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Keksint® koskee menetelmd¥ kaavan (A) mukaisen A?—Z',3'-dide-
oksi~inosiinin valmistamiseksi relektiivisesti,

HO

jossa kaavassa I on puriiniemds hypoksantiini. Menetelmén mukai-

sesti suoritetaan ensin seuraavat reaktiovaiheet:



jolloin R on hydroksisuojaryhmd, A on happea aktivoiva ryhmd

ja X on poistuva ryhmd. Saatu kaavan (F) mukainen yhdiste saate-
taan reagoimaan aktivoidun adeniinijohdannaisen kanssa ja 5-0-
hydroksisuojaryhmd poistetaan, minkd j4%lkeen saatu 8- ja
«-2',3',-dideoksiadenosiinista muodostuva seos saatetaan koske-
tukseen adenosiinideaminaasin kanssa, jolloin saadaan kaavan (A)

mukainen yhdiste.

Uppfinningen avser ett fdrfarande fdr selektiv framst#llning
av 15-2 ',3'~dideoxi-inosin med formeln (A)

1

i vilken formel I ¥r purinbasen hypoxantin. Enligt f8rfarande
utfdrs fdrst fBljande reaktionssteg:

ROOC

RO RO
K= = e
(B) (c) (D)
e 2T ke
(F)

(E)

varvid R 8r en hydroxiskyddsgrupp, A dr en syreaktiverande
grupp och X 3r en avgiende grupp. Den erhdllna fdreningen med
formeln (F) oms#tts med ett aktiverat adeninderivat och 5-0-
hydroxiskyddsgruppen avlsgsnas, varefter den erhdllna bland-
ningen, som utg¥rs av &- och ¢f-2',3'-dideoxiadenosin bringas
i kontakt med adenosindeaminas, varvid erhdlls en fdrening

med formeln (A).
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Menetelmd B-2',3'-dideoksi-inosiinin valmistamiseksi ent-
symaattisella deaminoinnilla

Esillé oleva keksint® kdsittelee parannettua mene-
telmdd B-2',3'-dideoksi-inosiinin valmistamiseksi.

Tyypillisesti 2',63'-dideoksisytidiini (ddC) synte-
tisoidaan 2'-deoksisytidiinistd (Samukov, V.V.; Ofitserov,
V.I. Bioorg. Khim. 1983, 9, 132. Prisbe, E.J.; Martin,
J.C. synth. Commun. 1985, 5 15, 401) l&htien. T&m& on
yleinen menetelm& syntetisoida 2,3'-dideoksinukleosideja.
Tdmdn synteesin tarvitsemat ldhtbaineet ovat kuitenkin
erittdin kalliita eik& niitd ole saatavissa irtotavarana.
T8h&n deoksygenointiin tarvittavat reagenssit ovat lis#ksi
melko kalliita.

US-patentti 028 817, jatetty 20.3.1987, esittds
menetelmdn, jolla tuotetaan 2',63'-dideoksinukleosideja,

joilla on seuraava kaava

B

jossa B on puriini- tai pyrimidiiniem&s ja R on H tai hyd-
roksisuojaryhméd, ja menetelm##n kuuluvat vaiheet (a)

tharboksi—)ngtyrolaktonin muuttaminen 5-0-hydroksisuoja-
ryhma-metyyli—szutyrolaktoniksi, (b) muutetaan vilituote
vaiheesta (a) 5-O-hydroksisuojaryhmé-metyyli-2',3'-dideok-
sipentofuranoosiksi, (c) muutetaan vaiheen (b) v&#lituote
1-0O-aktivointiryhm&-5-0-hydroksisuojaryhmé-metyyli-2',3"'-
dideoksipentofuranoosiksi, (d) muutetaan vaiheen (c) v&li-
tuote 1l-poistuva ryhm&-5-0O-hydroksisuojaryhm&-2',3'-di-
deoksipentofuranoosiksi, (e) vaiheen (d) v&dlituote reagoi

aktivoidun puriini- tai pyrimidiiniem#ksen kanssa, ja (£)
otetaan talteen dideoksinukleosidi vaiheesta (e). Saatava
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tuote sis#ltiis seoksen, jossa on B- ja a-anomeerejéa, jotka
voidaan erottaa kaytt&im#lld kromatografiaa ja ki-
teyttémismenetelmid, jotka ovat hyvin tunnettuja alalla,
jota t&am8 keksintd koskee.

T4114 alueella on tarve parantaa menetelmdd, jotta
yleisesti aktiivinen tai aktiivisempi 2',3'-dideoksinuk-
leosidien B-anomeeri voidaan saada selektiivisesti ilman
kalliita ja aikaavievaa kromatografisia tai kiteyttamalla
tapahtuvia B- ja a-anomeerien erottamisia.

Yhteenvetona, t&m# keksint® kdsittaad menetelmin,
jolla selektiivisesti tuotetaan B-2',3'-dideocksi-inosii-

nia, jolla on kaava A

HO 0 "
A

jossa I on puriiniemas, hypoksantiini, ja jossa tuotetaan
2',3'-dideoksiadenosiini, jolle sitten suoritetaan entsy-
maattinen deaminointi ja adenosiiniem&ksen korvaaminen

inosiinilla.
Keksinntlle on tunnusomaista, etta se kidsittédsa seu-

raavat vaiheet:
a) muutetaanQ’—karboksi—f—butyrolaktoni, jolla on

kaava B

HOOC
(B)

S-O-hydroksi—suojaryhmé—metyyli—Ybbutyrolaktoniksi, jolla
on kaava C
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jossa R on hydroksisuojaryhma, saattamalla kaavan B mukai-
nen yhdiste reagoimaan karboksyyliryhmdpelkistimen kanssa
ja sitten saattamalla saatu hydroksimetyyliryhmd reagoi-
maan hydroksisuojaryhmdreagenssin kanssa;

b) muutetaan vaiheen (a) mukainen vialituote, jolla
on kaava C, 5—O-hydroksisuojaryhma-metyyli-z,3—dideoksi-

pentofuranoosiksi, jolla on kaava D

RO
(D)

jossa R on hydroksisuojaryhmd, saattamalla kaavan C mukai-
nen yhdiste reagoimaan karbonyyliryhmédpelkistimen kanssa;
c) muutetaan vaiheen (b) mukainen vdlituote, jolla
on kaava D, 1-O-aktivoiva ryhmé-5-0-hydroksisuojaryhmé-
metyyli—z,3—dideoksipentofuranoosiksi, jolla on kaava E

RO
(E)

jossa R on hydroksisuojaryhma ja A on O-aktivoiva ryhmd,
joka on alkyylikarbonyyliryhm&, saattamalla kaavan D mu-
kainen yhdisteen reagoimaan asyloivan aineen kanssa, joka
vastaa ryhmdd A edelld;

d) muutetaan vdlituote vaiheesta (c), kaavan E mu-
kainen yhdiste, saattamalla se reagoimaan kaavan MX mukai-
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sen yhdisteen kanssa l-poistuva ryhmd-5-O-hydroksisuoja-
ryhmd-metyyli-2,3-dideocksipentofuranoosiksi, jolla on kaa-
va F

RO 0 X

jossa R on hydroksisuojaryhm& ja X on poistuva ryhm&, joka
on Cl tai Br, saattamalla kaavan E mukainen yhdiste rea-
goimaan kaavan MX mukaisen yhdisteen kanssa, jossa M on
(CH,),S1i;

e) saatetaan vaiheen (d) mukainen, kaavan F mukai-
nen vdlituote reagoimaan aktivoidun adeniinijohdannaisen
kanssa, jossa em#ds, adeniini, on aktivoitu antamalla ky-
seisen emdksen ytimen C-6-aminoryhm&n ja N-9 typpiatomin
reagoida aktivoivan yhdisteen kanssa, joka on silyloiva
tai asyloiva tai bentsoyloiva aine siten, ettd l&sni on
Brdnsted-happo tai Lewis-happo ja liuotin, joka on polaa-
rinen tai ei-polaarinen liuotin; ja

f) suoritetaan vaiheen (e) vdlituotteelle kemial-
linen reaktio, joka pystyy korvaamaan 5-0O-hydroksisuoja-
ryhmé&n, jotta saadaan B- ja a-2',63'-dideoksiadenosiinin
anomeerinen seos;

g) saatetaan B- ja a-2',3'-dideoksiadenosiinin seos
vaiheesta (f) kosketukseen entsyymin, adenosiinideaminaa-
sin kanssa, jotta puriini- (adenosiini) rengassysteemin 6-
asemassa oleva aminoryhmd& korvautuisi selektiivisesti B-
2',3'-dideoksiadencosiinissa hydroksyyliryhmdlld, jolloin
adenosiini muuttuu inosiiniksi; ja

h) otetaan talteen dideoksi-inosiini edelld ole-
vasta vaiheesta (g).

Seuraavassa esitettdvidss8 kaaviossa I esitetdin
t&m&n keksinnén mukainen menetelm& valmistaa B-2',3'-di-
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deoksi-inosiinia l&htien 5—0-hydroksi—suojaryhmémetyyli-yﬂ
butyrolaktonista.
Kaavio I

8:
OAc i A
. 0—@ BrSiMe, o o

AcO silyyliadeniini
3 1.1.

/ 7

ADA

6 -
:

e gee

Kaaviokuvassa I ja todellisissa tydesimerkeissé
suoritetaan vaiheet (d) ja (e) k&tevidsti ja edullisemmin
yhdessd astiassa lisdten perdkkdin halogenointiainetta ja
aktivoitua adeniinijohdannaista 1-O-asetyyli-5-O-bentsyy-
1i-2,3-pentofuranocosiin, jolla on kaava 3.

Lahtdaine:Y-karboksi-yﬁbutyrolaktoni voidaan edul-
lisesti saadaglutaamihaposta kédyttden tavallisia kemialli-
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sessa kirjallisuudessa (Taniguchi, M.; Koga, K.; Yamada,
S. Tetrahedron 1974, 30, 3547) kdytettdvid menetelmid.

Kemiallisten reaktioiden yhdistelmdlld tuotetaan
sopivasti suljettua 2,3-dideoksipentafurancosia, 3. Tamd
yhdiste ja sen johdannaiset ovat tuttuja kirjallisuudesta.

Siten ldhtbaineen Y—karboksi-Y—butyrolaktonin muut-
taminen 5-0-hydroksisuojaryhmé-metyyli-butyrolaktoniksi,
vaihe (a), vaatii{Ykkarboksiryhman pelkistdmisen hydroksi-
metyyliryhméksi seurauksena reaktiosta hydroksisuojaryhmd-
reagenssin kanssa. Esimerkiksi y-karboksiryhman pelkistéd-
minen ja saatavan f—hydroksimetyyliryhman suojaaminen
bentsyyliryhm&n (PhCH,-) tai bentsoyyliryhm&n [PhC(0)-]
avulla, vaihe (a), suoritettiin kaavan I l&ht&-aineen pe-
réakksisells reaktiolla BH,SMe,:n, PhCH,Br’*:n tai PhC(0)Cl:n
kanssa. Bentsoyyliryhm#n k#ytt&minen on edullisempaa kuin
bentsyyliryhmén k#ytt&minen, koska seuraavan bentsoyyli-
suojaryhm#n poistaminen on havaittu tapahtuvan helpommin
ja siten saadaan parempia tuotteen saantoja.

Primd&rinen alkoholifunktionaalinen ryhm& voidaan
suojata eetterind, kuten trialkyyli- tai dialkyyliaryyli-
tai diaryylialkyyli- tai triaryylisilyyli-, substituoimat-
tomana tai substituoituna bentsyyli-, substituoimattomana
tai substituoituna alkyyli- tai allyylieetterind tai este-
rind, kuten bentsoyyli-, mesitoyyli-, pivaloyyli-, substi-
tuoimattomana tai substituoituna asetyyli- tai karbonaat-
tiesterind [Katso: "Protective Groups in Organic Synthe-
sis," T.W. Greene, John Wiley, New York (1981) suojaryh-
mien tarkempaa esittelyd varten ja niitd koskevan kemian
esittidmiseksi]. Vield edullisemmassa suoritusmuodossa Kdy-
tettiin hydroksisuojaryhménd primddriselle alkoholille
asemassa 5-bentsoyyliryhm#ds, koska kuten edelld esitettiin
seuraavana suoritettavan bentsoyylisuojaryhmdn poistami-
sen on havaittu tapahtuvan helpommin ja sen avulla saadaan
suurempi tuotteen saanto. 5-O-bentsoyylisuojaryhmd voi-
daan helposti korvata hydrolyysillid em#ksisissd olosuh-
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teissa esimerkiksi kédsittelemdlld metanolilla, joka on
kylldstetty ammoniakilla.

5~0-hydroksisuojaryhmé- -butyrolaktonin muuttaminen
5-0-hydroksi-suojaryhméd-2, 3-dideoksipentafuranoosiksi,
jolla on kaava 2 vaiheessa (b), suoritettiin antamalla vé&-
lituotteen, jolla on kaava 1 reagoida NaH:n ja HCO,Et:n
kanssa ja sitten HCl:n kanssa (Spry, D. V.; Bhala, A. R.
Heterocycles, 1985, 23, 1901).

Tamdn alueen asiantuntijoille tulisi olla selvdd,
ettd mitd tahansa pelkistdvistd aineista voidaan k&ayttii
suoritettaessa joko toista tai molempia vaiheista (a) ja
(b) riippumattomasti (siis per#kk#in) tai samanaikaisesti.
Muita kdyttOkelpoisia pelkistimi&d BH,-SMe,:n ohella k&3y-
tettdvdksi toisessa tai molemmissa vaiheissa (a) ja (b)
kuten edelld esitetddn, ovat [(CH,),CHCH(CH,),]BH (disiamyy-
liboraani), NaBH, ja LiCl tai AlCl, tai BH,, LiAlH,,
LiAlH(OMe),, LiAlH(O-t-Bu), ja vastaavat. Erityisen edul-
lista on kdyttdd disiamyyliboraania vaiheessa (b) laktoni-
rengas karbonyyliryhmdn pelkist&misessi.

Vaihe c, jossa muutetaan kaavan 2 v#lituote v&li-
tuotteeksi, jolla on kaava 3 ja jossa on O-aktivointiryh-
md C(l)-asemassa 2,3-dideoksipentafurancosirengassystee-
missd, suoritetaan milld tahansa reagenssilla, joka on
tehokas muuttamaan tdmdn l-hydroksiryhm&n ryhm#ksi, joka
voidaan helposti korvata Cl:114 tai Br:1lla reaktiolla
HCl:n tai HBr:n kanssa. Tdllaisia ryhmi3, jotka voidaan
helposti korvata, ovat O-aktivointiryhm&t, joita ovat al-
kyylikarbonyyli-, aryylikarbonyyli-, alkyylitiokarbonyy-
1li-, aryylitiokarbonyyli-, alkyylisulfonyyli-, aryylisul-
fonyyli- ja karbonaattiryhm#t, joissa alkyyliosa voi olla
substituoimaton tai substituoitu C, ;-alkyyliryhm#lli ja
aryyliosa voi olla substituoimaton tai substituoitu fenyy-
liryhmd8 ja jossa substituentti alkyyli- tai aryyliosissa
voi olla 1 - 3 ryhmd& valittuna halogeenista tai C, ;-alkok-
siryhmistd. Vield edullisemmin t&m# aktivointiryhm# on
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vastaava (edelld olevan kanssa) asetoksi- tai bentsyloksi-
ryhmd ja edullisimmin asetoksi. Vaihe (c) suoritettiin
hyvin kayttéden etikka-anhydridi/pyridiinireagenssia.

Vaihe (d), jossa korvataan 1-O-aktivoiva ryhma-
funktionaalinen ryhmi poistuvalla ryhm&lld, joka on Cl tai
Br, voidaan suorittaa kdsittelem#lls 3 HCl:lla, HBr:lla
tai halotrialkyylisilaanilla, jollaon kaava R,SiX, jossa R
on alkyyli ja X on halogeeni, edullisemmin (CH,),SiBr
CH,Cl,:ssa matalassa l&mpdtilassa, jotta saadaan furano-
syylihalogenideja, jotka esiintyvat liuoksessa anomeerien
(a ja B) seoksena.

T4m&n keksinnén mukaisen valmistusmenetelmdn koh-
dassa (e) voi v#lituote, jolla on kaava F vaiheesta (d),
reagoida sopivasti aktivoidun adenosiiniemdksen kanssa,
jolloin t&llainen adenosiiniemds on aktivoitu reaktiolla
hyvin tunnettujen aktivointiaineiden kanssa, jotta saadaan
silyloitu, asetyloitu tai bentsoyloitu emds, sopivan po-
laarisen tai ei-polaarisen liuottimen l&sndollessa ja va-
linnaisesti siten, ett&d l&snd on Lewis-happo, kuten esi-
merkiksi boorihalogenidi, alumiinihalogenidi, titaanihalo-
genidi, tina(IV)kloridi, sinkkihalogenidi, trimetyylisi-
lyylibromidi, jodidi, triflaatti tai jokin muu hyvin tun-
nettu laji, jota kdytetadan glykosylointireaktioissa, tai
siten, ettd l4dsnd on Bronsted-happo, kuten vetykloridi,
-bromidi tai -jodidi. Erityisen kayttdkelpoinen tédssa
vaiheessa (e) on silyloidun adenosiinin kdyttéminen ei-
polaaristen liuottimien, kuten esimerkiksi bentseenin,
tolueenin, kloroformin, dikloorimetaanin, dikloorietaanin
tai hiilitetrakloridin l&sndollessa. Kdyttdkelpoisten po-
laaristen liuottimien esimerkkej& ovat esimerkiksi tetra-
hydrofuraani ja dioksaani, sekd nitriilit, kuten asetonit-
riili, dimetyyliformamidi ja dimetyylisulfoksidi. Esimer-
kin k3yttokelpoisesta menetelmidstid suorittaa vaihe (e)
esittdvat Brundidge et al., US-patentti 4 625 020, jossa
esitet#sn silyloitujen pyrimidiinien liitt&minen, jolloin
hydroksi- ja aminoryhmien aktiivisia vetyji suljetaan si-
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lyyliryhmilld, kuten trimetyylisilyyliryhm&lla, kayttéen
2-deoksi-2-fluoriarabinofuranosyylihalogenidia.

Vaihtoehtoisesti toisessa t4mdn keksinndn mukaises-
sa suoritusmuodossa, kun vaiheesta (c) ryhmd "A" on ase-
tyyli, voidaan vaiheen (c) v&8lituotteen antaa reagoida
aktivoidun adeniinijohdannaisen kanssa Lewis-hapon l&sna-
ollessa kuten vaiheessa (e), jolloin saadaan 5-0-hydroksi-
suojaryhmé-2',3'-dideoksiadenosiinivdlituote ilman eril-
listd vaihetta (4d).

Kuten edelld on mainittu vield toisessa edullisem-
massa tami#n keksinndn mukaisessa suoritusmuodossa kaavan 3
1-0-asetyyli-5-0-bentsoyyli-2,3-pentofuranoosi vaiheesta
(c) yhdistettiin ensin bromitrimetyylisilaanin kanssa ja
sitten bis-silyyliadeniinin kanssa, jolloin saatiin yhdes-
sd vaiheessa ilman 1l-bromi-5-0-bentsoyyli-2,3-pentofura-
noosividlituotteen erottamista vaiheesta (d) 5'-O-bentsoyy-
1i-2',3'-dideoksiadenosiinia tuotteena yhdistetyistd vai-
heista (d) ja (e).

Esillsd olevan keksinndn mukaisessa menetelmdssa
vaiheessa (f) suoritettiin 5'-0-bentsoyyli-2',63'-dideoksi-
adenosiinille kemiallinen reaktio 5-O-suojaryhm&n poista-
miseksi. T&m#n suojaryhmé&n sopivat poistomenetelmdt ovat
hyvin tunnettuja td.m#n keksinndn alueella [kts. esimer-
kiksi: "Protective Groups in Organic Synthesis", T.W.
Greene, John Wiley, New York, (1981), joka on mainittu
edelld]. Kun suojaryhm8 on bentsyyliryhmd, voidaan helpos-
ti poistaa katalyyttisesti hydraamalla (H,/PdCl,). Viela
edullisemmin k#siteltiin 5'-0-bentsoyyli-2',63'-dideoksi-
adenosiini ammoniakilla kylldstetylld metanolilla, jolloin
saatiin 2',3'-dideoksiadenosiini a- ja B-anomeerien seok-
sena.

T4m#n keksinndn mukaisessa menetelmdssd vaiheessa
(g) yhdistettiin B- ja a-2',3'-dideoksiadenosiinien seos
vaiheesta (f) entsyymin, adenosiinideaminaasin (ADA), joka
on eristetty vasikan pernasta, kanssa neutraalissa vesipi-
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toisessa vidliaineessa (Secrist, J. A. et al. J. Med. Chem.
1987, 30, 746). T&amid entsyymi katalysoi selektiivisesti B-
2',3'-dideoksiadenosiinin deaminointia, jolloin saadaan
kvantitatiivisesti B-2',3'-dideoksi-inosiinia. Vaikka
esilli olevassa esimerkissd kdytettiin vasikan pernasta
saatua adenosiinideaminaasia (ADA), uskotaan, ettd sopi-
via ovat kaikki adenosiiniaminohydrolaasivalmisteet
("deaminaasi", EC 3.5.4.4). Siten t&mdn keksinndén aluee-
seen kuuluu kaikkien adenosiiniaminohydrolaasivalmisteiden
(tai "deaminaasivalmisteiden") kayttd, jotka pystyvat se-
lektiivisesti deaminoimaan B-2',3'-dideoksiadenosiiniano-
meerin. Siten sen lisdksi, ettd kéytetddn vapaata entsyy-
mi& sopivassa viliaineessa, kuten tédssd esitetyssa iner-
tissd vesipitoisessa vdliaineessa, voidaan kaytt&aa entsyy-
mi&, ADA, joka on sidottu sopivaan kantajaan, kuten esi-
merkiksi oksiraani-akryylipolymeerkantajaan Eupergit® C

(Rohm Pharma Gmb). ADA voidaan sitoa polymeeriin kayttaen
konventionaalisia menetelmid.

2',3'-dideoksi-inosiinituote otettiin edullisesti
talteen kersdamidllsa reaktioseos vaiheesta (g), poistamalla
liukenemattomat reagenssit ja lisdaineet suodattamalla
Celiten ldpi ja puhdistamalla saatu tuote pylvaskromato-
grafisesti esimerkiksi silikageelipylvaalla kayttaen
eluoinnissa 1 - 5-%:ista metanoliliuosta kloroformissa.

Kidyttamdllsd entsyymid, adenosiinideaminaasia esil-
14 olevan keksinntn menetelmdn mukaisesti, saadaan se etu,
ettd tuloksena saatavia anomeereja (a ja B) ei tarvitse
erottaa kayttdmdllsd kalliita ja aikaavievid kromatogra-
fisia ja kiteyttémiseen perustuvia menetelmid, jotka tahan
asti ovat olleet hyvin tunnettuja keksinnén alueella.
B-2',3'-dideoksi-inosiinianomeeri esitetd&dn, koska se
on aktiivinen anomeeri tai on ainakin aktiivisempi anti-
viraalisena aineena kuin a-anomeeri.

Seuraavat esimerkit, joissa yhdisteet on numeroitu,

viitaten reaktiokaavioon I, esittelevat muutamia edustavia
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esilld olevan keksinn®n mukaisia suoritusmuotoja ja niita
ei ole tarkoitettu rajoittamaan keksinndn aluetta. Kaikki
osat ja prosentit ovat painoa kohti ja l&mpttilat ovat
Celsius-asteita, ellei toisin ole mainittu.

Esimerkki 1

(D)-5-0-bentsyyli-2,3-dideoksipentofuranocosi (2)

200 ml 0,5 M disiamyyliboraanin THF-liuosta 0°C:ssa
lisittiin tipoittain typen alla liuokseen, jossa oli
155,1 g (0,069 mol) (D)-5'-bentsoyylioksi-5-hydroksime-
tyylibutyrolaktonia 1 50 ml:ssa kuivaa tetrahydrofuraania.
Pidettiin 20 minuuttia 0°C:ssa, jonka j&lkeen reaktioseos
kuumennettiin 22°C:seen. Reaktioseosta sekoitettiin
22°C:ssa 16 tuntia, sitten siihen lis&ttiin hitaasti 12 ml
vettd ja kuumennettiin palautusjéshdyttden 30 minuuttia.
Reaktioseos j#édhdytettiin 0°C:seen ja sitten lisdttiin hi-
taasti 24 ml 30-%:ista vetyperoksidia sdilyttden pH valil-
14 7 - 8 1N NaOH:1lla. Lis##misen j&lkeen reaktioseos haih-
dutettiin alipaineessa rotavaporissa 30°C:ssa, jolloin saa-
tiin 6ljyinen j##nnds. T&m# jaettiin 500 ml:aan dikloori-
metaania ja 150 ml:aan vettd. Vesikerros uutettiin kayt-
td3en 2 x 100 ml dikloorimetaania ja sitten yhdistetyt or-
gaaniset faasit pestiin 50 ml:lla vettd, kuivattiin ve-
dettdm&lld natriumsulfaatilla ja haihdutettiin &ljyksi.
Saanto 15,3 g (100 %) 5-0-bentsoyyli-2,3-dideoksipentofu-
ranoosia. H-NMR vastasi rakennetta ja 61jy kdytettiin suo-

raan seuraavassa vaiheessa.
Esimerkki 2
1-O-asetyyli-5-0-bentsoyyli-2,3-dideoksipentofura-

noosi (3)

Seosta, jossa oli 5-O-bentsoyyli-2,3-dideoksipento-
furanoosia (15,3 g, 0,069 mol) 32 ml:ssa pyridiinid ja
16 ml:ssa etikka-anhydridia, sekoitettiin 22°C:ssa 4 tun-
tia ja laimennettiin sitten 500 ml:1lla dikloorimetaania ja
lisdttiin 100 g jaits. Ta4mén jdlkeen reaktioseos pestiin
k&yttsden 3 x 100 ml 1N kloorivetyhappoa, 3 x 100 ml kyl-
ldstettyd natriumbikarbonaatin vesiliuosta ja 100 ml kyl-
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lidstettyd suolaliuosta. Orgaaninen kerros kuivattiin nat-
riumsulfaatilla ja haihdutettiin, jolloin saatiin vaalean
keltaista 6ljyd. Tdmd voitiin kdyttdd sellaisenaan tai
kromatografioida silikageelilld 35 - 60 % EtOAc/heksaanil-
la. Saanto 15,9 g (87 %) 1-O-asetyyli-5-O-bentsoyyli-2,3-
dideoksipentofuranoosia. Sen NMR vastasi rakennetta.

Esimerkki 3

5'-0-bentsoyyli-2',63'-dideoksiadenosiini (4)

1-0-asetyyli-5-0-bentsoyyli-2,3-pentofuranoosia
(0,522 g, 0,00198 mol) liuotettiin 5 ml:aan 1,2-dikloori-
etaania. Td&hdn lisdttiin 276 pl (1,2 ekv.) trimetyylisi-
lyylibromidia. T&td sekoitettiin 22°C:ssa 15 minuuttia en-
nen kuin siihen lis&dttiin 11,9 ml O0,2M bis-silyyliadenii-
nin liuosta 1,2-dikloorietaanissa. Liuosta sekoitettiin 88
tuntia 22°C:ssa. T&mdn jdlkeen reaktio lopetettiin ja&h-
dyttédm&llsd 0°C:seen ja sitten seos kaadettiin 40 ml:aan
kylmdd kylldstettyd natriumbikarbonaatin vesiliuosta.
Reaktioseos jaettiin k&ytt&en 200 ml dikloorimetaania ja
2 x 40 ml kylmdsd kyll&stettyd natriumbikarbonaatin vesi-
livosta ja 40 ml kyllastettyd suolaliuosta. Orgaaninen
kerros kuivattiin ja haihdutettiin, jolloin saatiin véri-
tbntd 6ljyd, joka kromatografioitiin silikageelilld ja
eluoitiin 8-%:isella metanolilla metyleenikloridissa.
Fraktiot otettiin talteen ja ndin saatiin 420 mg 5'-0-
bentsoyyli-2',3'-dideoksiadenosiinia anomeerien seoksena
(63 %).

Esimerkki 4

2',3'-dideoksi-inosiini (6)

Tédmd anomeerien seos (1,66 g) kdsiteltiin kdyttden
170 ml ammoniakilla kyllidstettyd metanolia. T&m& suljet-
tiin tiiviisti ja sitd sekoitettiin 18°C:ssa 48 tuntia.
TLC osoitti reaktion olevan tdydellinen. Liuotin haihdu-
tettiin ja korvattiin 170 ml:1lla tuoretta ammoniakin meta-
noliliuosta. 48 tunnin kuluttua osoitti TLC j&lleen reak-
tion olevan tdydellinen. Siten liuotin haihdutettiin ja
lisdttiin etanolia (5 ml). N&in saatiin véritttmid kitei-



10

15

20

92602

13

t4, jotka otettiin talteen ja pestiin kéyttden 5 ml
95-%:ista etanolia, jolloin saatiin 1,20 g (95 %) 2',3'-
dideoksiadenosiinia 5a yhdessd sen a-anomeerin 5b kanssa
1:1-suhteessa H-NMR:1la. a + B-2',3'-dideoksiadenosiini-
seos liuotettiin 50 ml:aan deionisoitua vettd ja t&hé&n
liuokseen lis&ttiin 10 mg adenosiinideaminaasia (tyyppi
II, Sigma; 9 yksikkd&/mg -» 9 pmol/min). Liuosta sekoitet-
tiin 20°C:ssa ja reaktiota seurattiin HPLC:1lla. 2 tunnin 30
minuutin kuluttua lis#dttiin toiset 10 mg adenosiinideami-
naasia. HPLC osoitti, ettd reaktio oli l&hes tédydellinen 3
tunnin kuluttua. T&m#n jdlkeen reaktioseos konsentroitiin
(1 - 2 ml) 35°C:ssa, jolloin saatiin 6ljyd. Oljy otettiin
talteen ja laimennettiin hitaasti k&yttden 2 x 1,5 ml:n
annoksia metanolia, jolloin saatiin valkeita kiteitd. 15
minuutin kuluttua aine suodatettiin ja vdrittomat kiteet
pestiin k3yttden 2 x 1,5 ml:n annoksia metanolia, jolloin
saatiin 2',3'-dideoksi-inosiinia (120 mg, 48 %). Em&liuos
kdsiteltiin kuten edelld, jolloin saatiin vield 29 mg

(12 %) hyvidlaatuista tuotetta, joka karakterisoitiin kéyt-
tden 'H-NMR:a. NMR-spektri vastasi rakennetta.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelms8, jolla selektiivisesti tuotetaan 8-

2',3'-dideoksi-inosiinia, joka vastaa kaavaa A

o]
HN | F
NP\
HOCH, 4

tunnettu siitd, ettd se k#dsittdd seuraavat vai-
heet:
a) muutetaan tharboksi—X;butyrolaktoni, jolla on

kaava B

HOOC

(B)

5—O-hydroksi-suojaryhma-metyyli-y-butyrolaktoniksi, jolla’

on kaava C
RO
0 0
(C)

jossa R on hydroksisuojaryhmd, saattamalla kaavan B mukai-
nen yhdiste reagoimaan karboksyyliryhmdpelkistimen kanssa
ja sitten saattamalla saatu hydroksimetyyliryhmd reagoi-
maan hydroksisuojaryhmdreagenssin kanssa;

b) muutetaan vaiheen (a) mukainen v&dlituote, jolla
on kaava C, 5-0O-hydroksisuojaryhmé-metyyli-2,3-dideoksi-

pentofuranoosiksi, jolla on kaava D
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RO
(D)

jossa R on hydroksisuojaryhmd, saattamalla kaavan C mukai-
nen yhdiste reagoimaan karbonyyliryhmdpelkistimen kanssa;
c) muutetaan vaiheen (b) mukainen v&lituote, jolla
on kaava D, 1-0O-aktivoiva ryhmd-5-O-hydroksisuojaryhmé&-
metyyli-2,3-dideoksipentofuranoosiksi, jolla on kaava E

RO
O OA
(E)

jossa R on hydroksisuojaryhm& ja A on O-aktivoiva ryhmi,
joka on alkyylikarbonyyliryhmd, saattamalla kaavan D mu-
kainen yhdisteen reagoimaan asyloivan aineen kanssa, joka
vastaa ryhmdd A edelld;

d) muutetaan vdlituote vaiheesta (c), kaavan E mu-
kainen yhdiste, saattamalla se reagoimaan kaavan MX mukai-
sen yhdisteen kanssa l-poistuva ryhm&-5-O-hydroksisuoja-
ryhméd-metyyli-2,3-dideoksipentofuranoosiksi, jolla on kaa-

RO 0 X

jossa R on hydroksisuojaryhm& ja X on poistuva ryhmd, joka

va F

on Cl tai Br, saattamalla kaavan E mukainen yhdiste rea-
goimaan kaavan MX mukaisen yhdisteen kanssa, jossa M on
(CH,),S1i;
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e) saatetaan vaiheen (d) mukainen, kaavan F mukai-
nen vialituote reagoimaan aktivoidun adeniinijohdannaisen
kanssa, jossa emds, adeniini, on aktivoitu antamalla ky-
seisen emdksen ytimen C-6-aminoryhm&n ja N-9 typpiatomin
reagoida aktivoivan yhdisteen kanssa, joka on silyloiva
tai asyloiva tai bentsoyloiva aine siten, ettd& lé&sna on
Brénsted-happo tai Lewis-happo ja liuotin, joka on polaa-
rinen tai ei-polaarinen liuotin; ja

f) suoritetaan vaiheen (e) v&lituotteelle kemial-
linen reaktio, joka pystyy korvaamaan 5-O-hydroksisuoja-
ryhmdn, jotta saadaan B- ja a-2',3'-dideocksiadenosiinin
anomeerinen seos;

g) saatetaan B- ja a-2',3'-dideoksiadenosiinin seos
vaiheesta (f) kosketukseen entsyymin, adenosiinideaminaa-
sin kanssa, jotta adenosiini-rengassysteemin 6-asemassa
oleva aminoryhm8 korvautuisi selektiivisesti B3-2',3'-di-
deoksiadenosiinissa hydroksyyliryhmdlld, jolloin adeno-
siini muuttuu inosiiniksi; ja

h) otetaan talteen dideoksi-inosiini edelld ole-
vasta vaiheesta (g).

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, ettd vaiheissa (a) ja (b) kdytettava
pelkistin on BH, (B,H;), BH,SMe,, [(CH,CHCH(CH,)],BH, NaBH,,
NaBH, ja joko LiCl tai AlCl, tai BF,, LiAlH,, LiAlH-(OMe),
tai LiAlH(OBu-t),

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siita, ettd vaiheessa (b) kaytettdvd pelkistin
on [(CH,),CHCH(CH,)],BH

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd vaiheessa (a) kdytettdvd hydroksi-
suojaryhmd on bentsoyyliryhma.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd vaiheen (c) mukainen vdlituote rea-
goi (CH,),SiBr:n kanssa, joka t&lléin toimii kaavan MX mu-
kaisena yhdisteena.
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6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmda, t u n-
nettu siitd, ettid vaiheessa (e) adenosiiniemdsyhdis-
te, aktivoituna reaktiolla halotrialkyylisilaanin kanssa,
taman toimiessa silyloivana aineena, jossa halo on bromi
tai jodi, reagoi l-poistuva ryhméd-5-0-suojaryhméd-2',3"~
dideoksipentafurancosiv&lituotteen kanssa, jolla on kaava
F vaiheesta (d), jolloin saadaan 5'-0-hydroksi-suojaryhmé-
2',3',-dideoksiadenosiinivadlituote.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, ettad reaktiovaihe (e) suoritetaan ei-
polaarisessa liuottimessa, joka on CHCl,, CH,Cl,,
C1CH,-CH,Cl tai CCl,.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitid, ettd reaktiot vaiheissa (d) ja (e) suo-
ritetaan yhdess&d astiassa lisdten perdkkdin halogenoin-
tiainetta ja aktivoitua adenosiinijohdannaista vaiheen (c)
vadlituotteeseen.

g. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd halogenointiaine on bromitrimetyy-
lisilaani ja aktivoitu adenosiinijohdannainen on bis-si-
lyyliadeniini.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmsg,
tunnettu siitd, ettd vaiheessa (f) vaiheen (e)
mukainen v&lituote, jossa suojaryhmd on bentsoyyli, rea-
goi ammoniakilla kyll&dstetyn metanolin kanssa, jolloin 5-
O-hydroksisuojaryhmd korvautuu.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd vaiheessa (g) kdytetddn ent-
syymi, adenosiinideaminaasi, liuoksena neutraalissa vesi-
pitoisessa vdliaineessa tai sidottuna entsyymivalmistee-

na.
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Patentkrav

1. Fbrfarande varmed selektivt framstédlles B-2',3'-

dideoxiinosin, med formeln A

o
HN I F
S
N~ N (3)
HOCH, o

kd&dnnetecknat ddrav, att det omfattar f&ljande
steg:
a) man omvandlar enyikarboxi-kébutyrolakton med

formeln B
HOOC

(B)

till en 5—O-hydroxiskyddsgrupp—metyl—}¢butyrolakton med

formeln C
RO
o 0
(C)

vari R 8r en hydroxiskyddsgrupp, genom att man bringar en
férening med formeln B att reagera med ett karboxylgrupp-
reducerande reagens och dédrefter bringar den erhdllna hyd-
roximetylgruppen att reagera med ett hydroxiskyddsgrupps-

reagens;
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b) man omvandlar mellanprodukten fran steg (a) med
formeln C, till 5-0O-hydroxiskyddsgrupp-metyl-2, 3-dideoxi-
pentofuranos med formeln D

R
(D)

vari R 8r en hydroxiskyddsgrupp, genom att bringa en
forening med formeln C att reagera med ett karbonylgrupp-
reducerande reagens:;

c) man omvandlar mellanprodukten fran steg (b) med
formeln D, till en 1l-O-aktiverande grupp-5-O-hydroxi-
skyddsgrupp-metyl-2, 3-dideoxipentofuranos med formeln E

(E)

vari R 8r en hydroxiskyddsgrupp och A &r en O-aktiverande
grupp, som &r en alkylkarbonylgrupp, genom att bringa en
férening med formeln D att reagera med ett acylerande &mne
som motsvarar grupp A ovan;

d) man omvandlar mellanprodukten fran steg (c), en
fbrening med formeln E, genom reaktion med en fdrening med
formeln MX till 1l-avgdende grupp-5-0O-hydroxiskyddsgrupp-
metyl-2, 3-dideoxipentofuranos med formeln F

RO o X

vari R 8r en hydroxiskyddsgrupp och X &r en avgdende
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grupp, som &r Cl eller Br, genom att bringa en férening
med formeln E att reagera med en foérening med formeln MX,
vari M &r en (CH,;),Si;

e) man bringar mellanprodukten frdn steg (d) med
formeln F att reagera med ett aktiverat adeninderivat vari
basen, adenin, &r aktiverad genom att lata C-6-aminogrup-
pen i ringen hos ndmnda bas och N-9 kvaveatomen reagera
med en aktiverande forening som &r ett silylerande eller
acylerande eller bensoylerande &mne, sadlunda, att narvar-
ande &r en Brdnstedsyra eller en Lewissyra och ett 18s-
ningsmedel, som &r ett poldart eller ej poladrt losningsme-
del; och

f) man utfoér en kemisk reaktion med mellanprodukten
fran steg (e) som foérmar substituera 5-0-hydroxiskydds-
gruppen, varvid man erhdller en blandning av B- och a-
2',3'-dideoxiadenosinanomerer;

g) man bringar blandningen av 8- och a-2',3'-dide-
oxiadenosin fran steg (f) i kontakt med enzymet adenosin-
deaminas f&r att aminogruppen i adenosinringsystemet i 6-
stdllning skall substitueras selektivt hos B-2',3'-
dideoxiadenosinet med en hydroxylgrupp, varvid adenosinet
omvandlas till inosin; och

h) man tager tillvara dideoxiinosinet fradn foregéa-
ende steg (g).

2. Forfarande enligt patentkrav 1, k @ nn e -
tecknat dirav, att det vid stegen (a) och (b) an-
vdnda reduktionsmedlet &r BH, (B,Hy), BH,SMe,,

[ (CH,CHCH(CH,)],BH, NaBH,, NaBH, och antingen LiCl eller
AlCl, eller BF,, LiAlH,, LiAlH(OMe), eller LiAlH(OBu-t);.

3. Foérfarande enligt patentkrav 1, k @ n n e -
tecknat diarav, att det vid steget (b) anvénda re-
duktionsmedlet &r [(CH,),CHCH(CH,)],BH.

4. Fdrfarande enligt patentkrav 1, k a nn e -
tecknat darav, att den vid steget (a) anvénda hyd-
roxiskyddsgruppen 8r en bensoylgrupp.
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5. Férfarande enligt patentkrav 1, Kk 8 n n e -
tecknat dirav, att mellanprodukten enligt steg (c)
reagerar med (CH,),SiBr som hdrvid fungerar som en fdrening
med formeln MX.

6. Forfarande enligt patentkrav 1, k 8 n n e -
tecknat dirav, att vid steg (e) reagerar adenosin-
basfdreningen, aktiverad genom reaktion med en halotrial-
kylsilan, varvid denna fungerar som silylerande &mne, vari
halo &r brom eller jod, reagerar med l-avgdende grupp-5-
O-skyddsgrupp-2',3'-dideoxipentafuranosmellanprodukten
med formeln F fran steg (d), varvid man erhdller en 5'-0O-
hydroxi-skyddsgrupp-2', 3, ~-dideoxiadenosinmellanprodukt.

7. Fbrfarande enligt patentkrav 6, Kk 8 n n e -

t ecknat dirav, att reaktionssteg (e) utfbres i ett
ej polirt ldsningsmedel &r CHCl,, CH,Cl,, CI1CH,-CH,Cl eller
CCl1,.

8. Fdrfarande enligt patentkrav 1, k 8 n n e -
tecknat dirav, att reaktionerna vid stegen (d) och
(e) utfdres i ett karl genom successiv tills&ttning av ha-
logeneringsmedel och aktiverat adenosinderivat till mel-
lanprodukten fran steg (c).

9. Forfarande enligt patentkrav 8, Kk d n n e -

t ecknat dirav, att halogeneringsmedlet &r bromtri-
metylsilan och det aktiverade adenosinderivatet &4r bis-
silyladenin.

10. Fo6rfarande enligt patentkrav 1, k & n n e -

t e c knat dirav, att mellanprodukten vid steg (f)
reagerar mellanprodukten frdn steg (e), vari skyddsgruppen
4r bensoyl, med ammoniakm&ttad metanol, varvid 5-O-hyd-
roxiskyddsgruppen substitueras.

11. Forfarande enligt patentkrav 1, k & n n e -
tecknat dérav, att vid steg (g) anvédndes enzymet,
adenosindeaminas i form av en ldsning i ett neutralt vat-
tenhaltigt medium eller i form av ett immobiliserat enzym-
preparat.
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