-3,4-дигидро-2Н-
пиримидин-1-ил)-4-(R)-фтор-3-гидрокси-4-метилтетрагидрофуран-2-илметокси]феноксифосфорилами-
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но}пропионовой кислоты (4). 
Синоним: диастереоизомерная смесь 5'-О-(изопропил-L-аланат, фенил фосфорамидил)-2'-дезокси-

2'-фтор-2'-С-метилуридина. 
3-х горлую колбу на 5 л оснащали механической мешалкой, солевой ледяной баней, внутренним 

термометром, и атмосферой азота. В колбу загружали гидрохлорид L-аланин изопропиловый сложный 
эфир (82,0 г, 0,490 моль) и безводный дихлорметан (0,80 л). При перемешивании, фенил дихлорфосфат 
(85,0 г, 0,40 моль) добавляли одной партией и перемешивали. При поддержании внутренней температу-
ры от -5 до 5°C, раствор N-метилимидазола (NMH, 250 г, 3,07 моль) в дихлорметане (250 мл) добавляли в 
течение периода, составляющего полчаса. Раствору позволяли перемешиваться в течение 1 ч в данном 
температурном диапазоне. 2'-Дезокси-2'-фтор-2'-С-метилуридин (3, 80,0 г, 0,307 моль) добавляли при 0°C 
одной порцией, а затем реакционную колбу медленно нагревали на солевой бане. Через 1 ч, внутреннюю 
температуру поднимали до -2°C. ТСХ (5% метанола в ДХМ) через 1 ч показало, что было израсходовано 
более, чем 50% нуклеозида. Баню удаляли и реакционная колба достигала температуры окружающей 
среды через еще 1 ч. ТСХ через 3 ч и через 5 ч в общем показали, что было израсходовано 95% исходно-
го нуклеозида. Реакционную смесь гасили путем добавления метанола (100 мл) и перемешивания реак-
ционной смеси в течение 5 мин. 

Реакционную смесь промывали 1N HCl (2×500 мл) с последующим промыванием насыщенным рас-
твором бикарбоната натрия (2×500 мл). Отделенный органический слой высушивали над безводным 
сульфатом натрия (50 г) и фильтровали. Раствор испаряли при сниженном давлении и затем в высоком 
вакууме до сухого остатка с получением неочищенного продукта в виде вязкого масла (170 г). Регистри-
ровали ЯМР спектры неочищенного продукта (31P и 1H). 31Р-ЯМР указывал на то, что приблизительно 1% 
общей интеграции фосфора происходило из-за присутствия 3' изомера 5. 

К неочищенному продукту добавляли безводный пиридин (1700 мл). Растворитель испаряли при 
сниженном давлении и затем в высоком вакууме для уменьшения содержания воды неочищенной смеси 
посредством совместного испарения. Полученное в результате масло повторно растворяли в безводном 
пиридине (500 мл) и затем добавляли избыток трет-бутилдиметилсилил хлорида (9,0 г, 60 мМ). Реакци-
онную смесь перемешивали при температуре окружающей среды. Ход реакции контролировали при по-
мощи СЭЖХ/MS. Через 3 ч, 3' примесь 5 не могла быть более детектирована и реакцию гасили путем 
добавления метанола (50 мл). 

Реакционную смесь испаряли при сниженном давлении до масла. Остаток растворяли в этилацетате 
(1,5 л) и промывали 1N HCl (2×500 мл), с последующим промыванием насыщенным раствором бикарбо-
ната натрия (2×500 мл). Органический слой высушивали над безводным сульфатом натрия (50 г), фильт-
ровали и испаряли при сниженном давлении с получением неочищенного продукта в виде бледно-
желтого масла. 

Неочищенное масло разбавляли тем же самым объемом дихлорметана и загружали на 2,5 кг силика-
гелевый картридж при радиальном модуле компрессии 100 psi давления воздуха. При помощи градиент-
ного насоса при 60 psi и скорости потока 400 мл/мин, картридж промывали метиленхлоридом (4л) с по-
следующим градиентом 1-4% метанола в метиленхлориде (48 л). Большую часть основных примесей (ди-
(изопропилаланил)фенил фосфат, 3',5'-бис фосфорамидат (6), 3'-фосфорамидат-5'-трет-бутилдиметилси-
лильный аддукт (7)) элюировали с ~3% градиентом. Целевой продукт элюировали 3-4% метанолом. Про-
дукт, содержащий фракции, сортировали на две партии. Первая содержала небольшие количества выс-
ших примесей, а вторая представляла собой чистый продукт. Первый набор фракций содержал неболь-
шие количества менее полярных примесей (высшие примеси), таких, как 3',5'-бис фосфорамидат и ди-
аланилфенил фосфат и главным образом RP диастереомер, и требовала второй колоночной очистки. (От-
носительная терминология, высший по сравнению с низшим, относится к элюированию нормальнофаз-
ной силикагелевой хроматографией, где "высший изомер" означает первый элюирующий изомер.) Вто-
рой набор фракций не содержал значительного количества примесей - только остаток RP и главным обра-
зом SP диастереомеры. Его позднее снова соединяли с дважды разделенными на колонке фракциями. 
Растворитель испаряли при сниженном давлении и полученную в результате белую пену подвергали до-
полнительной сушке (0,20 мм Hg) в течение 1 ч с получением 42 г партии примесей (4:1 высшего изоме-
ра относительно низшего, исходя из 31Р-ЯМР) и 38 г партии чистого продукта (1:3 высшего изомера от-
носительно низшего). Партию примесей снова пропускали через колонку аналогичным образом с полу-
чением 3,8 г 97% чистого высшего изомера (отбросив фракцию) и 36 г чистого продукта в соотношении 
4:1. Две основные партии растворяли в ДХМ, соединяли, испаряли при сниженном давлении и сушили 
(50°C, 0,2 мм Hg, 24 ч) с получением 74 г (45,7%) чистого продукта 4 с соотношением диастереомеров 
48: 51, в виде белой пены, температура плавления приблизительно 75-85°C. 

Для получения аморфного твердого вещества диастереомерной смеси, 74 г белой пены перемеши-
вали с трет-бутилметиловым простым эфиром (750 мл), с получением в результате частичного раствора и 
смолистого твердого остатка. При перемешивании, медленно добавляли гептан (750 мл) и суспензию 
механически перемешивали в течение 1 ч до превращения большей части смолы в белое твердое вещест-
во. Твердое вещество соскребали шпателем и полученную в результате суспензию фильтровали. Твердое 
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вещество промывали гептаном (4×50 мл) и сушили в вакууме (50°C, 0,2 мм Hg, 24 ч) с получением бело-
го аморфного порошка (64 г) с широким интервалом температур плавления, составляющим прибл. 70-
80°C. 1Н и 31Р ЯМР подтвердили структуру и ВЭЖХ показал чистоту, составляющую 99,8% с диастерео-
мерным соотношением 46:54 (также подтверждено при помощи 31Р ЯМР). 

Альтернативный способ получения твердой смеси 4, После хроматографии, остаток совместно ис-
паряли дихлорметаном дважды (5 мл/г) и сушили в течение 24 ч при 35-40°C при 35-45 мТорр. Пенный 
остаток просеивали через 250 микронный экран и подвергали дополнительной осушке при аналогичных 
условиях пока содержание остаточного дихлорметана не падало ниже 400 ppm согласно измерениям при 
помощи парофазной газовой хроматографии. Полученный в результате мелкодисперсный серовато-
белый и белый аморфный порошок имел диапазон температур стеклования, составляющий 53,7-63,5°C. 

Характеристика смеси изомеров (4): 1Н-ЯМР (CDCl3) δ 10,05 (br s, 1H, NH, SP), 10,00 (br s, 1H, NH, 
RP), 7,49 (d, 1H, C6-H, SP), 7,36 (m, 5H, C6-H, RP, ароматика), 7,23-7,14 (m, 6H, RP/SP, ароматика), 6,18 (br 
d, 2H, С1'-H, RP/SP), 5,63 (d, 1H, C5-H, SP), 5,58 (d, 1H, C5-H, RP), 5,01 (m, 2H, CH-(CH3)2, RP/SP), 4,46-4,33 
(m, 8H, C-5'-H2, ala-NH, C3'-OH, RP/SP), 4,12 (m, 2 H, ala-CH-CH3, RP/SP), 4,01-3,85 (m, 4H, C3'-H, C4'-H, 
RP/SP), 1,39-1,22 (m, 12H, все СН3, RP/SP). 

31Р-ЯМР (CDCl3) δ 3,60 (RP), 3,20 SP относительно трифенилфосфата при -17,80 ppm. ES-MS M+1 
530,2. Элементный анализ: Рассчитано% (включая 0,29% воды, как найдено при помощи анализа по Кар-
лу Фишеру) С, 49,75; Н, 5,54; N, 7,90, F, 3,58, P, 5,84, Найдено%: С, 49,50; H, 5,44; N, 7,85; F, 3,62; P, 6,05. 

Обсуждение разделения изомеров 
Соединение 4 ввиду хиральности на атоме фосфора состоит из двух диастереомеров, обозначенных 

как SP-4 и RP-4. Стереохимическое распределение выполняли, исходя из монокристаллического рентге-
ноструктурного анализа SP-4. Как RP-4, так и SP-4 давали кристаллический продукт. 

Процедуры кристаллизации описаны ниже. 

 
Пример 3. Кристаллизация RP-4 изомера. 
Подвергнутую хроматографии фракцию, содержащую первое элюирование, менее полярный RP-4 

изомер (3,8 г, 97% чистоты) растворяли в изопропаноле (36 г) и разбавляли гептаном до помутнения (72 
г). В раствор вводили затравку и перемешивали при температуре окружающей среды в течение 5 ч. По-
лученное в результате собирали путем фильтрования в вакууме, промывали гептаном (2×20 мл) и суши-
ли (50°C, 0,2 мм, 24 ч) до получения 2,3 г очень мелких белых игл с температурой плавления 136,2-
137,8°C. ВЭЖХ чистота полученного в результате вещества, как было найдено, составляла 99,02%. 

RP-4: 1Н-ЯМР (CDCl3) δ 9,10 (br s, 1H, NH), 7,36 (m, 2H, о-ароматика), 7,26-7,16 (m, 4 Н, С6-Н, м,п-
ароматика), 6,16 (br d, 1H, C1'-H), 5,58 (d, 1H, С5-Н), 5,01 (sept, 1H, CH-(СН3)2), 4,52-4,47 (m, 2H, С-5'-Н2), 
4,10 (d, 1H, C3'-H), 4,02-3,76 (m, 4H, ala-NH, C3'-OH, С4'-Н, ala-CH-CH3), 1,37-1,20 (m, 12H, все CH3). 

Пример 4. Получение и кристаллизация SP-4. 
Способ 1. Непосредственное осаждение из неочищенного 4. 
В перемешанный раствор гидрохлорида L-аланин изопропилового сложного эфира (10,5 г, 61,5 

ммоль, азеотропно высушенный, дважды, 50 мл толуола каждый раз) в дихлорметане (100 мл) добавляли 
фенидихлорфосфат (7,5 мл, 50 ммоль) при комнатной температуре. Смесь охлаждали до -10°C и затем 
добавляли раствор NMH (30,5 мл, 384,3ммоль) в 30 мл дихлорметана в течение периода, составляющего 
30 мин. После завершения добавления, смесь перемешивали при от -10 до -15°C в течение 1 ч. К указан-
ной выше смеси добавляли 2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-метилуридин (3) (10 г, 38,4ммоль) одной партией и 
смесь перемешивали при менее -10°C в течение 3 ч и затем медленно позволяли нагреваться до 20°C (6 
ч). Смесь перемешивали при данной температуре всю ночь(15 ч) и затем гасили 10 мл метанола. Раство-
ритель испаряли и остаток повторно растворяли в EtOAc (200 мл). EtOAc слой промывали водой (100 
мл), 1N HCl (3×75 мл), 2% водным раствором NaHCO3 (50 мл) и солевым раствором (50 мл). Органиче-
ский слой высушивали над Na2SO4, фильтровали и концентрировали. Остаток высушивали в высоком 
вакууме в течение 2 ч с получением белой пены (22 г). 

Указанную выше пену растворяли в 33 мл ДХМ и затем добавляли 65 мл ИПЭ (изопропилового 
простого эфира) с получением насыщенного раствора. Раствор фильтровали через небольшой слой цели-
та и фильтрат перемешивали с SP-4 затравкой в течение 72 ч при температуре окружающей среды (при-
близительно 22°C - отметьте, что охлаждение суспензии до 0°C приводило до замасливания неочищен-
ного продукта). Белое твердое вещество фильтровали, промывали ИПЭ (20 мл) и сушили с получением 
4,58 г (~85:15 смесь SP-4:RP-4 соответственно как определено при помощи 31Р ЯМР) белого порошка. 
Указанное выше твердое вещество суспендировали в 23 мл ДХМ и затем кипятили с обратным холо-
дильником в течение 3 ч. Смесь охлаждали до комнатной температуры и перемешивали в течение 15 ч. 



028709 

- 14 - 

Белое твердое вещество фильтровали, промывали 4,5 мл холодного ДХМ и сушили в высоком вакууме 
при 45°C с получением неочищенного SP-4, температура плавления 93,9-104,7°C, ВЭЖХ чистоты 99,74% 
(3,11 г, 15,2% из уридинового нуклеозида). 

SP-4 1Н-ЯМР (CDCl3) δ 8,63 (br s, 1H, NH), 7,47 (d, 1H, C6-H), 7,30 (m, 2H, о-ароматика), 7,26-7,18 
(m, 3H, м,п-ароматика), 6,18 (br d, 1H, C1'-H), 5,70 (d, 1H, С5-Н), 5,02 (sept, CH-(CH3)2), 4,53 (m, 2H, С-5'-
Н2), 4,11 (d, 1H, C3'-H), 3,97 (m, 3H, C3'-OH, С4'-Н, ala-CH-CH3), 3,77 (br s, 1H, ala-NH), 1,39 (d, 3H,C2'-
CH3), 1,37 (d, 3H, ala-CH3), 1,24 (d, 6H, CH-(CH3)2). 

Способ 2. Вымасливание из неочищенного 4. 
В перемешанный раствор гидрохлорида L-аланин изопропилового сложного эфира (20,6г, 123 

ммоль, азеотропно высушенный, дважды, 75 мл толуола каждый раз) в дихлорметане (200 мл) добавляли 
фенидихлорфосфат (14,9 мл, 100 ммоль) при комнатной температуре. Смесь охлаждали до -10°C и затем 
добавляли раствор NMH (61,3 мл, 769 ммоль) в 60 мл дихлорметана в течение периода, составляющего 
30 мин. После завершения добавления, смесь перемешивали при от -10°C до -15°C в течение 1 ч. К ука-
занной выше смеси добавляли 2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-метилуридин (3) (20 г, 76,9 ммоль) одной партией 
и смесь перемешивали при менее -10°C в течение 3 ч и затем медленно позволяли нагреваться до 20°C (6 
ч). Смесь перемешивали при данной температуре всю ночь (15 ч) и затем гасили 10 мл метанола. Раство-
ритель испаряли и остаток повторно растворяли в EtOAc (400 мл). EtOAc слой промывали водой (200мл), 
1N HCl (3×100 мл), 2% водным раствором NaHCO3 (100 мл) и солевым раствором (50мл). Органический 
слой высушивали над Na2SO4, фильтровали и концентрировали. Остаток высушивали в высоком вакууме 
в течение 2 ч с получением белой пены (43 г). Указанную выше пену растворяли в 86 мл EtOAc в двугор-
лой круглодонной колбе, оснащенной механической мешалкой. При перемешивании, медленно добавля-
ли 100 мл гептана и перемешивали суспензию в течение 1 ч. Верхний слой декантировали и остаток сно-
ва перемешивали с 50 мл 2:3 EtOAc/гептанового растворов в течение 10 мин и затем декантировали. Ос-
таток высушивали в высоком вакууме с получением белой пены (31 г). 

Указанную выше пену растворяли в 46 мл ДХМ и затем добавляли 95 мл ИПЭ с получением насы-
щенного раствора. Раствор фильтровали через небольшой слой целита и фильтрат перемешивали с за-
травкой SP-4 в течение 72 ч при температуре окружающей среды. Белое твердое вещество фильтровали, 
промывали ИПЭ (30 мл) и сушили с получением 7,33 г (~85:15 смесь SP-4 : RP-4 соответственно, как оп-
ределено при помощи 31Р ЯМР) белого порошка. Указанное выше твердое вещество суспендировали в 36 
мл ДХМ и затем кипятили с обратным холодильником в течение 3 ч. Смесь охлаждали до комнатной 
температуры и перемешивали в течение 15 ч. 

Белое твердое вещество фильтровали, промывали 7,5 мл холодного ДХМ и сушили в высоком ва-
кууме при 45°C с получением >99% чистого SP-4, (4,78 г, 11,6% из уридинового нуклеозида). 

Способ 3. Загрузка силикагеля в неочищенный 4. 
5,0 г неочищенного 4 получали аналогично смеси диастереомеров непосредственно перед стадией 

колоночной хроматографии, начиная с приблизительно 2,5 г 2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-метилуридина (3). 
Неочищенный продукт растворяли в 10 мл ДХМ и в раствор добавляли 10 г силикагеля. Растворитель 
испаряли с получением сухой суспензии. Суспензию перемешивали с 40 мл 50% EtOAc/гексана в тече-
ние 15 мин и затем фильтровали. Силикагель промывали дополнительно 10 мл 50% EtOAc/гексана. Си-
ликагель затем промывали 15% МеОН/ДХМ (100 мл) и собирали по отдельности. Растворитель испаряли 
и сушили в высоком вакууме с получением 4,0 г остатка (пены). Остаток растворяли в ДХМ (6 мл) и за-
тем добавляли ~9мл ИПЭ с получением насыщенного раствора. Смесь затем осторожно перемешивали 
всю ночь с SP-4 затравкой при температуре окружающей среды. Белое твердое вещество фильтровали и 
промывали ИПЭ (5 мл) с получением 1,28 г продукта. 31Р ЯМР выявил, что указанный выше продукт 
содержал 77:23 смесь SP-4 : RP-4 соответственно. Ее повторно кристаллизовали из 20 мл ДХМ с получе-
нием 0,75 г >99% чистого SP-4 (приблизительно 12% из уридинового нуклеозида). Такое получение SP-4 
не требует стадии силилирования, которое производили для смеси, так что выше показана вся реакцион-
ная процедура. Аспекты для монокристаллической и полиморфной форм SP-4 представлены ниже. 

Способ 4. 40,0 г 1:1 смеси 4 растворяли в 90 мл дихлорметана. Диизопропиловый простой эфир (70 
мл) добавляли в указанный выше раствор с получением насыщенного раствора, (количество диизопро-
пилового простого эфира может варьироваться в зависимости от чистоты продукта.) В раствор вводили 
затравку неочищенного SP-4 (>99%) и смесь осторожно перемешивали мешалкой при комнатной темпе-
ратуре в течение 20 ч (образование твердого вещества наблюдали через 2 ч). Твердое вещество фильтро-
вали, промывали 40 мл смеси диизопропилового простого эфира/дихлорметана (1:1) и сушили с получе-
нием белого твердого вещества (16,6 г, 89,35% чистого SP-4 по данным ЯМР). Данное твердое вещество 
суспендировали в 83 мл дихлорметана и кипятили с обратным холодильником в течение 3 ч. Суспензию 
охлаждали до комнатной температуры и перемешивали всю ночь. Твердое вещество фильтровали и про-
мывали 10мл холодного ДХМ. Твердое вещество высушивали в вакууме с получением SP-4 (13,1 г, 
99,48% чистоты по данным ВЭЖХ). 11 г данного твердого вещества повторно растворяли в 330 мл ДХМ 
в горячих условиях. Раствор охлаждали до комнатной температуры и оставляли при данной температуре 
всю ночь. Кристаллический продукт фильтровали и сушили с получением 10,5 г SP-4 (99,74% по данным 
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ВЭЖХ). 
Соединения SP-4 и RP-4 могут быть получены альтернативно, в соответствии с девятым или деся-

тым вариантом воплощения, путем реакции нуклеозида (защищенного или незащищенного) 3 с изопро-
пил-аланил-фосфорамидатом (смесь C and C', C или C'), как показано в следующем уравнении. 

 
P.D. Howes et al. Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids 2003, Vol. 22, Nos. 5-8, pp. 687-689 

("Howes") описывает 2'- и 5'-фосфорамидаты, полученные реакцией с трет-бутилмагний хлоридом. В 
данной статье, Howes описывает, что если 3'-дезокси-цитидиновый нуклеозид реагирует с метиловым 
эфиром (S)-2-[хлор-фенокси-фосфориламино] пропионовой кислотой в присутствии 1,2 эквивалентов 
трет-бутилмагний хлорида, происходит селективное фосфорилирование в 2'-положении, но с дополни-
тельными эквивалентами трет-бутилмагний хлорида происходит селективное фосфорилирование в 5'-
положении. Данное описание должно противоречить с тем, что описано в схеме 1, 

Пример 5-1. Получение изопропилового эфира (S)-2-[(4-нитрофенокси)феноксифосфориламино] 
пропионовой кислоты 

 
В перемешанный раствор 4-нитрофенил фосфордихлоридата (12,8 г, 50 ммоль) в дихлорметане (100 

мл) добавляли раствор фенола и треэтиламина (7,7 мл, 55 ммоль) в дихлорметане (100 мл) при -78°C в 
течение периода, составляющего 20 мин. Смесь перемешивали при данной температуре в течение 30 мин 
и затем переносили в другую круглодонную колбу, содержавшую гидрохлорид L-аланин изопропилового 
сложного эфира (8,38 г, 50 ммоль) в дихлорметане (100 мл) при 0°C. В смесь добавляли вторую порцию 
триэтиламина (14,6 мл, 105 ммоль) в течение периода, составляющего 15 мин. Смесь перемешивали при 
0°C в течение 1 ч и затем растворитель испаряли. Остаток растирали в порошок с этилацетатом (150 мл) 
и белое твердое вещество отфильтровывали. Фильтрат концентрировали при сниженном давлении с по-
лучением бледно-желтого масла. Неочищенное масло хроматографировали при помощи 0-20% этил аце-
тат/гексановым градиентом с получением продукта (17 г, 83% выход) в виде смеси диастереомеров в 
соотношении приблизительно 1:1. 31Р ЯМР (162 МГц, ДМСО-d6): δ -0,31, -0,47; 1Н ЯМР (400 МГц, 
ДМСО-d6): δ 8,31-8,27 (m, 2H), 7,51-7,37(m, 4H), 7,27-7,19(m, 3H), 6,70-6,63(m, 1H), 4,85-4,78(m, 1H), 
3,97-3,86(m, 1H), 1,21-1,19(m, 3H), 1,11-1,09 (m, 6H); Масс-спектрометрия (электроспрей ионизация) m/z 
407 (М-1)+ 31Р ЯМР (162 МГц, CDCl3): δ -2,05,-2,10; 1H ЯМР (400 МГц, CDCl3): δ 8,22 (d, J = 9,2Гц, 2Н), 
7,41-7,33(m, 4H), 7,26-7,18 (m, 3H), 5,05-4,96 (m, 1H), 4,14-4,05 (m, 1H), 3,93-3,88(m, 1H), 1,38(d, J = 
6,8Гц, 3H), 1,22 (dd, J = 6,2 & 3,0Гц, 6Н); Масс-спектрометрия (электроспрей ионизация) m/z 407 (М-1)+. 

Пример 5-2. Получение SP-4/RP-4 

 
В перемешанный раствор 1-((2R,3R,4R,5R)-3-фтор-4-гидрокси-5-гидроксиметил-3-метилтетра-

гидро-фуран-2-ил)-1 Н-пиримидин-2,4-диона (130 мг, 0,5 ммоль) в сухом ТГФ (1,5мл) добавляли 1,0М 
раствор трет-бутилмагний хлорида (1,05 мл, 1,05 ммоль, 2,1 эквив.)) при комнатной температуре в тече-
ние периода, составляющего 5 мин. Через 30 мин раствор изопропилового эфира (S)-2-[(4-нитро-
фенокси)феноксифосфориламино] пропионовой кислоты (1:1 смесь изомеров, 408 мг, 1 ммоль) в ТГФ 
(1,5мл) добавляли по каплям в течение периода, составляющего 5 мин. Смеси позволяли перемешиваться 
при комнатной температуре в течение 48 ч и затем гасили насыщенным водным раствором NH4Cl (20 
мл). Смесь разделяли на фракции между этилацетатом (50 мл) и водой (20 мл). Соединенный органиче-
ский экстракт высушивали над безводным сульфатом натрия, фильтровали и концентрировали при сни-
женном давлении с получением бледно-желтого остатка. Колоночная хроматография остатка при помо-
щи 0-2% МеОН/дихлорметанового градиента приводила к получению белого пенного твердого вещества 
(125 мг, 47% выход, смесь SP-4/RP-4 в соотношении приблизительно 3,05:1,0). 

Пример 6. Получение и нехроматографическое выделение изопропилового эфира (S)-2-[(S)-(4-
нитрофенокси)феноксифосфориламино]пропионовой кислоты 
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Гидрохлорид L-аланин изопропилового сложного эфира (330 г, 1,97 моль) предварительно высуши-
вали путем совместного испарения с толуолом (2×400 мл) при сниженном давлении и затем высушивали 
в вакуумной печи (50°C, 0,2 мм Hg, 17 ч). В перемешанный раствор 4-нитрофенил фосфордихлоридата 
(500,0 г, 1,953 моль) в безводном дихлорметане (3,0 л) добавляли раствор фенола (183,8 г, 1,953 моль) и 
триэтиламина (300 мл, 2,15 моль) в дихлорметане (900 мл) при -60°C внутренней температуре в течение 
периода, составляющего 3 ч. Смесь перемешивали при данной температуре в течение еще 30 мин и затем 
позволяли нагреваться до -5°C в течение 2,5 ч. Предварительно высушенный эфир аминокислоты добав-
ляли при -5~0°C в атмосфере азота в течение 10 мин. Остаток соли аминоэфира в дополнительной колбе 
переносили в реакционную смесь посредством вымывания дихлорметаном (2×100 мл). Смесь перемеши-
вали при 0°C в течение 40 мин и вторую порцию триэтиламина (571 мл, 4,10 моль) добавляли в течение 
периода, составляющего 40 мин при 0°C. Смесь перемешивали при 0~10°C в течение 3 ч и затем белое 
твердое вещество (триэтиламин гидрохлорид) отфильтровывали и промывали дихлорметаном (3×300 
мл). Фильтрат концентрировали при сниженном давлении и остаток растирали в порошок метил трет-
бутиловым простым эфиром (МТБЭ, 4 л). Дополнительную твердую соль, полученную таким образом, 
отфильтровывали и промывали МТБЭ (3×150 мл). Фильтрат концентрировали при сниженном давлении 
с получением прозрачного светло-коричневого масла. Остаток совместно испаряли с гексаном (2×140 
мл) для удаления любого остаточного МТБЭ и подвергали дополнительной осушке в вакууме при 40°C в 
течение 2 ч. Сухой остаток смешивали с диизопропиловым простым эфиром (ИПЭ, 1,1 л) и перемешива-
ли при 5°C на водно-ледяной бане. Небольшое количество кристаллической затравки целевого SP-
изомерного продукта добавляли к раствору и смесь перемешивали при 5°C в течение более 22 ч с обра-
зованием средне-густой суспензии. Ей позволяли отстаиваться в камере замораживания (-10°C) в течение 
44 ч. Осажденный продукт собирали посредством фильтрования и промывали предварительно охлаж-
денной смесью растворителей ИПЭ и гексана (1:1, 3×190 мл). Твердое вещество высушивали в вакууме 
(0,5 мм Hg) при температуре окружающей среды до достижения постоянной массы с получением 227,23 
г (выход: 28,5%) в виде белого порошкообразного твердого вещества. Соотношение двух диастереомеров 
SP:RP составляло 9,65/1, исходя из данных 31Р ЯМР (162 МГц, ДМСО-d6, δ -0,31 (SP), -0,47). Продукт по-
вторно кристаллизовали путем растворения в ИПЭ (840 мл) при нагревании в 60°C бане. Указанный вы-
ше раствор перемешивали при комнатной температуре в течение 1 ч и затем добавляли небольшое коли-
чество кристаллической затравки SP изомера. Белое порошкообразное твердое вещество образовалось в 
течение 2 ч и колбу хранили в камере замораживания (-10°C) в течение 16 ч. Полученное белое и мелко-
дисперсное кристаллическое вещество фильтровали, промывали предварительно охлажденным ИПЭ (3× 
50 мл) и сушили в вакууме (температура окружающей среды, 0,5 мм Hg) до постоянной массы с получе-
нием белого рыхлого твердого вещества (177,7 г, 22% общий выход или 44% общий выход, исходя из 
теоретического выхода SP изомера) при соотношении диастереомеров 48/1, исходя из данных Р-ЯМР. 
Температура плавления 62-66°C. 

31Р ЯМР (162 МГц, ДМСО-d6): δ -0,31; 1H ЯМР (400 МГц, ДМСО-d6): δ 8,30-8,27 (m, 2Н), 7,49(d, 
J=8,8Гц, 2Н), 7,41-7,37(m, 2H), 7,23-7,19 (m, 3H), 6,66 (dd, J=13,6, 10,0Гц, 1H), 4,86-4,78 (m, 1H), 3,97-3,86 
(m, 1H), 1,19 (d, J=7,2Гц, 3H), 1,10 (d, J=6,4Гц, 6Н); 

31Р ЯМР (162 МГц, CDCl3): δ -2,05; (162 МГц, ДМСО-d6): δ -0,31; 1H ЯМР (400 МГц, CDCl3): δ 8,22 
(d, J=9,2Гц, 2Н), 7,41-7,33(m, 4H), 7,26-7,18(m, 3H), 5,05-4,96(m, 1H), 4,14-4,05(m, 1H), 3,93-3,88(m, 1H), 
1,38(d, J=6,8Гц, 3H), 1,22 (dd, J=6,2 & 3,0Гц, 6Н); 1Н ЯМР (400 МГц, ДМСО-d6): δ 8,30-8,27 (m, 2H), 
7,49(d, J=8,8Гц, 2Н), 7,41-7,37(m, 2H), 7,23-7,19 (m, 3H), 6,66 (dd, J=13,6, 10,0Гц, 1H), 4,86-4,78 (m, 1H), 
3,97-3,86 (m, 1H), 1,19 (d, J=7,2Гц, 3H), 1,10(d, J=6,4Гц, 6Н). MS (электроспрей ионизация) m/z 407 (М-
1)+. 

Стереохимия 8 (SP-изомера) была подтверждена рентгеновской кристаллографией монокристалла, 
см. подробное описание, представленное ниже. 

Пример 7. Разделение диастереоизомерной смеси изопропилового эфира (S)-2-[(4-нитро-фенокси)-
фенокси-фосфориламино] пропионовой кислоты при сверхкритической флюидной хроматографии. 

Пробу смеси диастереомеров (4,8 г), обогащенную RP-изомером, подвергали сверхкритической 
флюидной хроматографии при помощи ChiralPak AD-H (2×15 см) колонку и элюировали 35% изопропа-
нолом в диоксиде углерода при 100 бар. Использовали инъекционную загрузку 4 мл пробу при концен-
трации 17 мг/мл метанола. Первым элюировали RP-изомер изопропилового эфира [(S)-2-[(R)-(4-нитро-
фенокси)феноксифосфориламино]пропионовой кислоты. Соответствующие фракции многократных про-
пусканий соединяли и концентрировали при сниженном давлении с получением 2,9 г RP-изомера изо-
пропилового эфира [(S)-2-[(R)-(4-нитрофенокси)феноксифосфориламино] пропионовой кислоты в виде 
светло-желтого вязкого масла и 1,9 г SP-изомера изопропилового эфира [(S)-2-[(S)-(4-нитрофенокси)-
феноксифосфориламино] пропионовой кислоты в виде твердого белого вещества. Аналитические данные 
RP-изомера аналогичны продукту, выделенному описанным выше способом кристаллизации. 

Аналитические данные для изопропилового эфира (S)-2-[(R)-(4-нитрофенокси)феноксифосфорил-
амино] пропионовой кислоты (8, RP-изомер): 31Р ЯМР (162 МГц, ДМСО-d6): δ -0,47; 1Н ЯМР (400 МГц, 
ДМСО-d6): δ 8,30-8,27 (m, 2H), 7,46-7,38 (m, 4H), 7,27-7,20 (m, 3H), 6,68 (dd, J=13,8, 10,2Гц, 1H), 4,86-4,77 
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(m, 1H), 3,97-3,86 (m, 1H), 1,20 (d, J=7,2Гц, 3H), 1,10(dd, J=6,2, 2,2Гц, 6Н); MS (электроспрей ионизация) 
m/z 407 (М-1)+. 

Пример 8-1. Получение рацемического изопропилового эфира 2-[(4-хлор-фенокси)-фенокси-
фосфориламино]пропионовой кислоты (±): 

 
В перемешанный раствор 4-хлор-фенил фосфордихлоридата (2,45г, 10,0 ммоль) в дихлорметане (20 

мл) добавляли раствор фенола (0,94 г, 10 ммоль) и треэтиламина (1,56 мл, 11 ммоль) в дихлорметане 
(20мл) при -78°C в течение периода, составляющего 20 мин. Смесь перемешивали при данной темпера-
туре в течение 30 мин и затем переносили в другую круглодонную колбу, содержавшую гидрохлорида L-
аланин изопропилового сложного эфира (1,67 г, 10 ммоль) в дихлорметане (50 мл) при 0°C. В смесь до-
бавляли вторую партию триэтиламина (2,92 мл, 21 ммоль) в течение периода, составляющего 15 мин. 
Смесь перемешивали при 0°C в течение 1 ч и затем растворитель испаряли. Остаток растирали в поро-
шок с этилацетатом (30 мл) и белое твердое вещество отфильтровывали. Фильтрат концентрировали при 
сниженном давлении с получением бледно-желтого масла. Неочищенное масло хроматографировали при 
помощи 10-20% этил ацетат/гексанового градиента с получением продукта (2,0 г, 50% выход) в виде 
смеси диастереомеров в соотношении приблизительно 1:1. 31Р ЯМР (162 МГц, CDCl3): δ -1,58, -1,62; 1Н 
ЯМР (400 МГц, CDCl3): δ 7,06-7,51 (m, 8H), 7,15-7,28 (m, 2H), 7,29-7,47(m, 2H), 4,0-4,10(m, 1H), 3,82-3,88 
(m, 3H), 1,35-1,36 (dd, 6H); 1,19-1,22 (m, 3H). MS (электроспрей ионизация) m/z 398 (М-1)+. Полученный 
в результате продукт очищали путем экстракции, кристаллизации или хроматографии, как отмечено вы-
ше. 

Пример 8-2. Получение (S)-изопропил 2-((2R,3R,4R,5R)-5-(2,4-диоксо-3,4-дигидропиримидин-
1(2Н)-ил)-4-фтор-3-гидрокси-4-метилтетрагидрофуран-2-ил)метокси)(фенокси)фосфориламино)пропа-
ноата (4). 

В перемешанный раствор 1-((2R,3R,4R,5R)-3-фтор-4-гидрокси-5-гидроксиметил-3-метил-тетра-
гидрофуран-2-ил)-1H-пиримидин-2,4-диона (3, 2,6 г, 10 ммоль) в сухом ТГФ (50 мл) добавляли 1,7 М 
раствор трет-бутилмагний хлорида (12,4 мл, 21 ммоль, 2,1 эквив.)) при комнатной температуре в течение 
периода, составляющего 15 мин. Через 30 мин, раствор рацемического изопропилового эфира (2-[(4-
хлорфенокси)феноксифосфориламино] пропионовой кислоты (4,08 г, 10 ммоль) в ТГФ (15 мл) добавляли 
по каплям в течение периода, составляющего 10 мин. Смеси позволяли перемешиваться при комнатной 
температуре в течение 72 ч, совместные пятна ТСХ с аутентичным продуктом показывали, что прибли-
зительно 5% целевого продукта были образованы, по сравнению с исходным нуклеозидом. 

Пример 9-1. Получение рацемического изопропилового эфира 2-[(2-хлорфенокси)фенокси-
фосфориламино] пропионовой кислоты (±). 

 
В перемешанный раствор 2-хлор-фенил фосфордихлоридата (9,8 г, 40 ммоль) в дихлорметане (80 

мл) добавляли раствор фенола (3,76 г, 40 ммоль) и триэтиламина (6,16 мл, 44 ммоль) в дихлорметане (80 
мл) при -78°C в течение периода, составляющего 20 мин. Смесь перемешивали при данной температуре в 
течение 30 мин и затем переносили в другую круглодонную колбу, содержавшую гидрохлорид L-аланин 
изопропилового сложного эфира (6,7 г, 40 ммоль) в дихлорметане (150 мл) при 0°C. В смесь добавляли 
вторую порцию триэтиламина (11,6 мл, 84 ммоль) в течение периода, составляющего 15 мин. Смесь пе-
ремешивали при 0°C в течение 1 ч и затем растворитель испаряли. Остаток растирали в порошок с этил-
ацетатом (100 мл) и белое твердое вещество отфильтровывали. Фильтрат концентрировали при снижен-
ном давлении с получением бледно-желтого масла. Неочищенное масло хроматографировали при помо-
щи 10-20% этил ацетат/гексанового градиента с получением продукта (11,3 г, 72% выход) в виде смеси 
диастереомеров в соотношении приблизительно 1:1. 31Р ЯМР (162 МГц, CDCl3): δ -1,58, -1,61; 1Н ЯМР 
(400 МГц, CDCl3): δ 7,06-7,51 (m, 8H), 5,02-5,94 (m, 1H), 4,10-4,16(m, 1H), 3,31-3,94(m, 1H), 1,18-1,35(m, 
3H), 1,38-1,40 (dd, 6H); MS (электроспрей ионизация) m/z 398 (М-1)+. Полученный в результате продукт 
очищенный экстракцией, кристаллизацией, или хроматографией, как отмечено выше. 

Пример 9-2. Получение (S)-изопропил 2-((2R,3R,4R,5R)-5-(2,4-диоксо-3,4-дигидропиримидин-
1(2Н)-ил)-4-фтор-3-гидрокси-4-метилтетрагидрофуран-2-ил)метокси)(фенокси)фосфориламино)пропа-
ноата. 

В перемешанный раствор 1-((2R,3R,4R,5R)-3-фтор-4-гидрокси-5-гидроксиметил-3-метил-тетра-
гидрофуран-2-ил)-1H-пиримидин-2,4-диона (3, 2,6 г, 10 ммоль) в сухом ТГФ (50 мл) добавляли 1,7 М 
раствор трет-бутилмагний хлорида (12,4 мл, 21 ммоль, 2,1 эквив.)) при комнатной температуре в течение 
периода, составляющего 15 мин. Через 30 мин, раствор изопропилового эфира (2-[(2-хлорфенокси)-
феноксифосфориламино] пропионовой кислоты (рацемический, 4,08 г, 10 ммоль) in ТГФ (15мл) добавля-
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ли по каплям в течение периода, составляющего 10 мин. Смеси позволяли перемешиваться при комнат-
ной температуре в течение 72 ч. Совместные пятна ТСХ с аутентичным продуктом показывали, что при-
близительно 5-10% целевого продукта были образованы, по сравнению с исходным нуклеозидом. 

Пример 10-1. Получение рацемического изопропилового эфира 2-[(2,3,4,5,6-пентафтор-фенокси)-
фенокси-фосфориламино] пропионовой кислоты (±). 

 
В перемешанный раствор пентафторфенил фосфордихлоридата (6,0 г, 20 ммоль) в дихлорметане (40 

мл) добавляли раствор фенола и триэтиламина (3,08 мл, 22 ммоль) в дихлорметане (40 мл) при -78°C в 
течение периода, составляющего 20 мин. Смесь перемешивали при данной температуре в течение 30 мин 
и затем переносили в другую круглодонную колбу, содержавшую гидрохлорид L-аланин изопропилового 
сложного эфира (3,35 г, 20 ммоль) в дихлорметане (100 мл) при 0°C. В смесь добавляли вторую партию 
триэтиламина (5,84 мл, 42 ммоль) в течение периода, составляющего 15 мин. Смесь перемешивали при 
0°C в течение 1 ч и затем растворитель испаряли. Остаток растирали в порошок с этилацетатом (60 мл) и 
белое твердое вещество отфильтровывали. Фильтрат концентрировали при сниженном давлении с полу-
чением бледно-желтого масла в виде смеси диастереомеров в соотношении приблизительно 1:1. 31Р ЯМР 
(162 МГц, CDCl3): δ -0,49, -0,58, Полученный в результате продукт очищенный экстракцией, кристалли-
зацией, или хроматографией, как отмечено выше. 

Пример 10-2. Получение (S)-изопропил 2-((2R,3R,4R,5R)-5-(2,4-диоксо-3,4-дигидропиримидин-
1(2Н)-ил)-4-фтор-3-гидрокси-4-метилтетрагидрофуран-2-ил)метокси)(фенокси)-фосфориламино) пропа-
ноата. 

В перемешанный раствор 1-((2R,3R,4R,5R)-3-фтор-4-гидрокси-5-гидроксиметил-3-метил-тетра-
гидро-фуран-2-ил)-1Н-пиримидин-2,4-диона (3, 2,6 г, 10 ммоль) в сухом ТГФ (50 мл) добавляли 1,7М 
раствора трет-бутилмагний хлорида (12,4 мл, 21ммоль, 2,1 эквив.)) при комнатной температуре в течение 
периода, составляющего 15 мин. Через 30 мин, раствор неочищенного рацемического изопропилового 
эфира (2-[(2,3,4,5,6-пентафторфенокси)фенокси-фосфориламино]пропионовой кислоты (4,08 г, 10 ммоль) 
в ТГФ (15мл) добавляли по каплям в течение периода, составляющего 10мин. Смеси позволяли переме-
шиваться при комнатной температуре в течение 72 ч. Совместные пятна ТСХ с аутентичным продуктом 
показывали, что приблизительно 40-50% целевого продукта были образованы, по сравнению с исходным 
нуклеозидом. 

Получение и очистка C или C' обеспечивает непосредственный доступ к SP-4 или RP-4, что проил-
люстрировано следующими примерами. 

 
Пример 11. Получение SP-4 (32 мг-шкала): В перемешанный раствор 1-((2R, 3R,4R, 5R)-3-фтор-4-

гидрокси-5-гидроксиметил-3-метилтетрагидрофуран-2-ил)-1Н-пиримидин-2,4-диона 3 (32 мг, 0,12 
ммоль) в сухом ТГФ (1мл) добавляли а 1М раствор трет-бутилмагний хлорида (0,26 мл, 0,26 ммоль, 2,1 
эквив.)) при комнатной температуре в течение периода, составляющего 3 мины. Через 30 мин, раствор 
изопропилового эфира (S)-2-[(S)-(4-нитрофенокси)феноксифосфориламино]пропионовой кислоты (8, SP-
изомер) в ТГФ (0,5мл) добавляли по каплям в течение периода, составляющего 3 мин. Смеси позволяли 
перемешиваться при комнатной температуре в течение 42 ч и затем гасили насыщенным водным раство-
ром NH4Cl (10 мл). Смесь разделяли на фракции между этилацетатом и водой. Соединенный органиче-
ский экстракт высушивали над безводным сульфатом натрия и концентрировали. Остаток хроматогра-
фировали при помощи 0-4% метанол/дихлорметанового градиента с получением SP-4 в виде пенного 
твердого вещества (29 мг, 44,5% выход). 1Н и 31Р ЯМР подтверждают то, что описано в данной заявке. 

Пример 12. Получение SP-4 (2,6 г-шкала, без хроматографии). 
В перемешанный раствор 1-((2R,3R,4R,5R)-3-фтор-4-гидрокси-5-гидроксиметил-3-метил-тетра-

гидрофуран-2-ил)-1Н-пиримидин-2,4-диона (2,6 г, 10 ммоль) в сухом ТГФ (50 мл) добавляли 1,7 М рас-
твор трет-бутилмагний хлорида (12,4 мл, 21 ммоль, 2,1 эквив.)) при комнатной температуре в течение 
периода, составляющего 15 мин. Через 30 мин, раствор изопропилового эфира (S)-2-[(S)-(4-нитро-
фенокси)-фенокси-фосфориламино] пропионовой кислоты (8, SP-изомер, 4,08 г, 10 ммоль) в ТГФ (15 мл) 
добавляли по каплям в течение периода, составляющего 10 мин. Смеси позволяли перемешиваться при 
комнатной температуре в течение 60 ч и затем гасили насыщенным водным раствором NH4Cl (20 мл). 
Смесь разделяли на фракции между этилацетатом (150 мл) и последовательно, 10% водным раствором 
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Na2CO3 (3×20 мл) и водой (20 мл). Соединенный органический экстракт высушивали над безводным 
сульфатом натрия, фильтровали и концентрировали при сниженном давлении с получением бледно-
желтого остатка (3,8 г). Остаток растворяли в дихлорметане (7,6 мл) и затем перемешивали в течение 20 
ч при комнатной температуре. Белое твердое вещество фильтровали, промывали 1:1 
ИПЭ/дихлорметаном (5 мл) и сушили в вакууме с получением неочищенного продукта в виде белого 
твердого вещества (1,85 г, 35% выход). 

Пример 13. Получение SP-4 при помощи NaH МДС: В перемешанный раствор 1-((2R,3R,4R,5R)-3-
фтор-4-гидрокси-5-гидроксиметил-3-метил-тетрагидро-фуран-2-ил)-1Н-пиримидин-2,4-диона (71 мг, 
0,27 ммоль) в сухом ТГФ (2,0 мл) добавляли 2,0 М раствор натрий бис(триметилсилил)амида (NaH МДС) 
в ТГФ (270 мкл, 0,54 ммоль) при -78°C в течение периода, составляющего 2 мин. Через 30 мин, в смесь 
добавляли раствор изопропилового эфира (S)-2-[(S)-(4-нитрофенокси)феноксифосфориламино]пропио-
новой кислоты (8, SP-изомер, 111 мг, 0,27 ммоль) в ТГФ (1 мл). Реакционной смеси позволяли перемеши-
ваться при данной температуре в течение 2 ч и затем нагревали до -20°C при такой температуре ее пере-
мешивали в течение еще 20 ч. ТСХ указывала на ~30% непрореагировавшего нуклеозидного исходного 
вещества. Затем, в реакционную смесь добавляли дополнительные 0,5 эквивалентов реагента (55 мг, 0,14 
ммоль) в ТГФ (0,5 мл) и перемешивали еще 6 ч. Реакционную смесь гасили насыщенным водным рас-
твором хлорида аммония и затем фракционировали между этилацетатом и водой. Соединенный органи-
ческий экстракт высушивали над безводным сульфатом натрия и концентрировали с получением светло-
коричневого остатка. Колоночная хроматография неочищенного продукта при помощи 0-5% мета-
нол/дихлорметанового градиента привела к получению SP-4 (22 мг, 15% выход), 3'-фосфорамидата (5, SP-
изомер, 11,5 мг, 16% выход) и бис фосфорамидата (6, SP, SP-изомер, 12,6 мг). 

Пример 14. Получение RP-4 (260 мг-шкала). 
В перемешанный раствор 1-((2R,3R,4R,5R)-3-фтор-4-гидрокси-5-гидроксиметил-3-метилтетрагид-

рофуран-2-ил)-1Н-пиримидин-2,4-диона (260 мг, 1 ммоль) в сухом ТГФ (6 мл) добавляли 1,7 М раствор 
трет-бутилмагний хлорида (1,23 мл, 2,1 ммоль, 2,1 эквив.)) при комнатной температуре в течение перио-
да, составляющего 5 мин. 

Через 30 мин раствор изопропилового эфира (S)-2-[(R)-(4-нитрофенокси)феноксифосфориламино] 
пропионовой кислоты (8, RP-изомер) в ТГФ (3 мл) добавляли по каплям в течение периода, составляю-
щего 3 мин. Смеси позволяли перемешиваться при комнатной температуре в течение 96 ч и затем гасили 
насыщенным водным раствором NH4Cl (10 мл). Смесь разделяли на фракции между этилацетатом (50 
мл) и водой (2×20 мл). Соединенный органический экстракт высушивали над безводным сульфатом на-
трия, фильтровали и концентрировали при сниженном давлении с получением бледно-желтого остатка 
(490 мг). Остаток хроматографировали при помощи 0-5% метанол/дихлорметанового градиента с полу-
чением продукта в виде белого твердого вещества (160 мг, 30% выход). 

Получение SP-4 или RP-4 может быть также реализовано путем реакции 3'-защищенного 3 с соот-
ветствующим реагентом C или C' или смеси, содержащей C и C', как проиллюстрировано в следующих 
примерах. 

Пример 15. Получение SP-4 с 3a в качестве синтетического промежуточного вещества 
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Пример 15-1. Синтез 5'-O-трет-бутилдиметилсилил-2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-метилуридина (9). 
В перемешанный раствор 2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-метилуридина (3, 81,1 г, 312 ммоль) в сухом пи-

ридине (750 мл) добавляли по каплям раствор трет-бутилдиметилсилил Cl (103,19 г, 685,6 ммоль) в су-
хом пиридине (500 мл) в течение периода, составляющего 45 мин при температуре окружающей среды. 
Реакционной смеси позволяли перемешиваться при температуре окружающей среды в течение 24 ч. Ме-
танол (85 мл) добавляли в реакционную смесь и ей позволяли перемешиваться в течение 10 мин и затем 
растворители отгоняли при сниженном давлении. Горячую воду (45°C) (1 л) добавляли в реакционную 
массу м смесь экстрагировали этилацетатом (2×500 мл), промывали водой (1×500 мл). Органический 
слой высушивали над безводным сульфатом натрия. Этил ацетат отгоняли и полученный остаток совме-
стно испаряли с толуолом (2×500 мл) с получением неочищенного 9 в виде белой пены. Выход = 116,9 г 
(количественный). 1Н ЯМР (CDCl3, 300 МГц): δ 0,1 (s,6H), 0,91 (s, 9H), 1,22 (d, 3H, J = 21 Гц), 2,50 (s, 2H), 
3,75-4,05 (m,4Н), 5,54 (d, 1H, J = 9 Гц), 5,73 (s, 1H), 6,0 (d, 1H, J = 18 Гц), 7,81 (d, 1H, J = 9 Гц), 8,57 (br, s, 
1H), 11,1 (s, 1H). 

Пример 15-2. Синтез 5'-O-(трет-бутилдиметилсилил)-3'-O-левулинил-2'-дезокси-2'-фтор 2'-С-метил-
уридина (10). 

В перемешанный раствор нуклеозида 9 (116,9 г, 312,1 ммоль) в ДХМ (1л) добавляли ДМАП (30,5 г, 
249,7 ммоль) и позволяли перемешиваться при комнатной температуре в течение 20 мин. Раствор леву-
линилового ангидрида (133,6 г, 642,3 ммоль) в ДХМ (200 мл) добавляли к смеси и позволяли перемеши-
ваться в течение 24 ч. ТСХ смеси указывало на завершение реакции. Добавляли холодную воду (500 мл) 
и смесь перемешивали в течение 20 мин. Слои разделяли и органический слой промывали насыщенным 
раствором бикарбоната натрия (2×250 мл), высушивали над безводным сульфатом натрия и затем рас-
творитель отгоняли при сниженном давлении с получением желтого масла. Выход неочищенного про-
дукта: 197,6 г (135%). Вещество использовали для следующей стадии без дальнейшей очистки. 1Н ЯМР 
(CDCl3, 300 МГц) δ 0,11 (s, 6H), 0,94 (s, 9H), 1,34 (d, 3H, J = 21 Гц), 2,22 (s, 3H), 2,6-2,89 (m, 4H), 3,72 (m, 
1H), 4,01 (d, 1H, J =12 Гц), 4,23 (d, 1H, J = 9 Гц), 5,33 (dd, 1H, J = 15 Гц), 5,73 (d, 1H, J = 6 Гц), 6,26 (d, 1H, 
J = 15 Гц), 8,12 (d, 1H, J = 12 Гц), 8,72 (br, s, 1H). 

Пример 15-3. Синтез 3'-O-левулинил-2'-дезокси-2'-фтор 2'-С-метилуридина (3a). 
Неочищенный 10 (197,6 г, ~312,1 ммоль) растворяли в ДХМ (1 л), в который добавляли ТЭА⋅3HF 

(50,3 г, 312,1 ммоль) и позволяли перемешиваться всю ночь при температуре окружающей среды. ТСХ 
смеси указывало на приблизительно 50% завершение реакции. Добавляли еще один эквивалент ТЭА⋅3HF 
(50,3 г, 312,1 ммоль) и реакционной смеси позволяли перемешиваться в течение 6 ч. ТСХ в данный мо-
мент указывала на приблизительно 10% непрореагировавшего исходного материала. Добавляли еще 
один эквивалент 0,25 ТЭА⋅3HF (12,5 г, 78,0 ммоль) и реакционной смеси позволяли перемешиваться всю 
ночь. Реакционную смесь концентрировали до сухого остатка с получением желтого масла. Неочищен-
ный продукт изо всех партий очищали при помощи колоночной хроматографии на силикагеле (0-2% 
МеОН в ДХМ) с получением 124,1 г 3'-левулината в виде белого пенного твердого вещества (90% выход 
очищенного продукта в течение трех стадий из 2'-дезокси-2'-фтор-2'-С-метилуридина). 1Н ЯМР: (CDCl3, 
400 МГц) δ 1,55 (d, 3H, CH3, J = 20 Гц), 2,36 (s, 3H, CH3), 2,8-3,03 (m, 5H, CH2CH3), 3,91-3,96 (dd, 1H, 
СН"), 4,2-4,25 (m, 1H, CH'), 4,34 (dd, 1H, CH, J = 8 Гц), 5,25 (dd, 1H, J = 16 Гц), 5,93 (d, 1H, J = 8 Гц), 8,20 
(d, 1H, J = 8 Гц), 9,18 (s, 1H). 

Пример 15-4. Стереоселективный синтез (S)-изопропилового эфира (S)-2-{[(1R,4R,5R)-5-(2,4-
диоксо-3,4-дигидро-2Н-пиримидин-1-ил)-4-(R)-фтор-3-(4-охопентаноил)-4-метилтетрагидрофуран-2-ил-
метокси]феноксифосфориламино}пропионовой кислоты (11). 

В раствор нуклеозида (3a, 1,00 ммоль, 358 мг) в 5 мл безводного ТГФ, который охлаждали до 0°C, 
добавляли tBuMgCl (1,7 М в ТГФ, 2 экв.) и позволяли нагреваться до температуры окружающей среды, и 
перемешивали в течение получаса. В данную смесь добавляли реагент (прибл. 97% хиральной чистоты) 
изопропиловый эфир (S)-2-[(S)-(4-нитрофенокси)феноксифосфориламино] пропионовой кислоты (8, SP-
изомер) (408 мг, 1,00 ммоль, 1,00 экв.) одной партией и позволяли перемешиваться при комнатной тем-
пературе. Через 16 ч, оставалось ~30% исходного материала. Реакционную смесь гасили насыщенным 
раствором NH4Cl 10 мл, и водную фазу экстрагировали этилацетатом (3×25 мл). Соединенный органиче-
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ский слой промывали солевым раствором и сушили над безводным сульфатом натрия и испаряли до су-
хого остатка с получением бледно-желтой пены (500 мг). Ее очищали при помощи хроматографии на 
силикагеле с использованием 2-5% метанола в метиленхлориде с получением продукта в виде белой пе-
ны (275 мг) при приблизительно 97% Р хиральной чистоты и непрореагировавшего исходного материала 
(162 мг). Исходя из израсходованного исходного материала, выход составлял 76%. 31Р ЯМР (CDCl3, 162 
МГц): 3,7 ppm; 1Н ЯМР (CDCl3, 400 МГц): δ 1,22 (dd, 6H, J = 6,4 Гц), 1,37 (s, 3H), 1,58 (s, 3H), 2,18 (s, 3H), 
2,63-2,9 (m, 4H), 4,0 (d, 1H, J = 8 Гц), 4,2-4,33 (m, 1H), 4,57 (d, 1H, J = 8Гц), 4,96-5,00 (sept, 1H), 5,2 (dd, 
1H, J = 9 Гц), 5,42 (d, 1H, J = 8Гц), 6,19 (d, 1H, J = 18Гц), 7,15-7,35 (m, 5Н), 7,5 (d, 1H, J = 5,6 Гц), 8,2 (br, s, 
1H). 

Пример 15-5. Синтез (S)-изопропилового эфира (SP-4) (S)-2-{[(1R,4R,5R)-5-(2,4-диоксо-3,4-дигидро-
2Н-пиримидин-1-ил)-4-(R)-фтор-3-гидрокси-4-метилтетрагидрофуран-2-илметокси]феноксифосфорил-
амино}пропионовой кислоты. 

Раствор сульфита натрия получали путем добавления Na2S2O3 (1,51 г) та Na2S2O5 (0,57 г) в воде (25 
мл). В раствор левулината (11, 250 мг, 0,40 ммоль) в безводном ТГФ (2,5 мл) добавляли 1,0 мл раствора 
сульфита натрия. Раствору позволяли перемешиваться при комнатной температуре в течение 4 ч. Реак-
ционную смесь выливали в воду (15 мл) и экстрагировали этилацетатом (3×25 мл), высушивали и испа-
ряли с количественным получением белого твердого продута с приблизительно 97% Р хиральной чисто-
ты, что соответствовало физическим и спектральным свойствам SP-4, полученного непосредственно из 
непрореагировавшего нуклеозида. 

Пример 16. Альтернативная процедура получения SP-4 из 3a. 
В перемешанный раствор эфира 4-оксопентаноевой кислоты (2R,3R,4R,5R)-5-(2,4-диоксо-3,4-

дигидро-2Н-пиримидин-1-ил)-4-фтор-2-гидроксиметил-4-метил-тетрагидро-фуран-3-ила (3a, 210 мг, 0,59 
ммоль) в сухом ТГФ (1,5 мл) добавляли 1,7 М раствор трет-бутилмагний хлорида (1,07 мл, 1,82 ммоль) 
при комнатной температуре в течение периода, составляющего 2 мин. Изначально, наблюдали белый 
осадок и через 10 мин реакционная смесь превращалась в темно-желтый раствор. Через 30 мин, раствор 
изопропилового эфира (S)-2-[(S)-(4-нитрофенокси)феноксифосфориламино]пропионовой кислоты (8 (SP-
изомер), 382 мг, 0,94 ммоль) в ТГФ (1,5 мл) добавляли по каплям в течение периода, составляющего 3 
мин. Смесь нагревали при 40°C в течение 5 ч, в это время ТСХ и 1Н ЯМР указывали на наличие менее, 
чем 2% непрореагировавшего исходного материала. Реакцию гасили насыщенным водным раствором 
хлорида аммония и затем фракционировали между этилацетатом и водой. Соединенный органический 
слой промывали 10% водным раствором Na2CO3 (3×10 мл), а затем водой. Органический слой высушива-
ли над безводным сульфатом натрия и концентрировали с получением коричневого остатка (410 мг). Не-
очищенный продукт растворяли в тетрагидрофуране (1,0 мл) и затем добавляли водный раствор смеси 
сульфита натрия (37 мг, 0,295 ммоль) и натрий метабисульфита (224 мг, 1,18 ммоль) в 1 мл воды. Смесь 
нагревали при 45°C в течение 20 ч, на данной стадии происходило только приблизительно 10% превра-
щения согласно ТСХ, затем добавляли дополнительный сульфит натрия (74 мг) и метабисульфит натрия 
(448 мг) и нагревание продолжали в течение еще 52 ч. В это время, приблизительно 40% превращения 
наблюдали при помощи ТСХ. Реакционную смесь разделяли на фракции между водой и этилацетатом. 
Соединенный органический слой высушивали над безводным сульфатом натрия и концентрировали с 
получением коричневого остатка (210 мг). Колоночная хроматография остатка при помощи 0-5% Ме-
ОН/ДХМ градиента приводила к получению непрореагировавшего исходного материала (89 мг) и SP-4 
(57 мг, 18% выход, 24% исходя из восстановленного исходного материала). 

Пример 17. Получение SP-4 с 3c в качестве синтетического промежуточного вещества 

 
Пример 17-1. Получение 1-[(2R,3R,4R,5R)-4-(трет-бутилдиметилсиланилокси)-3-фтор-5-гидрокси-

метил-3-метилтетрагидрофуран-2-yl]-1Н-пиримидин-2,4-диона, 12. 
В раствор 3 (10,0 г, 38,43 ммоль) в пиридине (50 мл) добавляли дихлорметан (50 мл). Раствор охла-

ждали до 0°C. В раствор добавляли 4,4'-диметокситритил хлорид (14,32 г, 42,27 ммоль) раствор переме-
шивали при 0°C в течение 5 ч. Метанол (5 мл) добавляли для погашения реакции. Раствор концентриро-
вали до сухого остатка при сниженном давлении и остаток разделяли на фракции между этилацетатом 
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(500 мл) и водой (50 мл). Органический раствор промывали солевым раствором (50 мл) и сушили (суль-
фат натрия 4 г). Растворитель удаляли при сниженном давлении и остаток растворяли в дихлорметане 
(100 мл). В раствор добавляли имидазол (7,83 г, 115 ммоль) и трет-бутилдиметилсилил хлорид (8,68 г, 
57,6 ммоль). Раствор перемешивали при температуре окружающей среды в течение 16 ч. Метанол добав-
ляли для того, чтобы погасить реакцию (5 мл) и растворитель удаляли при сниженном давлении, и оста-
ток разделяли на фракции между этилацетатом (500 мл) и водой (50 мл). Органический раствор высуши-
вали (сульфат натрия, 4 г) и испаряли при сниженном давлении. Остаток очищали при помощи колоноч-
ной хроматографии (10-40% EtOAc в гексане) с получением 5'-О-ДМТ-3'-О-t БДМС продукта промежу-
точного вещества. Его в свою очередь обрабатывали 1% трифторуксусной кислотой в дихлорметане (200 
мл). Раствор перемешивали при температуре окружающей среды в течение 1 ч. Добавляли воду (20 мл) и 
раствор перемешивали в условиях окружающей среды еще 1 ч. Медленно добавляли метанол (5 мл) и 
раствор перемешивали в условиях окружающей среды еще 1 ч. Добавляли гидроксид аммония для регу-
лирования рН раствор до 7. Органический раствор отделяли, высушивали (сульфат натрия, 4 г) и испаря-
ли до сухого остатка при сниженном давлении. Остаток очищали при помощи колоночной хроматогра-
фии на силикагеле (1-5% метанол в дихлорметане) с получением 12 в виде белого твердого вещества 7,5 
г с 50% выходом в течение трех стадий. 1Н ЯМР (ДМСО-d6) δ (ppm) 11,48 (br s, 1H, NH), 7,94 (d, 1H, Н-
6), 6,00 (d, 1H, H-1'), 5,69 (d, 1H, Н-5), 4,06 (dd, 1H, 3'-Н), 3,85 (m, 2Н, Н-5'а, Н-4'), 3,58 (br d, 1H, H-5'b), 
1,27 (d, 3H, 2-CH3), 0,89 (s, 9H, С(CH3)3), 0,12 (s, 6H, Si(CH3)2). 

Пример 17-2. Получение SP-4 при помощи 1-[(2R,3R,4R,5R)-4-(трет-бутилдиметилсиланилокси)-3-
фтор-5-гидроксиметил-3-метил-тетрагидро-фуран-2-yl]-1Н-пиримидин-2,4-диона (3c). 

В перемешанный раствор 1-[(2R,3R,4R,5R)-4-(трет-бутилдиметилсиланилокси)-3-фтор-5-гидрокси-
метил-3-метилтетрагидрофуран-2-ил]-1H-пиримидин-2,4-диона (12, 374 мг, 1 ммоль) в сухом ТГФ (3 мл) 
добавляли 1,7 М раствор трет-бутилмагний хлорида (1,8 мл, 3,1 ммоль)) при комнатной температуре в 
течение периода, составляющего 2 мин. Изначально, наблюдали белый осадок и через 10 мин реакцион-
ную смесь превращали в темно-желтый раствор. Через 30 мин раствор изопропилового эфира (S)-2-[(S)-
(4-нитрофенокси)-фенокси-фосфориламино]-пропионовой кислоты (8, SP-изомер, 653 мг, 1,6 ммоль) в 
ТГФ (2,5 мл) добавляли по каплям в течение периода, составляющего 3 мин. Смесь нагревали при 40°C в 
течение 20 ч, в это время ТСХ и 1Н ЯМР указывали на менее, чем 5% непрореагировавшего исходного 
материала. Реакционную смесь гасили насыщенным водным раствором хлорида аммония и затем фрак-
ционировали между этилацетатом и водой. Органический слой промывали 10% водным раствором 
Na2CO3 (3×10 мл), в затем водой (20 мл). Органический слой высушивали над безводным сульфатом на-
трия и концентрировали с получением коричневого остатка, содержавшего 3c (850 мг). Неочищенный 
продукт растворяли в тетрагидрофуране (2 мл) и добавляли 0,8 мл 80% водной муравьиной кислоты при 
комнатной температуре. Реакционную смесь нагревали при 50°C в течение 96 ч. Приблизительно 70% 
превращение наблюдали при помощи ТСХ. Реакционную смесь выливали в холодный насыщенный вод-
ный раствор бикарбоната натрия и затем фракционировали между этилацетатом и водой. Соединенный 
органический слой высушивали над безводным сульфатом натрия и концентрировали с получением ко-
ричневого остатка (220 мг). Колоночная хроматография остатка при помощи 0-5% МеОН/ДХМ градиен-
та привела к получению непрореагировавшего исходного материала (21 мг) и SP-4 (77 мг, 35% выход, 
39% выход, исходя из восстановленного исходного материала). 

Пример 18. Получение SP-4 с 3d в качестве синтетического промежуточного вещества 
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Пример 18-1. Получение 3d. 
В перемешанный раствор 3 в пиридине (20 мл) при 0°C добавляли TIPDS-Cl по каплям в течение 

периода, составляющего 15 мин. Смеси медленно позволяли нагреваться до комнатной температуры при 
такой температуре ее перемешивали в течение 16 ч. Пиридин испаряли и остаток совместно испаряли с 
толуолом (50 мл). Остаток затем растирали в порошок с гексаном и белый осадок отфильтровывали, ис-
пользуя целитную подложку. Фильтрат концентрировали при сниженном давлении с получением пенно-
го твердого вещества (12,97 г). Неочищенный продукт (13) повторно растворяли в тетрагидрофуране 
(75мл) и добавляли водный раствор ТФК (75 мл, 1:1 ТФК/вода) при 0°C в течение периода, составляю-
щего 20 мин. Смесь перемешивали при данной температуре в течение 6 ч. ТСХ указывала на ~5% исход-
ного вещества. Реакционную смесь гасили насыщенным водным NaHCO3 до достижения значения рН 8 и 
затем экстрагировали этилацетатом. Соединенный органический экстракт промывали водой, высушива-
ли и концентрировали с получением белого кристаллического твердого вещества. Дополнительное рас-
тирание в порошок твердого вещества с гексаном (30 мл) приводило к получению твердого белого веще-
ства, которое фильтровали и сушили в высоком вакууме с получением 3d (10,1 га, 84% выход в течение 2 
стадий). 1Н ЯМР (400 МГц, CDCl3): δ 8,83 (bs, 1H), 7,94 (bd, J=6,0Гц, 1H), 6,10(bd, J=18,4Гц, 1H), 5,71 (d, 
J=8,2Гц, 1H), 4,43 (bs, 1H), 4,36 (dd, J=22,6, 9,0Гц, 1H), 4,27 (bs, 1H), 4,10(d, J=13,2Гц, 1H), 4,03 (d, 
J=9,2Гц, 1H), 3,92 (d, J=13,2Гц, 1H), 1,39 (d, J=22,0Гц, 3H), 1,11-0,92 (m, 28H). 

Пример 18-2. Получение SP-4. 
В перемешанный раствор 3d (520 мг, 1 ммоль) в сухом ТГФ (5 мл) добавляли 1,7М раствор трет-

бутилмагний хлорида (1,8 мл, 3,1 ммоль, 3,1 эквив.)) при комнатной температуре в течение периода, со-
ставляющего 15 мин. Через 30 мин, раствор изопропилового эфира (S)-2-[(S)-(4-нитрофенокси)фенок-
сифосфориламино] пропионовой кислоты (8, SP-изомер, 653 мг, 1,6 ммоль) в ТГФ (1 мл) добавляли по 
каплям в течение периода, составляющего 3 мин. Смеси позволяли перемешиваться при комнатной тем-
пературе в течение 60 ч. 1Н и 31Р ЯМР неочищенной пробы указывали на смесь диастереомеров в соот-
ношении приблизительно 1:0,76. Реакционную смесь гасили насыщенным водным NH4Cl (20 мл). Смесь 
разделяли на фракции между этилацетатом (150 мл) и последовательно, 10% водным Na2CO3 (3×20 мл) и 
водой (20 мл). Соединенный органический экстракт высушивали над безводным сульфатом натрия, 
фильтровали и концентрировали при сниженном давлении с получением бледно-желтого остатка (14, 878 
мг). Указанное выше соединение, 14, повторно растворяли в тетрагидрофуран (3 мл) и затем добавляли 
80% водную муравьиную кислоту. Смесь нагревали при 55°C в течение 20 ч. Реакционную смесь охлаж-
дали до 0°C, и затем гасили насыщенным водным раствором бикарбоната натрия (рН 7,0). Реакционную 
смесь затем фракционировали между этилацетатом и водой. Соединенный органический слой высуши-
вали над сульфатом натрия и концентрировали с получением 560 мг остатка. Остаток хроматографиро-
вали при помощи 0-5% метанол/дихлорметанового градиента с получением непрореагировавшего исход-
ного материала (14, 242 мг) и SP-4 (80 мг, 15% выход) в виде белого твердого вещества. 

Пример 19. Получение изотопно меченого SP-4 
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Пример 19-1. Получение 1-((6aR,8R,9R,9aS)-9-гидрокси-2,2,4,4-тетраизопропилтетрагидро-6Н-фуро 

[3,2-f][1,3,5,2,4]триоксадисилоцин-8-ил)пиримидин-2,4(1Н,3H)-диона, 16. 
Уридин (15,100,0 г, 409,5 ммоль) совместно испаряли до сухого остатка с безводным пиридином 

(600 мл) и повторно суспендировали в безводном пиридине (700 мл). К данной перемешанной мелкодис-
персной суспензии добавляли 1,3-дихлор-1,1,3,3-тетраизопропилдисилоксан (135,7 г, 482,5 ммоль) в те-
чение 60 мин при температуре окружающей среды. После перемешивания мелкодисперсной суспензии в 
течение 17 ч при температуре окружающей среды, реакцию гасили путем добавления метанола (20 мл) и 
затем концентрировали при сниженном давлении. Остаток разделяли на фракции между этилацетатом 
(1,5 л) и водой (2 л). Органический слой дополнительно промывали 5% соляной кислотой (2×1 л), соле-
вым раствором (500 мл), высушивали над твердым сульфатом натрия (50 г), фильтровали и концентриро-
вали при сниженном давлении до неочищенного продукта, прибл. 250 г. Остаток подвергали фильтрации 
на фильтровальной колонке с использованием силикагеля (1,75 кг) и градиента этилацетата в гексане 20-
65%. Фракции чистого продукта оценивали при помощи гомогенной ТСХ (фактор ретенции 0,55 в 1:1 
гексан-этилацетате) и соединяли и концентрировали при сниженном давлении и сушили (40°C, 0,2 мм 
Hg, 24 часа) с получением 145,5 г (76%) 16 в виде белого пенного твердого вещества. Также собирали 
дополнительную фракцию (35 г) слегка загрязненного 16. 1Н ЯМР (ДМСО-d6) δ (ppm) 11,35 (s, 1H, NH), 
7,66 (d, 1H, J= 7,6 Гц, H-6), 5,57 (d, 1H, J= 4,8 Гц, 2'-ОН), 5,50-5,49 (m, 2H, 1'-H и H-5), 4,14-4,18 (m, 3H, 2', 
3', 4'-Н), 3,97-3,87 (m, 2H, 5'-Ha и Hb), 1,02-0,95 (m, 28H, CH(CH3)2). 

Пример 19-2. Получение 1-((6aR,8R,9aR)-2,2,4,4-тетраизопропил-9-охотетрагидро-6Н-фуро[3,2-f] 
[1,3,5,2,4]триоксадисилоцин-8-ил)пиримидин-2,4(1H,3H)-диона, 17. 

В сухую трехгорлую круглодонную колбу добавляли безводный ДХМ (600 мл) и ДМСО (30,82 г, 
394,5 ммоль). Раствор охлаждали до -78°C на бане сухой лед/ацетон в атмосфере азота. Ангидрид триф-
торуксусной кислоты (чистый, 77,7 г, 369,8 ммоль) добавляли при помощи цилиндра в течение 40 мин и 
получали мутную смесь. В смесь раствора добавляли по каплям производное уридина 16 в ДХМ (600 мл) 
в течение 75 мин при -78°C при помощи дополнительной воронки. Гетерогенную смесь перемешивали в 
течение 2 ч при -78~-65°C и затем быстро добавляли безводный триэтиламин (92 мл) при помощи шпри-
ца с образованием прозрачного светло-желтого раствора. Через 1 ч при низкой температуре, реакция бы-
ла завершена, как показано при помощи ТСХ (30% EtOAc в гексане). Охлаждающую баню удаляли и 
реакционную смесь медленно нагревали до температуры окружающей среды в течение 1 ч. Реакцию га-
сили путем добавления насыщенного водного раствора NH4Cl (180 мл). Добавляли воду (200 мл) и отде-
ляли органический слой. Водный слой экстрагировали снова ДХМ (300 мл). Соединенный органический 
слой промывали водой (3× 400 мл), солевым раствором (150 мл), и сушили над Na2SO4. Удаление раство-
рителя приводило к получению клейкого коричневого остатка. 

Остаток в виде неочищенного масла (содержал следы ДХМ) хранили всю ночь в камере заморажи-
вания. После этого, наблюдали некоторое количество кристаллического твердого вещества в масле. Мас-
ло растворяли в 500 мл гексана при температуре окружающей среды. Раствор хранили в камере замора-
живания в течение 24 ч и образовалось большее количество твердого вещества. Твердое вещество соби-
рали посредством фильтрования и промывали холодным 10% ДХМ в гексане (1л) для удаления большей 
части оранжевого цвета. Твердое вещество (17) высушивали в вакууме в течение 2 ч и затем высушивали 
на воздухе в течение 24 ч. Твердое вещество имело массу 21 г после высушивания при 50°C в вакууме. 
Фильтрат концентрировали и остаток очищали при помощи колоночной хроматографии (10-70% этил-
ацетата в гексане) с получением дополнительных 37 г (соединенный выход 97%) 17 в виде светло-
оранжевого твердого вещества. 
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Пример 19-3. Получение 1-((2R,3S,4R,5R)-3,4-дигидрокси-5-(гидроксиметил)-3-13С-пердейтерио-
метилтетрагидрофуран-2-ил)пиримидин-2,4(1Н,3H)-диона, 18. 

Магний (3,53 г, 147 ммоль), промывали 5% водной соляной кислотой и сушили (50°C, 0,2 мм Hg, 24 
ч), помещали а двугорлую круглодонную колбу, оснащенную магнитной мешалкой и конденсатором. 
Колбу наполняли газом аргоном и затем безводным простым эфиром (80 мл) добавляли. К магнию в про-
стом эфире медленно добавляли пердейтерио-13С метил йодид (15,06 г, 110,3 ммоль), который выделялся 
в экзотермической реакции. Затем реакционную смесь охлаждали, супернатант переносили в раствор 
высушенного соединения 17 (50°C, 0,2 мм Hg, 15 ч) (10,0 г, 20,63 ммоль) в безводном ТГФ (1 л) при -
50°C в течение 20 мин. Температуре позволяли повышаться до -40°C и смесь перемешивали при от -40 
до -25°C в течение 4 ч. После завершения реакции, смесь разбавляли EtOAc (1л) при -50°C и затем мед-
ленно добавляли солевой раствор (300 мл). Органический слой отделяли и затем промывали насыщен-
ным раствором хлорида аммония (300 мл ×2) и сушили сульфатом натрия. После фильтрования и кон-
центрирования при сниженном давлении, остаток растворяли в МеОН (250 мл). Добавляли фторид ам-
мония (12 г) и ТБАФ (400 мг). Полученную в результате смесь перемешивали при 90°C в течение 7 ч и 
затем концентрировали силикагелем (20 г) при сниженном давлении. После тщательной сушки в вакууме 
полученный остаток очищали при помощи флэш-колоночной хроматографии на силикагеле (Ме-
ОН:CH2Cl2 = 1:20 к 1:10) с получением соединения 18 (5 г, 46%) в виде белого твердого вещества. 1Н 
ЯМР (ДМСО-d6) δ (ppm) 11,26 (s, 1H, NH), 7,65 (d, 1H, J= 8,4 Гц, Н-6), 5,77 (d, 1H, J= 2,4 Гц, H-1'), 5,57 (d, 
1H, J= 8,0 Гц, Н-5), 5,46 (d, 1H, J= 5,2 Гц, НО-3'), 5,24 (d, 1H, J= 2,4 Гц, НО-2'), 5,14 (t, 1H, J= 5,6 Гц, НО-
5'), 3,74-3,56 (m, 4H, Н-3', 4', 5', 5"). 

Пример 19-4. Получение ((2R,3R,4S,5R)-3-ацетокси-5-(2,4-диоксо-3,4-дигидропиримидин-1(2Н)-
ил)-4-гидрокси-4-13С-метилтетрагидрофуран-2-ил)метил ацетат, 19. 

К раствору соединения 18 (5,00 г, 19,1 ммоль) в безводном пиридине (100 мл) добавляли уксусный 
ангидрид (3 мл) при температуре окружающей среды. Полученную в результате смесь перемешивали 
при температуре окружающей среды в течение 15ч, разбавляли EtOAc (250 мл), промывали водой (50 мл 
× 3), и сушили сульфатом натрия. После фильтрования и концентрирования, остаток очищали флэш-
колоночной хроматографией (МеОН 0 - 5% в CH2Cl2) с получением соединения 19 (4,0 г, 68%) в виде 
серого твердого вещества. 

Пример 19-5. Получение ((2R,3R,4R,5R)-3-ацетокси-5-(2,4-диоксо-3,4-дигидропиримидин-1(2Н)-
ил)-4-фтор-4-13С-пердейтериометилтетрагидрофуран-2-ил)метил ацетата, 20. 

В раствор соединения 19 (2,33 г, 6,73 ммоль) в безводном CH2Cl2 (60 мл) медленно добавляли DAST 
(1,33 мл, 10,1 ммоль) при -78°C. Полученную в результате смесь перемешивали в течение 30 мин после 
того, как подвергали ее воздействию температуры окружающей среды. Дополнительные две реакции 
масштаба 2,33 г и одну реакцию масштаба 1,00 г проводили в точности таким же образом. Все четыре 
реакционные смеси соединяли, разбавляли CH2Cl2 (300 мл), и промывали водой со льдом (100 мл × 2) и 
затем холодным водным раствором NaHCO3 (100 мл × 2). После высушивания, фильтрования и концен-
трирования, остаток очищали при помощи флэш-колоночной хроматографии на силикагеле (EtOAc 0% - 
50% в гексане, соединение получали с выходом приблизительно 48%) с получением соединения 20 (2,0 г, 
24% от общего 7,99 г соединения 19) в виде белого твердого вещества. 1Н ЯМР (CDCl3) δ (ppm) 8,27 (s, 
1H, NH), 7,55 (d, 1H, J= 8,4 Гц, Н-6), 6,17 (d, 1H, J= 18,8 Гц, H-1'), 5,78 (dd, 1H, J= 1,2, 8,4 Гц, Н-5), 5,12 
(dd, 1H, J= 9,6, 21,6 Гц, Н-3'), 4,40-4,31 (m, 3H, Н-4', 5', 5"), 2,19 (s, 3H, CH3), 2,15 (s, 3H, CH3). 

Пример 19-6. Получение 1-((2R,3R,4R,5R)-3-фтор-4-гидрокси-5-(гидроксиметил)-3-13С-пердей-
териометилтетрагидрофуран-2-ил)пиримидин-2,4(1Н,3H)-диона, 21. 

В раствор соединения 20 (2 г, 5,74 ммоль) в метаноле (20 мл) добавляли н-бутиламин (6 мл). Полу-
ченную в результате смесь перемешивали при комнатной температуре в течение 15 ч и концентрировали 
силикагелем in vacuo. Полученный остаток очищали при помощи флэш-колоночной хроматографии на 
силикагеле (МеОН 0-10% в CH2Cl2) с получением соединения 21 (1,3 г, 85%) в виде белого твердого ве-
щества. 1Н ЯМР (CD3OD) δ (ppm) 8,08 (d, 1H, J= 8,0 Гц, Н-6), 6,13 (d, 1H, J= 18,4 Гц, H-1'), 5,70 (d, 1H, J= 
8,0 Гц, Н-5), 3,99 (d, 1H, J= 13,6 Гц, Н-5'), 3,97-3,91 (m, 2Н, Н-3', 4'), 3,80 (dd, 1H, J= 2,0, 12,8 Гц, Н-5"). 
Масс-спектрометрия с электрораспылением (ESMS) (М+1) оценила как 265, наблюдали 265. 

 
Пример 19-7. Получение (S)-изопропил 2-((((2R,3R,4R,5R)-5-(2,4-диоксо-3,4-дигидропиримидин-

1(2Н)-ил)-4-фтор-3-гидрокси-4-13С-пердейтериометилтетрагидрофуран-2-ил)метокси)(фенокси)фосфо-
риламино)пропаноата, 22. 

В раствор незащищенного нуклеозида 21 (207 мг, 0,783 ммоль) и Н-метилимидазола (0,4 мл, 5 
ммоль) в ТГФ (4 мл) по каплям добавляли предварительно полученный фосфорхлоридат в ТГФ (1,0 М, 
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2,35 мл, 2,35 ммоль) при 0°C. Реакционную смесь медленно нагревали до температуры окружающей сре-
ды в течение 1 ч и затем добавляли воду (1 мл) и EtOAc (5 мл). Органический раствор промывали насы-
щенным водным раствором моноосновного цитрата натрия (2×2 мл), насыщенным водным раствором 
NaHCO3 (1×2 мл), высушивали (MgSO4) и концентрировали при сниженном давлении. Неочищенный 
продукт очищали при помощи колоночной хроматографии на силикагеле с использованием 0 - 5% iPrOH 
в CH2Cl2 в качестве элюентов с получением фосфорамидата, 22 (216 мг, 52%, 1:1 смесь п-
диастереомеров) в виде белого твердого вещества: 1Н ЯМР (400 МГц, ДМСО-d6) δ 11,54 (s, 1H), 7,56 (d, 
J= 6,8 Гц, 1H), 7,40-7,35 (m, 2H), 7,23-7,18 (m, 3H), 6,14-5,96 (m, 2H), 5,89 (dd, J= 5,6, 25,6 Гц, 1H), 5,55 (t, 
J= 8,4 Гц, 1H), 4,85 (dq, J= 1,6, 6,0 Гц, 1H), 4,44-4,32 (m, 1H), 4,25 (m, 1H), 4,06-3,98 (m, 1H), 3,86-3,70 (m, 
2H), 1,30-1,08 (m, 9H); 31Р ЯМР (162 МГц, ДМСО-d6) δ 4,90, 4,77; LRMS (электроспрей ионизация) 
[М+Н]+ рассчитано для C21

13CH27D3FN3O9P 534,5, найдено 534,4. 
Пример 19-8. Получение (2S)-2-(((((2R,3R,4R,5R)-5-(2,4-диоксо-3,4-дигидропиримидин-1(2Н)-ил)-4-

фтор-3-гидрокси-4-13С-пердейтериометилтетрагидрофуран-2-ил)метокси)(гидрокси)фосфорил)амино) 
пропаноевой кислоты, 23. 

Фосфорамидат 22 (147 мг, 0,276 ммоль) суспендировали в триэтиламине (2 мл) и воде (0,5 мл), и 
нагревали при 60°C в течение 30 ч. 

Затем летучие компоненты испаряли при сниженном давлении. Неочищенный продукт очищали 
при помощи колоночной хроматографии на силикагеле путем элюирования 50-70% iPrOH в CH2Cl2 и 
затем, 0-20% NH4OH в iPrOH с получением 23 в виде белого твердого вещества (95 мг, 83%): 1Н ЯМР 
(400 МГц, ДМСО-d6) δ 8,00 (d, J= 8,4 Гц, 1H), 5,98 (d, J= 19,2 Гц, 1H), 5,52 (d, J= 8,4 Гц, 1H), 4,02-3,81 (m, 
4H), 1,10 (d, J= 6,8 Гц, 3H); 31Р ЯМР (162 МГц, ДМСО-d6) δ 8,12; Масс-спектрометрия низкого разреше-
ния (LRMS) (электроспрей ионизация) [М+Н]+ рассчитано для C12

13CH17D3FN3O9P 416,3, найдено 416,4. 
Свойства проб RP-4, 4, и SP-4. 
Пробы RP-4, 4, и SP-4 анализировали при помощи порошковой рентгеновской дифракции, спектро-

метрии ядерного магнитного резонанса (ЯМР), Инфракрасной Фурье трансформационной спектроскопии 
(Фурье-ИК), дифференциальной сканирующей калориметрии, термогравиметрического анализа, грави-
метрической сорбции паров, термодинамического анализа растворимости в воде, и высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 

Пример 20. Порошковая рентгеновская дифракция. 
Пробы RP-4, 4, and SP-4 анализировали при помощи порошковой рентгеновской дифракции в сле-

дующем режиме. 
a. Bruker AXS/Siemens D5000. 
Рентгенограммы порошковой рентгеновской дифракции регистрировали на дифрактометре Siemens 

D5000 при помощи Cu Kα излучения (40 кВ, 40 мА), θ-θ гониометр, дивергенция V20 и принимающие 
щели, графитовый вторичный монохроматор и сцинциляционный счетчик. Эксплуатационные характе-
ристики устройства проверяли при помощи сертифицированного корундового стандарта (NIST 1976). 
Для сбора данных использовали прогное обеспечение порошковой рентгеновской дифракции Diffrac Plus 
Commander в. 2,3,1 и данные анализировали и представляли при помощи Diffrac Plus EVA в. 11,0,0,2 или 
в 13,0,0,2, 

Условия окружающей среды. 
Пробы, которые исследовали при условиях окружающей среды, получали как плоские поверхност-

ные образцы с использованием порошка по мере получения. Приблизительно 35 мг пробы осторожно 
упаковывали в полость, врезанную в полированную, с нулевым фоном (510) кремниевую пластину. Про-
бу вращали в собственной плоскости во время анализа. Подробное описание сбора данных: угловой диа-
пазон: 2-42°2θ; размер шага: 0,05°2θ; и время сбора: 4 с⋅степень-1, 

b. Bruker AXS C2 GADDS. 
Рентгенограммы порошковой рентгеновской дифракции регистрировали на дифрактометре Bruker 

AXS C2 GADDS при помощи Cu Kα излучения (40 кВ, 40 мА), автоматизированная XYZ стадия, лазер-
ный видео микроскоп для автопозиционирования проб и HiStar 2-мерный площадной индикатор. Рентге-
новская оптика состоит из одинарного многослойного зеркала Гебеля соединенного с коллиматором типа 
"пинхол" 0,3 мм. 

Дивергенцию лучей, т.е. эффективный размер рентгеновского луча пробы, составлял приблизи-
тельно 4 мм. Непрерывный режим сканирования θ-θ использовали с расстоянием проба - детектор, со-
ставляющим 20 см, что дает эффективный 2θ диапазон, составляющий 3,2°-29,7°. Типично проба будет 
подвергнута воздействию рентгеновского луча в течение 120 с. Прогным обеспечением, которое исполь-
зовали для сбора данных, было GADDS для WNT 4,1,16 и данные анализировали и представляли при 
помощи Diffiac Plus EVA в. 9,0,0,2 или в. 13,0,0,2, 

Условия окружающей среды. 
Пробы, которые исследовали при условиях окружающей среды, получали как плоские поверхност-

ные образцы с использованием порошка по мере получения без измельчения. Приблизительно 1-2 мг 
пробы слегка сжимали на предметном стекле с получением плоской поверхности. 
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Порошковая рентгеновская дифракция. 
Как было найдено при помощи порошковой рентгеновской дифракции, 4 является аморфным (см. 

фиг. 1). Анализ порошковой рентгеновской дифракции высокого разрешения RP-4, полученного в соот-
ветствии с примером 3, подтвердил получение кристаллического твердого вещества, проявляющего раз-
личную порошковую рентгенограмму такую же, что и у SP-4 (полученного в соответствии с примером 4, 
способ 4), который также был подтвержден как кристаллическое твердое вещество. Таблица результатов 
порошковой рентгеновской дифракции для RP-4 and SP-4 показана в табл. 1, где все пики проявляют ин-
тенсивность, составляющую ≤5% (RP-4) и не учитывая ≤3% (SP-4). 

Таблица 1. Данные порошковой рентгеновской дифракции для RP-4 и SP-4 

 

 



028709 

- 28 - 

Пробу SP-4 размалывали при помощи ступки и пестика и затем последовательно пропускали через 
500 и 250 мкм сита с получением пробы в виде мелкодисперсного порошка. Данную пробу повторно 
анализировали при помощи порошковой рентгеновской дифракции высокого разрешения, подтвер-
ждающей отсутствие изменений формы. 

Пример 21. Исследования кристаллизации для SP-4. 
Кристаллический SP-4 проявляет полиморфизм. Таким образом, аспект направлен на кристалличе-

ский SP-4 и его отдельные полиморфные формы. SP-4 может существовать в как минимум пяти поли-
морфных формах, обозначенных как формы 1-5. Дополнительно, может быть также получен аморфный 
SP-4. Типичная кристаллизация обеспечивает растворение приблизительно 100 мг SP-4 в соответствую-
щем объеме кристаллизационного растворителя (ацетонитрила (5 об.), хлороформ (5 об.), н-бутил ацетат 
(7 об.), дихлорметан (50 об.), анизол (7 об.), и 1:1 МТБЭ/гептан (50 об.)) и затем позволение испарения 
раствора при 5°C. Были получены различные кристаллические формы, но каждая форма, после фильтро-
вания и/или высушивания, приводила к получению формы 1. 

Формы 1, 2 и 3 являются несольватированными формами, 1:1 ДХМ сольватом и 1:1 хлороформным 
сольватом, соответственно, как было подтверждено рентгеновским анализом для монокристалла и анали-
зом порошковой рентгеновской дифракции. Формы 4 и 5 получали кристаллизацией SP-4 из растворов 
ацетонитрила и анизола, соответственно. Достаточные данные не могут быть собраны для определения, 
являются ли формы 4 и 5 несольватированными, гидрированными или сольватированными, поскольку не 
были получены монокристаллы достаточного качества. Формы 4 и 5 превратились в форму 1 при фильт-
ровании. Две дополнительные кристаллические формы получали после кристаллизации SP-4 из н-бутил 
ацетата (nBuAc) и раствора, содержавшего метил-трет-бутиловый простой эфир (МТБЭ) и гептан; после 
фильтрования обе данные кристаллических форм превратились в форму 1, формы 2 и 3 также преврати-
лись в форму 1 при выделении. Форма 1 является несольватированной формой, которая проявляет широ-
кую эндотерму плавления с температурой начала перехода, составляющей 94,3°C и ∆Hfus 24,0 кДж моль-

1. Дополнительная рентгенограмма порошковой рентгеновской дифракции SP-4, форма 1, показана на 
фиг. 4. 

Пример 21-1. SP-4 форма 1. 
Перечень пиков SP-4, форма 1, представлен в табл. 2. 
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Пример 21-2. SP-4, форма 2. 
Рентгенограмма порошковой рентгеновской дифракции SP-4, форма 2, показана на фиг. 5. 
Перечень пиков SP-4, форма 2, представлен в табл. 3. 
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Пример 21-3. SP-4, форма 3. 
Рентгенограмма порошковой рентгеновской дифракции SP-4, форма 3, показана на фиг. 6. 
Перечень пиков SP-4, форма 3, представлен в табл. 4. 

 

 
Пример 21-4. SP-5, форма 4. 
Рентгенограмма порошковой рентгеновской дифракции SP-4, форма 4, представлена на фиг. 7. 
Перечень пиков SP-4, форма 4, представлен в табл. 5. 

 
Пример 21-5. SP-4, форма 5. 
Рентгенограмма порошковой рентгеновской дифракции SP-4, форма 5, представлена на фиг. 8. 
Перечень пиков SP-4, форма 5, представлен в табл. 6. 
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Пример 21-6. SP-4 (аморфный). 
Рентгенограмма порошковой рентгеновской дифракции для аморфного SP-4 показана на фиг. 9. 
Пример 22. Рентгеновская кристаллография монокристалла SP-4 и его сольватов. 
Пример 22-1. Рентгеновская кристаллография монокристалла SP-4 (форма 1). 
Фиг. 10 показывает рентгеновскую кристаллическую структуру для SP-4 форма 1. На данной фигуре 

показан вид молекул формы 1 из кристаллической структуры, где показана использованная схема нуме-
рации. Эллипсоиды анизотропного смещения атомов для не-водородных атомов показаны на уровне ве-
роятности 50%. Атомы водорода смещены со сколь угодно малым радиусом. 

Решение структур получали прямым способом, полноматричная оптимизация методом наименьших 
квадратов при F2 с весовым коэффициентом 

 
где Р = (Fo

2+2Fc
2)/3, параметры анизотропного смещения, коррекция эмпирического поглощения 

при помощи сферических гармоник, реализованных в SCALE3 ABSPACK алгоритме масштабирования. 
Конечный 

 
для всех данных, стандартный R1 = 0,0329 при F значениях 7090 отражений c Fo> 4σ(Fo), S=1,016 

для всех данных и 870 параметров. Конечное ∆/σ((макс.) 0,001, ∆/σ((среднее), 0,000. Конечная разност-
ная карта от +0,534 до -0,36 е Å-3. 

Таблица 7. Параметры монокристаллов формы 1 

 
Пример 22-2. Рентгеновская кристаллография монокристалла для SP-4 (форма 2). 
Фиг. 11 показывает рентгеновскую кристаллическую структуру для SP-4, форма 2. На данной фигу-

ре показан вид молекул формы 2 из кристаллической структуры, где показана использованная схема ну-
мерации. 

Гетероатомы решали изотропно из-за очень слабых данных. Атомы водорода не отображены. 
Разрешение структур получали прямым способом, полноматричная оптимизация методом наи-

меньших квадратов при F2 с весовым коэффициентом 

 
где Р = (Fo

2+2Fc
2)/3, параметры анизотропного смещения, коррекция эмпирического поглощения 

при помощи сферических гармоник, реализованных в SCALE3 ABSPACK алгоритме масштабирования. 
Конечный 

 
для всех данных, стандартный R1 = 0,0741 при F значениях 2525 отражений с Fo> 4σ((Fo), S = 1,05 

для всех данных и 158 параметров. Конечное ∆/σ((макс.) 0,000, ∆/σ((среднее), 0,000. Конечная разност-
ная карта от +1,388 до -0,967 е Å-3, 
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Таблица 8. Параметры монокристаллов формы 2 

 
Пример 22-3. Рентгеновская кристаллография монокристалла для SP-4 (форма 2). 
Фиг. 12 отображает рентгеновскую кристаллическую структуру (ORTEP - анизотропный) SP-4 

(форма 2). Кристаллическая структура метиленхлоридного сольвата SP-4 (форма 2), C23H31N3PO9FCl2, 
приводит к получению моноклинной пространственной группы P21 (систематические отсутствия 0k0: 
k=odd) с а=12,8822(14) Å, b=6,1690(7) Å, c=17,733(2) Å, β=92,045(3)°, V=1408,4(3)∆3, Z=2 и d рассч=1,449 
г/см3, интенсивность кристаллографических данных зарегистрирована на площадном детекторе Rigaku 
Mercury CCD с использованием графит-монохроматированного Мо-Kα излучения (λ=0,71073 Å) при 
температуре 143K. Предварительное индексирование выполняли в серии из двенадцати 0,5° изображе-
ний вращения с воздействиями, составляющими 30 с. Всего было собрано 648 изображений вращения с 
расстоянием кристалл - детектор, составляющим 35 мм, 2θ углом отклонения, составляющим -12°, ши-
ринами вращений, составляющими 0,5° и воздействиями, составляющими 30 с: 

скан № 1 представлял собой φ-скан от 315° до 525° при ω= 10° и χ = 20°; 
скан № 2 представлял собой ω-скан от -20° до 5° при χ = -90° и φ = 315°; 
скан № 3 представлял собой ω-скан от -20° до 4° при χ = -90° и φ = 135°; 
скан № 4 представлял собой ω-скан от -20° до 5° при χ= -90° и φ = 225°; 
скан № 5 представлял собой ω-скан от -20° до 20° при χ= -90° и φ = 45°. 
Изображения вращения обрабатывали при помощи CrystalClear (CrystalClear: Rigaku Corporation, 

1999), получая перечень неусредненных F2 и σ((F2) значений, которые затем передавали в прогный пакет 
Crystal Structure (CrystalStructure: Crystal Structure Analysis Package, Rigaku Corp. Rigaku/MSC (2002)) для 
дополнительной обработки и решения структуры на компьютере Dell Pentium III. Всего было измерено 
7707 отражений в диапазонах 5,48 ≤ 2θ ≤ 50,04°, -14 θ h ≤ 15,-7 ≤ k ≤ 6,-19 ≤ 1 ≤ 21, приводя к получению 
4253 уникальных отражений (R внутр = 0,0180). Данные интенсивности корректировали для эффекта Ло-
ренца и поляризационного эффекта и для поглощения с использованием REQAB (минимальное и макси-
мальное пропускание 0,824, 1,000). 

Структуры решали прямыми способами (SIR97, SIR97: Altomare, A., M. Burla, M. Camalli, G. Casca-
rano, С. Giacovazzo, A. Guagliardi, A. Moliterni, G. Polidori & R. Spagna (1999). J. Appl. Cryst., 32, 115-119). 
Оптимизацию производили при помощи полноматричного метода наименьших квадратов на основе F2 с 
использованием SHELXL-97 (SHELXL-97: Sheldrick, G.M. (2008) ActCryst., A64, 112-122). Все отражения 
использовали во время оптимизации. 

Использовали схему весовых коэффициентов использовали 

 
где Р = (Fo,

2 + 2FC,2 )/3. 
Неводородные атомы оптимизировали анизотропно и атомы водорода оптимизировали с использо-

ванием модели "райдинга". Оптимизацию сводили в R1=0,0328 и wR2=0,0817 для 4046 отражений, в ко-
торых F > 4σ((F) и R1=0,0348, wR2=0,0838 и GOF = 1,056 для всех 4253 уникальных ненулевых отраже-
ний и 358 переменных 

 
где n = количество отражений и p = количество оптимизированных параметров). Максимальное 

∆/σ( в конечном цикле наименьших квадратов составляло 0,000 и два наиболее выдающихся пика в ко-
нечном дифференциальном Фурье составляли +0,312 и -0,389 е/Å3. Flack абсолютный структурный пара-
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метр оптимизировали до -0,06(6), таким образом подтверждая стереохимию титульного соединения. 
Табл. 1 перечисляет информацию о ячейках, параметры сбора данных, и данные оптимизации. Ко-

нечные позиционные и эквивалентные изотропные термические параметры приведены в табл. 2. Анизо-
тропные термические параметры приведены в табл. 3. ("ORTEP-II: A Fortran Thermal Ellipsoid Plot Pro-
gram for Crystal Structure Illustrations". C.K. Johnson (1976) ORNL-5138,) отображено представление моле-
кулы с 30% вероятностными термическими эллипсоидами. 

Таблица 9. Краткое описание определения структуры соединения SP-4⋅CH2Cl2, 

 

 
 
Пример 22-4. Рентгеновская кристаллография монокристалла SP-4 (форма 3). 
Фиг. 13 показывает рентгеновскую кристаллическую структуру для SP-4, форма 3. На данной фигу-

ре показан вид молекул формы 3 из кристаллической структуры, где показана использованная схема ну-
мерации. Эллипсоиды анизотропного смещения атомов для не-водородных атомов показаны на уровне 
вероятности 50%. Атомы водорода смещены со сколь угодно малым радиусом. 

Решение структур получали прямыми способами, полноматричная оптимизация методом наимень-
ших квадратов при F2 с весовым коэффициентом 

 
где Р = (Fo

2+2Fc
2)/3, параметры анизотропного смещения, коррекция эмпирического поглощения 

при помощи сферических гармоник, реализованных в SCALE3 ABSPACK алгоритме масштабирования. 
Конечный 

 
для всех данных, стандартный R1 = 0,0294 при F значениях 2486 отражений с Fo > 4σ((Fo), S = 1,068 

для всех данных и 377 параметров. Конечное ∆/σ((макс.) 0,001, ∆/σ((среднее), 0,000. Конечная разност-
ная карта от +0,211 до -0,334 е Å-3. 
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Таблица 10. Параметры монокристалла для формы 3 

 
 
Пример 23. Стабильность при повышенных температурах и относительная влажность. 
Пробу RP-4 хранили в камере влажности при 40°C и 75% относительной влажности в течение одной 

недели и пробу повторно анализировали при помощи порошковой рентгеновской дифракции. Порошко-
вая дифрактога, полученная для RP-4, не показывала существенных измерений в течение хода экспери-
мента, что означало отсутствие наблюдаемых изменений твердой формы. Это должно отличаться от про-
бы 4, которая разжижается в течение приблизительно 16 ч хранения при 40°C и 75% относительной 
влажности. Действительно, иллюстрация разжижающейся природы 4 приведена ниже. Пробу 4 пропус-
кали через 250 мкм сита, затем пробы хранили при 40°C/75% относительной влажности и 25°C/53% от-
носительной влажности и были произведены визуальные наблюдения через регулярные интервалы вре-
мени. Результаты представлены в табл. 4. 

Таблица 11. Стабильность 4 к повышенной относительной влажности 

 

 
После хранения при 40°C и 75% относительной влажности проба SP-4 разжижалась изнутри в тече-

ние 16 ч. Например, пробу SP-4 измельчали при помощи ступки и пестика, и затем последовательно про-
пускали через 500 и 250 мкм сита с получением пробыв виде мелкодисперсного порошка. Пробы данного 
вещества хранили при 40°C и75% относительной влажности и 25°C и 53% относительной влажности и 
были произведены визуальные наблюдения через регулярные интервалы времени. Результаты представ-
лены в табл. 5. 

Таблица 12. Стабильность SP-4 к повышенной относительной влажности 

 
Анализ порошковой рентгеновской дифракции пробы после хранения при 25°C и 53% относитель-

ной влажности через 104 часа показал отсутствие значительных изменений в полученных дифракторам-
мах, что указывало на отсутствие изменение в форме. 
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Пример 24. Фурье трансформационная - инфракрасная (Фурье-ИК) спектрометрия. 
Данные регистрировали на Perkin-Elmer Spectrum One, оснащенном универсальным устройством 

для отбора проб с нарушенным полным внутренним отражением (ATR). Данные регистрировали и ана-
лизировали при помощи прогного обеспечения Spectrum в. 5.0.1. 

ИК спектры получали для 4, RP-4, и SP-4, они приведены на фиг. 5-7, соответственно. Выбранные 
пики, с длинами волн (см-1) приведены ниже: 

 
Пример 25. Дифференциальная сканирующая калориметрия (ДСК) и термогравиметрический ана-

лиз (ТГА). 
Данные дифференциальной сканирующей калориметрии регистрировали на ТА Instruments Q2000, 

оснащенном 50-позиционным автосэмплером. Калибровка по теплоемкости была проведена при помощи 
сапфира, а калибровка по энергии и температуре была проведена при помощи сертифицированного ин-
дия. 

Дифференциальная сканирующая калориметрия модулированной температуры была проведена на 
пробах, каждая из которых типично составляла 0,8-1,2 мг, в алюминиевом испарителе, удерживаемом на 
штифтах, используя базовую скорость нагревания, составляющую 2°C⋅мин-1 и параметры модулирования 
температуры ±0,2°C⋅мин-1 и 40 с. Над пробой поддерживали поток сухого азота при скорости 50 мл⋅мин-1. 

Прогным обеспечением для контроля прибора было Advantage для Q Series в. 2.8.0.392 и Thermal 
Advantage в. 4.8.3, и данные анализировали при помощи Universal Analysis в. 4.3А. 

Данные дифференциальной сканирующей калориметрии регистрировали на дифференциальном 
сканирующем калориметре Mettler 823e, оснащенном 34-позиционным автосэмплером. Прибор калибро-
вали по энергии и температуре при помощи сертифицированного индия. Каждая проба составляла, ти-
пично, 0,8-1,2 мг, в алюминиевом испарителе, удерживаемом на штифтах, их нагревали при 10°C⋅мин-1 с 
25 до 250°C. Над пробой поддерживали поток сухого азота при скорости 50 мл⋅мин-1. Прогным обеспе-
чением для контроля прибора и анализа данных было STARe в. 9.20. 

Данные термогравиметрического анализа регистрировали на термогравиметрическом анализаторе/ 
SDTA 851e Mettler, оснащенном 34-позиционным автосэмплером. Прибор калибровали по температуре 
при помощи сертифицированного индия. Каждую пробу, которая составляла, типично, 8-12 мг, загружа-
ли в предварительно взвешенный алюминиевый тигель и нагревали при 10°C⋅мин-1 от температуры ок-
ружающей среды до 350°C. Над пробой поддерживали поток азота при скорости 50 мл⋅мин-1. Прогным 
обеспечением для контроля прибора и анализа данных было STARe в. 9.20. 

Анализ дифференциальной сканирующей калориметрии 4 показан в виде одной широкой эндотер-
мы с началом при 58,7°C (∆H 14 Дж⋅г-1), подтвержденной как молекулярная релаксация во время стекло-
вания при помощи дополнительного анализа модулированной дифференциальной сканирующей калори-
метрии (фиг. 17). Термогравиметрический анализ 4 не показал потери массы перед разложением выше 
240°C, подтверждая, что вещество является несольватированным. Поскольку анализ порошковой рентге-
новской дифракции 4 подтвердил аморфность материала, то анализ модулированной дифференциальной 
сканирующей калориметрии был выполнен в попытке рассчитать температуру стеклования, которая, как 
было найдено, составляет 57°C. 

Анализ дифференциальной сканирующей калориметрии показал одну крутую эндотерму с началом 
при 136,2°C (∆Н 76 Дж⋅г-1), подтверждающую плавление при помощи высокотемпературной микроско-
пии. Обращаясь к фиг. 18, термогравиметрический анализ RP-4 показал отсутствие потери массы перед 
разложением выше 240°C, подтверждая, что вещество является несольватированным. 

Анализ дифференциальной сканирующей калориметрии SP-4 показал одну широкую эндотерму с 
началом при 93,9°C (∆H 43 Дж⋅г-1), подтверждающую плавление при помощи высокотемпературной 
микроскопии. Обращаясь к фиг. 19, термогравиметрический анализ SP-4 показал отсутствие потери мас-
сы перед разложением выше 240°C, подтверждая, что вещество является несольватированным. 

Пример 26. Гравиметрическая сорбция паров (ГСП). 
SMS DVS Intrinsic. 
Изотермы сорбции получали при помощи анализатора сорбции влаги SMS DVS Intrinsic, под кон-

тролем прогного обеспечения SMS Analysis Suite. Температуру пробы поддерживали при 25°C при по-
мощи инструментального контроля. Влажность контролировали путем смешивания потоков сухого и 
влажного азота, с общей скоростью потока, составляющей 200 мл⋅мин-1. Относительная влажность со-
гласно измерениям при помощи зонда Calibrated Rotronic (динамический диапазон 1,0-100% относитель-
ной влажности), расположенного около пробы. Изменение массы, (релаксацию массы) пробы как функ-
ции% относительной влажности постоянно контролировали при помощи микровесов (точность ±0,005 
мг). 
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Пробу, составляющую типично 5-20 мг, помещали в плетеную корзину из нержавеющей стали без 
учета массы тары в условиях окружающей среды. Пробу загружали и выгружали при 40% относительной 
влажности и 25°C (типичные комнатные условия). Изотерму адсорбции влаги выполняли, как описано 
ниже (2 сканирования давали 1 полный цикл). Стандартную изотерму выполняли при 25°C при интерва-
лах 10% относительной влажности в диапазоне 0,5-90% относительной влажности. 

Таблица 13. Параметры способа для экспериментов SMS DVS Intrinsic 

 
Пробу восстанавливали после завершения изотермы и повторно анализировали при помощи по-

рошковой рентгеновской дифракции. 
ГСП анализ показал, что RP-4 является не гигроскопичным, проявляющим обратимое поглощение 

приблизительно 0,2 мас.% воды от 0 до 90% относительной влажности. Повторный анализ пробы при 
помощи порошковой рентгеновской дифракции после ГСП эксперимента не показал изменений формы. 

Пробу SP-4 измельчали при помощи пестика и ступки и затем последовательно пропускали через 
500 и 250 мкм сита с получением пробы в виде мелкодисперсного порошка, который затем анализирова-
ли при помощи модифицированного одноциклического способа. Пробу отбирали при от 40% относи-
тельной влажности (приблизительно окружающей среды) до 60% относительной влажности, вместо 90% 
для стандартного способа, и затем повторяли по циклу до 0% и снова до 40% относительной влажности. 
Данный анализ показал, что SP-4 является не гигроскопическим до 60% относительной влажности, с об-
ратимым поглощением ~0,2% по массе воды при от 0 до 60% относительной влажности. 

Пример 27. Термодинамический анализ растворимости в воде. 
Растворимость в воде определяли при помощи суспендирования достаточного количества соедине-

ния в воде с получением максимальной конечной концентрации, составляющей ≥ 10 мг⋅мл-1 свободной 
от исходного вещества формы соединения. Суспензию приводили в равновесное состояние при 25°C в 
течение 24 ч, а затем измеряли значение рН. Затем данную суспензию фильтровали через фильтр из 
стекловолокна С на планшету на 96 ячеек. Фильтрат затем разбавляли на множитель 101, количественное 
определение проводили при помощи ВЭЖХ, где репером был исходный раствор приблизительно 0,1 
мг⋅мл-1 в ДМСО. Впрыскивали различные объемы стандартных, разведенных и неразведенных растворов 
проб. Растворимость рассчитывали при помощи площадей пиков, определенных при помощи интегриро-
вания пика, найденного при том же самом времени удерживания, что и основной пик при впрыскивании 
стандарта. 

Таблица 14. Параметры способа ВЭЖХ для измерений растворимости 

 

 
 
Анализ был выполнен при указанных выше условиях на системе серии Agilent HP 1100, оснащен-

ной диодно-матричным детектором и при помощи прогного обеспечения ChemStation в. B.02.01-SR1. 
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Таблица 15. Результат растворимости в воде для RP-4, 4, и SP-4, 

 
Пример 28. Определение химической чистоты при помощи ВЭЖХ. 
Различные условия ВЭЖХ могут быть использованы для определения химической чистоты соеди-

нений, описанных в данной заявке. Один из таких примеров описан выше касательно исследований тер-
модинамической растворимости в воде. Другой пример описан ниже. 

Условия ВЭЖХ: 

 

 
В данных условиях, чистоту 4, RP-4, и SP-4 определяли как составлявшую ~99,6, ~99%, и ~99,5%, 

соответственно. Отмечено, что более высокие степени чистоты могут быть достигнуты путем оптимиза-
ции способов, описанных выше. 

Исследование дифрактог порошковой рентгеновской дифракции показывает, что два кристалличе-
ские одинарные диастереоизомеры давали различные дифрактогы порошковой рентгеновской дифрак-
ции. Дополнительно, существовала отчетливая разница между температурами плавления двух кристал-
лических диастереоизомеров, где RP-4 имеет значительно более высокую температуру начала плавления, 
чем SP-4 (136°C по сравнению с 94°C). 

Пример 29. Способы дополнительного разделения. 
Следующие способы разделения методом сверхкритической флюидной хроматографии (условия 

приведены ниже) приводили к адекватному разделению смеси диастереомеров, RP-4 и SP-4, 

 
Следующие условия разделения при помощи сверхкритической флюидной хроматографии (условия 

приведены ниже), привели к адекватному разделению смеси диастереомер, RP-4 и SP-4, 
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Таблица 16. Краткое описание результатов, полученных из характеристик партии of RP-4, 4, и SP-4 

 
Пример 30. Рентгеновская кристаллография 8 (SP-изомер). 
Соединение 8 (SP-изомер), C18H21N2PO7, кристаллизует в моноклинной пространственной группе 

P21 (систематические отсутствия 0k0: k=odd) с а=5,3312(4)Åж, b=15,3388(8)Å, c=23,7807(13)Å, 
β=92,891(3)°, V=1942,2(2)Å3, Z=4, и dcalc=1,397 г/см3. Данные интенсивности рентгеновского излучения 
регистрировали на матричном детекторе Bruker APEXII CCD с применением графит-монохрома-
тированного Mo-Kα излучения (λ=0,71073 Å) при температуре 100(1)K. Фиг. 20А и 20В показывают мо-
лекулы, пронумерованные 1 и 2, соответственно, ассиметричного элемента. 

Предварительное индексирование выполняли из серии тридцати шести 0,5° рамок вращения со 
временами воздействия, составляющими 30 с. Всего было собрано 3608 рамок с расстоянием кристалл-
детектор 70,00 мм, шириной вращения 0,5° и временами воздействия, составляющими 20 с. 

 
Рамки вращения интегрировали при помощи SAINT (Bruker (2009) SAINT. Bruker AXS Inc., Madi-

son, Wisconsin, USA.) с получением перечня неусредненных F2 и σ((F2) значений, которые затем пропус-
кали в SHELXTL (Bruker (2009) SHELXTL. Прогный пакет Bruker AXS Inc., Madison, Wisconsin, USA.) 
был использован для дальнейшей обработки и решения структуры на компьютере Dell Pentium 4. Всего 
было измерено 6909 отражений в диапазонах 1,58 ≤ θ ≤ 25,09°, -6 ≤ h ≤ 6, -18 ≤ k ≤ 18, -28 ≤ l ≤ 28 с полу-
чением 6909 уникальных отражений (R внутр = 0,0581). Данные интенсивности корректировали для эф-
фектов Лоренца и поляризации и для поглощения при помощи SADABS (Sheldrick, G.M. (2007) 
SADABS. University of Gottingen, Germany.) (минимальное и максимальное пропускание 0,6093, 0,7452). 

Структуру решали прямыми способами (SHELXS-97 (Sheldrick, G.M. (2008) ActCryst. A64,112-
122,)). Оптимизацию проводили полноматричным методом наименьших квадратов на основе F2 с ис-
пользованием SHELXL-97 (Sheldrick, G.M. (2008) ActCryst. A64, 112-122,). Во время оптимизации ис-
пользовали все отражения. Использовали схему весовых коэффициентов 

 
Неводородные атомы оптимизировали анизотропно и атомы водорода оптимизировали при помощи 

"райдинг" модели. Оптимизацию сводили к R1 = 0,0847 и wR2 = 0,1899 для 6173 наблюдаемых отраже-
ний, для которых F > 4σ((F) и R1=0,0963 и wR2=0,1963 и GOF =1,119 для всех 6909 уникальных не-
нулевых отражений и 512 переменных 

 

 



028709 

- 39 - 

где n = количество отражений и р = количество оптимизированных параметров). Максимальное А/о 
в конечном цикле метода наименьших квадратов составляло 0,000 и два наиболее выдающихся пика в 
последнем дифференциальном Фурье цикле составляли +0,402 и -0,559 е/А3. 

 
Таблица 17. Краткое описание определения структуры соединения 8 (SP-изомер) 

 
 
Пример 31. Биологическая активность/ 
Клетки, содержащие репликоны, высеивали на 3,000 клеток/ячейка (50 мкл) в белые/непрозрачные 

планшеты на 96 ячеек, или 1,500 клеток/ячейка (25 мкл) в белые/непрозрачные планшеты на 384 ячеек. 
50 мкл 2Х соединения добавляли в планшеты на 96 ячеек или 25 мкл 2Х соединения добавляли в план-
шеты на 384 ячеек. Планшеты инкубировали при 37°C в увлажненной 5% CO2 атмосфере в течение 4 
дней. После инкубирования, добавляли реагент Bright-Glo (50 мкл для планшеты на 96 ячеек, или 25 мкл 
для планшеты на 384 ячеек) для измерения репортера люциферазы светлячков для репликации вируса 
гепатита C. Процент ингибирования рассчитывали на фоне лекарственного контроля. 

 
 



028709 

- 40 - 

RP-4 и SP-4 были продемонстрированы как имеющие широкий охват генотипов. Например, было 
показано, что оба имеют активность в отношении вируса гепатита C, генотипы 1-4. 

Объект изобретения патентной заявки США № 12/053,015 и предварительных патентных заявок 
США №№ 61/179,923, поданной 20 мая 2009 г., и 61/319,513, поданной 3 марта 2010 г., включены этим 
полностью путем ссылки в данную заявку. Объект изобретения всех указанных ссылок этим включен в 
данную заявку путем ссылок. В случае, если значение включенного термина противоречит значению 
термина, определенного в данной заявке, то значение терминов, которые содержатся в данной заявке, 
будет доминировать над значением включенных терминов. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ получения соединения формулы SP-4 

 
включающий: 
i) взаимодействие соединения C 

 
где LG' представляет собой п-нитрофеноксид, п-хлорфеноксид, о-хлорфеноксид, 2,4-динитрофено-

ксид или пентафторфеноксид, 
с основным реагентом и соединением 3 

 
где Z представляет собой водород, 
для получения SP-4 или 
ii) взаимодействие соединения C с основным реагентом и соединением 3, где Z выбран из бензоила, 

ацетила, фенилзамещенного бензоила, тетрагидропиранила, тритила, 4,4'-диметокситритила, 4-моно-
метокситритила, триметокситритила, трет-бутилдиметилсилила, трет-бутилдифенилсилила,  
-Si(iPr)2OSi(iPr)2OH, -C(O)CH2CH2C(O)CH3 и -C(O)OCH2Ph, и снятие защитной группы для получения  
SP-4. 

2. Способ по п.1, где LG' представляет собой п-нитрофеноксид. 
3. Способ по п.1, где LG' представляет собой пентафторфеноксид. 
4. Способ получения соединения формулы RP-4 

 
включающий: 
i) взаимодействие соединения C' 

 
где LG' представляет собой п-нитрофеноксид, п-хлорфеноксид, о-хлорфеноксид, 2,4-динитро-
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феноксид или пентафторфеноксид, 
с основным реагентом и соединением 3 

 
где Z представляет собой водород, 
для получения RP-4 или 
ii) взаимодействие соединения C' с основным реагентом и соединением 3, где Z выбран из бензоила, 

ацетила, фенилзамещенного бензоила, тетрагидропиранила, тритила, 4,4'-диметокситритила, 4-моно-
метокситритила, триметокситритила, трет-бутилдиметилсилила, трет-бутилдифенилсилила,  
-Si(iPr)2OSi(iPr)2OH, -C(O)CH2CH2C(O)CH3 и -C(O)OCH2Ph, и снятие защитной группы для получения  
RP-4. 

5. Способ по п.4, где LG' представляет собой п-нитрофеноксид. 
6. Способ по п.1, где LG' представляет собой пентафторфеноксид. 

 
Фиг.  

1 

 
Фиг. 2 
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Фиг. 3 

 
Фиг. 4 

 
Фиг. 5 
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Фиг. 6 

 

 
Фиг. 7 

 
Фиг. 8 
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Фиг. 9 

 
Фиг. 10 

 

 
Фиг. 11 
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Фиг. 12 

 

 
Фиг. 13 

 

 
Фиг. 14 
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Фиг. 15 

 

 
Фиг. 16 

 

 
Фиг. 17 
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Фиг. 18 

 

 
Фиг. 19 

 

 
Фиг. 20А 
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Фиг. 20В 
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