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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

BAZA INVENTIEI

Se utilizeaza clinic mai multi analogi nucleozidici precum citarabina, fludarabina, cladribina,
capecitabina, gemcitabina si pentostatina ca agenti antineoplazici foarte eficienti. Dintre acestia,
gemcitabina (2',2'-difluoro-2'-deoxicitidina; comercializatd ca Gemzar™) este deosebit de interesantd
datoritd activitatii sale unice impotriva tumorilor solide. Este aprobatd in prezent pentru tratarea
cancerului mamar, pulmonar macrocelular, ovarian si pancreatic si este larg utilizati pentru tratarea unei
varietdti de alte cancere inclusiv vezical, biliar, colorectal si limfom.

Se crede cd mai multe mecanisme de auto-potentare unice acestui analog nucleozidic sunt
responsabile pentru activitatea gemcitabinei impotriva tumorilor solide. Metabolitul difosfat al
gemcitabinei inhibd reductaza ribonucleotidicd, care duce la concentratii mai mici ale deoxicitidin
trifosfatului intracelular (dCTP) si astfel incorporarea crescutd a metabolitului trifosfat al gemcitabinei in
ADN, care duce la inhibarea sintezei ADN si blocheazi incheierea ciclului de diviziune celulara. In plus,
reducerea concentratieci dCTP creste enzima citidin kinaza, care este responsabild pentru fosforilarea
initiald a gemcitabinei, o etapd necesard in inhibarea sintezei ADN de citre medicament. In sfarsit,
metabolitul trifosfat al gemcitabinei este un inhibitor al citidin deaminazei, care este responsabild de
inactivarea gemcitabinei prin conversie in metabolitul uridinei. Astfel, natura aditivd a factorilor de mai
sus poate explica eficienta gemcitabinei in tratarea tumorilor solide.

Datoriti naturii lipofile a ProTides, aceste molecule pot furniza monofosfatii nucleozidici direct
in celula tumorald intactd. Studii anterioare au caracterizat mecanisme de transport celular multiple pentru
medicamente de analogi nucleozidici si derivatii lor (pentru o analizd, vezi Balimane et al., Adv. Drug
Delivery Rev. 1999, 39, 183-209). Un compus relativ hidrofil, gemcitabina are capacitate limitatd de a
patrunde prin membrane plasmatice prin difuzie pasiva si mai multe studii au demonstrat cd gemcitabina
este un substrat pentru transportorii nucleozidici echilibrativi si concentrativi (ENT, respectiv CNT). in
mod specific, gemcitabina este transportati de ENT1, ENT2, CNT1 si CNT3 umani, dar nu de
transportorul concentrativ selectiv la purind CNT2 (vezi Mackey et al., Cancer Res. 1998, 58, 4349-4357,
Mackey et al., J. Natl. Cancer Inst. 1999, 91, 1876-1881; si Fang et al., Biochem. J. 1996, 317, 457465).

Brevetul U.S. nr. 4,808,614 descrie 2, 2'-difluoronucleozide care sunt agenti antivirali si anti-
tumorali cunoscuti, in mod specific 2',2'-difluoro-2'-deoxicitidina (cunoscutd de obicei ca Gemcitabina).

Brevetul U.S. nr. 7,951,787 descrie derivati de fosforamidat ai nucleotidelor cum ar fi 2'-deoxi-
2',2'-difluoro-D-citidina-5'-O-[fenil(benzoxi-L-alaninil)] fosfat (denumit si Gemcitabina-[fenil(benzoxi-L-
alaninil)] fosfat sau NUC-1031). Se descriu in acest brevet metode de sintezi chimici a acestor derivati
prin reactia gemcitabinei sau a variantelor sale structurale cu un amestec diastereocizomeric de
fosfocloridat cum ar fi fenil-(benzoxi-L-alaninil)-fosforocloridat din Formula II in prezenta N-
metilimidazolului, urmatd de purificarea produsului prin cromatografic in coloand, cluare cu
diclorometan/metanol 95:5 pentru a obtine un produs pur ca un solid spumos alb cu randament foarte mic
de 16%.

NH
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PhO—F"—O s
o
NH
Ph._ O
~_
OH F
O
NUC-1031

NUC-1031 se prepard in mod tipic ca un amestec de doi diastereoizomeri, epimerici la centrul
fosfatului (Slusarczyk et al., J. of Med. Chem., 2014, 57(4), 1531-1542). Diastereoizomerii NUC-1031 au
urmatoarele structuri:
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NUC-1031 este extrem de lipofil si asadar slab solubil in apd (prin calcul: <0.1 mg/mL) si
fractiunile ionizabile au pKa calculate in afara intervalului pH adecvat pentru administrare parenterald.
Este in esentd insolubil in apd, indiferent de confinutul de sare sau pH, ceea ce afecteaza elaborarea
compozitiilor de furnizare a compusului la dozaje suficient de mari pentru tratament eficient. Afecteazi
de asemenea elaborarea proceselor de fabricare eficiente care vor permite producerea eficientd a NUC-
1031 din punct de vedere al costului.

S-a descoperit recent cd epimerul (S) al gemcitabin-[fenil-benzoxi-L-alaninil)]-fosfatului are
suficientd solubilitate in amestecuri de mai multi solvenfi organici polari cu apd pentru a fi adecvat
prepardrii si administrdrii ca agent terapeutic. Solubilitatea epimerului (R) este considerabil mai mica. in
anumite amestecuri de solvent, diferenta de solubilitate intre epimerul (S) si epimerul (R) este de peste
100 de ori. Se preconizeazd asadar c se pot dezvolta metode de administrare mai eficiente din punct de
vedere clinic, practice si acceptabile de catre pacient folosind epimerul (S) decit pot fi dezvoltate folosind
epimerul (R) sau amestecul. Este dezirabild asadar prevederea gemcitabin-[fenil-benzoxi-L-alaninil)]-(S)-
fosfatului in formd In mare masurd diastereoizomeric pura.

Solubilitatea micd a NUC-1031 in multi solventi, in special cei folositi de obicei in separarea
compusilor folosind HPLC, inseamna ci ar fi necesare volume mari de solvent pentru orice separare pe
baza de HPLC. Aceasta inscamnd cd orice proces de separare la scard industriald pe bazd de HPLC ar fi
costisitor, ar consuma cantititi mari de energie si material si ar produce cantitati mari de deseuri.

Desi la momentul depunerii prezentei cereri pare preferabild administrarea gemcitabin-[fenil-
benzoxi-L-alaninil)]-fosfatului ca epimer (S), pot exista motive de necesitate a obtinerii epimerului (R)
intr-o formd diastereoizomeric purd. Acestea ar include efectuarea testelor comparative pentru a converti
epimerul (R) in epimer (S) sau fiindcd
epimerul (R) asigurd beneficii fatd de epimerul (S) care ii eclipseaza solubilitatea redusa.

Intr-adevir, s-a aritat ci epimerul (R) are un timp de injumititire la incubare cu celule hepatice
umane izolate de patru ori mai mare decit cel al epimerului (S). Timpul de injumadtatire mai lung asociat
cu izomerul (R) indica un clearance intrinsec mai scazut si ar trebui sd determine un profil farmacocinetic
si farmacodinamic diferit fatd de izomerul (S), ceea ce poate conferi unele beneficii.

Atat epimerul (S), cat si (R) sunt terapeutic activi.

WO 2014/076490 descrie un proces de preparare a promedicamentelor nucleozidice cum ar fi
Gemcitabin-[fenil(benzoxi-L-alaninil)] fosfat prin reactia gemcitabinei sau a variantelor sale structurale
cu un amestec diastereoizomeric de fosfocloridafi in prezenta unui catalizator cuprinzind sare metalica
precum Cu(OTf),, CuCl, CuBr, Cul, Cu(OAc);, CuSO4, Cu(OC(O)CFz):, Me(OTf);, Cu(OTH),,
Yb(OT1)s, Fe (OTf)s, La(OTf)s cu randament de 45%.

Bruce et al. descrie o sinteza a fosforamidatilor nucleotidici diastereoizomeric puri si propune
utilizarea unui singur izomer al reactivului de fosforamidare care se poate folosi pentru a obtine
diastereomerul fosforamidat nucleozidic dorit. Diastereoizomerii individuali ai reactivilor de
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fosforamidare sunt izolati prin HPLC, cristalizare sau cromatografie cu fluid supercritic (Bruce et al., J.
Org. Chem., 2011, 76, 9311-8319). WO 2011/123645 A2 descric metode similare pentru sinteza
Sofosbuvir.

WO 2016/030335 Al descrie de asemenea separarea diastereoizomerilor reactivilor de
fosforamidare prin cromatografie cu fluid superecritic.

Un obiectiv al anumitor aplicdri ale prezentei inventii este prevederea unei metode de furnizare a
gemcitabin-[fenil-(benzoxi-L-alaninil)]-(S)-fosfatului in forma in mare mésurd diastercoizomeric purd.

Un obiectiv al anumitor apliciri ale prezentei inventii este prevederea unei metode de furnizare a
gemcitabin-[fenil-benzoxi-L-alaninil)]-(R)-fosfatului in form in mare misurd diastereoizomeric purd.

Un obiectiv al anumitor apliciri ale prezentei inventii este prevederea unei metode de furnizare a
epimerului (S) si/sau (R) in forma In mare misura diastereoizomeric purd, care poate fi adaptata la scara,
este economici si/sau eficientd, de ex. mai bine adaptata la scard, mai economica si/sau eficientd decat
metodele care folosesc HPLC. Astfel, un obiectiv al anumitor aplicdri ale prezentei inventii este
prevederea unei metode de furnizare a epimerului (S) si/sau (R) in formd in mare masurd
diastereoizomeric purd, care este adecvatd prepardrii la scard mare.

Un obiectiv al anumitor apliciri ale prezentei inventii este prevederea unei metode simple, adicad
a unei metode care implicd un numar minim de etape si/sau reactivi, de furnizare a epimerului (S) si/sau
(R) in formi in mare mdsurd diastercoizomeric pura.

Un alt obiectiv al anumitor apliciri ale prezentei inventii este prevederea unei metode care
asigurd ci epimerii (S) sau (R) separati sunt previzuti in forma in mare masurd diastereoizomeric purd si,
in acelasi timp, ca indeplinesc sau depdsesc criteriile necesare stipulate de organizatii precum US FDA cu
privire la cantititile si natura oricror impuritdfi minore aparute din sinteza si separare.

Anumite aplicari ale prezentei inventii satisfac unele sau toate obiectivele de mai sus.
REZUMATUL INVENTIEI

Prezenta inventie prevede un proces de imbogdtire diastereoizomericd a unui compus din
Formula II;

Rz

I
PhO—P—0
NH

Ph\/DY\

O
Formula 1l

unde R! reprezintd o grupi de retragere a electronilor si a este un numir intreg de la 1 1a 3, procesul
cuprinzand:

a) suspensia sau dizolvarea diastereoizomerului R al compusului din Formula II; sau a unui amestec de
diastereoizomeri (R) si (S) ai compusului din Formula II intr-un solvent (S2);

b) tratarea solutiei sau suspensiei cu o bazd aminica organica sau bazad anorganicd (B2) pentru a obfine
diastereoizomerul (S) in forma In mare misurd diastereomeric purd; si

¢) izolarea diastereoizomerului (S) din Formula II.

Procesul poate fi un proces de preparare a diastereoizomerului (S) al gemcitabin-[fenil
(benzoxi-L-alaninil)] fosfatului (Formula I) in forma in mare misura diastereoizomeric pura:
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procesul cuprinzind de asemenea etapa d) si optional etapa e):

d) reactia unui compus al diastereoizomerului (S) din Formula II obtinut in etapa c) cu un compus din
Formula IIT in prezenta unei baze (B1) pentru a obtine un compus din Formula IV in forma in mare
misurd diastereomeric purd; unde P!, P? gi P? reprezinti in mod independent hidrogen sau o grupi
protectoare; si unde compusul din Formula II are forma in mare misurd diastereomeric pura:

N
NPAP? N
o [ N
Y % %
[ & PhO-P~~0, g
HO\ Nj o i
E;foj. |
oPt F
Formula Il Foroula IV

> §1
€) unde oricare una sau mai multe dintre P!, P? gi P? reprezintii grupe protectoare, optional indepirtarea
grupelor protectoare P!, P? si P? din compusul din Formula IV pentru a furniza (S)-gemcitabin-[fenil
(benzoxi-L-alaninil)] fosfat in forma in mare misurd diastereomeric purd.

Conform prezentei inventii, se prevede un proces de preparare a gemcitabin-[fenil (benzoxi-L-
alaninil)] fosfatului (Formula I) in forma in mare masurd diastercoizomeric pura:

Formula |

procesul cuprinzand etapa d) si optional etapa e):

d) reactia unui compus din Formula II; unde R! reprezinti o grupi de retragere a electronilor si a este un
numdr intreg de la 1 1a 5, cu un compus din Formula III in prezenta unei baze (B1) pentru a obtine un
compus din Formula IV in formi in mare mésurd diastereomeric purd; unde P!, P2 si P? reprezintd in mod
independent hidrogen sau o grupd protectoare; si unde compusul din Formula II este in formd in mare
masurd diastercomeric purd:
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o) opPt F
Formula Formula it

Formula 1V
€) unde oricare una sau mai multe dintre P!, P? gi P? reprezintii grupe protectoare, optional indepirtarea
grupelor protectoare P!, P? si P* din compusul din Formula IV pentru a furniza gemcitabin-[fenil
(benzoxi-L-alaninil)] fosfat in forma in mare misurd diastereomeric purd.

R! poate fi selectat din grupul cuprinzind: grupa halo (de ex. selectatd dintre fluoro, bromo,
cloro sau iodo); trifluorometil, ciano si nitro. a este un numdr intre intre 1 si 5. R! poate fi, la fiecare
aparitie, halo, de ex. fluoro. a poate fi 5.

Deplasarea grupei fenoxi substituite are loc cu inversarea stereochimiei fosfatului. Astfel,
diastereoizomerul (S) al precursorului furnizeaza diastereoizomerul (S) al NUC-1031 si diastereoizomerul
(R) al precursorului furnizeaza diastereoizomerul (R) al NUC-1031.

Baza (Bl) poate fi o bazi de azot. Bazele de azot includ N-alchilimidazoli (de ex. N-metil
imidazol (NMI)), imidazol, piridine opfional substituite (de ex. colidina, piridina, 2,6-lutidina) si
trialchilamine (de ex. trietilamina si diizopropiletilamina). Alternativ, baza (B1) poate fi o bazd
organometalici sau bazd de hidrurd metalica (de ex. NaH). Astfel, baza poate fi un reactiv Grignard (i.e. o
halogenura alchilmagneziu). Reactivii Grignard exemplificativi includ halogenuri t-butilmagneziu cum ar
fi tBuMgCl, tBuMgBr. De preferintd, baza este tBuMgCl.

Procesul de preparare a diastereoizomerului (S) al gemcitabin-[fenil (benzoxi-L-alaninil)]
fosfatului (Formula I) in formd in mare masura diastereoizomeric purd poate fi efectuat intr-un solvent
S1.

Inventatorii au descoperit in mod suprinzitor ci, la tratarea compusilor din formula II cu o baz3,
acestia se izomerizeazd, formand preferential diastereoizomerul (S) fatd de diastereoizomerul (R). Astfel,
diastercoizomerul (R) poate fi convertit in diastercoizomerul (S) sau un amestec epimeric al
diastereoizomerului (R) si diastereoizomerului (S) poate fi convertit in diastereoizomerul (S). acest lucru
creste eficienfa totald a oricarei secvenfe de sintezd pentru producerea diastereoizomerului (S) al NUC-
1031 care incorporeazd procesul din primul first aspect, ceca ce inseamni cd se poate folosi intregul
compus din formula II, chiar si cel care s-a format initial ca diastereoizomer (R), si nu se arunci nici o
parte.

Procesul mai poate cuprinde: formarea compusului din Formula II ca un amestec al
diastereoizomerilor (R) si (S); si etapa a) poate cuprinde suspensia sau dizolvarea amestecului
diastereoizomerilor (R) si (S) ai compusului din Formula II intr-un solvent (S2).

Baza (B2) poate fi selectatd din grupul constind din baze aminice organice (de ex. amine
primare, secundare, tertiare, amind ciclicd; bazele aminice organice exemplificative includ baze precum
N-alchilimidazoli (de ex. N-metil imidazol (NMI), imidazol, piridine optional substituite (de ex. colidina,
piridina, 2,6-lutidina) si trialchilamine (de ex. trietilamina si diizopropiletilamina)); sau baze anorganice
(de ex. hidroxid de metal alcalin, carbonati de metal alcalin, alcoxizi de metal alcalin, ariloxizi de metal
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alcalin). De preferintd, B2 este o amind tertiard. Astfel, B2 poate fi o trialchilamind. Cel mai preferabil,
B2 este trietilamina.

Solventul S2 poate fi selectat din grupul constind din amide, eteri, esteri, cetone, hidrocarburi
aromatice, solventi halogenati, nitrili, sulfoxizi, sulfone si amestecuri ale acestora. S2 poate fi un solvent
organic. Solventii organici includ nelimitativ eteri (de ex. tetrahidrofuran, dioxan, dietil eter); cetone (de
ex. acetond si metil izobutil cetond); solvenfi halogenati (de ex. diclorometan, cloroform si 1,2-
dicloroetan); hidrocarburi (de ex. ciclohexan, pentan, hexan, heptan), solventi aromatici (de ex. benzen si
toluen), esteri (de ex. acetat de etil) si amide (de ex. DMF, NMP); sau amestecuri ale acestora. De
preferintd, S2 este o hidrocarburd sau un amestec cuprinzand o hidrocarburad. Daca S2 este un amestec,
poate fi un amestec care contfine peste 50% (de ex. peste 70%) hidrocarburd. S2 poate fi o hidrocarbura.
Hidrocarbura poate fi hexan. Hidrocarbura poate fi heptan. S2 poate fi un amestec de hexan sau heptan si
un solvent organic polar (de ex. un eter, ester, alcool sau solvent halogenat). S2 poate fi un amestec de
hexan sau heptan si un solvent organic polar, amestecul cuprinzind peste 50% (de ex. peste 70%) din
volum hexan sau heptan. S2 poate fi un amestec de hexan sau heptan si acetat de etil. S2 poate fi un
amestec de heptan si acetat de etil. S2 poate fi un amestec de hexan sau heptan si acetat de etil, amestecul
cuprinzand peste 50% (de ex. peste 70%) din volum hexan sau heptan. S2 poate fi un amestec de heptan
si acetat de etil, amestecul cuprinzand peste 50% (de ex. peste 70%) din volum heptan.

Etapa b) poate cuprinde agitarea amestecului compusului din formula II si al bazei B2 timp de 2
h sau mai mult. Etapa b) poate cuprinde agitarea amestecului compusului din formula IT si al bazei B2
timp de 6 h sau mai mult. Etapa b) poate cuprinde agitarea amestecului compusului din formula II si al
bazei B2 timp de 10 h sau mai mult. Etapa b) poate cuprinde agitarea amestecului compusului din
formula II si al bazei B2 timp de 16 h sau mai mult. Etapa b) poate cuprinde agitarea amestecului
compusului din formula II si al bazei B2 timp de pand la 36 h.

Etapa b) poate cuprinde agitarea amestecului compusului din formula II si al bazei B2 la o
temperaturd de la 0 la 50°C. Etapa b) poate cuprinde agitarea amestecului compusului din formula II si al
bazei B2 la o temperaturd de la 10 la 35°C.

In anumite apliciri specifice, compusul din Formula IT este un compus selectat dintre:
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Compusul din Formula II poate fi:

O grupi protectoare pentru o grupd hidroxil (de ex. P') poate fi selectatd in mod independent
dintre -Si(Cisalchil)s optional substituit, -C(O)-C;-Cs-alchil optional substituit, -C(O)-aril optional
substituit, -C(0O)-OC;-Ce-alchil optional substituit, -C(0)-O-alil, -C(O)-O-CHs-fluorenil, -CH(aril)s
optional substituit, -(C;-Cs-alchilen)-aril optional substituit, -C(O)OCH;-aril optional substituit si -C;-Cs-
alchil-O-C;-Cy-alchil.

O grupi protectoare pentru o grupd amino (de ex. P? si/sau P%) poate fi selectatd in mod
independent, la fiecare aparitie, dintre -C(OQ)OC;-Cs-alchil, -C(O)OCH;-aril optional substituit, -C(O)-O-
alil, -C(0)-O-CHa-fluorenil, -CH(aril); optional substituit, -(C;-Cs-alchilen)-aril optional substituit, -
C(0)-C;-Cg-alchil optional substituit, -C(O)-aril optional substituit, -S(O),-C;-Cs-alchil, -S(O).-aril
optional substituit si -Si(Ci-ealchil); optional substituit.

Multi dintre compusii initiali protejati din Formula III sunt cunoscuti in domeniu si/sau pot fi
preparati prin metode cunoscute. De exemplu compusii initiali din Formula IIT pot fi sintetizati din
gemcitabind prin protejarea grupelor 3'-hidroxi si 4-amino cu grupe protectoare adecvate. Grupele
protectoare pot fi adiugate in mod tipic si indepartate folosind metodologia conventionald a grupelor
protectoare, de exemplu, descrisa in "Protective Groups in Organic Chemistry," editatd de J W F McOmie
(1973); "Protective Groups in Organic Synthesis", ed. 2, T W Greene (1991); si "Protecting Groups", ed.
3 P. J Koscienski (1995).

in mod tipic va fi necesari prepararea compusilor protejati cu grupd 3'-hidroxi si 4-amino
protejand mai Intdi grupa 5'-hidroxi a gemcitabinei cu o grupd protectoare care este ortogonald cu cele
care vor fi folosite pentru protejarea grupei 3'-hidroxi si 4-amino (i.e. o grupd care poate fi indepartata
fard a indeparta si grupele 3'-hidroxi si 4-amino dorite). Simultan sau ulterior, grupele 3'-hidroxi si 4-
amino sunt protejate cu grupa(ele) protectoare doriti(e) si grupa protectoare 5'-hidroxi poate fi indepartata
pentru a genera compusul din Formula III. Anumite grupe protectoare pot fi introduse simultan pe grupele
3'-hidroxi si 5'-hidroxi si optional 4-amino si apoi indepdrtate selectiv din grupa 5' hidroxil fira a fi
indepdrtate din grupele 3'-hidroxi si 4-amino.

Conform unor apliciri, P! este selectat in mod independent dintre -Si(Ci.galchil)s optional
substituit, -C(0)-C;-Ce-alchil optional substituit, -C(O)-aril optional substituit, -C(0)-OC;-Ce-alchil
optional substituit, -C(0O)-0O-alil, -C(O)-O-CH,-fluorenil, -CH(aril)s optional substituit, -(C;-Cs-alchilen)-
aril optional substituit, -C(O)OCH:-aril optional substituit si -C;-Cs-alchil-O-C;-Cy-alchil.

P! poate fi selectat in mod independent dintre -Si(Ci.salchil); optional substituit, -C(0)-OC;-Cs-
alchil optional substituit si -C(O)OCH;-aril optional substituit, -C(Q)-O-alil. De preferintd, P' este
selectat dintre -C(O)O-tBu, -C(O)O-benzil si
- C(O)YOCH;-alil. Astfel, P! poate fi -C(O)OCH;-aril. P! poate fi -C(O)O-tBu.

Alternativ, P! poate fi selectat in mod independent dintre -C(Q)-C:-Ce-alchil optional substituit
si -C(Q)-aril optional substituit, de ex. P! poate fi selectat in mod independent dintre benzoil si acetil.

P? poate fi selectat in mod independent dintre -C(OQ)OC;-Cs-alchil,

-C(O)OCHzs-aril optional substituit, -C(0O)-O-alil, -C(O)-O-CHa-fluorenil, -CH(aril)s optional substituit, -
(C1-Cs-alchilen)-aril optional substituit, -C(O)-C;-Cs-alchil optfional substituit, -C(O)-aril optional
substituit, -S(0),-C;-Cs-alchil, -S(O),-aril optional substituit si -Si(Cj.alchil)s optional substituit.

P? poate fi selectat in mod independent dintre -C(OQ)OC;-Cs-alchil,

-C(O)OCHz:-aril optional substituit, -C(O)-0-alil, -CH(aril); optional substituit si -Si(Ci.salchil); optional
substituit. De preferintd, P? este selectat dintre -C(Q)O-tBu, -C(0)O-benzil si -C(O)OCH;-alil. Astfel, P
poate fi -C(O)OCH,-aril.
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Alternativ, P? poate fi selectat in mod independent dintre -C(Q)-C:-Ce-alchil optional substituit
si -C(Q)-aril optional substituit, de ex. P? poate fi selectat in mod independent dintre benzoil si acetil.

Alternativ, P? este H.

In mod similar, P? poate fi selectat in mod independent dintre H, -C(O)OC;-Cs-alchil, -
C(O)OCH;-aril optional substituit, -C(O)-0-alil, -C(O)-O-CH,-fluorenil,

-CH(aril); optional substituit, -(C;-Cz-alchilen)-aril optional substituit, -C(O)-C;-Cs-alchil optional
substituit, -C(O)-aril optional substituit, -S(0),-C;-Cs-alchil, -S(O),-aril optional substituit si -Si(Ci.
ealchil); optional substituit.

De preferintd, P* este H.

Grupa -Si(Cr.salchil)s optional substituitd poate fi o grupa -Si(Cj4alchil)s. Grupa (i.e. alchil) este
de preferintd nesubstituitd. Exemplele ilustrative includ trietilsilil si ¢-butil-dimetilsilil.

Grupa -C(0)-C;-Cs-alchil optional substituitd poate fi o grupd -C(O)-C;-Cs-alchil. Grupa (i.e.
grupa alchil) este de preferin{d nesubstituitd. Exemplele ilustrative includ acetil si propionil.

Grupa -C(O)-aril optional substituitd poate fi o grupd -C(O)-fenil. Grupa (i.e. grupa fenil) este de
preferin{d nesubstituitd. Exemplele ilustrative includ benzoil.

Grupa -C(0)-OC;-Cs-alchil optional substituitd poate fi o grupd -C(0)-OC;-Cs-alchil. Grupa (i.e.
grupa alchil ) este de preferintd nesubstituiti. Exemplele ilustrative includ -C(O)-O-metil si -C(O)-O-etil.
Un exemplu deosebit de preferat este C(O)OtBu.

Grupa -(C;-Cs-alchilen)-aril optional substituitd este de preferintd o grupd benzil optional
substituitd. Exemplele ilustrative includ benzil, fenetil, 4-metoxi benzil, 4-nitrobenzil,
4-bromobenzil, 2,3-dimetoxibenzil si 2,4-dimetoxibenzil.

Grupa -C(O)YOCH;-aril este de preferintd o grupa -C(O)Obenzil optional substituitd. Exemplele
ilustrative includ -C(O)Obenzil si -C(O)O-(4-metoxibenzil).

Grupa -C;-Cy-alchil-O-C;-Cs-alchil optional substituitd poate fi o grupd -Ci-C»-alchil-O-Ci-Cs-
alchil. Grupa (i.e. alchil) este de preferinti nesubstituitd. Exemplele ilustrative includ metoxi-metil
(MOM) si 2-metoxi-etoxi-metil (MEM).

Grupa -S(O),-C;-Ce-alchil optional substituitd poate fi o grupa -S(0),-C;-Cy-alchil. Grupa (i.e.
grupa alchil ) este de preferintd nesubstituitd. Exemplele ilustrative includ metansulfonat.

Grupa -S(O),-aril optional substituitd poate fi o grupd -S(O),-fenil. Exemplele ilustrative includ
fenilsulfonat, 4-metilfenilsulfonat si 4-nitro fenilsulfonat.

Grupa -CH(aril)s optional substituitd poate fi o grupd -CH(fenil);. Exemplele ilustrative includ
tritil.

Acolo unde doud sau mai multe dintre P!, P? si P? reprezinti grupe protectoare, etapa de
deprotejare poate cuprinde doud sau trei reactii de deprotejare individuale. Acesta este cazul in care se
folosesc doud sau trei grupe protectoare diferite si aceste doud sau trei grupe protectoare nu se pot
indepdrta in aceleasi conditii.

Etapa de deprotejare poate cuprinde insd o singurd reactie de deprotejare in care se
indepirteazi toate grupele protectoare. Astfel, P! si P? pot reprezenta grupe protectoare care pot fi
indepartate in aceleasi conditii. P! si P? pot fi identice.

P! si P? pot reprezenta ambele o grupi selectatdi dintre -C(Q)YOC;-Cs-alchil optional substituit, -
C(0)-0O-alil si -C(O)OCH:-aril optional substituit. Astfel P! si P? pot reprezenta ambele o grupi selectati
dintre C(0)OrBu, -C(0)-0-alil si C(0)O-benzil. in unele apliciri, P' si P? reprezinti ambele grupe
C(O)OrBu.

De preferinti P este hidrogen. Astfel, intr-o aplicare specificd, P! si P? reprezintii aceleasi grupe
si P3 este hidrogen. Astfel, intr-o aplicare specificd, P! si P? reprezinti ambele grupe C(O)OrBu si P? este
hidrogen.

P2 si P2 pot reprezenta fiecare H si P! este o grupd protectoare. P2 si P? pot reprezenta fiecare H si
P! este o grupd protectoare selectatil dintre -C(O)O-tBu,

-C(0)O-benzil si -C(Q)OCH,-alil. P? si P3 reprezinti fiecare H si P! este -C(O)O-tBu.

In cadrul prezentei specificatii, formi imbogtiti diastereomeric' si 'formi in mare misurd puri
diastereomeric' inseamnd o puritate diastereoizomericdi mai mare de 95%. 'Forma imbogititd
diastereomeric' si 'forma in mare masurd purd diastereomeric' pot insemna o puritate diastereoizomerica
mai mare de 98%, mai mare de 99% sau mai mare de 99.5%.

Oricare dintre grupele alchil si aril mentionate mai sus (de ex. fenil, inclusiv grupele fenil in
grupele benzil) sunt optional substituite, acolo unde este posibil din punct de vedere chimic, cu 1 pand la
3 substituenti selectati in mod independent, la fiecare aparifie, din grupul constind din: oxo, =NR?
=NOR?, halo, nitro, ciano, NR*R?, NR?S(0);R? NR*CONR’R? NR*CO:R?, OR* SR? SOR? SO;R?
SO.R?, SO.NR?R?, CO,R* C(O)R?, CONRR?, C;-Cy-alchil, C»-Cs-alchenil, C»-Cs-alchenil si Ci-Cq4
haloalchil; unde R* este selectat in mod independent, la fiecare aparitie, dintre H, C;-C4 alchil si Ci-Cy4
haloalchil.

Oricare dintre grupele alchil mentionate mai sus pot fi nesubstituite.
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Oricare dintre grupele aril mentionate mai sus (de ex. fenil, inclusiv grupele fenil din grupele
benzil) pot fi optional substituite, acolo unde este posibil din punct de vedere chimic, cu 1 pana la 3
substituenti selectati in mod independent, la fiecare aparitie, din grupul constind din: halo, nitro, ciano,
NRR?, NR*S(0),R?, NR*CONR’R?, NR*CO,R?, OR?* SR? SOR? SO:R% SO:R?, SO,NR°R* CO;R*
C(O)R?, CONR®R?, C;-Cy-alchil, C»-Cy-alchenil, C>-Cs-alchenil si C;-C4 haloalchil; unde R* este selectat
in mod independent, la fiecare aparitie, dintre H, C;-C4 alchil si C;-C4 haloalchil.

Oricare dintre grupele aril mentionate mai sus (de ex. fenil, inclusiv grupele fenil din grupele
benzil) pot fi optional substituite cu 1 pind la 3 substituenti selectati in mod independent, la fiecare
aparitie, din grupul constand din: halo, nitro, OR?; C;-Cs-alchil, C;-C4 haloalchil; unde R* este selectat in
mod independent, la fiecare aparitie, dintre H, C-C4 alchil si C;-C4 haloalchil.

Grupele aril au de 1a 6 1a 20 de atomi de carbon, dupa caz, pentru a indeplini cerintele de valenta.
Grupele aril sunt grupe carbociclice care satisfac regula Huckel (i.e. contin un sistem carbociclic
cuprinzand 2(2n + 1)=r electroni). Grupele aril pot fi grupe fenil optional substituite, grupe bifenil optional
substituite, grupe naftalenil optional substituite sau grupe antracenil optional substituite. in mod egal,
grupele aril pot include portiuni carbociclice nearomatice. De preferin{d o grupa aril este o grupd fenil
optional substituita.

Grupele alchil pot fi liniare sau ramificate. Astfel, de exemplu, o grupd C, alchil poate fi n-butil,
i-butil sau #-butil.

Etapa d) se poate efectua intr-un solvent organic (S1). Solventii organici includ nelimitativ eteri
(de ex. tetrahidrofuran, dioxan, dietil eter); cetone (de ex. acetond si metil izobutil cetond); solventi
halogenati (de ex. diclorometan, cloroform si 1,2-dicloroetan); si amide (de ex. DMF, NMP); sau
amestecuri ale acestora. Acolo unde etapa d) se efectueaza in prezenta unui reactiv Grignard, solventul
organic este de preferintd un eter. Cel mai preferabil, solventul este tetrahidrofuran.

Acolo unde etapa d) se efectueazd in prezenta unei baze de azot, solventul organic este cel mai
preferabil un solvent halogenat sau o amida.

Reactia se efectueaza in mod tipic la o temperaturd adecvatd, de ex. de la circa -5°C la
circa 40°C. De preferintd, temperatura reactiei este circa 25°C pand la circa 30°C.

Reactia poate fi 13sata sd se agite o perioada de la circa 15 min pand la circa 16 h si de preferintd de la
circa 30 min pan4 la circa -60 min.

Stratul organic rezultat care contine fosforamidatul protejat din Formula II poate fi procesat
direct in acelasi vas de reactie pentru a forma gemcitabin-[fenil(benzoxi-L-Alaninil)] fosfat din Formula
I. Alternativ, solventul din stratul organic poate fi concentrat pentru a obtine un reziduu de produs brut
prin orice metodd cunoscutd in domeniu, la incheierea reactiei, de exemplu distilare, evaporare, uscare
rotativa (cum ar fi cu evaporatorul rotativ Buchi), liofilizare, uscare in strat fluidizat, uscare rapida, uscare
rapida cu centrifugare. De preferinti solventul se indeparteaza prin distilare in vid.

Procesele din inventie pot cuprinde de asemeneca deprotejarea grupelor protectoare hidroxi si
amino.

Etapa de deprotejare (ctapa ¢)) se poate efectua fard purificarea produsului din etapa d).

Acolo unde o grupd protectoare este sensibili la acid, de ex. tritil, C(O)OtBu, MOM, MEM, 2 .4-
dimetoxibenzil, 2,3-dimetoxibenzil, etapa de deprotejare se poate efectua folosind un acid adecvat. Acidul
poate fi un acid Bronsted (de ex. TFA, acid fosforic, HCI sau acid formic) sau un acid Lewis (de ex.
ZnBr,, CeCl). Acizii Lewis (de ex. ZnBr>) sunt mai putin preferafi. HCI este de asemenea mai pufin
preferat. De preferintd, acidul este TFA.

Acolo unde o grupa protectoare este sensibild la baze, de ex. acetil, benzoil, etapa de deprotejare
se poate efectua folosind o bazd adecvatd, de ex. NH;z apos sau NaOH apos. Grupele sensibile la baze pot
fi mai putin preferate.

Acolo unde o grupa protectoare este o grupi silil (de ex. trietilsilil sau t-butildimetilsilil), etapa
de deprotejare se poate efectua folosind un acid adecvat (de ex., TFA) sau folosind o sursd de fluor
adecvatd (de ex. fluorurd de tetrabutilamoniu, acid fluorosilicic, HF).

Acolo unde o grupd protectoare este o grupa benzil sau C(O)Obenzil, ctapa de deprotejare se
poate efectua folosind H; si un catalizator adecvat (de ex. Pd/C). Aceste grupe protectoare pot fi mai pufin
preferate.

Acolo unde o grupi protectoare este 4-metoxi benzil, 2,3-dimetoxibenzil,
2,4-dimetoxibenzil sau C(O)O-(4-metoxibenzil), etapa de deprotejare poate fi efectuatd folosind un agent
de oxidare corespunzitor (de ex. acid meta-cloroperbenzoic).

Acolo unde o grupa protectoare este -C(0)-0-alil, etapa de deprotejare se poate efectua folosind
(PPhz)4Pd.

Acolo unde o grupd protectoare este -C(0O)-O-CH:-fluorenil, etapa de deprotejare se poate
efectua folosind piperidind.
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Acolo unde P! este C(Q)OrBu, deprotejarea se poate realiza folosind un C;-Cs-alcool si/sau apa.
Acolo unde P! este C(0)OrBu, deprotejarea se poate realiza folosind un amestec de Ci-Cs-alcool si api.
Deprotejarea se poate realiza folosind un amestec de alcool izopropilic (IPA) si apa.

Etapa de deprotejare se poate cfectua intr-un solvent organic sau un amestec al acestora.
Solventii organici exemplificativi includ, nelimitativ, solventi halogenati (de ex. diclorometan, cloroform,
dicloroetan); alcooli (de ex. metanol, etanol, izopropanol) si eteri (de ex. tetrahidrofuran, dietil eter).

Acolo unde etapa de deprotejare se efectueazd in prezenta unui acid (de ex. TFA), solventul
organic este de preferintd un solvent halogenat, de ex. diclorometan.

Reactia de deprotejare se poate efectua la o temperaturd, de exemplu, in intervalul -10°C pani la
circa 30°C, de ex. pand la circa 10°C. O temperaturd convenabild pentru efectuarea reactiei este -5°C
pana la 5°C. reactia poate fi ldsati sd se agite o perioadd de la circa 15 min pani la circa 16 ore si de
preferintd de la circa 1 ord pand la circa 4 ore, mai preferabil de la circa 2 ore pani la circa 3 ore.

Acolo unde etapa e) se realizeazd folosind un C;-Cs-alcool si/sau apd (de ex. un amestec de
alcool izopropilic (IPA) si apd), amestecul de reactie se poate incilzi, de ex. la o temperaturd de la 30°C
1a 90°C sau la o temperaturd de 1la 60°C la 85°C.

Acolo unde deprotejarea se efectueaza in prezenta unui acid (de ex. TFA), izolarea produsului
obtinut dupa deprotejare se realizeaza in mod tipic prin stingerea surplusului de acid folosit in etapa de
deprotejare si extragerea produsului cu un solvent organic imiscibil in api si recuperarea produsului prin
evaporarea solventului organic.

Exemplele de solventi organici imiscibili in apd utili in extragere includ esteri cum ar fi acetat de
etil, acetat de metil, acetat de izopropil etc.; solventi clorurati cum ar fi diclorometan, cloroform etc.;
solventi de hidrocarburi aromatice cum ar fi toluen, xilen etc.; de preferinta acetat de etil.

P! si P? pot reprezenta ambele grupe C(O)Q:Bu si P? poate fi hidrogen, etapa d) se poate efectua
in prezenta tBuMgCl (de ex. in THF) si etapa ) se poate efectua in TFA (de ex. in DCM).

P! poate fi 0 grupid C(O)O:Bu, P? si P* pot reprezenta fiecare hidrogen, etapa d) se poate efectua
in prezenta tBuMgCl (de ex. in THF). Etapa e) se efectueaz3 fard izolarea produsului din etapa d), de ex.
addugind un amestec de IPA si apd in amestecul de reactie de la etapa d) dupd incheierea reactiei din
etapa d).

In anumite apliciri, poate fi inci dezirabili purificarea gemcitabin-[fenil(benzoxi-L-alaninil)]
fosfatului obtinut din procesul conform primului aspect al inventiei. In mod similar, poate fi inci
dezirabild purificarea compusului din Formula II obtinut din procesul conform celui de-al doilea aspect al
inventiei. Metodele de purificare sunt bine cunoscute in domeniu si includ cromatografie (de ex.
cromatografie in coloani), recristalizare si distilare. In alte apliciri, nu este necesari purificarea.

In cadrul prezentei specificatii se folosesc urmitoarele abrevieri:

§DCM - diclorometan EDIPE - diizopropileter
DMF - N,N-dimetilformamida EDMSO - dimetilsulfoxid
§IPA - alcool izopropilic MTBE - metil-t-butileter

§NMP - N-metilpiroldinoni ‘TBDMS - fert-butildimetilsilil

...........................................................................................................................................................................

§TEA - trietilamind TFA - acid trifluoroacetic
THF - tetrahidrofuran '

EXEMPLE
Prezenta inventie este ilustratd in continuare prin urmitoarele exemple 3, 8 si 10, prezentate

exclusiv ilustrativ si nelimitativ, fard a limita domeniul de aplicare al inventiei definite in revendicdrile

anexate.

Exemplul de referinta 1:

Prepararea amestecului diastereoizomeric al esterului benzilic al acidului 2-[(2,3,4,5,6-

pentafluorofenoxi)-fenoxi-fosforil amino] propionic (Formula Ila)
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Ch-P-Cl

fetiaming, cionvd de
metiien

Formitia Ha (amestes S iRl

Intr-un amestec agitat de L-alanin benzil ester clorhidrat (100 gms) in clorurd de metilen (1 lit) s-
a adaugat fenil diclorofosfat (77 ml) la 25-35°C si amestecul rezultat s-a récit la -70°C pana la -78°C, s-a
addugat trietil amind (130.5 ml) si s-a agitat 1 h la aceeasi temperaturd. Temperatura masei de reactie a
crescut la 25-35°C si s-a lasat si se agite 2h. Dupa incheierea reactiei, masa reactiei s-a concentrat in vid
la sub 35°C pentru a obtine reziduul. In reziduul obtinut s-a adiugat diizopropil eter (2 lit) la 25-35°C si
s-a agitat 30 min la aceeasi temperaturd. Masa reactiei s-a filtrat si s-a spalat cu diizopropil eter (500 ml),
dupd care concentratul a fost filtrat in vid la sub 35°C pentru a obtine fenil-(benzoxi-L-alaninil)-
fosforocloridat. Compusul obtfinut s-a dizolvat in clorurd de metilen (1 lit) la 25-35°C si s-a ricit la -5°C
pani la -10°C. In masa de reactie s-au adiugat pentafluorofenol (85.5 gms), trietil amind (65.2 ml) la
aceeasi temperaturd si s-au agitat 2h. Dupd incheierea reactiei, masa reactiei s-a concentrat in vid la sub
35°C si s-a incdrcat acetat de etil (1 lit) la 25-35°C si s-a agitat 30 min la aceeasi temperaturd. Solidele s-
au filtrat si s-au spalat cu acetat de etil (1 lit). In filtrat s-au adaugat spaliri cu apa (1 lit), 10% carbonat de
sodiu (2x1 lit), solutie salind (1 lit) si stratul organic s-a uscat cu sulfat de sodiu anhidru, s-a concentrat in
vid la 35-45°C pentru a obtine amestecul diastereoizomeric al compusului din titlu ca un semi-solid alb.

Randament: 210 gms
Puritate chirald prin HPLC (% suprafatd): 33.74:66.26% (Rp: Sp)

Exemplul de referinta 2:
Separarea diastereoizomerului S, al esterului benzilic al acidului 2-[(2,3,4,5,6-pentafluorofenoxi)-

fenoxi-fosforil amino] propionic (Formula Ila)

Formia Ha {amesiec 3p 5t Ro}

Formvia Ha {diastersnmer Sp}
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In amestecul diastercoizomeric obtinut mai sus din Formula ITa (Rp: Sp - 33.74:66.26%) s-a
incdrcat 20% acetat de etil in hexan (1.2 lit) la 25-35°C si s-a agitat 1 h. Solidele s-au filtrat si s-au spalat
cu 20% acetat de etil in hexan (300 ml) pentru a obfine un amestec al compusului din Formula IIa.

Randament: 112 gms

Puritate chirald prin HPLC (% suprafatd): 22.13:77.87% (Re: Sp)

Filtratul s-a concentrat in vid pentru a obtine un amestec diastereoizomeric din Formula IIa (75 gm; Rp:
Sp -65.43:34.57%).

In amestecul diastercoizomeric obtinut mai sus din Formula ITa (Rp: Sp - 22.13:77.87%) s-a
incdrcat 20% acetat de etil in hexan (1.2 lit) la 25-35°C si s-a agitat 1 h. Solidele s-au filtrat si s-au spalat
cu 20% acetat de etil in hexan (300 ml) pentru a obtine un S,-diastereoizomer pur al compusului din
Formula ITa.

Randament: 80 gms
Puritate chirald prin HPLC (% suprafatd): 0.20:99.80% (Rp: Sp)
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 7.18-7.41(m, 10H), 6.91-6.99(d, 1H), 5.10(s, 2H), 4.01-4.11(m, 1H),
1.30-1.32(d, 3H)
ESI-MS (m/z): 524 (M+1)
Filtratul s-a concentrat in vid pentru a obtine un amestec diastereoizomeric din Formula Ila (28 gm; Rp:
Sp -80.77:19.23%).
Exemplul 3:
Izomerizarea esterului benzilic al acidului 2-[(2,3,4,5,6-pentafluorofenoxi)-fenoxi-fosforil amino]
propionic (Formula IIa)

intr-o solutie agitatd a esterului benzilic al acidului 2-[(2,3,4,5,6-pentafluorofenoxi)-fenoxi-
fosforil amino] propionic obtinut mai sus din Formula IIa (75 gms; Rp: Sp - 65.43:34.57%) in 20% acetat
de etil in hexan (1.1 lit), s-a addugat trietil amind (7.5ml) la 25-35°C si s-a agitat 6 h la aceeasi
temperaturd. Dupd incheierea reactiei, masa reactiei s-a stins cu apa (750 ml) si s-a extras cu acetat de etil
(750 ml). Stratul organic s-a uscat cu sulfat de sodiu anhidru si s-a concentrat in vid pentru a obtine
compusul din titlu ca un solid.

Randament: 45 gms
Puritate chirald prin HPLC (% suprafatd): 91.29: 8.71% (Sp: Rp)

Amestecul diastereoizomeric R, si S, obtinut mai sus al esterului benzilic al acidului 2-
[(2,3,4,5,6-pentafluorofenoxi)-fenoxi-fosforil amino] propionic din Formula Ila (45 gms; Re: Sp -
8.71:91.29%) a fost suspendat in 20% acetat de etil in hexan (1.1 1it) la 25-30°C si s-a agitat 1 h la aceeasi
temperaturd. Solidul s-a filtrat si s-a spilat cu 20% acetat de etil in hexan (225 ml) pentru a obtine
diastereoizomerul S, al compusului din titlu ca un solid.

Randament: 19 gms
Puritate chirald prin HPLC (% suprafatd): 99.92: 0.08% (Sp: R;)

Exemplul de referinta 4:
Prepararea diastereoizomerului S, al NUC-1031 (folosind S,-diastereoizomerul din Formula I1a)
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Tetrahidrofuran

fert-BudigCl

Formula {la (Sp-diastereomer)

clorurd de metilen,

acid alic

[ T——

' g

Formuia 1 (Sp-diastereomet)

Intr-un amestec agitat de 3'-O-(tert-butoxicarbonil) gemcitabini (5 gms) in tetrahidrofuran (75
ml), s-a adiugat clorurd de tert-butil magneziu (152 ml de 2.0 M in tetrahidrofuran) si S,-
diastereoizomerul esterului benzilic al acidului 2-[(2,3,4,5,6-pentafluorofenoxi)-fenoxi-fosforil amino]
propionic din Formula Ila (8.3 gms diluate in 50 ml de tetrahidrofuran)) la 0°C pina la -5°C si
temperatura a crescut la 25-30°C si s-a agitat 30 min la aceeasi temperaturd. Dupd incheierea reactiei,
masa reactiei s-a stins cu 0.5 N acid clorhidric (50 ml) si s-a extras cu acetat de etil (2x75 ml). In stratul
organic s-au introdus succesiv spdlari cu 10% carbonat de sodiu (2x50 ml), solutie salind (50 ml). Stratul
organic s-a separat, s-a uscat cu sulfat de sodiu si s-a concentrat in vid pentru a obtine un reziduu.

Reziduul obtinut s-a introdus in clorurd de metilen (50 ml) si s-a addugat acid trifluoro acetic
(18.5 ml) la 0°C pand la 5°C. Masa reactiei s-a mentinut la 25-35°C timp de 2 h si s-a stins cu 20% solutie
de carbonat de sodiu (125 ml). S-a extras cu acetat de etil (165 ml), stratul organic s-a uscat cu sulfat de
sodiu si s-a evaporat in vid la 40-45°C. Reziduul obtinut a fost suspendat in 50% acetat de etil in heptan
(150 ml) pentru a obtine compusul din titlu.

Randament: 4.8 gms

Puritate chirald prin HPLC (% suprafata): 99.4% (Sp-diastereoizomer)

Exemplul de referinta S:

Prepararea amestecului diastereoizomeric al esterului benzilic al acidului 2-[(4-nitrofenoxi)-fenoxi-
fosforilamino] propionic din Formula I1b

Q
OB
[a) -

Al rrrrrrmrn i nrmn

Formuia ik iamesiac Sp s Kol
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Intr-un amestec agitat de L-alanind benzil ester clorhidrat (50 gms) in clorurd de metilen (500
ml) s-a addugat fenil diclorofosfat (54 gms) la 25-35°C si amestecul rezultat s-a racit la -70°C pand la -
78°C, s-a adiugat trietil amind (65.2 ml) si s-a agitat 1 h la aceeasi temperaturd. Temperatura masei de
reactie a crescut la 25-35°C si s-a ldsat sd se agite 2h. Dupa incheierea reactiei, masa reacfiei s-a
concentrat in vid la sub 35°C pentru a obtine reziduul. In reziduul obtinut s-a adiugat diizopropil eter (1
litru) la 25-35°C si s-a agitat 30 min la aceeasi temperaturd. Masa reactiei s-a filtrat si s-a spalat cu
diizopropil eter (250 ml) dupd care concentratul a fost filtrat in vid la sub 35°C pentru a obtine fenil-
(benzoxi-L-alaninil)-fosforocloridat. Compusul obfinut s-a dizolvat in clorurd de metilen (500 ml) la 25-
35°C si s-a racit la -5°C pand la -10°C. in masa de reactie s-au addugat paranitrofenol (27.5 gms), trietil
amind (65.2 ml) la aceeasi temperaturd si s-au agitat 2h. Dupd incheierea reactiei, masa reactiei s-a
concentrat in vid la sub 35°C si s-a incdrcat acetat de etil (500 ml) la 25-35°C si s-a agitat 30 min la
aceeasi temperaturd. Solidele s-au filtrat si s-au spalat cu acetat de etil (500 ml). In filtrat s-au adiugat
spdldri cu apd (500 ml), 10% carbonat de sodiu (2x500 ml), solutie salind (500 ml) si stratul organic s-a
uscat cu sulfat de sodiu anhidru, s-a concentrat in vid la 35-40°C pentru a obtine amestecul
diastereoizomeric al compusului din
titlu ca un lichid uleios gros.

Randament: 90 gms
Puritate chirald prin HPLC (% suprafatd): 45.6: 54.94% (Rp: Sp)

Amestecul diastereoizomeric obfinut mai sus al esterului benzilic al acidului 2-[(4-nitrofenoxi)-
fenoxi-fosforilamino] propionic din Formula IIb (40 gms; R,: S,- 45.6: 54.94%) s-a separat in
diastereoizomeri S, si R, puri prin HPLC preparativa si fractiuile pure s-au concentrat in vid pentru a
obtine diastereoizomerii S, si R, separat.

Randament: Sy-diastereoizomer: 8 gms,

"H NMR (300 MHz, CDCl):- 8.15-8.19(d, 2H), 7.15-8.37(m, 12H), 5.12(s, 2H), 4.02-4.24(m, 2H), 1.39-
1.42(d, 3H)

ESI-MS (m/z):- 479 (M+Na)

Rp-diastereoizomer: 6 gms,

'"H NMR (300 MHz, CDCls):- 8.08-8.13(d, 2H), 7.15-7.34(m, 12H), 5.10(s, 2H), 4.48-4.56(m, 1H), 4.11-
4.20(m, 1H), 1.39-1.41 (d, 3H)

ESI-MS (m/z):-457 (M+1)*

Amestec diastereoizomeri S, & R,: 20 gms

Exemplul de referinta 6:
Prepararea diastereoizomerului S, al NUC-1031 (folosind diastereoizomerul S, din Formula IIb)

« : Q
S I

TN
o HO

A

g

Formula lib (Sp—dia;i;:momcr}

clorurd de metifen,
acid {nfluoroacstic

Formula E {Sp~dinstereomer)

Intr-un amestec agitat de 3'-O-(tert-butoxicarbonil) gemcitabini (2 gms) in tetrahidrofuran (30
ml) s-au addugat N-metil piridind (2 ml), clorurd de fers-butil magneziu (5.5 ml de 2.0 M in
tetrahidrofuran) si diastereoizomerul S, al esterului benzilic al acidului 2-[(4-nitrofenoxi)-fenoxi-
fosforilamino] propionic din Formula IIb (4 gms diluate in 20 ml de tetrahidrofuran) la 0°C pani la -5°C
si temperatura a crescut la 25-30°C si s-a agitat 30 min la aceeasi temperaturd. Dupd incheierea reactiei,
masa reactiei s-a stins cu 0.5 N acid clorhidric (20 ml) si s-a extras cu acetat de etil (2x30 ml). in stratul
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organic s-au introdus succesiv spdlari cu 10% carbonat de sodiu (2x20 ml), solutie salind (20 ml). Stratul
organic s-a separat, s-a uscat cu sulfat de
sodiu si s-a concentrat in vid pentru a obtine un reziduu.

Reziduul obtinut s-a introdus in clorurd de metilen (20 ml) si s-a addugat acid trifluoro acetic
(7.4 ml) 1a 0°C pana la 5°C. Masa reactiei s-a mentinut la 25-35°C timp de 2 h si s-a stins cu 20% solutie
de carbonat de sodiu (30 ml). S-a extras cu acetat de etil (66 ml), stratul organic s-a uscat cu sulfat de
sodiu si s-a evaporat in vid la 40-45°C. Reziduul obtinut (3 gms; S,- 85.98%) a fost purificat prin
cromatografie in coloand prin eluare cu 2-10% izopropanol in clorurd de metilen. Fractiunile continind
produsul au fost colectate si concentrate in vid pentru a obtine compusul din titlu ca un solid.
Randament: 1.1 gms
Puritate chirald prin HPLC (% suprafata): 97.88: 0.48% (S,: Rp)
Exemplul comparativ 7:
Prepararea diastereoisomerului R, al gemcitabin-[fenil (benzoxi-L-alaninil)] fosfatului din Formula
I (folosind diastereoizomerul R, din Formula IIb)

NO;  Tetrshidrofuran

ekt

{ert-BuMip(l

< .
Tz,

Formnks ib (Rp-diastereomer}

ciorurd de metilen,
acid trifiugroacetc

Founula ik(Rp-diusicrcomcr)

Intr-un amestec agitat de 3'-O-(tert-butoxicarbonil) gemcitabini (2 gms) in tetrahidrofuran (30
ml), s-au addugat N-metil piridind (2 ml), clorurd de ters-butil magneziu (5.5 ml de 2.0 M in
tetrahidrofuran) si R,-diastereocizomerul esterului benzilic al acidului 2-[(4-nitrofenoxi)-fenoxi-
fosforilamino] propionic din Formula IIb (4 gms diluate in 20 ml de tetrahidrofuran) la 0°C pana la -5°C
si temperatura a crescut la 25-30°C si s-a agitat 30 min la aceeasi temperaturd. Dupd incheierea reactiei,
masa reactiei s-a stins cu 0.5 N acid clorhidric (20 ml) si s-a extras cu acetat de etil (2x30 ml). In stratul
organic s-au introdus succesiv spdlari cu 10% carbonat de sodiu (2x20 ml), solutie salind (20 ml). Stratul
organic s-a separat, s-a uscat cu sulfat de sodiu si s-a concentrat in vid pentru a obtine un reziduu.

Reziduul obtinut s-a introdus in clorurd de metilen (20 ml) si s-a addugat acid trifluoro acetic
(7.4 ml) 1a 0°C pana la 5°C. Masa reactiei s-a mentinut la 25-35°C timp de 2 h si s-a stins cu 20% solutie
de carbonat de sodiu (30 ml). S-a extras cu acetat de etil (66 ml), stratul organic s-a uscat cu sulfat de
sodiu si s-a evaporat in vid la 40-45°C. Reziduul obtinut (2.9 gms;, R,-84.05%) a fost purificat prin
cromatografie In coloan prin eluare cu 2-10% izopropanol in clorurd de metilen. Fractiunile continind
produsul au fost colectate si
concentrate in vid pentru a ob{ine compusul din titlu ca un solid.

Randament: 1.4 gms

Puritate chirald prin HPLC (% suprafatd): 97.99: 0.86% (R,: Sp)

Exemplul 8:

Prepararea diastereoizomerului S, al gemcitabin-[fenil (benzoxi-L-alaninil)] fosfatului din Formula
I (folosind diastereoizomerul S, izomerizat din Formula Ila din exemplul 3)
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Formula Ila (Sp~disstercomer)

Formula 1 (Sp-diastercomer)

Intr-un amestec agitat de 3'-O-(zert-butoxicarbonil) gemcitabini (5 gms) in tetrahidrofuran (75
ml), s-au addugat clorurd de fers-butil magneziu (152 ml de 2.0 M in tetrahidrofuran) si Sp-
diastereoizomerul esterului benzilic al acidului 2-[(2,3,4,5,6-pentafluorofenoxi)-fenoxi-fosforil amino]
propionic din Formula Ila (8.3 gms din exemplul 3 (99.92%); diluate in 50 ml de tetrahidrofuran) la 0°C
pana la -5°C si temperatura a crescut la 25-30°C si s-a agitat 30 min la aceeasi temperaturd. Dupa
incheierea reactiei, masa reactiei s-a stins cu 0.5 N acid clorhidric (50 ml) si s-a extras cu acetat de etil
(2x75 ml). In stratul organic s-au introdus succesiv spiliri cu 10% carbonat de sodiu (2x50 ml), solutie
salind (50 ml). Stratul organic s-a separat, s-a uscat cu sulfat de sodiu si s-a concentrat in vid pentru a
obtine un reziduu.

Reziduul obtinut s-a introdus in clorurd de metilen (50 ml) si s-a addugat acid trifluoro acetic
(18.5 ml) la 0°C pana la 5°C. Masa reactiei s-a mentinut la 25-35°C timp de 2 h si s-a stins cu 20% solutie
de carbonat de sodiu (125 ml). S-a extras cu acetat de etil (165 ml), stratul organic s-a uscat cu sulfat de
sodiu si s-a evaporat in vid la 40-45°C. Reziduul obtinut a fost suspendat in 50% acetat de etil in heptan
(150 ml) pentru a obtine compusul din titlu.

Randament: 4.9 gms

Puritate chirald prin HPLC (% suprafatd): 99.72% (Sp-diastereoizomer)

Exemplul de referinta 9:

Prepararea diastereoizomerului S, al NUC-1031 (folosind diastereocizomerul S, din Formula IIb)
folosind IPA/apa pentru deprotejare

tert-BuMgCl

Formula b (Sp-diastereomery

Fornmia I {Sp-diastereomern)
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Intr-un amestec agitat de 3'-O-(tert-butoxicarbonil) gemcitabini (100 gms) in tetrahidrofuran (1
L), s-au addugat clorurd de tert-butil magneziu (292 mL de 2.0 M in tetrahidrofuran) si Sp-
diastereoizomerul esterului benzilic al acidului 2-[(4-nitrofenoxi)-fenoxi-fosforilamino] propionic din
Formula IIb (166 gms diluate in 700 mL de tetrahidrofuran) la -5°C pana la -0°C si temperatura a crescut
la 25-30°C si s-a agitat 3 h la aceeasi temperaturd. Dupa incheierea reactiei, masa reactiei s-a stins cu 0.5
N acid clorhidric (1 L) si s-a extras cu acetat de etil. Stratul organic s-a spalat succesiv cu 10% carbonat
de sodiu, apa si solutie salind. Stratul organic s-a separat si s-a concentrat in vid pentru a obtine un
reziduu. S-au adiugat alcool izopropilic IPA; 850 mL) si apd (2.5 L) in reziduu si amestecul s-a incilzit
la 75°C timp de 3h inainte si se adauge mai multa apa (2.5 L) si amestecul s-a ricit la 25°C si s-a filtrat.
Solidul rezultat s-a spdlat cu acetat de etil si s-a uscat. S-au obtinut 124 g de produs (78%). Puritate
chirald prin HPLC (% suprafatd): 99.95% (Sp-diastereoizomer).
Exemplul 10 - Prepararea (Sp)-esterul benzilic al acidului 2-[(2,3,4,5,6-pentafluorofenoxi)-fenoxi-
fosforil amino] propionic (Formula Ila)

Q
Cl—b-Cl
O,
P
Oy b-Cl

o H”\Q

r / : riatitamin A

1 clorurs de metilen

trietilaming, ¥
heptan, acelat
de effl
<0 g
Formula Tia {Sp) « @\,ﬁ)\nj\N

Q

Formusla Ha {amestec SpsiRp)

Intr-un amestec agitat de L-Alanini benzil ester. HCI (100 g) in 1000 mL de dicloruri de metilen
s-a addugat fenil diclorofosfat (97.8 g) in masa reactiei la 30°C. Amestecul s-a ricit la -20°C si s-a
addugat incet trietilamind (93.8 g), mentinand temperatura la -20°C.

Reactia s-a agitat 1h la -20°C, apoi s-a incilzit la 10°C (10+5) si s-a agitat incd 1.5 h.

S-a addugat incet o solutie de pentafluorofenol (85.3 g) in 100 mL de diclorurd de metilen la
10°C, urmata de trimetilamina (46.8 g) care s-a adiugat incet, mentinind temperatura la 10°C. Se adauga
incet 46.9 g de trictilamind in masa reactiei la 10°C (10+5) in atmosferd de azot. Amestecul s-a agitat 2 h
la 10°C inaintea stingerii prin addugarea lentd a 0.5 N solutie de HCI, mentinind temperatura la 10°C.
Dupa incilzire la temperatura camerei, amestecul s-a separat si stratul organic s-a spilat cu o solutie
saturatd de bicarbonat, apa distilati si solutie salind inaintea concentrdrii in vacuo.

Amestecul brut s-a suspendat in 1500 mL de 20% acetat de etil in n-heptan la 25°C. S-a addugat
trietilamind (12.2 g) si amestecul s-a agitat la 25°. Amestecul a fost filtrat si solidul a fost dizolvat in 2500
mL acetat de etil, care s-a spalat cu apd si solutic salind si s-a concentrat in vacuo. Solidul a fost
suspendat in 1200 mL de 20% acetat de etil in n-heptan, s-a agitat 45-60 min si s-a filtrat. Materialul s-a
uscat 1n vid pentru a furniza produsul dorit. Randamentele sunt in intervalul 40 pana la 80% si puritatea
diastereoizomerici este peste 99%.
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(57) Revendicari;

1. Un proces de imbogitire diastereoizomerica a unui compus din Formula II;

Formula |l

unde R! reprezintd o grupi de retragere a electronilor si a este un numir intreg de la 1 1a 3,
procesul cuprinzand:

a) suspensia sau dizolvarea diastereoizomerului R al compusului din Formula II; sau a unui
amestec al diastereoizomerilor (R) si (S) ai compusului din Formula II intr-un solvent (S2);

b) tratarea solutiei sau suspensiei cu o baza aminicd organicd sau anorganici (B2) pentru a
obtine diastereoizomerul (S) in formi in mare masurd diastereomeric purd; si

¢) izolarea diastereoizomerului (S) din Formula II.

2. Un proces conform revendicdrii 1, unde procesul mai cuprinde:

formarea compusului din Formula II ca un amestec al diastereoizomerilor (R) si (S); si

unde etapa a) cuprinde suspensia sau dizolvarea amestecului diastereoizomerilor (R) si (S) ai
compusului din Formula II intr-un solvent (S2).

3. Un proces conform revendicdrii 1 sau 2, unde B2 este o bazi aminica organica.

4. Un proces conform revendicdrii 3, unde baza aminicd organicd este o bazi aminici
organicd, secundard, tertiard sau ciclicd; de preferintd unde baza aminica organica este trietilamina.

5. Un proces conform revendicdrii 3, unde o bazd aminica organica este un N-alchilimidazol,
imidazol, piridind optional substituita sau trialchilamina.

6. Un proces conform revendicdrii 1 sau 2, unde B2 este o bazd anorganicd; de preferintd
unde baza anorganica este un hidroxid de metal alcalin, carbonat de metal alcalin, alcoxid de metal
alcalin sau ariloxid de metal alcalin.

7. Un proces conform oricareia din revendicdrile de 1a 1 1a 6, unde S2 este o hidrocarbura sau
un amestec cuprinzind o hidrocarburi.

8. Un proces conform revendicdrii 7, unde S2 este hexan sau heptan; sau unde S2 este un
amestec de hexan sau heptan si un solvent organic polar, amestecul cuprinzand peste 50% din volum
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hexan sau heptan; de preferintd unde S2 este un amestec de heptan sau hexan si acetat de etil,
amestecul cuprinzand peste 50% din volum heptan sau hexan.

9. Un proces conform oricéreia din revendicarile de 1a 1 1a 8, unde etapa b) cuprinde agitarca
amestecului de compus din Formula II si baza B2 timp de 6 h sau mai mult; si/sau unde etapa b)
cuprinde agitarea amestecului de compus din Formula II si bazi B2 la o temperaturd de la 0 1a 50°C.

10. Un proces conform oricareia din revendicdrile de la 1 1a 9, unde compusul din Formula 1T
este un compus selectat dintre:
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11. Un proces conform oricireia din revendicdrile de la 1 1a 9, unde compusul din Formula II

este:

12. Un proces conform oricareia din revendicdrile de la 1 1a 9, unde compusul din Formula 1T

13. Un proces conform oricireia din revendicdrile de la 1 la 12, reprezentind un proces
pentru prepararea diastereoizomerului (S) al gemcitabin-[fenil (benzoxi-L-alaninil)] fosfatului
(Formula I) in form3 in mare mdsurd diastercoizomeric pura:

Formula |

procesul cuprinzind de asemenea etapa d) si optional etapa e):

d) reactia unui compus al diastereoizomerului (S) din Formula II obtinut in etapa c¢) cu un
compus din Formula III in prezenta unei baze (B1) pentru a obtine un compus din Formula IV in
formd in mare misura diastereomeric purd; unde P!, P? si P? reprezinti in mod independent hidrogen
sau o grupd protectoare; si unde compusul din Formula II este in formi in mare masura diastereomeric

purd:

3

NPEP“
Np2p®

f‘// '\.\N

Formula Il Formula IV ;

si
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€) unde oricare una sau mai multe dintre P!, P? gi P? reprezinti grupe protectoare, optional
indepirtarea grupelor protectoare P!, P? si P? din compusul din Formula IV pentru a furniza (S)-
gemcitabin-[fenil (benzoxi-L-alaninil)] fosfatul in formd in mare masurd diastereomeric purd.

14. Un proces conform revendicirii 13, unde P! este -C(OQ)OC;-Cg-alchil sau -C(O)OCH;-aril
optional substituit; de preferinti unde P! este -C(O)O'Bu; si de preferinti unde etapa e) se realizeazi
prin reactia produsului din etapa d) cu un amestec de C1-Cs-alcool si apa.

15. Un proces conform oricdreia din revendicirile de 1a 13 la 14, unde P? este H; si/sau unde
P3 este H.

16. Un proces conform oricireia din revendicdrile de la 13 la 15, unde B1 este un reactiv
Grignard; de preferintd unde B1 este '‘BuMgCl.

17. Un proces conform oricdreia din revendicdrile de la 13 la 16, unde etapa d) se realizeaza
intr-un solvent eter; de preferind unde etapa d) se realizeaza in THF.
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