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Nazev vynalezu: o
Zpisob vyroby biologicky ui¢innych P
fosforamidatovych lé¢iv !
Anotace:

Reseni se tyka zptisobu vyroby sofosbuviru vzorce II,
ktery spociva v reakei slou¢eniny vzorce IV aktivované
vhodnym &inidlem se slou¢eninou vzorce I, ve kterém R!
aR?mohou byt nezavisle H, C1-C6 rozvétveny nebo
nerozvétveny alkyl, C1-C6 rozvétvena nebo nerozvétvena
alkoxy skupina, C1-C6 rozvétvena nebo nerozvétvena
alkylsulfanyl skupina, C1-C6 rozvétvena nebo
nerozvétvena monoalkylamino- nebo
dialkylaminoskupina, pyrrolidinoskupina,
piperidinoskupina nebo morfolinoskupina.
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Zpusob vyroby biologicky uéinnych fosforamidatovych 1é¢iv

Oblast techniky

Vynalez se tyka nového typu 1,3,5-triazin—2-yl fosforamidati obecného vzorce I s absolutni
konfiguraci (S) na atomu fosforu — Sp—diastereoizomer,
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8, - diasterecisomer y
PhO R

kde Ph je fenyl, R' a R? mohou byt nezavisle H, C1-C6 (ne)rozvétveny alkyl, C1-C6
(ne)rozvétvend alkoxy skupina, C1-C6 (ne)rozvétvena alkylsulfanyl skupina, C1-C6
(ne)rozvétvena monoalkylamino— nebo dialkylamino skupina, v¢etné cyklickych amino skupin,
napiiklad pyrrolidino, piperidino nebo morfolino skupiny, a jejich vyuZziti k vyrobé biologicky
u¢innych fosforamidatovych proléciv, zejména pak sofosbuviru vzorce II.
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Sofosbuvir II je nukleotidovy inhibitor RNA polymerazy pouzivany k 1é€bé zloutenky typu C ve

formé¢ prolé€iva, uvoliujici v organismu aktivni protivirovou latku 2'-deoxy—2'-J—fluor——C-
methyluridin—5'-trifosfat.

Dosavadni stav techniky

Dosud nejvyhodnéjsi popsané metody ptipravy sofosbuviru II jsou zaloZené na reakci spocivaji v
reakci fosforamidatového prekurzoru (Sp diastereoizomer III) s fluorovanym derivatem IV.
Reakce probiha stereospecificky tzv. Sn2 mechanismem s inverzi konfigurace na chiralnim
atomu fosforu. Pravé diky tomuto Sn2 mechanismu lze reakci diastereomerné Ccistého
intermediatu III (Sp diastereoizomeril) mozné pfipravit diastereomerné Cisty sofosbuvir II.

V literatuie byla popsana fada vhodnych odstupujicich skupin (LG) prekurzoru III, zahrnujici
halogeny (Cl, Br, I), sulfonaty (napf. mesylat, tosylat, triflat, kafrsulfonat) a aryloxyskupiny, s
vyhodou nesouci alesponn jednu elektrony pritahujici  skupinu (WO 2008/121634,
WO 2010/135569, WO 2011//123645, WO 2012/012465, WO 2014/008236). Jako nejcastéji
vyuzivané odstupujici skupiny jsou zminovany 4-nitrofenoxy, 2—nitrofenoxy, 2,4—dinitrofenoxy,
2—chlor—4-nitrofenoxy a pentafluorfenoxyskupina (J. Org. Chem. 2011, 76, 8311). Obecné
schéma pfipravy sofosbuviru II za pouziti fosforamidatového prekurzoru obecného vzorce III je
uvedeno ve schématu 1.
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Fosforamidatovy prekurzor
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Schéma 1. : Syntéza sofosbuviru II

Pro vétSinu odstupujicich skupin se pfislusny Sp diastereoizomer fosforamidatového prekurzoru
obecného vzorce III isoluje z ekvimolarni (1:1) smési diastereoizomeri $tépenim
(WO 2010/135569) nebo chromatograficky. V ptipad¢ fosforamidath majicich jako odstupujici
skupinu (LG) aryloxyskupinu, 1ze pfisluSny Sp diastereoizomer ziskat krystalizaci. Patentova
ptihlaska WO 2010/135569 popisuje piipravu smési 4—nitrofenoxy fosforamidatii obohacenou o
Sp diastereomer. Surova reakéni smés obsahujici smés Sp a Rp diastereomery (IIla a IIIb) v
poméru 1:1 byla rozpusténa ve vhodném rozpoustédle (dichlormethan — DCM/isopropylether —
IPE) a ockovana cistym Sp diastereomerem. Produkt ziskany naslednou krystalizaci obsahoval
prevazné pozadovany Sp diastereoizomer piislusného fosforamidath Illa (Sp : Rp 48:1; schéma
2).
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Schéma 2.

Obdobny postup, tentokrate popsany pro pentafluorfenoxy substituovany fosforamidat, byl
popsany v patentové piihlasce WO 2011/123645. V uvedeném dokumentu byl pfislusny opticky
¢isty Sp diastereomer Illc (de >99 %) ziskan v 37% celkovém vytézku krystalizaci ze surové
reakéni smési, ktera obsahovala oba diastereomery (Illc a IIId) v poméru 1:1 (Sp:Rp 1:1)
(schéma 3).
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Schéma 3

Dalsi pomémé rozsahla studie se zabyvala vlivem odstupujici fenoxy skupiny na reaktivitu
fosforamidatl v reakci s modifikovanou nukleobazi (fluoro cukr), jakoz i mozZnosti ziskat
diastereomerné Cisty fosforamidat Sp pomoci krystalizace. Je to jiz vySe zminénd prace
publikovana v J. Org. Chem. 2011, 76, 8311, zabyvajici se zejména fenoxyskupinami typu 2,4—
dinitrofenol, pentafuorfenol, 2—chlor—4—nitrofenol, 2—-nitrofenol, 4—-nitrofenol, 2,4-dichlorfenol.
Jednou z moZnosti jak dosahnout zvySeni vytézku Sp diastereoizomerit fosforamidatového
prekurzoru je krystalizaci indukovana dynamicka resoluce. Tento postup byl poprvé popsan v
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WO 2011/123645, kde byla s vyhodou vyuzita pentafluorfenoxy odstupujici skupina umoziujici
zvysit celkovy vytézek Sp diastereomeru Illc na 53 % (schéma 4).
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Schéma 4. Vyuziti krystalizaci indukované dynamické resoluce pti syntéze Sp diastereomeru

Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vyndlezu je novy vylepSeny zplisob vyroby biologicky u¢innych
fosforamidatovych prolé¢iv, zejména sofosbuviru vzorce II. Tato nova syntetickd strategie
vyuziva snadné dostupnosti diastereoizomerné Cistych fosforamidatovych prekurzoru typu I jako
klicovych intermediatii pii primyslové vyrobé sofosbuviru vzorce II (Schéma 5).

Fosforamidatovy prekurzor
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Schéma 5. Syntéza sofosbuviru II s vyuZitim alkyloxy—1,3,5—triazin—2-yl fosforamidati I

Tento vynalez je zaloZen na prekvapivém pozorovani, Ze nahradou aryloxyskupiny ve vzorci III
za vhodné substituovanou 1,3,5—triazin—1-yloxyskupinu struktury vzorce I, kde R! a R? mohou
byt nezavisle H, C1-C6 nerozvétveny nebo rozvétveny alkyl, C1-C6 nerozvétvena nebo
rozvétvena alkoxy skupina, C1-C6 nerozvétvena nebo rozvétvena alkylsulfanyl skupina, C1-C6
nerozvétvena nebo rozvétvena monoalkylamino— nebo dialkylamino skupina, pyrrolidino
skupina, piperidino skupina, nebo morfolino skupina, dale jejich stereoizomery, soli, solvaty,
hydraty a krystalické a amorfni formy, lze docilit jak vylepSené regioselektivni substituce
(problém nastinény v dokumentu WO 2010/135569), tak zvySeni vytézkl a zjednoduSeni ¢isténi
findlnich produktd. Vhodnou volbou skupin R', R? lze kromé reaktivity vyrazné ovlivnit
rozpustnost 1,3,5—triazinll vzorce VI ve vodé€ a organickych rozpoustédlech a tim pravé usnadnit
izolaci a €isténi finalnich produktd. 1,3,5-Triaziny vzorce VI substituované kratkymi alkylovymi
skupinami C1-C2 — methoxy, ethoxy ¢i dimethylamino — nebo nesouci polarni skupiny, jako
napiiklad N-methylpiperazino nebo trialkylamoniovou, jsou pomérné dobie rozpustné ve vodé a
daji se po ukonceni reakce odstranit z reakcénich smési prostym vytfepanim z organického
rozpoustédla do vody bez pouziti dalSich ¢inidel. Dal§imi predméty predloZzeného vynalezu jsou
nasledujici slou¢eniny:

a) Sloucenina majici strukturu vzorce Ia a jejiz nazev je isopropyl 2—(S)—[(S)—(4,6—dimethoxy—
1,3,5-triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat
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b) Slou€enina majici strukturu vzorce Ib a jejiZ nazev je isopropyl 2—(S)—[(S)—(4,6—diethoxy—
1,3,5—triazin-2-oxy)fenoxyfosforylamino]propionat
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c¢) Slouc¢enina majici strukturu vzorce Ic a jejiz nazev je isopropyl 2—(S)—[(S)—(4,6—diisopropoxy—
1,3,5-triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat
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d) Sloucenina majici strukturu vzorce Id a jejiz nazev je isopropyl 2—(S)-[(S)-(4,6—di—terc—
butoxy-1,3,5-triazin-2-oxy)fenoxyfosforylamino]propionat
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Vhodné zvolené usporadani experimentu — vhodné substituenty — pak umoziuje pii vodném
zpracovani reakéni smési prevést vedlejsi produkt reakce — hydroxytriazin vzorce VI do vodné
faze, zatimco produkt vzorce II zlstava v organické vrstve, kterd predstavuje vstupni surovinu do
dalsiho technologického stupné — krystalizace (schéma 5).

Pokud jsou vSak 1,3,5-triaziny vzorce VI substituované substituenty s delS§imi (C3-C6) nebo
rozvétvenymi alkylovymi fetézci (napf. propoxy, isopropoxy, allyloxy, butoxy, isobutoxy, terc-
butoxy, diethylamino), jsou pak vyrazné lipofilni, a proto se dobie rozpoustéji v organickych
rozpoustédlech. Pokud vsak pti ptipravé sofosbuviru vzorce Il vznika takovyto lipofilni triazin
vzorce VI, ten poté pfi zpracovani a promyvani naopak neprechazi nebo prechazi jen ¢aste€né do
vodné faze. VySe zminéné lipofilni triaziny vzorce VI se oproti ve vodé rozpustnym vzorce VI
snadno odstranuji od vzorce II krystalizaci, pravé diky jejich vysoké rozpustnosti v organickych
rozpoustédlech. Toto je pravé dal§i z prekvapivych vyhod hydroxytriazini vzorce VI
Hydroxytriaziny vzorce VI totiz ve srovnani s pentafluorfenolem jako odstupujici skupinou
poskytuji v obou pfipadech (pouziti lipofilniho i hydrofilniho) findlni produkt ¢istsi, nez pii



20

25

30

35

40

45

CZ 307789 B6

pouziti zminéného pentafluorfenolu. Pfi pouziti pentafluorfenolu tento totiz v produktu stale
zUstava, at’ se jiz pouzije ¢isténi krystalizaci ¢i vytfepavanim. Nejvyhodnéjsimi skupinami R', R?
substituovanych hydroxytriazinli vzorce VI jsou alkoxyskupiny, s vyhodou majici zejména R' =
R? je methoxy, ethoxy, propoxy, allyloxy, isopropoxy nebo terc—butoxyskupiny.

Podle zpiisobu popsan¢ho v tomto vynalezu byly triaziny vzorce VI pfipraveny ve vysokych
vytézcich z prislusnych 2,4,6—trialkoxy—1,3,5—triazinli vzorce VII ziskanych reakci piislusnych
alkoholatli s kyanurchloridem. Ptipravu vzorce VI z kyanurchloridu 1ze uskute¢nit nejenom jako
dvoukrokovy proces, ale s vyhodou lze tyto latky pfipravit "one—pot” procesem. Vysoce
selektivni substituci pouze jedné alkoxyskupiny za hydroxy skupinu je moZné provadét
plsobenim hydroxidl v piislusném alkoholu, ferc—butanolu anebo ve vod¢ (schéma 6).

cl OR OR
NaOH KOH
NS ° NIJ‘\*N _— N!)\\N
CI/]\N/J\CI ROH RO/I\N/AOR ROH HO)\N/ OR

(Vi) (v)

Schéma 6. : one—pot piiprava hydroxytriazind VI

Hlavni vyhodou popsaného postupuje nizkda cena vychozich surovin, coz je jedno z klicovych
kritérii pro primyslové vyuziti tohoto postupu. Mezi dalSi nesporné vyhody patii velmi snadna
manipulace s triaziny vzorce VI, které jsou ve srovnani s fenolickymi substraty netékavé,
nedrazdivé a pevné krystalické latky bez zapachu. Z hlediska technologického postupu a jejich
pouziti pro vyrobu sofosbuviru vzorce II, predstavuji piislusné triaziny vzorce VI vedlejsi
produkt reakce (schéma 5). Diky jejich unikatnim fyzikalné-chemickym vlastnostem je lze lehce
oddélit z reakéni smési a nasledné snadno rozlozit plisobenim mineralnich kyselin na netoxickou
kyanurovou kyselinu. Navic se tyto triaziny pfipadné daji bez zbyte€nych rizik bezpecné
spalovat. Tento postup a jejich vyuzZiti pak predstavuje ,,zelenou" alternativu k plvodnim
postupiim popsanym v literatufe, pouzivajici fenolické derivaty.

Zplsob vyroby se vyznacuje tim, Ze se provede krystalizaci indukovana dynamicka resoluce,
avSak bez predchozi izolace krystald Sp diastereoizomerl I, piicemz se ziskaji Sp
diastereoizomery I ve formé¢ jediného podilu s chiralni ¢istotou 99 % a vyssi.

Syntéza diastereoizomerné Cistych fosforamidatl vzorce I je zaloZena na reakci (S)—isopropyl 2—
aminopropanoatu (isopropylesteru L—alaninu) s fenyl dichlorfosfatem v pfitomnosti vhodné baze
ve vhodnych rozpoustédlech, a nasledné reakci vzniklého intermediatu vzorce V s vhodnym
triazinem vzorce VI (schéma 7). Jako baze vhodné pro tento reakéni krok se pouziji zejména baze
z tfad aminQ, jako jsou triethylamin (Et;N), N,N-diisopropylethylamin (DIPEA), 1,8-
diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en  (DBU), 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan =~ (DABCO), 1-
methylmorfolin, 1-ethylpiperidin, dale pak karbonaty a hydrogenkarbonaty jako Na>;CO;, K>COs,
Cs2COs, NaHCO;, KHCO:s, piipadné acetaty NaOAc a KOAc v celé fad€ rozpoustédel a jejich
smési. Ve vyhodném provedeni se pro tento reakéni krok pouziji triethylamin nebo DIPEA. Jako
vhodna rozpoustédla pro tuto reakci se osvé€dCily zejména dichlormethan, chloroform,
tetrahydrofuran, 2-methyltetrahydrofuran, cyklopentylmethylether, dimethoxyethan, terc-
butylmethyl ether (MTBE), toluen, trifluortoluen (TFT). Ve vyhodném provedeni se tato reakce
provadi v dichlormethanu, tetrahydrofuranu, 2-methyltetrahydrofuranu,
cyklopentylmethyletheru. Uvedeny reakéni krok se provadi pii teplotach od —70 do 20 °C, ve
vyhodném provedeni v rozmezi od —40 do 0 °C. Meziprodukt vzorce V pii pfipravé slouceniny
vzorce I neni tieba isolovat a s vyhodou se generuje in situ. Naslednou reakei slou€¢eniny vzorce
V s vhodné zvolenym triazinem vzorce VI se obvykle ziskava ekvimolarni smés
diastereoizomerll Sp:R, vzorce IX v poméru 1:1. V zavislosti na zvolenych podminkach vSak
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mohou vznikat 1 jiné poméry diastereoizomerlt Sp:R, vzorce IX. Tato reakce se provadi pii
teplotach —10 az 10 °C, ve vyhodné provedeni s vyhodou pfti 0 °C.

Hlavni vyhodou postupu uvedeného vyse je pfima separace cilového Sp diastereoizomerti vzorce
I pomoci krystalizace. Timto postupem je mozné ziskat Sp diastereoizomer fosforamidatového
prekurzoru vzorce 1 v dobrych celkovych vytézcich (>50 %) a vyborné optické Cistoté (>99 %
de) ze surové reakéni smési (schéma 7). Nejvyhodnéjsimi skupinami R!, R? sloucenin vzorce I
jsou alkoxyskupiny, s vyhodou majici zejména R' = R? je methoxy, ethoxy, propoxy, allyloxy,
isopropoxy nebo terc-butoxyskupiny.
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O N _P
Q : HNT Gl
Cl—P~Ci + y_\ S 5
¢ O NH, ,
OPh
HCH o)
- (¥) 1
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. (V1)
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HoNG) N o Sl N
T v Y ;
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{IX)
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Schéma 7. : Syntéza diastereoizomerné €istych fosforamidatt I

Zplsob vyroby se vyznacuje tim, Ze se po separaci chirdlné velmi Cistych krystald Sp
diastereoizomerl I podrobi ziskané mate¢né louhy krystalizaci indukované dynamické resoluci, a
ziska se dalsi podil krystalli Sp diastereoizomer( s chiralni ¢istotou 99 % a vyssi.

Zplsob vyroby se vyznacuje tim, Ze se provede krystalizaci indukovana dynamicka resoluce
popsana vyse, avSak bez piedchozi izolace krystalii Sp diastereoizomerti I, pficemz se ziskaji Sp
diastereoizomery I ve formé¢ jediného podilu s chiralni ¢istotou 99 % a vyssi.

Navic bylo piekvapivé zjisténo, Ze tyto triazinové fosforamidaty podléhaji téz krystalizaci
indukované dynamické resoluci, takze vytézek pfimo ziskaného produktu vzorce I timto
zplisobem lze jesté nadéle zvysit. Cisty Sp diastereomer prekurzoru vzorce I se da piipravit z Rp
distereomeru, kdy se vychazi z ¢ist¢ho Rp izomeru nebo z libovolné smési Sp : Rp distereomeri
vzorce IX, pfednostné ze smési obsahujici vice Rp izomeru. Pisobenim bazi jako Et;N, DIPEA,
DABCO, DBU, imidiazol, 1,2-bis(dimethylamino)ethan, 1,2-bis(diethylamino)ethan, 1,3—
bis(dimethylamino)propan, 1,3-bis(diethylamino)propan na Rp nebo libovolné smési Sp : Rp lze
dosahnout zmény absolutni konfigurace na atomu P ve vhodnych rozpoustédlech, ve vyhodném
provedeni se jako baze pouzije EtsN nebo DIPEA. Mezi vhodna rozpoustédla pro krystalizaci
indukovanou dynamickou resoluci patii zejména ethylacetat (EtOAc), isopropyl acetat (i—
PrOAc), 2-methyltetrahydrofuran, tetrahydrofuran (THF), dioxan, dimethoxyethan,
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diethoxyethan, terc-butylmethylether (MTBE), cyklopentylmethylether, diethylether, toluen,
methylethylketon (MEK), aceton, dale nepolarni rozpoustédla zejména uhlovodiky obecné —
pentan, hexan, heptan, cyklohexan, dekalin, methylcyklohexan, 2—methylbutan, 2-methylpentan,
triethylmethan, isooktan, aromatickd rozpoustédla — toluen, xylen, mesitylen, benzen,
trifluortoluen (TFT) a kombinace vySe uvedenych rozpoustédel. Ve vyhodném provedeni se
pouzije EtOAc, i-PrOAc, 2— methyltetrahydrofuran (2-MeTHF), tetrahydrofuran, hexan, heptan,
cyklohexan a jejich smési. Po separaci chiralné¢ velmi Cistych krystalii Sp diastereoizomert I se
podrobi ziskané mate¢né louhy krystalizaci indukované dynamické resoluci, a ziska se dalsi podil
krystalli Sp diastereoizomerl s chiralni Cistotou 99 % a vyssi, kdy Ize indukovanou dynamickou
resoluci provadét bez predchozi izolace krystald Sp diastereoizomeril I, pfi¢emz se ziskaji Sp
diastereoizomery I ve formé¢ jediného podilu s chiralni ¢istotou 99 % a vyssi.

Podminky pro pfipravu Cistych Sp diastereoizomerll vzorce I dle tohoto vynalezu jsou
jednoduché a vedou k vysokym vytézklim chiraln¢ velmi €istych produktl. Tento vynalez také
popisuje vyhodné provedeni, kde byla bez separace Cistych Sp diastereoizomerti vzorce 1 z
reakéni smési provedena krystalizaci indukovana dynamicka resoluce a az nasledné byly tyto Sp
diastereoizomery vzorce I isolovany. Nové triazinové fosforamidaty obecného vzorce I popsané v
tomto patentu jsou stabilni, dostatecné reaktivni, selektivni a obecné celkové primysloveé
vyuzitelné k vyrob€ biologicky u€innych fosforamidatovych proléciv, zejména pak sofosbuviru
vzorce II. Nejvyhodnéjsimi skupinami R!, R? slou¢enin vzorce I jsou alkoxy skupiny, s vyhodou
majici zejména R' = R? je methoxy, ethoxy, propoxy, allyloxy, isopropoxy nebo terc—
butoxyskupiny.

Tento vynalez také zahrnuje pouZiti novych triazinovych fosforamidatd obecného vzorce I pfi
vyrob€ sofosbuviru vzorce II. Pfi tomto postupu lze provést aktivaci intermediatu vzorce IV
plsobenim prakticky libovolného Grignardova ¢inidla (schéma 5). Obecné 1ze pouzit libovolné
primarni, sekundarni a terciarni magnezium chloridy, bromidy a jodidy, jako jsou terc—butyl
magnezium chlorid, benzylmagneziumchlorid, benzylmagneziumchlorid, cyklohexylmagnezium
chlorid, cyklohexylmagnezium bromid, heptylmagnezium chlorid, terc-butyl magnezium
chlorid. Ve vyhodném provedeni podle tohoto vynalezu se pouzije Grignardovo Cinidlo :
intermediatu vzorce IV v pomérech 1,1:1 az 2,9:1 molarnich ekvivalentli, ve vyhodném
provedeni v pomérech 1,8:1 az 2,2:1. Mezi vhodna rozpoustédla ¢i jejich smési patii zejména
THF, 2-MeTHF, dioxan, MTBE, cyklopentylmethylether, EbO, dimethoxyethan, diethoxyethan,
dimethoxypropan, diethoxypropan, ve vyhodném provedeni se pouzije THF, 2-MeTHF a
cyklopentylmethylether. Déle bylo ptekvapivé zjiSténo Ze pro dosazeni vysoké konverze a
regioselektivity neni nutné, aby byl vychozi intermediat vzorce IV pied pfidanim Grignardova
¢inidla zcela rozpustén v pouzZitém rozpoustédle ¢i jejich smési. Z priimyslového hlediska miize
byt velkou praktickou a bezpecnostni vyhodou pouziti takovych Grignardovych ¢inidel, které
uvolnuji pii reakci vySe vrouci uhlovodiky (napf. toluen, cyklohexan, heptan, oktan). Triazinové
fosforamidaty vzorce I reaguji velmi dobte s intermediatem vzorce IV po aktivaci Grignardovym
¢inidlem pfi teplotach —20 az 20 °C, ve vyhodném provedeni pii teplotach —10 az 10 °C. Podle
postupu vyroby uvedeného v tomto vynalezu reaguji triazinové fosforamidaty vzorce I s
intermediatem vzorce IV v molarnich pomérech 10:1 az 1:10, ve vyhodném provedeni 2:1 az 1:2.
Tento postup a pouziti triazinovych fosforamidati vzorce I pfi vyrobé sofosbuviru vzorce II
poskytuje vyborné vytézky spolu s excelentni chemickou a optickou c¢istotou ziskaného
sofosbuviru. Tyto vlastnosti davaji celému procesu zjevny potencial pfi pramyslové vyrobé
sofosbuviru vzorce II v kvalité pouzitelné pfimo pro vyrobu finalni Iékové formy.

Vynalez je bliZze objasnén v nasledujicich piikladech provedeni. Tyto ptiklady, které ilustruji
zlepSeni postupu podle vynalezu, maji vyhradné ilustrativni charakter a rozsah vynalezu v
zadném ohledu neomezuji.
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Piiklady uskuteé¢néni vynalezu

Reakce byly rutinng sledovany pomoci HPLC Agilent 1100 s UV (PDA) detektorem vybavené
kolonou Ascentis Express CI8 (2,7 Im) (100 x 4,6 mm), pfi pritoku 1 ml/min, mobilni fazi A:
fosfatovy pufr (pH ~ 3) a fazi B: acetonitril (0 az 2 min 10 % MeCN, 2 az 18 min gradient 10 —
90 % MeCN). 'H, “C a *'P NMR spektra byla zaznamenana na spektrometrech NMR Bruker
Avance 250 nebo 500 MHz.

2,4,6-Trialkoxy-1,3,5—triaziny
Piiklad 1

2,4,6-Trimethoxy-l1,3,5—triazin vzorce Vlla

j;\; (8]
Sy ”f)*j’\
GEANACE MeCH \D/LN/ o~

(vila)

Kyanurchlorid (92 g, 0,5mol) byl v malych porcich pfidan do smési NaOH (60 g, 1,5 mol) a
MeOH (500 ml), pfi teploté 0 az 5 °C. Po pfidani veSkerého kyanurchloridu byla smés michana 2
h pti 20 °C. Rozpoustédlo bylo odpafeno za vakua a destilacni zbytek byl suspendovan v H,O
(500 ml). Produkt byl odsat, promyt H>O (2x 40 ml) a suSen za teploty mistnosti a tlaku. 2,4,6—
Trimethoxy-1,3,5-triazin vzorce VIla byl ziskan jako pevna bezbarva latka (79 g, 92 %). 'H-
NMR (250 MHz, DMSO-d): 3,92 (s, 9H; OCH;) ppm. *C-NMR (63 MHz, DMSO-d¢): 173,1,
55,1 ppm. HPLC (200 nm): R, = 6,072 min.

Piiklad 2

2,4,6-Triethoxy-1,3,5—triazin vzorce VIIb

cl ~0
oy
eI N e FIOH /\o/]\ N//l‘o/\
(Vilb)

Postupem popsanym v Prikladu 1 byl ziskan v 93% vytézku 2,4,6—triethoxy—1,3,5—triazin vzorce
VIIb jako pomalu krystalizujici bezbarvy olej (99 g, 93 %). 'H-NMR (250 MHz, DMSO-dc):
4,34 (q,J = 17,1, 6 H; OCH>), 1,30 (t, J = 6,2, 18 H; CH3) ppm. *C-NMR (63 MHz, DMSO-ds):
172,5, 63,6, 14,0 ppm. HPLC (200 nm): R, = 11,383 min.

Ptiklad 3

2,4,6-Triisopropoxy—1,3,5—triazin vzorce VIlc
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Postupem popsanym v Prikladu 1 byl ziskdn v 69% vytézku 2,4,6-triisoproxy—1,3,5—triazin
vzorce Vllc jako pevna bezbarva latka. '"H-NMR (250 MHz, DMSO-de): 5,35 (sept, J = 6,2, 3
H; OCH), 1,37 (d, J = 6,2, 18 H; CH3) ppm. *C-NMR (63 MHz, DMSO-d¢): 172,6, 71,3, 21,8
ppm. HPLC (200 nm): R, = 14,625 min.

Piiklad 4

2,4,6-Tri(terc-butoxy)-1,3,5—triazin vzorce VIId

N e
,g __tBuOH )\\

/'li /ﬁ t—BuONa >L J\ k

Cl N Cl
(Viid)

K roztoku kyanurchloridu (1,84 g, 0,01 mol) v THF (7 ml) byl pfikapan roztok BuOK v THF
(1M, 32 ml) v priibéhu 90 min pi1 20 °C. Reakéni sme byla michéna 4 h pifi 20 °C a nasledné
koncentrovana za vakua. Odparek byl suspendovan v H>O (20 ml). Pevny produkt byl
odfiltrovan, promyt vodou (3x 10 ml) a nasledn¢ suSen pii tlaku 0,1 kPa a teploté 20 °C. Triazin
vzorce VIId byl ziskan jako bezbarva pevna latka v 87% (2,58 g) vytézku. 'H-NMR (250 MHz,
DMSO-ds): 1,53 (s, 27 H; CH5) ppm. “C-NMR (63 MHz, DMSO-d¢): 171,2, 81,8, 27,9 ppm.
HPLC (200 nm): R, = 16,815 min.

2-Hydroxy—4,6—dialkoxy—triaziny
Priklad 5

4,6-Dimethoxy-1,3,5—triazin-2-ol vzorce Vla

1, KOH

ONe MeOH )Oi*
N/gN Reflux _ NN
AL 2 Hel A
Me®™ N° "OMe H,0 MeO”™ N OMe
{Vita) (Via)

Smés 2,4,6—trimethoxy-1,3,5—triazinu vzorce VIla (34 g, 0,2 mol) a KOH (14 g, 0,25 mol) v
MeOH (150 ml) byla zahiivana k varu 20 h. Po ochlazeni na teplotu mistnosti, rozpoustédlo bylo
odpateno za vakua a destila¢ni zbytek byl dan do vody (50 ml). Smés byla okyselena AcOH na
pH ~6 pti teploté pod 15 °C. Vylou€eny produkt odsat, promyt H>O (2x 35 ml) a susen za teploty
mistnosti a tlaku. 2-Hydroxy—4,6—dimethoxy—1,3,5—triazin vzorce VIa byl ziskan jako bezbarva
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krystalicka latka (27 g, 87 %). 'H-NMR (250 MHz, DMSO-de): 12,42 (bs, 1 H), 3,86 (s, 6 H;
OCH>) ppm. “C-NMR (63 MHz, DMSO-ds): 168,1, 157,3, 55,2 ppm. HPLC (200 nm): R, =
1,475 min.

Piiklad 6

4,6-Diethoxy-1,3,5—triazin—2-ol vzorce VIb

[
Et0” "N~ TOEt Ho0 E10” N~ “OEt
(Vilb} {Vib)

Smés 2,4,6—triethoxy—-1,3,5—triazinu vzorce VIIb (21 g, 0,1 mol) a KOH (7,7 g, 0,137 mol) v
tBuOH (100 ml) byla zahtivana na 70 °C 2 h. Po ochlazeni na teplotu mistnosti, rozpoustédlo
bylo odpafeno za vakua a destilacni zbytek byl dan do vody (100 ml). Smés byla okyselena
koncentrovanou vodnou kyselinou chlorovodikovou na pH ~3 pii teploté pod 15 °C. Vylouceny
produkt odsat, promyt HO (2x 25 ml) a suSen za teploty mistnosti a tlaku. 2-Hydroxy—4,6—
diethoxy-1,3,5-triazin vzorce VIb byl ziskan jako bezbarva krystalicka latka (15,3 g, 84 %). 'H-
NMR (250 MHz, DMSO-d¢): 12,31 (bs, 1 H), 4,31 (q, J = 7,1, 4 H; CHz), 1,27 (t, J = 7,1, 6 H,
CH;) ppm. *C-NMR (63 MHz, DMSO-dg): 168 (bs), 157,1, 64,1, 14,0 ppm. HPLC (200 nm): R,
= 5,154 min.

Priklad 7

4,6-Diisopopoxy-1,3,5—triazin—2—ol vzorce VIc

/Lo OH

. ’k‘u KOH . ,L:N |
)\ O)i N’:"\OJ\ JTP(OH )\0)3\ NJJ\O/k
(VHie) (Vie)

Smeés 2,4,6-triisopropoxy—1,3,5—triazinu vzorce VIIc (88 g, 0,345 mol) a KOH (24 g, 0,43 mol) v
iPrOH (260 ml) byla zahfivana k varu 2 h. Po ochlazeni na teplotu mistnosti, rozpoustédlo bylo
odpafeno za vakua a destilatni zbytek byl dan do vody (260 ml). Smés byla okyselena
koncentrovanou vodnou kyselinou chlorovodikovou na pH ~3 pii teploté pod 15 °C. Vylouceny
produkt odsat, promyt H>O (3x 150 ml) a suSen za teploty mistnosti a tlaku. 2-Hydroxy—4,6—
diisopropoxy—1,3,5-triazin vzorce VIc byl ziskan jako bezbarva krystalicka latka (64 g, 87 %).
'"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢): 12,19 (bs, 1H), 5,18 (sept, J = 6,2, 2 H; OCH), 1,27 (d, J =
6,2, 12 H; CH3) ppm. *C-NMR (63 MHz, DMSO-ds): 167 (bs), 157,1, 71,7, 21,4 ppm. HPLC
(200 nm): R, = 7,883 min.

Ptiklad 8

4,6-Di(terc-butoxy)-1,3,5-triazin—2-ol vzorce VId

-10 -
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Smés 2,4,6—tri(terc-butoxy)—1,3,5—triazinu vzorce VIId (0,6 g, 2 mmol) a KOH (0,14 g,
2,5 mmol) v tBuOH (260 ml) byla zahtivana na 70 °C 5 h. Po ochlazeni na 20 °C, smés byla
zahu§téna za vakua. Odparek byl smichan s H,O (5 ml) a okyselen na pH ~ 6 vodnym roztokem
kyseliny octové (10%). Vylouceny pevny produkt byl odsat, promyt vodou (3x 5 ml) a suSen za
vakua (0,1 kPa) pfi 20 °C. Produkt vzorce VId byl ziskan jako svétle zluta pevna latka v 55%
(0,27 g) vytézku. 'H-NMR (250 MHz, DMSO-de): 11,99 (bs, 1H), 1,54 (s, 18 H; CH3) ppm.
BC-NMR (63 MHz, DMSO-de): 167 (bs), 156,5, 84 (bs), 27,8 ppm.

Fosforové intermediaty
Priklad 9

Isopropyl 2—(S)—-[(S)—(4,6—dimethoxy—1,3,5—triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat
vzorce Ia

1’
7
- Q ' }vrq 2
Q & g N ¥ NG . N \\.....
\ \}‘(;",\ . Gi-Re %}? \}..of( BN oo QH D, }»N J
jf“O HHHOE o e >:N CHaCly }‘(} KQN»Q_.{}
HO : ph?"o
via) (12)

Roztok EtN (55 g, 0,55 mol) v CH2Clz (300 ml) byl piikapan ke smési isopropyl alaninu.HCI
(44 g, 0,26 mol) a fenyl dichlorfosfatu (57 g, 0,27 mol) v CHCl, (300 ml) pfi teploté —50 az

—60 °C. Po 30 min michani pfi teploté¢ —50 az —60 °C, byla reakéni sm&s zahrata za 2 h na -5 °C.
Do reakéni smési byl pfikapan roztok 2-hydroxy—4,6—-dimethoxy—-1,3,5—triazin—2—ol vzorce Vla
(41 g, 0,26 mol) a EtsN (29 g, 0,29 mol) v CH>Cl (160 ml) pfti teploté —10 az 0 °C. Reak¢ni smés
byla michana pfi teplot¢ —10 az 0 °C 16 h. Reakéni smés byla promyta H,O (4x 300 ml).
Rozpoustédlo bylo odpafeno za vakua a produkt byl krystalovan ze smési diethyletheru a
cyklohexanu. isopropyl 2—(8)-[(S)—(4,6—dimethoxy—1,3,5-triazin—2—oxy)—fenoxy—
fosforylamino] propionat (Ia) byl ziskan jako svétle Zluta krystalicka latka (21 g, 19 %). 'H-
NMR (500 MHz, DMSO-dg): 7,41 (t, J =79, 2 H; Ph), 7,27 (d, J = 7,3, 1 H; Ph), 7,23 (t, J =
7,4, 1 H; Ph), 6,55 (dd, J = 13,0, J = 10,1, 1 H; NH), 4,81 (sept, J = 6,3, 1 H; OCH), 4,11 — 4,00
(m, 1 H; NH-CH), 3,96 (s, 6 H; OCH3), 1,24 (d, J = 7,1, 3 H; NHCHCH»), 1,14 (d, / = 6,3, 3 H;
OCHC.H3), 1,11 (d, J = 6,3, 3 H; OCHCyvH3) ppm. *'P-NMR (101 MHz, DMSO-ds): 3,24 ppm.
BC-NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 173,3, 172,2 (d, J = 5,3), 168,3 (d, J = 2,5), 150,0 (d, J = 6,1),
129,8, 125,1, 120,2 (d, J = 4,9), 72,0, 68,0, 50,0 (d, J = 1,1), 21,26, 21,25, 19,9 (d, J = 6,6) ppm.
HPLC (210 nm): R, = 12,295 min.

Priklad 10

Isopropyl 2—(8)-[(S)—(4,6—diethoxy—1,3,5—triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat vzorce
Ib

-11 -
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Postupem popsanym v piikladu 9 byl ziskan ve 38% vytézku isopropyl 2—(S)-[(S)—(4,6—
diethoxy-1,3,5-triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat ~vzorce Ib jako bezbarva
krystalicka latka.

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 7,41 (t, J = 7.9, 2 H; Ph), 7,26 (d, J = 8,6, 1 H; Ph), 7,23 (d, J
=7,4,1H; Ph), 6,54 (dd, J = 13,2, J = 10,0, 1 H; NH), 4,81 (sept, J = 6,4, 1 H; OCH), 4,39 (q, J
=7,1;4 H, OCH>), 4,07 - 3,97 (m, 1 H; NH-CH), 1,32 (t, J = 7,1, 6 H; 2 x OCH,CH3), 1,23 (d,
J =17,1,3 H; NHCHCH:), 1,13 (d, J = 6,3, 3 H; OCHC.H3), 1,11 (d, J = 6,2, 3 H; OCHCvH>)
ppm. *'P-NMR (101 MHz, DMSO-ds): -3,34 ppm. *C-NMR (126 MHz, DMSO-ds): 172,7,
172,2 (d, J = 5,4), 168,2 (d, J = 2,3), 150,0 (d, J = 6,1), 129,8, 125,1, 120,2 (d, J = 4,9), 68,1,
64,4, 50,1 (d, J = 1,5), 21,31, 21,26, 199 (d, J = 6,7), 13,9 ppm. HPLC (210 nm): R= 13,954
min.

Piiklad 11

Isopropyl 2—(S)—[(S)—(4,6—diisopropoxy-1,3,5-triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat
vzorce Ic

J S
o) & Q N 1. Q Dats)
by ci~p-ci ~>’~ ‘)«t}— — y—\ "(5} >-~N>_
>»0 NH,-HCI Ph'o >=N CHCly >—- (%l ~p
HO P h,c:

(Vie) (ic)

Postupem popsanym v piikladu 9 byl ziskan ve 47% vytézku isopropyl 2—(S)-[(S)—(4,6—
diisopropoxy-1,3,5-triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionatu vzorce Ic jako bezbarva
krystalicka latka.

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 7,41 (t, J = 7,9, 2 H; Ph), 7,25 (d, J = 8,6, 1 H; Ph), 7,22 (t,J =
7,5, 1 H; Ph), 6,52 (dd, J = 13,4,7= 10,0, 1 H; NH), 5,21 (sept, J = 6,2, 1 H; N=C-OCH), 4,82
(sept, J = 6,3, 1 H; O=C-OCH), 4,05 — 3,95 (m, 1 H; NH-CH), 1,312 (d, J = 6,1, 6 H; N=C-
OCHC.Hs), 1,310 (d, J = 6,3, 6 H; N=C-OCHC:H3), 1,24 (d, J = 7,1, 3 H; NHCHCH>), 1,13 (d,
J = 6,2, 3 H; O=C-OCHC.H3), 1,10 (d, J = 6,2, 3 H; O=C-OCHC:H3) ppm. *'P-NMR (101
MHz, DMSO-ds): —3,45 ppm. *C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 172,3, 172,1 (d, J = 5,6), 168,3
(d, J = 2,5), 150,0 (d, J = 6,1), 129,8, 125,1, 120,2 (d, J = 4,9), 72,0, 68,2, 50,0 (d, J = 1,1),
21,38, 21,36, 21,34, 21,24, 199 (d, J = 6,6) ppm. HPLC (210 nm): R, = 15,272 min.

Priklad 12

Isopropyl 2—(S)-[(S)—(4,6—diisopropoxy-1,3,5-triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat
vzorce Ic

-12 -
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Isopropyl 2—(S)-[(S)—(4,6—diisopropoxy—1,3,5—triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat (1
g) (Rp Sp > 80 : 20) byl rozpustén v 2—methyltetrahydrofuranu (1 ml). K roztoku byl pfidan
heptan (5§ ml) a DIPEA (0,2 ml). Smés byla michéana za teploty mistnosti 4 d. Vylouceny produkt
byl odsat a promyt smési 2—methyltetrahydrofuranu / heptanu. Byl ziskan ve 45% vytézku (0,454
g) isopropyl 2—(8)-[(S)—(4,6—diisopropoxy—1,3,5—triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat
vzorce Ic jako bezbarva krystalicka latka.

Piiklad 13

Isopropyl 2—(S)-[(S)—(4,6—diisopropoxy-1,3,5-triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat
vzorce Ic

““
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. > (“)
>——o NH*HClI Ph"o >._ CHLCl, inmp
HO 0
Ph”
(Vic) (1c)

Postupem popsanym v piikladu 9 byl ziskan v 46% (57 g) vytézku isopropyl 2—(S)—[(S)—(4,6—
diisopropoxy-1,3,5-triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat vzorce Ic jako bezbarva
krystalicka latka. Mate¢né louhy, obsahujici smés Sp : Rp ~ 13 : 87, byly zahuStény za vakua a
opetovné rozpustény v EtOAc (51 ml). K roztoku byl pomalu piidan cyklohexan (255 ml) a
nasledn¢ Et;N (10 ml). Smés byla michéna 2 dny za teploty mistnosti. Vylouceny produkt byl
odsat a promyt smési EtOAc / cyklohexan a susen za vakua s vytézkem 27 % (34 g) druhého
podilu krystalického isopropyl 2—(S)-[(S)—(4,6-diisopropoxy—1,3,5—triazin—2—
oxy)fenoxyfosforylamino]propionatu vzorce Ic.

Priklad 14

Isopropyl 2—(S)—{(S5)-[4,6—di(terc-butoxy)-1,3,5-triazin—2—oxy]fenoxyfosforylamino} propionat
vzorce Id
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Postupem popsanym v piikladu 9 byl ziskan v 14% vytézku isopropyl 2—(S)—{(S)—[4,6—di(terc—
butoxy)-1,3,5-triazin—2—oxy]fenoxyfosforylamino}propionat (Id) jako bezbarva krystalicka
latka. "H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 7,40 (t, J = 7.9, 2 H; Ph), 7,28 (d, J = 7,3, 1 H; Ph), 7,23
(t,J =174, 1H;Ph), 6,54 (dd, J = 13,0, J = 10,1, 1 H; NH), 4,81 (sept, J = 6,3, 1 H; OCH), 4,11
- 4,00 (m, 1 H; NH-CH), 1,53 (s, 18 H; C(CH3)3), 1,24 (d,J = 7,1, 3 H; NHCHCH5), 1,14 (d, J =
6,3, 3 H; OCHC.H>), 1,12 (d, J = 6,3, 3 H; OCHCyvH5) ppm. *'C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): —
3,48 ppm. "C-NMR (126 MHz, DMSO-ds): 172,9, 172,2 (d, J = 5,3), 168,2 (d, J = 2,5), 150,5
(d,J =6,1),129,8, 125,1, 120,2 (d, J = 4,9), 81,8, 68,0, 50,3 (d, J = 1,4), 27,8, 21,30, 21,25, 19,9
(d, J =6,7) ppm.

Cilové latky

H H
. O N 0 ‘
0, S o OR YN 0 . Q & YH )
N ; 20 IR N“\( O N baze H (3 0, N\j
0 Hnmpmo~f N o o~ e >_0 R0’
4 : N =< S rozpoultedio Sk Ry
3Ph OR HO\ ’F HO (3
(1a-c) {1v) (1)

R = Me, £, Py, -Bu

K roztoku vzorce IV (2,15 g, 8,26 mmol) v THF (66 ml) byl v priibéhu 1 h piikapan roztok terc—
BuMgCl (17,35 ml, 17,35 mmol, 2,1 ekviv. 1M roztok v THF) pii teploté —15 °C. Reak¢éni smés
byla michana pii —15 °C 1 h, v pribéhu 30 min ohfata na —5 °C a michana dalsi 2 h. Nasledné byl
ptikapan roztok 2—(8)-[(S)—(4,6—diisopropoxy-1,3,5-triazin—2—oxy)—
fenoxyfosforylamino]propionatu vzorce Ic (3,99 mg, 8,26 mmol, 1 ekviv) v THF (16 ml), a
reakéni smé€s michéana pfi -5 °C. Po 48 h byla do reakéni smési pfidana v pribéhu 30 min 2M
HCI (100 ml) a nasledné EtOAc (100 ml). Organicka vrstva byla proplachnuta 2M HCI (50 ml),
22x 30 ml 2,5 % Na>COs, vodou (50 ml), solankou (50 ml) a vysuSena nad Na>SOs Po
oddestilovani rozpoustédla za sniZzeného tlaku, bylo ziskano 3,38 g surového produktu ve formé
bilé pény. Surovy produkt byl za teploty mistnosti rozpustén v smési DCM/toluen (20 ml),
pfidana ocka II a smés vymichand po dobu 12 h. Produkt byl odsan na frit€, promyt studenym
DCM a susen ve vakuové susarn¢ (40 °C, 200 Pa) po dobu 8 h, ¢imZ se ziskalo 3,02 g (69 %)
sofosbuviru vzorce II ve formé bilého prasku, (Cistota 99,5 %, opticka Cistota >99,9 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO) 6 11,50 (s, 1H), 7,53 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,33-7,36 (m, 2H), 7,18~
7,21 (m, 2H), 7,117-7,20 (m, 1H), 6,03 (dd, J = 12,7, 10,4 Hz, 1H), 5,83 (d, J = 4,3 Hz, 1H),
5,51 (dd, J =8,1, 1,6 Hz, 1H), 5,51 (dd, J = 8,1, 1,6 Hz, 1H), 4,85 (hept, J = 6,3 Hz, 1H), 4,33
(dd, J = 11,1, 5,7 Hz, 1H), 4,20 (dt, J = 11,6, 6,0 Hz, 1H), 3,97 (dd, J = 9,1, 4,7 Hz, 1H), 3,85 -
3,76 (m, 1H), 1,25 (d, J = 22,6 Hz, 1H), 1,22 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 1,15 (dd, J = 6,3, 0,8 Hz, 1H).
3C NMR (126 MHz, DMSO) 3 172,64 (d, J = 5,1 Hz), 162,78 (s), 150,71 (d, J = 6,3 Hz), 150,47
(s), 129,67 (s), 124,63 (s), 120.09 (d, J = 4,9 Hz), 102,28 (s), 101,04 (s), 99,60 (s), 79,47 (s),
71,51 (s), 68,02 (s), 64,66 (s), 49,79 (s), 26,86 (s), 21,42 (d, J = 4,3 Hz), 19,81 (d, J = 6,5 Hz),
16,56 (d, J = 25,2 Hz). *'P NMR (101 MHz, DMSO) & 3,80 (s).HPLC (210 nm): R, = 9,853 min.
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Priklad 16

Sofosbuvir vzorce 11

o H o H
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Postupem popsanym v Piikladu 15 s pouZitim isopropyl 2—(S)—[(S)—(4,6—diethoxy-1,3,5—triazin—
2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionatu vzorce Ib byl ziskan v 63% vytézku sofosbuvir vzorce II.

Priklad 17

Sofosbuvir vzorce 11

o H o. H
o} S OMe N o) s N
= 0 N~ N S YN0
(s 11 (S} R\ (8] N tBuMgCl }—\ o] (o] N
e T \j T >’0 Hinp—o =
OPh OMe HO F HO F
(13) (v) ()

Postupem popsanym v Pfikladu 15 s pouzitim isopropyl 2—(S)-[(S)-(4,6—dimethoxy—-1,3,5-
triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionatu vzorce Ia byl ziskan v 63% vytézku sofosbuvir
vzorce II.

Piiklad 18

Sofosbuvir vzorce 11

o M o M
0. Oty N N
& , Y o Q & o
p? Qs ;%\ o "\j 18uMgCl 5\,_(«\ 0 E:/f
e e I e S -
: THF
OPh otBY nd % Ofh uo' %
(i} (V) ()

Postupem popsanym v Ptikladu 15 s pouzitim isopropyl 2—(S)-[(S)—(4,6—di—terc-butyl-1,3,5-
triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionatu vzorce Id byl ziskdn v 57% vytéZku sofosbuvir
vzorce II.

Priklad 19

Sofosbuvir vzorce 11
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K roztoku vzorce IV (344 mg, 1,32 mmol) v THF (10 ml) byl v priibéhu 1 h ptikapan roztok n—
heptylMgCl (2,7 ml, 2,71 mmol, 2,05 ekviv. 1M roztok v THF) pii teploté —15 °C. Reak¢éni smés
5 byla michana pfi —15 °C 1 h, v pribéhu 30 min ohfata na -5 °C a michana dalsi 2 h. Nasledn¢ byl
ptikapan roztok 2—(S)-[(S)—(4,6—diisopropoxy-1,3,5-triazin—2—
oxy)fenoxyfosforylamino]propionatu vzorce Ic (606 mg, 1,26 mmol, 0,95 ekviv.) v THF (2,6
ml), a reakéni smés michana pii -5 °C. Po 48 h byla do reakéni smési pfidana v priibéhu 30 min
2M HCI (15 ml) a nasledné EtOAc (15 ml). Organicka vrstva byla proplachnuta 2M HCI (5 ml),
10 22x 3 ml 2,5 % Na>COs, vodou (5 ml), solankou (5 ml) a vysuSena nad Na,SO.. Po oddestilovani
rozpoustédla za sniZzeného tlaku, bylo ziskdno 489 mg surového produktu ve formé bilé pény.
Surovy produkt byl za teploty mistnosti rozpustén v smeési DCM/toluen (5 ml), ptidana ocka II a
smés vymichand po dobu 6 h. Produkt byl odsan na frit¢, promyt studenym DCM a susen ve
vakuové susarné (40 °C, 200 Pa) po dobu 4 h ¢imz se ziskalo 426 mg (61 %) sofosbuviru vzorce
15 II ve form¢ bilého prasku, (Cistota 99,1 %, opticka Cistota >99,9 %).

PATENTOVE NAROKY

20
1. Zpulsob vyroby sofosbuviru vzorce II, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje reakci

PhO, O o [\:K/"\:,;O

. ,,P\ v \,‘ X = NH

W0 L) ),
\/O E ' Hd. F

25 kde Ph je fenyl

intermediatu vzorce IV

Q
i
e
NN
0. N7 o
no Y
A\
HO F (IV)

30
aktivovaného vhodnym ¢inidlem, se slou¢eninou vzorce I

R‘)
PhO, .0 /
L N=
HN'g Oy N (m,
NP G |
Yyt
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kde R' a R? jsou zvoleny nezavisle z H, C1-C6 rozvétveného nebo nerozvétveného alkylu, C1-
C6 rozvétvené nebo nerozvétvené alkoxy skupiny, C1-C6 rozvétvené nebo nerozvétvené
alkylsulfanyl skupiny, C1-C6 rozvétvené nebo nerozvétvené monoalkylamino— nebo
dialkylaminoskupiny, pyrrolidinoskupiny, piperidinoskupiny, nebo morfolinoskupiny.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze R1 a R2 jsou shodné alkoxyskupiny, s
vyhodou methoxy, ethoxy, propoxy, allyloxy, isopropoxy nebo terc—butoxyskupiny.

3. Zpisob podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze aktivovany intermediat vzorce IV
reaguje se slouceninou vzorce la s nazvem isopropyl 2—(S)—[(S)—(4,6—dimethoxy—-1,3,54—triazin—
2-oxy)fenoxyfosforylamino]propionat

Q
PRO, 0yl
P PN
HN {8 O"“ﬁ\ //N (Iﬂ)
0.5 N—
Y
O s

4. Zpusob podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze aktivovany intermediat vzorce IV
reaguje se slouc¢eninou vzorce Ib s nazvem isopropyl 2—(S)—[(S)—(4,6—diethoxy—1,3,5—triazin—2—
oxy)fenoxyfosforylamino]propionat

\
o
PRO. 0 .
p
HN 04 N (Ib)
OIS -
N \:(/\
1 i 0
0 /

5. Zpusob podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze aktivovany intermediat vzorce IV
reaguje se slouceninou vzorce Ic s nazvem isopropyl 2—(S)—[(S)—(4,6—diisopropoxy-1,3,5-
triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat.

PO, O Nk

= =
HNTO— N » ae)

'\./0\‘ N“*\O

6. Zpisob podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze aktivovany intermediat vzorce IV
reaguje se slouc¢eninou vzorce Id s nazvem isopropyl 2—(S)—[(S)—(4,6—di—terc-butoxy-1,3,5—
triazin—2—oxy)fenoxyfosforylamino]propionat
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7. Zputsob vyroby podle narokii 1 aZ 6, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje pfipravu slou€¢eniny
vzorce I reakci chlorderivatu vzorce V s triazinovymi derivaty vzorce VI, ktera spociva v tom, Ze
se vychozi slou¢enina vzorce V tvoii in situ reakci (S)—isopropyl 2—aminopropanoatu s fenyl
dichlorfosfatem,

ShO 2
? hk""t‘ 4

Z
0

HO—{ N Vi

pfi¢emz se reakce provadi za pfitomnosti vhodné baze ve vhodnych rozpoustédlech.

8. Zpusob vyroby podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze se pro reakci pouzije vhodné baze
vybrana ze skupiny sestavajici z triethylaminu, N,N-diisopropylethylaminu — DIPEA, 1,8-
diazabicyklo[5.4.0Jundec—7—enu — DBU, 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu — DABCO, 1-
methylmorfolinu, 1-ethylpiperidinu, Na,COs, Ko2COs, Cs2COs3, NaHCO3, KHCOs, acetatu
sodného—NaOAc a acetatu draselného-KOAc, ve vyhodném provedeni se pouZzije triethylamin
nebo DIPEA.

9. Zplsob vyroby podle narokil 7 a 8, vyznacéujici se tim, Ze se pro reakci pouZzije vhodné
rozpoustédlo vybrané ze skupiny sestavajici z dichlormethanu, chloroformu, tetrahydrofuranu, 2—
methyltetrahydrofuranu, cyklopentylmethyletheru, dimethoxyethanu, methyl terc-butyletheru,
toluenu, trifluortoluenu, ve vyhodném provedeni se pouZije dichlormethan, tetrahydrofuran, 2—
methyltetrahydrofuran, cyklopentylmethylether.

10. Zpisob vyroby podle narokli 7 az 9, vyznacujici se tim, Ze se slouceniny vzorce I,
definované v narocich 1 az 6, vylou¢i ze vzniklé smési diastereoizomert s chiralni ¢istotou 99 %
a vys§i ve form¢ krystal Sp diastereoizomer.

11. Zpisob vyroby podle naroku 10, vyznacujici se tim, Ze se po separaci chiraln¢ velmi
¢istych krystal Sp diastereoizomert I podrobi ziskané mate¢né louhy krystalizaci indukované
dynamické resoluci, a ziska se dalsi podil krystalii Sp diastereoizomerii s chiralni ¢istotou 99 % a

vySSi.

12. Zpisob vyroby podle narokli 7 az 9, vyznaédujici se tim, Ze se provede krystalizaci
indukovana dynamicka resoluce shodné podle naroku 11, av§ak bez predchozi izolace krystalil
Sp diastereoizomert I, pficemz se ziskaji Sp diastereoizomery I ve formé jediného podilu s
chirélni ¢istotou 99 % a vyssi.

- 18 -
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13. Zpisob vyroby podle narokti 11 a 12, vyznaéujici se tim, Ze se krystalizaci indukovana
dynamicka resoluce provadi plisobenim vhodné baze ve vhodném rozpoustédle na smési
diastereomeru.

14. Zpulsob vyroby podle naroku 13, vyznacujici se tim, Ze se pouzije baze vybrana ze skupiny
sestavajici z triethylaminu, N,N—diisopropylethylaminu — DIPEA, 1,4—diazabicyklo[2.2.2]oktanu
— DABCO, 1,8—diazabicyklo[5.4.0Jundec—7-enu — DBU, imidiazolu, 1,2—
bis(dimethylamino)ethanu, 1,2-bis(diethylamino)ethanu, 1,3-bis(dimethylamino)propanu, 1,3
bis(diethylamino)propanu, ve vyhodném provedeni se pouZije triethylamin nebo DIPEA.

15. Zpisob vyroby podle narokti 13 a 14, vyznacujici se tim, Ze se pouZije rozpoustédlo
vybrané ze skupiny sestavajici z ethylacetatu — EtOAc, isopropylacetatu — i-PrOAc, 2—
methyltetrahydrofuranu, tetrahydrofuranu, dioxanu, dimethoxyethanu, diethoxyethanu, terc—
butylmethyletheru, cyklopentylmethyletheru, diethyletheru, toluenu, methylethylketonu-MEK,
acetonu, pentanu, hexanu, heptanu, cyklohexanu, dekalinu, methylcyklohexanu, 2-methylbutanu,
2-methylpentanu, triethylmethanu, isooktanu, toluenu, xylenu, benzenu, a jejich smési, ve
vyhodném provedeni se pouzije EtOAc, i-PrOAc, 2—-methyltetrahydrofuran, tetrahydrofuran,
hexan, heptan, cyklohexan a jejich smési.

16. Zpisob vyroby sofosbuviru vzorce II podle kteréhokoli z pfedchozich narokdi, vyznacujici
se tim, Ze aktiva¢nim ¢inidlem jsou Grignardova €inidla.

17. Zpulsob vyroby podle naroku 16, vyznacujici se tim, ze se pouzije Grignardovo ¢inidlo
vybrané ze skupiny sestavajici z terc—butylmagnezium chloridu, benzylmagnezium chloridu,
cyklohexylmagnezium chloridu, cyklohexylmagnezium bromidu, heptylmagnezium chloridu,
oktylmagnezium chloridu, ve vyhodném provedeni se pouzije heptylmagnezium chlorid a terc—
butylmagnezium chlorid.

18. Zpisob vyroby podle narokti 16 a 17, vyznaéujici se tim, Ze se pouzije Grignardovo Cinidlo
: intermediatu vzorce IV v pomérech 1,1:1 az 2,9:1 molarnich ekvivalentli, ve vyhodném
provedeni v pomérech 1,8:1 az 2,2:1.

19. Zpisob vyroby podle narokil 16 az 18, vyznacéujici se tim, Ze se pouZije rozpoustédlo
vybrané ze skupiny sestavajici z tetrahydrofuranu — THF, 2—methyltetrahydrofuranu — 2—
MeTHF, dioxanu, terc—butylmethyletheru — MTBE, cyklopentylmethyletheru, diethyletheru

— EtO, dimethoxyethanu, diethoxyethanu, dimethoxypropanu, diethoxypropanu, ve vyhodném
provedeni se pouzije THF, 2-MeTHF a cyklopentylmethylether.

20. Zptsob vyroby podle narokli 16 az 19, vyznaédujici se tim, Ze aktivovany intermediat vzorce
IV reaguje se slouceninami vzorce I pii teplotach —20 az 20 °C, ve vyhodném provedeni pfi
teplotach —10 az 10 °C.

21. Zpisob vyroby podle narokli 16 az 20, vyznacujici se tim, Ze aktivovany intermediat vzorce
IV reaguje se slouceninami vzorce I v molarnich pomérech 10:1 az 1:10, ve vyhodném provedeni
2:1az 1:2.
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