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Inventia se refera un procedeu Separare a unui amestec de derivati de 1 3-
oxatiolan utilizati in tratamentul infectiei cu HIV.

Este cunoscut inca din 1981, faptul ca sindromul imunodeficientei dobandite
(SIDA) este o boala care afecteaza sever sistemul imunitar uman si care aproape fara
exceptie, duce la deces. in 1983, cauza etiologica a sindromului imunodeficientei
dobandite (SIDA) a fost determinata a fi virusul imunodeficientei umane (HIV). Tn
decembrie 1990, Organizatia Mondiala a Sanatatii a estimat ca intre 8 $i 10 milioane de
oameni din lumea intreaga sunt infectati cu virusul imunodeficientei umane (HIV), din
care intre 1000000 si 1400000 sunt din Statele Unite ale Americii.

in 1985, s-a raportat ca nucleozida sintetica 3'-azido-3' -dezoxitimidina (AZT)

inhiba replicarea virusului imunodeficientei umane. De atunci, s-au prezentat

—demenstrat si alte nucleozide sintetice eficiente fata de virusul imunodeficientei umane -

(HIV) incluzand 2',3'-didezoxiinozina (DDI), 2',3'-didezoxicitidina (DDC), 3'-fluoro-3'-
dezoxitimidina (FLT) si 2',3"-didezoxi-2' ,3'-didehidrotimidina (D4T).

S-a demonstrat, de asemenea, ca si alte 2',3'-didezoxinucleozide inhib3
dezvoltarea in vitro a unei varietati din aceste virusuri. Se pare ca, dupa fosforilare
celulara la 5'-trifosfat cu ajutorul kinazelor celulare, aceste nucleozide sintetice sunt
incorporate in filamentul de dezvoltare al acidului dezoxiribonucleic (ADN) viral
producénd astfel oprirea catenei datorit3 absentei gruparii 3'-hidroxil.

Succesul diferitelor 2',3'-didezoxinucleozide in inhibarea replicarii virusului
imunodeficientei umane HIV in vivo sau in vitro a condus la un numar de teme de
cercetare pentru gasirea si testarea nucleozidelor care substituie un heteroatom la
atomul de carbon din pozitia 3' a nucleozidei. Norbeck si colaboratorii, descriu faptul c
(£)-1-((2B,4B)-2-(hidroximetil)-4- -dioxolanil)timina (se refer la forma de (+ (+)-dioxolan-T)
prezinta o activitate modesta fata de virusul imunodeficientei HIV (ECg, de 20 um in
celulele ATH 8) si nu este toxic fata de celulele martor neinfectate, la o concentratie de
200 uM, Tetrahedron Letters 30 (46), 6246, (1989). Cererea de brevet europeana cu
publicatia WO/0337713 si brevetul US 5041449 avand ca titular IAF BioChem
International, Inc., descriu 1,3—dioxolanii-2—substituiti—4—substituiti care prezintd o
activitate antivirala.

US 5047407 si cererea de brevet european nr. 0382526 avand, de asemenea,
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catitular IAF BioChem International, Inc., descriu un numar de nucleozide 1,3-oxatiolan
2-substituite-5-substituite, cu activitate antivirala si raporteaza, in mod specific, ca
amestecul racemic (aproximativ pozitia C4') de izomer C1'-3 al 2-hidroximetil-5-(citozin-
1-il)-1,3-oxatiolanului (se referd, mai departe, la (i)—BC.H-189) are aproximativ aceeasi
activitate fata de virusul imunodeficientei ca AZT $i nu este toxic la nivelurile testate. S-a
descoperit, de asemenea, ci (£)-BCH-189 inhiba replicarea virusului imunodeficientei
HIV rezistent ia AZT care se izoleaza in vitro de la pacientii care au fost tratati cu
nucleozida sintetica 3'-azido-3'-dezoxitimidina (AZT) timp de mai mult de 36 de
saptamani.

Un alt virus care cauzeazs probleme serioase in sinatatea omului, este virusul
hepatitei B (HBV). Virusul hepatitei B este inferior numai tutunului ca si cauza a
cancerului uman. Mecanismul prin care virusul hepatitei B induce cancerul este
necunoscut, asadar este postulat ¢4 acesta poate declansa direct dezvoltarea tumorii
sau poate declansa dezvoltarea tumorii indirect prin inflamatie cronica, cirozs Si prin
regenerarea celulara asociata cu infectia.

Dupa o perioada de incubare de doua pana la sase luni in care gazda este
infectata cu virusul hepatitei B, evolutia bolii ajunge la stadiul de hepatita acuts Sila
distrugerea ficatului, ceea ce produce dureri abdominale, icter $i niveluri ridicare ale
enzimelor in sange. Virusul hepatitei B poate determina hepatita fulminanta, cu
progresie rapida, adesea fatala ca forma de boala, in care portiuni masive din ficat sunt
distruse. '

Pacientii bolnavi de hepatita acutd sunt, adesea, recuperati. La unii pacienti
totusi, nivelurile ridicate de antigen viral persistd in sange o perioada indelungata sau
nedefinité, producénd o infectie cronica. Infectiile cronice pot duce Ia hepatite cronice
persistente. Pacientii infectati cu virusul hepatitei B persistent, in majoritate se gasesc
in tarile dezvoltate. La mijlocul anului 1991, existau aproximativ 225 milioane de
purtatori cronici de virus al hepatitei B numai in Asia $i aproape 300 milioane de
purtatori in lumea intreaga. Hepatita cronica persistenta poate cauza extenuare, ciroza
ficatului si carcinomul hepatocelular, un cancer primar hepatic.

In tarile industrializate occidentale, grupurile cu un risc mare de infectare cuy

virusul hepatitei B includ acele persoane care vin in contact cu purtatorii de virus al
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hepa titei B sau cu probe din sangele acestora. Epidemiologia virusului hepatitei B este
foarte asemanatoare cu cea a sindromului imunodeficientei dobandite, ceea ce explica
de ce infectia cu virusul hepatitei B este comuna printre pacientii cu sindromul SIDA sau
cu complexul legat de sindromul imunodeficientei dobandite (SIDA). Cu toate acestea,
virusul hepatitei B este mult mai contagios decat virusul imunodeficientei umane (HIV).

Un vaccin derivat din serul uman a fost dezvoltat pentru imunizarea pacientilor
fata de virusul hepatitei B. In timp ce acesta a fost gasit eficient, producerea vaccinului
este complicata deoarece furnizarea serului uman de la purtatorii cronici este limitata
si procesul de purificare este lung si costisitor. Mai mult decat atat, fiecare serie de
vaccinuri preparate din diferite seruri trebuie sa fie testata pe cimpanzei pentru o
siguranta mai buna. Vaccinurile au fost asadar produse prin inginerie genetica.
Tratamentele zilnice cu interferonul alfa, o proteina de inginerie genetica, s-au aratat a
fi promitatoare. Cu toate acéstea, pentru datare, nu exista nici un agent farmaceutic
cunoscut care sa inhibe efectiv replicarea virusului.

Pentru a lansa pe piatd o nucleozida pentru scopuri farmaceutice, aceasta
trebuie sa fie nu numai eficienta, cu o toxicitate scazuta, dar trebuie, de asemenea, sa
aiba un cost convenabil pentru a fi fabricatd. O tema insemnata de cercetare Si
dezvoltare a fost orientata catre procedee noi, cu costuri scazute pentru productia de
nucleozide pe scara larga. 2',3'-didezoxinucleozidele sunt preparate, in mod curent
printr-una din urmatoarele doua cai: derivatizarea unei nucleozide intacte sau
condensarea unui fragment de zahar cu o baza heterociclica. Desi exista numeroase
dezavantaje asociate obtinerii unor noi analogi de nucleozide prin modificarea unor
nucleozide intacte, un avantaj major al acestui procedeu este acela ci stereochimia
absoluta convenabila a fost deja stabilita in mod natural. Cu toate acestea, procedeul
nu poate fi utilizat in producerea de nucleozide care contin fie baze care se produc in
mod nenatural, fie fragmente de carbohidrati care se produc in mod nenatural (sicare,
pentru acest motiv, nu sunt preparate din nucleozide intacte), cum ar fi, de exemplu,
1,3-oxatiolan nucleozidele si 1,3-dioxolan nucleozidele.

in cazul in care se condenseaza un fragment carbohidrat sau un compus cu o
structura asemanatoare unui carbohidrat cu o baza pentru a se forma o nucleozida

sintetica, nucleozida care se produce are doua centre chiralice (in pozitile C1' si C4")

(US)
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si astfel exista ca pereche diastereomerica. Fiecare diastereomer exista ca un set de
enantiomeri. De aceea, produsul este un amestec de patru enantiomeri.

Adesea s-a gasit ca nucleozidele cu stereochimie produsa in mod nenatural fie
in pozitia C1', fie in pozitia C4', sunt mai putin active decat aceleasi nucleozide cu
stereochimie stabilita in mod natural. De exemplu, Carter si colaboratorii au raportat ca,
concentratia de (-)-enantiomer de carbovir (2',3'-didehidro-2',3"-didezoxiguanozina) in
cultura de celule necesara pentru reducerea activitatii revers transcriptazei cu 50%
(ECy) este de 0,8 uM, in timp ce EC,, pentru (+)-enantiomerul de carbovir este mai
mare de 60 UM. Antimicrobial Agentsand Chemotherapy, 34:6,1297-1300 (June 1990).

WO 91/11186, descrie ca 1,3-oxatiolan nucleozidele pot fi preparate cu o
diastereoselectivitate superioara (procentaj superior de nucleozide cu configuratie (3 la
legatura dintre atomul de carbon C1' si baza heterociclica), printr-o selectionare
minutioasa a acidului Lewis utilizat in procedeul de condensare. S-a descoperit, de
asemenea, ca condensarea nucleozidei 1,3-oxatiolan cu o baza, se produce cu o (3-
stereo specificitate aproape completa, atunci cand clorura stanica este utilizata drept
catalizator de condensare. Alti acizi Lewis determina o selectivitate C1'-B joasa (sau
nula) sau nu pot cataliza reactiile.

Avand in vedere faptul ca sindromul imunodeficientei dobandite, complexul legat
de SIDA si virusul hepatitei B .au inregistrat in lumea intreaga nivele epidemice si au
efecte tragicé asupra pacientilor infectati, apare o mare necesitate de a se furniza noi
agenti farmaceutici eficienti pentru tratamentul acestor boli care sa aiba o toxicitate
scazuta fata de organismul gazda.

Apare, de asemenea, necesitatea de a se gasi un procedeu viabil comercial,
avand un cost rentabil, pentru a se produce nucleozide importante din punct de vedere
farmaceutic si care sa atingd o B-stereospecificitate in pozitia C4' a nucleozidelor
sintetice preparate prin condensarea unui fragment cu o structurd asemanatoare unui
carbohidrat cu o baza.

Problema pe care o rezolva inventia este de a prezenta un procedeu de
separarare a derivatilor de 1,3-oxatiolan.

Procedeul pentru separarea derivatilor de 1,3 oxatiolan conform inventie, inlatura

dezavantajele de mai sus prin aceea ca, amestecul racemic de 2 hidroximetil-5-(5-
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fluorocitosin-1-il)-1,3-oxatiolan se supune unei etape de rezolutie sub actiunea unei
enzime selectata din grupul constand din esteraza, lipaza, substilizina, a-chimotripsina,
citidin-dezoxicitidin dezaminaza, care catalizeaza preferential o reactie intr-unul dintre
enantiomeri, urmata de expunerea produsului rezultat la actiunea unei a doua enzime
selectata din grupul esteraza, lipaza, subtilizind a-chemotripsind care intensifica
rezolutia prin favorizarea reactiei de legare a unuia dintre enantiomeri, recristalizarea
produsului de rezolutie si tratarea acestuia cu un acid chiral ales dintr-un grup constand
din acid malic, acid mandelic, acid 10-camforsulfonic, acid 3-bromocamfor-8-sulfonic,
acid di-benzoil tartric si acid di-para-toluoiltartric.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- se obtin derivati de 1,3-oxatiolan cu activitate antivirald marita:

- prezenta metoda este regioselectiva. |

Procedeul pentru prepararea 2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan

consta in reactia 5-fluorocitozinei, optional protejata cu 1,3-oxatiolan avand formula
o L
SJW

in care R,, este un atom de hidrogen sau o grupare de protectie hidroxi, o grupare acil

R].O

si L este o grupare labila; si optional se indeparteaza orice grupare de protectie a
gruparii hidroxi.

Un alt procedeu pentru prepararea 2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-
oxatiolan consta in reactia unui compus de formula urmatoare

NHR,,

|

HN/ ‘

oé.!\
R]. 0 O
‘(J
in care R,, este o grupare de protectie a gruparii hidroxi si R,, este o grupare de

protectie a gruparii amino, cu un agent de fluorurare care introduce atomul de fluor in

pozitia 5 a ciclului citozinei si apoi, optional, se indeparteaza grupele de protectie.



Un alt procedeu pentru prepararea 2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-

oxatiolan consta in reactia unui compus avand formula

in care R,, este o grupa de protectie hidroxi, cu un agent care converteste grupa oxo
in pozitia 4 a ciclului uracil in grupa amino si apoi se indeparteaza grupele de protectie.
Derivatul de 1,3-oxatiolan se prepara prin
(i) ozonizarea compusulw cu formula CH,=CH-CH,-OR sau ROCH,-CH=CH-
CH?_OR, In care radicalul R esté o grupa de protectie, obtinandu-se compusul cu formula
H

oA
R o

(if) reactionarea compusului obtinut in faza (1) cu acid mercaptoacetic pentru a

Rya0 “Y(j/O

S

forma compusul cu structura

(iii) reducerea compusului obtinuti in faza (ii) si apoi aducerea in reactie a
acestuia cu anhidrida acidului carboxilic, cu un agent de alchilare sau agent de

halogenare pentru a se obtine compusul cu formula
R1sC -0 L
kj"

in care L este o grupa labila.
Un alt obiect al inventiei de fatd consta in compozitie farmaceutica ce contine
drept compus activ un derivat de 1,3-oxatiolan si un purtitor pentru administrare oral

si este conditionat sub forméa de capsula sau sub forma de tableta.
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Deci, un obiect al prezentei inventii este o metoda si o compozitie pentru
tratamentul pacientilor umani infectati cu virusul imunodeficientei umane, HIV. ‘

Un alt obiect al prezentei inventii este acela de a furniza o metodé si o compozitie
pentru tratamentul pacientilor umani sau a altor animale gazda, infectate cu virusul
hepatitei B, HBV.

Un alt obiect al prezentei inventii consta, de asemenea, in nucleozide imbogétite
enantiomeric in 1,3-oxatiolan.

Prezenta inventie mai contine o metoda de descompunere a enantiomerilor C4'
ai nucleozidelor 1,3-oxatiolan.

Pentru tratamentul infectiilor cu virusul imunodeficientei umane HIV si cu virusul

hepatitei B, HBV, la oameni si la alte animale gazda, conform prezentei inventii, pentru -

tratamentul mentionat mai sus, se prevede administrarea unei cantitati eficiente de 2-

hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan, un derivat al acestui compus acceptabil -

din punct de vedere farmaceutic, incluzand derivatul 5' sau N* alchilat sau derivatul 5'
sau N* acilat sau o sare a acestui compus acceptabila din punct de vedere farmaceutic,
intr-un vehicol acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

De asemenea, s-a constatat ca 2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1 -il)-1,3-oxatiolan
("FTC"), prezinta in mod surprinzator o activitate intensa fata de virusulimunodeficientei
umane, cu o toxicitate foarte redusa fata de celula gazda. De asemenea, s-a mai
constatat ca, compusul 2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan (FTC),
prezinta o activitate foarte semnificativa fata de virusul hepatitei B, HBV si de aceea
poate fi utilizat pentru tratamentul pacientilor care au o varietate de maladii asociate
infectiei cu virusul hepatitei B, HBV.

Studiile de toxicitate si de farmacocinetica confirma completa utilizare a
compusului 2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan (FTC), ca agent antiviral
pentru administrarea farmaceutica. Compusul FTC si enantiomerii acestuia sunt netoxici
fata de celulele maduvei osoase umane, periferice, la concentratii de peste 50 UM si
alte linii celulare la concentratii de peste 200 uM. Compusul FTC-TP este un metabolit
intracelular major in PBMC si celulele HepG2. Compusul FTC-TP inhiba competitiv
virusul imunodeficientei umane HIV-1 ca revers transcriptaza (RT) cu K1 pentru 0,2 UM

utilizandu-se un poli(l)oligo(dC)templat-primer. Utilizadndu-se analize secventiale,
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compusul FTC-TP demonstreaza a fi un terminator potent al catenei acidului
dezoxiribonucleic ADN, cand se utilizeaza virusul imunodeficientei umane HIV-RT (C-
stop-uri). )

Tratamentul cronic cu compusul FTC nu este toxic pentru animalele rozatoare,
chiar in doze orale de 85 mg per kilogram pentru o zi, timp de cel putin doud luni.
Studiile farmacocinetice ale compusului 2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-
oxatiolan (FTC) la maimutele rhesus indica o biodisponibilitate orala mare (aproximativ
73%6%) si 0 perioada de injumatatire plasmatica terminald de aproximativ 1,34+0,18
(media administrdrii orale si intravenoase).

in prezenta descriere se trateaza, de asemenea, un procedeu pentru
descompunerea‘ unui amestec racemic al enantiomerilor nucleozidei, incluzand
amestecul racemic de FTC, acesta incluzand faza de expunere a amestecului racemic
la actiunea unei enzime care in mod preferential catalizeaza o reactie intr-unul din
enantiomeri. Procedeul poate fi utilizat pentru rezolvarea unei game largi de nucleozide,
incluzand pirimidin nucleozidele si purin nucleozidele care, optional, sunt substituite la
partea de carbohidrat sau la partea de baza. Procedeul poate fi asadar utilizat pentru
rezolvarea derivatilor de nucleozide care contin heteroatomi aditionali in partea de
carbohidrat, de exemplu (£)-FTC si (¥)-BCH-189. Rezolutia nucleozidelor poate fi
realizata pe scara larga la costurimoderate. Utilizandu-se modelele descrise in prezenta
inventie, FTC poate fi separat in enantiomerii s&i (+)-beta-D $i (-)-beta-L. Enantiomerul
(-)-beta-L pare a fi mult mai activ decat enantiomerul (+)-beta-D fata de HIV, HBV si
SIV. Enatiomerul (+) al FTC este, asadar, activ fata de HIV, HBV si HIV.

Asa cum se utilizeaza in prezenta inventie, termenul de "nucleozids imbogatita
enantiomeric" se refera la o compozitie de nucleozid3, inclusiv cel putin 95% dintr-un
singur enantiomer al acelei nucleozide.

Asa cum se utilizeaza in prezenta inventie, termenul de "FTC" se refefé la
compusul  2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan (forma racemica sau
enantiomerii), asadar la compusul 2'-dezoxi-5-fluor-3'-tiacitidina.

Asa cum se utilizeaza in prezenta inventie, termenul (+)-FTC se refera la (%)-
beta-D, L-2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan.

Asa cum se utilizeaza in prezenta inventie, termenul (-)-FTC se refera la (-)-beta-




| '}

0~-2009-00753- -
-20-02-1992-~

( A~ sam e N

L-2-hidroximetil-beta-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan.

Asa cum se utilizeaza in prezenta inventie, termenul (+)-FTC se refera la (+)-
beta-D-2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan.

Asa cum se utilizeaza in prezenta inventie, termenii. FTC-MP,FTC-DPsiFTC-TP
se refera la monofosfatul FTC, difosfatul FTC si respectiv trifosfatul FTC.

Asa cum se utilizeaza in prezenta inventie, termenul BCH-189 se refera la 2-
hidroximetil-5-(5-citozin-1-il)-1,3-oxatiolan.

Asa cum se utilizeaza in prezenta inventie, termenul de "catalizd enzimatica
preferentiald” se refera la cataliza cu ajutorul unei enzime a unui substrat in locul altui
substrat.

Asa cum se utilizeaza in prezenta inventie, o grupare mobila reprezinta o grupare
functionala care se formeaza la o carbonatare incipienta, atunci cand se separa de
molecula de care este legata de aceasta grupare.

in concluzie, in prezenta inventie se prezinta un procedeu de separare a unui
amestec de derivati de 1,3 oxatiolan, iar prepararea compusului 2-hidroximetil-5-(5-
fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan, consta in:

(i) reactia dintre 5-fluorocitozind, optional protejatd, cu 1,3-oxatiolan avand

formula A:

ﬁioo

—l<‘;f_\7-t. A

in care R,, este hidrogen sau o grupare de protectie a gruparii hidroxil, incluzand o
grupare acil si L este o grupare mobila; si optional se indeparteaza orice grupare de
protectie a gruparii hidroxil.

(i) reactia compusului cu formula B:

NHR1p

4
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(in careR,, este definit ca mai sus si R,, este o grupare de protectie a gruparii amino),
cu un agent de fluorurare care participa la introducerea unui atom de fluor in pozitia 5
a ciclului citozinic; sau (iii) reactia unui compus avand formula C:
O
N
HNT N
|

!

A 4
0% S C

- iji

(in care radicalul R,, este definit ca mai sus), cu un agent care participa la
transformarea gruparii oxo din pozitia 4 a ciclului uracil, in grupare amino; orice grupare
de protectie ramasa poate fi indepartata pentru a se obtine compusul dorit.

f) un procedeu pentru separarea unui enantiomer (-) sau (+) al 2-hidroximetil-5-
(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolanului care constd n supunerea compusului sau
derivatului (de exemplu a 5'-esterului) acestui compus sub forma unui amestec de
enantiomeri (-) si (+) conditiile respective sau supunerea actiunii reactivilor care servesc
la separarea enantiomerilor si daca este necesar, transformarea derivatului rezultat, in
compusul de origine.

inprocedeu, in etapa (i), gruparea de protectie a gruparii hidroxi include gruparile
de protectie descrise in detaliu mai jos, incluzand grupérile acil (de exemplu acetil),
arilacil (de exemplu, benzoil sau benzoil substituit), tritil sau monometoxitritil, benzil sau
benzil substituit, silil trisubstituitincluzand trialchilsilil (de exemplu, dimetil-t-butilsilil) sau
difenilmetilsilil. Compusul 5-fluorocitozin poate fi, optional, protejat cu grupari silil
trisubstituite. Gruparile de protectie pot fi indepartate prin orice metoda conventionala.
Gruparea mobila L este o grupare mobila tipica cunoscuti in literatura de specialitate
privind chimia nucleozidelor, de exemplu, un halogen cum ar fi clorul sau bromul, alcoxi
cum ar fi, de exemplu, metoxi sau etoxi sau acil cum ar fi, de exemplu, acetil sau
benzoil.

Reactia (i) poate fi efectuata intr-un solvent organic (de exemplu, 1,2-dicloretan
sau acetonitril) in prezenta unui acid Lewis, de preferinta clorura stanica sau trimetilsilil

triftalat.
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Compusii cu formula A (in care L reprezintd o grupare acil, de exemplu, o

grupare acetil), pot fi obtinuti prin reactia compusului cu formula D

R
,ao-\/fro D

S
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(in care R,, este definit ca mai sus) cu un agent de reducere, de exemplu, hidrura de
aluminiu-litiu, dupa care urmeaza tratarea cu un reactiv conventional potrivit, pentru a _
se obtine compusul intermediar dorit, de exemplu, anhidrida acidului carboxilic, cum
este anhidrida acetica, pentru acilare, reactivi de clorurare sau bromurare pentru
halogenare sau reactivi de alchilare.

Compusul cu formula D poate fi preparat prin reactia compusului cu formula E

H

' E
R 0\.)\0

cu compusul HSCH,CO,H la o temperatura ridicata.

Compusul cu formula E poate fi preparat prin ozonoliza plecand de la un alil eter
sau alil ester avand formula CH,=C-CH,-OR sau un dieter sau un diester de 2-buten-
1,3-diolavand formula RO-CH,-CH=CH-CH,-OR, in care R este o grupare de protectie,
cum ar fi, de exemplu, o grupare alchil, silil sau acil.

Cu privire la etapa (i) din procedeu, substituentul 5-fluor poate fi introdus prin
metode cunoscute in literatura de specialitate (M. J. Robins si colaboratorii, in Nucleic
Acid Chemistry, Part 2, L. B. Townsend and R. S. Tipson, editors, J. Wiley and Sons,
New York, 895-900 (19/8) si referintele cuprinse; R. Duschinsky in Nucleic Acid
Chemistry, Part 1, L. B. Townsend and R. S. Tipson, editors, J. Wiley and Sons, New
York 43-46 (1978) si referintele cuprinse). Agentul de fluorurare poate fi, de exemplu,
trimetilhipofluorit in fluortriclormetan. '

Cu privire la etapa (iii) din procedeu, compusul cu formula C poate fi tratat cu

1,2,4-triazol, impreuna cu 4-clorfenil diclorfosfat, pentru a forma compusul 4-(1,2,4-

11
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triazoilil) corespunzator, care este apoi transformat in compusul 4-amino(citidina) dorit,
de exemplu prin reactia cu metanol.

Materialele initiale cu formulele B si C pot fi preparate, de exemplu, prin reactia
unei baze corespunzatoare (optional protejate), cu un compus cu formula A fntr-o
maniera asemanatoare celei descrise in etapa de procedeu (i). Compusii 5-fluorouracil
si 5-fluorocitozina sunt compusi comerciali furnizati de la firma Aldrich Chemical Co.,
Milwaukee, WI 53233, USA.

Rezolutia enantiomerilor () poate fi completata asa cum se va specifica in
detaliu in continuare.

Compusul FTC poate fi transformat in esterul acceptabil din punct de vedere
farmaceutic, prin reactia cu un agent de esterificare convenabil, de exemplu, o
halogenura acida sau o anhidrida. Compusul FTC sau derivatul acceptabil din punctde
vedere farmaceutic al acestui compus, poate fi transformat intr-o sare acceptabila din
punct de vedere farmaceutic, intr-o maniara convenabila, de exemplu, prin tratarea cu
0 baza corespunzatoare. Esterul sau sarea compusului FTC se pot transforma in
compusul FTC, de exemplu prin hidroliza.

l. Prepararea compusilor activi.

Amestecul racemic al compusului FTC poate fi preparat conform metodei
descrise in detaliu Tn publicarea cererii PCT, WO 91/11186, publicat pe 8 august 1991,
avand ca titular Emory University, sau prin procedeul descris in exemplul 1. In general,
metoda include ozonizarea fie a unui eter alilic sau a unui ester alilic avad formula
CH,=CH-CH,-OR sau a unui dieter sau diester al 2-buten-1,3-diolului avand formula
RO-CH,-CH=CH-CH,-OR, in care radicalul R este o grupare de protectie, cum ar fi de
exemplu alchil, silii sau o grupare acil, pentru a forma o glicoaldehida avand formula
OHC-CH,-OR; adaugarea acidului tioglicolic la glicoaldehida pentru a forma o lactona
cu formula 2-(R-oxi)-metil-5-oxo-1,3-oxatiolan; reducerea lactonei la diferiti compusi
continand o grupare mobila in pozitia 5 a ciclului oxatiolanic; cuplarea acestor compusi
cu 5-fluorocitozin-siliat in prezenta SnCl, pentru formarea izomerului beta al FTC; si
optional indepartarea grupelor de protectie.

Se dau in continuare exemplele de realizare a inventiei in legatura cu figurile 1-

12, care reprezinta:

12
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- figura 1, o ilustrare a structurii chimice a compusului 2-hidroximetil-5-(5-
fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan ("FTC");

-figura 2, o ilustrare a procedeului pentru prepararea compusului 2-hidroximetil-
5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan:

- figura 3, o diagrama a fluxului specificitdti fosfatazei alcaline Si a
fosfodiesterazei din veninul de sarpe, pentru enantiomerii (+) si (-) ai compusului FTC:

-figura 4, un grafic indicand evolutia hidrolizei catalizate de lipaza, a esterului 5'-
butiril al compusului FTC in timp, utilizandu-se enzimele Amano PS-800® (patrat
deschis) si PLE (cerc deschis punctat);

- figura 5, un grafic al efectului concentratiei (UM) a compusgilor racemici si

enantiomerilor Tmbogatiti ai FTC (preparati prin metoda din exemplul 4) fata de -

procentul de inhibare al celulelor PBM umane infectate cu HIV-1 (cerc inchis, (2)-FTC),
(cerc deschis, (-)-FTC), (suprafata inchisa, (+)-FTC):

- figura 6, un grafic al concentratiei de compus FTC (uM) imbogatit racemic si
enantiomeric (preparat prin procedeul din exemplul 3) asupra procentului de inhibare
a celulelor PBM umane infectate cu HIV-1 (cerc inchis, (£)-FTC), (cerc deschis, (-)-
FTC), (patrat inchis, (+)-FTC);

- figura 7, un grafic al absorbtiei compusului (+)-FTC saturat cu tritiu, Tn celulele
PBM umane (media a doua determinari) in timp (ore) fata de celulele pmol/10°;

- figura 8, un grafic al iesirii compusului (+)-FTC radiomarcat din celulele PBM
umane, masurata in ore fata de celulele pmol/10°;

- figura 9, prezenta compusului [°H](+)-FTC si a derivatilor fosforilati ai acestuia
in celulele HepG-2 umane (media a doua determnari), incubate intr-un mediu care
contine 10 UM [*H](+)-FTC, masurat in celulele pmol/10° in timp:

- figura 10, iesirea compusului [*H]()-FTC si a derivatilor fosforilati ai acestuia
in celulele HepG-2 umane in pmol/10° celule fata de celule depasite ca timp dupa
impulsionarea celulelor cu 10 uM [*H](z)-FTC (700 DPM/pmol) pentru 24 de ore si
evaluarea concentratiei compusului la 24 de ore dupa eliminare:

- figura 11, descresterea in concentratia combinata a [°H](2)-FTC si in derivatii
fosforilati ai acestuia din celulele HepG-2 umane dupa incubare cu 10 UM PH](#)-FTC

(700 DPM/pmol) timp de 24 de ore, in pmol/10° celule depasite ca timp;

it
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- figura 12, un grafic al efectului enantiomerilor FTC asupra formarii coloniei de
celule precursoare granulocitmacrofage, asa cum s-au masurat, in procente de
supravietuire fata de concentratia in UM (-)-FTC, cerc deschis: (+)-FTCcerc Tnchié; AZT,
patrat inchis.

Exemplul 1. Prepararea compusului (x)-beta-D, L-2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-
1-il)-1,3-oxatiolan

Procedeul pentru prepararea amestecului racemic al compusului FTC este
ilustrat in figura 2 si este descris in detaliu mai jos.

Protectia 2-buten-1,4-diolului

intr-un flacon de 2 litri, cu 3 gaturi, uscat, in atmosfera inerta, 100 grame (93,5
mililitri =-1,135 moli.= 1,00 echivalenti) 2-buten-1,4-diol si 15 grame (aproximativ 0,1
echivalenti) de DMAP (4-dimetilaminopiridid) se dizolva in 800 mililitri de piridina uscata
$i se mentine sub agitare in timp ce amestecul de reactie se raceste panala 0°C. Apoi
se adauga incet pentru prevenirea supraincalzirii, clorura de butiril (260 mililitri = 2,2
echivalenti) si amestecul se mai lasa sub agitare timp de o ora. Reactia este terminata
prin adaugarea in ulei de cantitati mici de apa cu gheata. Lichidul este apoi decantat din
sare gi evaporat sub vid. Sarea care ramane este dizolvata in apa si solutia apoasa este
extrasa de doua ori cu eter etilic. Celelalte straturi combinate sunt spalate odata cu o
solutie saturata de CuSO,, de doud ori cu o solutie saturata de NaHCO, continand
Norit® si apoi se filtreaza sub vid printr-un filtru de celita®.

Amestecul de reactie concentrat este dizolvat in eter si spalat, urmand acelasi

- procedeu ca mai sus pentru solutia de sare. Straturile organice combinate sunt

concentrate pe evaporatorul rotativ si apoi sunt aduse sub vid. Pentru ca aceasti
reactie sa decurga cantitativ, este necesar mediul inchis. Vidul poate fi crescut atat cat
este necesar. Produsul, 1,4~dibutiri|—2-buten—1 /4-diol, este incolor pana la usor galben,
sub forma unui lichid clar.

Ozonoliza diolului protejat

Compusul 1,4-dibutiril-2-buten-1,4-diol (1,365 moli) este dizolvat in 4 litri de
clorura de metilen (CH,Cl,) uscata, intr-un flacon uscat prevazut cu 3 gaturi, de 5 litri
capacitate, echipat cu un tub larg de uscare si un tub deschis pentru introducerea

gazului. Tubul este un tub de barbotare a gazului, nefritat, care se va obtura prin

14
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expunere la solutia concentrata. Solutia este apoi agitata si racita pana la temperatura
de -70°C, in timp ce gazul inert este barbotat prin solutie. Orificiul de intrare a gazului
este sigilat in timp ce solutia este racita suficient si flaconul si aparatul de agitare este
transferat la generatorul de ozon. Oxigenul este barbotat prin solutia mentinuta sub
agitare, timp de cel putin 20 de minute, in timp ce se mentine pe o baie de gheata. Un
aparat Cryocool este ideal pentru mentinerea unei temperaturi scizute pentru o reactie
de durata indelungata. ©zonul este apoi introdus la 0,56 kg/cm?-0,60 kg/cm? (8 pana
la 8,5 psi). Dupa completare, fluxul de ozon este oprit si oxigenul este barbotat prin
solutie, timp de aproximativ o jumatate de ora, inainte de addugarea a 3 echivalenti de
Me,S. Flaconul este apoi indepartat de pe baia de gheata si transportat intr-o nisa, unde
se mentine sub agitare timp de aproximativ 2 zile pentru a obtine o reducere completa.
Solutia este apoi evaporata si adusa sub vid pentru mai multe ore.

Aceasta reactie produce, in mod obisnuit, aproximativ 95% de aldehida protejata
(2-butiriloxiacetaldehida), un lichid clar, incolor pana la galben.

Ciclizarea aldehidei cu acid mercaptoacetic

Aldehida (1,0 echivalenti) este dizolvata in toluen pentru a se obtine o solutie de
0,80 pana la 0,85 M, care se aduce intr-un flacon prevazut cu un dispozitiv separator
detip Dean Stark. Se adauga acidul tioglicolic (1,1 echivalenti) si amestecul este incalzit
la temperatura de reflux. Apa este indepartatad azeotropic cu ajutorul separatorului.
Rectia este completa in 3 ore si amestecul este mentinut la rece la temperatura
camerei. Solutia organica este spalata de doua ori cu volume egale de solutié apoasa
saturata de bicarbonat de sodiu NaHCO, si apoi este spalatd o datd cu apa, uscata pe
sulfat de magneziu MgSO, si Norit, dupa care se filtreaza sub vid prin celita, inainte de
a fi evaporata sub vid. Prima solutie apoasa de bicarbonat de sodiu NaHCO, este
extrasa o data cu eter; eterul este spalat o datd cu apa, uscat pe sulfat de magneziu
MgSO, si Norit®, filtrat prin celita® sub vid si evaporat la un loc cu alte materiale
organice, din solutia de toluen. Materialul combinat este plasat sub vid pana a doua zi.

in mod uzual, prin reactie se obtine un randament de 90% din compusul 2-
(butiriloxi)-metil-5-ox0-1,3-oxatiolan.

Reducerea lactonei gi conversia in acetat

Compusul 2-butiriloxi-metil-5-oxo-1,3-oxatiolan (1,00 echivalent) se dizolva in
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tetrahidrofuran (THF) uscat, pentru a se obtine o solutie 0,23 M care se aduce intr-un
flacon uscat prevazut cu 3 gaturi si echipat cu un agitator mecanic si se mentine in
atmosfera inerta. Solutia este agitata si racitd pana la temperatura de 0°C, dupa ce s-a
adaugat, prin canula, un echivalent de 1,0 M Li (t-BuO),AlH in tetrahidrofuran (THF).
Reducerea este completa in aproximativ trei ore, asa cum este observat prin
cromatografie in strat subtire TLC, utilizdndu-se ca sistem de solVenti, 2 parti eter si 1
parte hexan si anisaldehida drept colorant.

Aproximativ 10 echivalenti de Ac,O proaspat distilat se adauga apoi si se tine sub
agitare timp de 2 zile, pentru a se obtine produsul acetilat, Reactia este finalizata prin
adaugarea solutiei saturate de bicarbonat de sodiu NaHCO,, care se mentine sub
agitare pana a doua zi. Solutia este apoi evaporaté si supusa agitarii cu mai multa
solutie de bicarbonat de sodiu NaHCO, pana a doua zi. Aceasta solutie este. apoi
extrasa cu eterul care este apoi spalat (cu atentie) de doua ori cu solutie saturata de
bicarbonat de sodiu NaHCO, si 0 data cu apa, apoi este uscata pe sulfat de magneziu
MgSO, si Norit®, dupa care se filtreaza prin celita® sub vid si se evapora. Produsul este
un lichid clar, de culoare galben inchis. Analiza gaz-cromatograficd (Temperaturainitiala
- 80°C; Timp initial = 5 minute; Gradul de progresie - 10/minut: Temperatura finala =
240°C) indica o puritate tipica de aproximativ 70%.

Sililarea compusului 5-fluorocitozing

S-fluorocitozina (1,05 echivalenti pe baza cantitatii de lactol aCetilat obtinut in
faza precedenta utilizandu-se metoda gaz-cromatograficd pentru indicarea puritatii) este
sililata prin refluxare in cel putin 10 echivalenti de hexametildisilazan continand o
cantitate catalitica de sulfat de amoniu pur (0,05 pan&la 0,10 echivalenti) timp de doua
ore, dupa care solutia devine clara. Flaconul este apoi sigilat strans si solventul este
indepartat, utilizandu-se o pompa de vacuum cu un separator auxiliar. Produsul, in
forma solida de culoare alba este lasat sub vid pana a doua zi pana ce este. gata de
utilizare in urmatoarea faza de reactie de cuplare.

Cuplarea compusului 5-fluorocitozina sililata, cu lactol acetilat

Compusul 5-fluorocitozina sililata (33,86 grame, 0,124 moli), in diclormetan uscat
(350 mililitri) formeaza o solutie la care se adauga o solutie de tetraclorura de staniu

SnCl, (135,86 mililitri o solutie 1 molara in clorurd de metilen CH,CI2) in atmosfera de
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azot. Solutia este agitata timp de 15 minute la temperatura camerei. Aceasta solutie
este adaugata la solutia de lactol acetat printr-un tub subtire (38 grame, 0,113 moli) in
diclormetan (400 mililitri) sub atmosfera de azot, timp de peste 30 de minute.

Solutia de reactie este agitata timp de 2 ore, punctin care reactia este completa,
asa cum s-a indicat prin analiza cromatografica in strat subtire. Solutia de reactie este
apoi diluata cu diclormetan (500 mililitri) si reactia este oprita la adaugarea solutiei de
hidroxid de amoniu. Solutia de hidroxid de amoniu (100 de mililitri) se adauga lent
mentinand temperatura de reactie sub 30°C, avand ca rezultat formarea unui precipitat
alb. Amestecul este apoi tinut sub agitare pentru inca 30 de minute $i apoi se trece
printr-o coloana sub forma de dop de silica gel (7 inchi 17,78 cm diametru si2inchi5,08
inaltime). Coloana este eluatd secvential cu diclormetan (2 litri), acetat de etil (2 litri) si
amestec format din 9 parti acetat de etil si 1 parte etanol (4 litri). Eluentul acetat de etil
$i amestecul de acetat de etil si etanol contin produsul dorit. Aceste solutii sunt
combinate si evaporate la presiune redusa. Produsul solid lipicios rezidual este apoi
spalat cu eter uscat (20 mililitri) pentru a se obtine un produs solid alb (25,35 grame;
71%), de FTC-5"-butirat.

Produsul FTC-5"-butirat (8,74 grame; 0,026 moli) este dizolvat n 250 mililitri de
metanol. Metoxidul de sodiu (2,85 grame; 0,052 grame) se adauga la temperatura
camerei. Amestecul de reactie este mentinut sub agitare timp de 1 ora, punct in care
reactia este completa, asa cum s-a confirmat prin analiza cromatografica in strat subtire
TLC. Solutia de clorura de amoniu NH,CI (10 mililitri) se adauga pentru oprirea reactiei
si apoi solventul este indepartat sub presiune redusa. Reziduul este apoi absorbit pe
gel de silice (5 grame) sitrecut pe o coloana ingusta, utilizandu-se ca eluant un amestec
format din 9 parti acetat de etil si 1 parte etanol. Fractiunile care contin produsul sunt
combinate si evaporate, cand se obtine un produs solid lipicios care este spalat cu eter
uscat, cand se formeaza un produs solid de culoare albid FTC (6 grame, 88%).

Analiza de rezonanta magnetica nucleara are urmétoarele rezultate:

('"H RMN: (DMSO-d,) 8,18 (1H, d, He, J =84 Hz), 7,81 & 7,57 (2H, extins, NH,),
6,12 (1H,dd, H;, J=5,7 & 4,2 Hz), 5,40 (1H, t, OH, J = 57 Hz), 5,17 (1H,t, 1H,, J = 3-6
Hz), 3,74 (2H, m, 2H;), 3,41 (1H, dd, 1H,, J =57 & 11,7 Hz), 3,11 (1H,dd, 1H,, J =472
% 11,7 Hz);
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“C RMN: (DMSO-d,) 157,85 (d, J = 13,4 Hz), 153,28, 136,12 (d, J =241 Hz),
126,01 (d, J = 32,6 Hz), 86, 90, 86, 84, 62, 48, 37, 07; punct de topire 195-196°C.

Il. Rezolutia enantiomerilor nucleozidei

O metoda este prezentata in prezenta inventie, pentru rezolutia amestecurilor
racemice a enantiomerilor nucleozidei, incluzand fara a se limita la aceasta,
enantiomerii FTC (+) si (-). Metoda poate fi utilizata asadar, pentru separarea
amestecurilor racemice de carbohidrati sau portiunii cu structurd asemanatoare
carbohidratilor, cum arfi,kde exemplu, derivatii de 1,3-oxatiolan si 1,3-dioxolan. Metoda
consta in utilizarea unei enzime care catalizeaza preferential o reactie a unui
enantiomer intr-un amestec racemic. Enantiomerul reactionat este separat. de
enantiomerul nereactionat pe baza unei noi diferente in structura fizica. Prin descrierea
data si din literatura de specialitate apare posibilitatea de a se alege o0 enzima care este
selectiva pentru enantiomerul nucleozidei la alegere (sau selectiva pentru enantiomerul
nedorit, ca 0 metoda de eliminare a acestuia), prin selectarea uneia din enzimele care
se vor discuta mai jos sau prin evaluarea sistematica a altor enzime cunoscute. Din
literatura de specialitate, se cunoaste asadar modul in care se modifica substratul atat
cat este necesar pentru a se ajunge la rezolutia dorita. Prin utilizarea agentilor de
deplasare prin rezonanta magneticd nucleara chirala, prin polarimetrie sau
cromatografie lichida de Tnaltd performanta chirala, se poate determina innobilarea
optica a esterului separat. Urmatoarele exemple ilustreaza, in continuare, utilizarea
enzimelor pentru separarea amestecurilor racemice a enantiomerilor. Alte metode
cunoscute de rezolutie a amestecurilor racemice, se pot utiliza in combinatie cu metoda
de rezolutie descrisa in prezenta inventie. Toate aceste modificari sunt considerate ca
facand parte din scopul acestei inventii.

Rezolutia bazata pe hidroliza esterilor nucleozidei C5'

Metoda include reactia gruparerii C5'-hidroxil a amestecului racematilor
nucleozidei cu un compus acil pentru a forma esterii C5' in care nucleozida este la
capatul "carbinol" al esterului. Amestecul racemic al esterilor C5' de nucleozida este
apoi tratat cu enzima care taie sau hidrolizeaza preferential la unul din enantiomeri Si
nu in celalalt, intr-o perioada de timp data.

Un avantaj al acestei metode este acela ca, metoda poate fi utilizatd pentru
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“separarea unei varietati largi de nucleozide, incluzand pirimidin nucleozida si purin

nucleozida care sunt, in mod optional, substituite in partea de carbohidrat sau in partea
de baza. Metoda poate fi, asadar, utilizata pentru separarea derivatilor nucleozidici care
contin heteroatomi aditionali in partea de carbohidrat, de exemplu FTC si BCH-189.
Aplicabilitatea larga a acestor metode rezida partial in faptul ca, desi portiunea de
carbinol a esterului joacd un rol in abilitatea unei enzime de diferentiere a
enantiomerilor, portiunea de recunoastere majora pentru aceste enzime este portiunea
acidului carboxilic al esterului. Mai mult decat atat, se poate extrapola cu succes
rezultatul obtinut de la o enzima fata de studiul pe substratul altei enzime in sistem
aparent diferit, asigurand ca portiunile acidului carboxilic ale celor doua substraturi sunt
aceleasi sau substrantial similare.

Un alt avantaj al acestei metode este acela cd metoda aceasta este

regioselectiva. Enzimele care in mod tipic hidrolizeaza esterii, nu catalizeaza reactiile

straine in alte portiuni ale moleculei. De exemplu, enzima lipaza, catalizeaza hidroliza

esterului de 2-hidroximetil-5-oxo-1,3-oxatiolan f&ra sa hidrolizeze lactona interna.
Aceasta contrasteazd marcant cu metodele "chimice" de hidroliza a esterului.

inca un avantaj al acestei metode este acela cd separarea enantiomerul
nehidrolizat i a enantiomeruli hidrolizat din amestecul de reactie, este foarte simpla.
Enantiomerul nehidrolizat este mai lipofilic decat enantiomerul hidrolizat Si poate fi
recuperat eficient prin simpla extractie cu unul dintr-o larga varietate de solventi organici
nepolari sau din amestecuri de solventi, incluzand hexanul si amestecul de hexan Si
ester. Enantiomerul hidrolizat, mai polar, cel mai putin lipofilic, poate fi obtinut apoi prin
extractie cu solventi organici mult mai polari, de exemplu, acetatul de etil, sau prin
liofilizare, dupa care urmeaza extractia cu etanol sau metanol. Alcoolul trebuie si fie
evitat in timpul hidrolizei, deoarece acesta poate denatura enzimele in anumite conditii.

Enzimele gi substraturile

Cu o combinare potrivita a enzimei si substratului, conditiile pot fi stabilite pentru
izolarea oricarui enantiomer de nucleozida. Enantiomerul dorit poate fi izolat prin
tratamentul amestecului racemic cu o enzima care hidrolizeaza enantiomerul dorit (dupa
care urmeaza extractia hidrolizatului polar cu solvent polar) sau prin tratamentul cu o

enzima care hidrolizeaza enantiomerul nedorit (dupa care urmeaza indepartarea




R=2009-00753--
-20-02-1892--

enantiomerului nedorit cu un solvent nepolar).

Enzimele care catalizeaza hidroliza esterilor, includ esterazele, de exemplu
esteraza din ficat de porc, lipazele incluzand lipaza pancreatica de porcine si Amano
PS-Boo, lipaza, substillisin sl alfa-chimotripsina. ’

Figura 3 reprezintd diagrama fluxului specificitatii fosfatazei alcaline Si
fosfodiesterazei din veninul de sarpe, pentru enantiomerii (+) si (-) ai compusului FTC.
Asa cum este indicat, fosfataza alcalna hidrolizeaza trifosfatul ambilor enantiomeri la
compusul FTC si de aceea nu este eficienté ca un mijloc de separare. Fosfodiesteraza
l, hidrolizeaza preferentializomerul (+) al compusului FTC in monoesterul acestuia, care
apoi poate fi expus la 5'-nucleotidaza pentru a obtine compusul (+)-FTC.

Gruparea acil cea mai eficientd pentru esterificareain pozitia C5' a nucleozidei,
poate fi determinata fara o experimentare nepotrivita, prin evaluarea unui numar de
omologi, utilizadndu-se un sistem de enzime selectate. De exemplu, cand 1,3-oxatiolan
nucleozidele sunt esterificate cu acidul butiric, rezolutiile atat cu esteraza din ficat de
porc cat si cu esteraza Amano PS-800, se procedeaza cu o enantioselelctivitate
superioara (94-100% exces enéntiomeric) si selectivitate opusa. Esteraza in ficatul de
porc hidrolizeaza preferential enantiomerul (+) al compusului FTC si enzima Amano-
800"C hidrolizeaza preferential enentimerul (-) al compusului FTC. Procentul de exces
enantiomeric raportat la tabelul 1 este cantitatea de ester butirat purificata, care ramane
in amestecul tratat enzimatic (de exemplu, esterul butiric al enantiomerului (-) al
- compusului FTC in cazul esterazei din ficatul de porc si esterul butiric al enantiomerului
(+) al compusului FTC n cazul Amano PS-800").

Exemplele nelimitate de grupari acil care pot fi evaluate pentru utilizare cu un
amestec enantimeric de nucleozide si in special enzime, include acizii alchil carboxilici
si acizii carboxilici alchilati substituiti, incluzand acidul acetic, acidul propionic, acidul
butiric si acidul pentanoic. impreuna cu anumite enzime, se prefera sa se utilizeze un
compus acil care este lipsit, in mod semnificativ, de electroni liberi pentru a facilita
hidroliza prin slabirea legaturii esterice. Exemplele de grupéri acil lipsite semnificativ de
electroni liberi includ alfa-haloesterii cum ar fi acidul 2-cloropropionic, acidul 2-
clorobutiric si acidul 2-cloropentanoic. Alfa-haloesterii sunt substraturi excelente pentru

lipaze.
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Conditiile de rezolutie

Hidrolizele enzimatice sunt efectuate, in mod obisnuit, cuo canfitate catalitica de
enzima intr-o solutie apoasa de tampon care are pH-ul optim apropiat de enzima
discutata. Asa cum se desfasoaréa reactia, valorile pH rezulta din eliberarea acidului
carboxilic. Baza apoasa se va adauga pentru mentinerea valorii de pH aproape de
valoarea optima pentru enzima. Procesul reactiei poate fi usor determinat prin
monitorizarea schimbarii de pH si prin cantitatea de baza necesara pentru mentinerea
pH-ului. Esterul hidrofobic (enantiomerul nehidrolizat) si alcoolul mult mai polar
(enantiomerul hidrolizat pot fi secvential si selectivi extrasi din solutie printr-o alegere
judicioasa a solventilor organici. in mod alternativ, materialul care trebuie separat, poate
fi trecut printr-o coloana care contine enzima imbbilizaté pe un suport solid. Hidrolizele
enzimatice realizate Tn conditii heterogene pot suferi de o reproductibilitate redusa. De

aceea, este de preferat ca hidroliza sa se efectueze in conditii omogene. Solventii

alcoolicinu sunt preferati, deoarece acestia pot denatura enzimele. Omogenitatea poate-

fi obtinuta prin utilizarea unor agenti tensioactivi neionici, ca de exemplu Triton X-100:.
Cu toate acestea, aditia acestor agenti tensioactivi nu ajutd numai la dizolvarea
materialuluiinitial, ci ei contribuie, de asemenea, la solubilitarea in apa aprodusului. De
aceea, reactia enzimatica poate s& aiba loc mult mai eficient prin aditia unui agent
tensioactiv neionic decat in éonditii heterogene, izolarea atat a materiei prime cat sia
produsului rezultat, putand fi efectuatd mult mai dificil. Produsul poate fi izolat prin
procedee chimice si cromatografice mult mai convenabil (de exemplu, formarea sarii
selective). Nucleozidele diacilate pot fi utilizate, dar adesea sunt foarte lipofile si tari,
pentru a putéya fi dizolvata in mediul utilizat.

Exemplul 2: Hidroliza enantioselectiva a compusului FTC, catalizata de lipaza

Un numar de derivati 5'-O-acil ai compusului FTC sunt preparati prin O-acilare
selectiva a sarii N-clorhidrat (vezi tabelul 1 si Figura 4) a compusului (+)-FTC. A fost
investigata eficienta hidrolizei derivatilor prin lipaze. Asa cum se arata in tabelul 1,
esteraza din ficatul de porc (PLE) prezinta un nivel superior de selectivitate pentru
hidroliza esterului enantiomerului (+) al compusului FTC, prin eliminarea predominants
a butiratului enantiomerului (-) al compusului FTC in amestecul analizat prin

cromatografie lichida de inalta performanta. Din contra, enzima PS-800 hidrolizeaza
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esterul enantiomerului(-) al compusului FTC preferential, prin eliminarea predominanta

a butiratului compusului enantiomerului (+) al FTC in amestecul analizat prin

cromatografie lichida de fnalta performanta. Gradul de hidroliza s-a gasitafidependent

de natura gruparii acil; derivatul acetil este semnificativ mai inactiv decat derivatul butiril.
S-a descoperitacum ca, gradul de hidroliza a esterului acidului propionic al compusuluj
FTC este chiar mai rapid decat cel observat pentru derivatul butirat. Procentul de
separare si procentul de exces enantiomeric se determina, ambele, utilizandu-se
cromatografia lichida de nalta performanta HPLC. Asadar, enantioselectivitatea este
excelenta cand se utilizeaza esteraza din ficatul de porc (PLE) (in mod obisnuit este de
97%,6%au- mai mare), imbogatirea aditionald poate fi insotita de reactii de hidroliza
enzimatice secventiale, in care butiratul enantiomeric.imbogatit de hidroliza catalizats

de enzima din ficatul de porc PLE, este supus la o hidroliza enzimatics cu PS-800.

Tabelul 1

Compararea efectului esterului asupra hidrolizei enzimatice

Substratul %Separare %E.E. (é.m.)
Esteri de FTC cu PLE:

(-)-FTC (butirat)

acetat 32,68 N.D.
propionat 39,87 N.D.
butirat 48,00 98

butirat 45,71 98,6

Esteri de FTC cu PS-800:

(+)-FTC (butirat)

acetat 73,17 N.D.
propionat 52,67 N.D.
butirat 58,34 N.D.
butirat 41,50 94

Jt
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Exemplul 3: Procedeu de preparare a (+)- si (-)-FTC prin hidroliza
enantioselectiva a butiratului de FTC, catalizata de lipaza

5'-O-butiratul compusului (+)-FTC (0,47 mmoli, 149 miligrame) se dizolva in 16
mililitri de solutie formata din 4 parti solutie tampon si 1 parte CH,CN la pH=8. Solutia
clara este agitata si tratata cu 26 miligrame de esteraza din ficatul de porc (PLE-A).
Evolutia reactiei este monitoriZat prin cromatografie lichida de inalta performanta
(HPLC) (Figura 4). Dupa 20 de ore (conversie 52%), amestecul de reactie este extras
de doua ori cu cate 80 mililitri de CHCI, cloroform si apoi cu 80 de mililitri de acetat de
etil. Stratul organic al extractelor este combinat, uscat pe sulfat de magneziu anhidru

MgSO,, apoi este filtrat si concentrat prin evaporare larotavapor. Reziduul astfel rezultat

este eluat pe discuri 2x1000 m pTLC utilizandu-se acetatul de etil ca eluant (elutie .

dubla) pentru a se obtine dupa izolare 53 miligrame (36% pe baza materialului initial)
de butirat FTC care este determinat prin analiza cromatografica lichida de Tnalta
performanta HPLC ca avand un exces enantiomeric de 98%. Butiratul enantiomeric
imbogatit este apoi tratat cu 1,6 mililitri de metanol si apoi cu 0,38 mmoli (20 miligrame)
de metoxid de sodiu. Amestecul care rezulti este agitat la temperatura camerei si

evolutia reactiei este monitorizata prin cromatografie lichida defnalta performanta,

HPLC. Reactia este completa in 30 de minute. Solventul este indepartat prin evaporare _

la rotavapor pentru a se obtine un produs brut solid, de Culdare alba (76 miligrame) care
este eluat pe 1000 m pTLC utilizadnd ca eluant un amestec format din 5 parti de acetat
de etil si 1 parte de etanol. Enantiomerul (-) al FTC este izolat ca produs solid de
culoare alba (33 miligrame; 82% randament). Prin analiza cromatografica de inalta
performantd HPLC a compusului FTC ca derivat 9'-O-acetat, aratd 97% exces
enantiomeric (e.e.): [a](**,D)-120, 5° (c=0,88; in etanol absolut). Emulsiile in faza de
prelucrare trebuie sa fie evitate prin addugare de cloroform HCCI, la amestecul de
reactie pentru completare (care serveste asadar pentru denaturarea enzimei), urmand
apoi striparea solventilor sub vid si apoi extragerea cu cloroform HCCI,.

In mod similar, 1,2 mmoli (375 miligrame) de 5-O-butirat de (+)-FTC se dizolv
in 40 mllllltn de amestec format din 4 parti solutie tampon pH=8 si 1 parte CH,CN.
Solutia clara este agitata si tratata cu 58 miligrame de esterazé de ficat de porc (PLE-

A). Evolutia reactiei este monitorizat prin cromatografie lichida de Tnalta performants
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HPLC. Dupa 90 de minute (38% conversie), amestecul de reactie este adaugat la 150
mililitri de cloroform HCCI,. Straturile sunt separate si stratul apos este.liofilizat pentru
indepartarea solventului. Reziduul alb de la liofilizare este extras de 3 ori cu cate 10
mililitri de etanol absolut. Extractele sunt filtrate, combinate si concentrate in vacuum
pentru a se obtine 179 miligrame de ulei brut. Materialul brut este apoi eluat pe o
~ coloana de silica gel de 45 x 30 milimetri utilizandu-se ca eluant un amestec format din
3 x 75 mililitri de acetat de etil si 5 parti acetatul de etil cu 1 parte etanol. Produsul (+)-
FTC este izolat sub forma de solid alb (109 miligrame; 37% pe baza butiratului initial).
Analiza cromatografica de Tnaltd performanta HPLC a compusului (+)-FTC ca derivat
5'-O-acetat, aratd 97,4% exces enantiomeric: [a]O(20,D)+113,4°(c=2,53: etanol
absolut). |

O.react‘ie similara este efectuata utilizand 0,12 mmoli (37 miligrame) de 5'-O-
butiratde FTC si 7 miligrame de PS-800 n 4,0 mililitri amestec format din 4 parti solutie
tampon pH=8 si 1 parte metilcian CH,CN. Reactia este considerabil mai slaba decat cea
cu esteraza din ficatul de porc PLE-A si necesitd 74 de ore pentru 59% conversie.
Butiratul separat (11,4 miligrame; 31% din cantitatea initiala) prezinta 94% exces
enantiomeric e.e., prin cromatografie lichida de inalta performanta HPLC.

Rezolutia enantiomerilor nucleozidei, cu citidin-dezoxicitidin dezaminaza

in mod alternativ, citidin-dezoxicitidin dezaminaza este utilizata pentru separarea
amestecurilor racemice de 2-hidroximetil-5-(citozin-1-il)-1,3-oxatiolan si derivatii acestui
compus, incluzand 2-hidroximetil—5—(5—ﬂuor—citozin—1—il)—1 ,3-oxatiolan.

Enzima catalizeaza dezaminarea jumatatii de citozina, la un uracil. S-a descoperit
ca unul din enantiomerii 1,3-oxatiolan nucleozidei este substrat preferat pentru citidin-
dezoxicitidindezaminaza. Enantiomerul care nu este convertit in derivatul de uracil (si
de aceea este inca bazic), este extras din solutie cu o solutie acida. Se va avea grija sa
se evite solutiile puternic acide (pH-ul sub 3,0), care pot desface ciclul oxatiolanic.
Citidin-dezoxicitidinodezaminaza poate fi izolata din ficatul de sobolan sau din ficatul
uman, sau pot fi exprimata din secvente recombinate intr-un sistem procariot, cum ar
fi, de exemplu, Escher;chia Coli.

Metoda de rezolutie a ‘enantiomerilor citidin nucleozidei utilizand citidin-

dezoxicitidinodezaminaza, poate fi utilizatd ca unica metoda de rezolutie sau poate fi
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utilizata in combinatie cu alte metode de rezolutie, incluzand rezolutia prin hidroliza
enzimatica a esterilor 5'-O-nucleozidei, asa cum s-a descris mai sus.

Combinatia dintre rezolutia enzimatica si metodele clasice de rezolutie

Procedeul descris mai sus pentru separarea amestecurilor racemice ale
enantiomerilor nucleozidei poate fi combinat cu alte metode clasice de separare
enantiomerica, pentru cresterea puritatii optice a produsului finit.

Metodele clasice de separare includ o varietate de tehnici fizice si chimice.
Adesea tehnica mult mai eficienta si cea mai simpla este recristalizaréa, bazata pe
principiul ca, racematii sunt adesea mult mai solubili decat enantiomerii individuali
corespunzatori. Recristalizarea poate fi efectuatd in orice faza, incluzand compusii
acilati sau produsul enantiomeric finit. Dac4 rezultatul este cu succes deplin, aceasta
cale simpla reprezinta o metoda care merita aleas3.

Atunci cand prin recristalizare nu se ajunge la obtinerea unui material cu o
puritate optica acceptabila, pot fi evaluate alte metode. Daca nucleozida este bazica,
(de exemplu, o citidind) se pot utiliza acizi chirali care formeaza amestecuri
diastereomerice care pot avea proprietati de solubilitate diferite semnificativ. Exemplele
nelimitative de acizi chirali includ acidul malic, acidul mandelic, acidul dibenzoil tartric,
acidul 3-bromcamfor-8-sulfonic, acidul 10-camforsulfonic si acidul di-para- tolulltart)ffrlc
in mod asemaénator, acilarea gruparii hidroxil libere cu un derivat acid chiral are ca
rezultat asadar, formarea amestecurilor diastereomerice ale caror proprietati fizice pot
fi diferite suficient pentru a permite separarea.

Cantitati mici de nucleozide iTmbogatite enantiomeric pot fi obtinute sau purificate
prin tratarea amestecului racemic printr-o coloana HPLC care a fost desemnata pentru
separari chirale, incluzand coloanele cu legaturi de ciclodextrind, comercializate de
Rainin Corporation.

Exemplul 4: Separarea amestecurilor racemice de nucleozide prin cromatografie
lichida de inalté performanta HPLC.

Rezolutiile enantiomerilor C4' ai (+)-FTC sunt efectuate utilizand o coloana chirala
cu legaturi de ciclodextrina (ciclolegatura AC-I), obtinutd de la Rainin Corporation
(Woburn, MA). Conditiile sunt urmétoarele:metan\ol 0,5% izocratic, Tn apa; debitul

fluidului de 1 mililitru pe minut, detectie in ultraviolet la 262 nm. Metanol de puritate
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HPLC este obtinut de la J.T.Baker (Phillipsburg, N J). Amestecurile racemice sunt
injectate si fractiunile sunt colectate. Fractiunile contindnd fiecare dintre enantiomerii
mentionati sunt colectate, congelate si apoi liofilizate. Compusii sunt caracterizati prin
spectroscopie n ultraviolet si prin timpii lor de retentie, prin cromatografie lichida de
inalta performanta HPLC. in general enantiomerii (-) au timpi de retentie mai scazuti
decatenantiomerii (+) (veziJ. Liquid Chromatography, 7: 353-376, 1984). Concentratiile
de compusi sunt determinate prin spectroscopie Tn ultraviolet, utilizand o solutie stocde
concetratie cunoscuta (15 pM) preparata in apa pentru evaluare biologica. Timpii de

retentie pentru enantiomerii separati sunt prezentati in tabelul 2.

Tabelul 2
Timpii de retentie ai enantiomerilor compusului FTC
Compustul R, (minute)
(-)-FTC - 8,3
(+)-FTC 8,7

Exemplul 5. Metode alternative pentru separarea enantiomerilor FTC utilizand
o coloana chirala. ,

Utilizand o coloana Cyclobond I-Ac (cu legatura ciclica) (5 um, 25 centrimetri x
4,6 militri, Rainin Corporation, Wobum, MA, Catalog no. AST-41049) cu un debit al
fluidului de 0,6 mililitri pe minut de metanol izocratic 0,5% (Fisher Scientific, Inc. HPLC
grade catalog nr. A-452-4 in apa) si detectia in ultraviolet la 262 nm, enantiomerii FTC
prezinta timpi de retentie de 12,68 minute ((-)-FTC) si 13,20 minute ((+)-FTC).

Utilizdnd o coloana Chiralpak AS (10 um, 25 centimetri x 4,6 milimetri J.T.Baker

Inc., Phillsburg, NJ, catalogul nr. 7406-00, serial nr. 09-298-10320) cu un debit de fluid

de 0,8 mililitri pe minut de alcool izopropilic (grad pentru cromatografiere lichida de
inalta performanta HPLC, Fisher Scientific, Inc. cat nr. A-451-4)si detectia in ultraviolet
la 262 nm, enantiomerii compusului FTC prezinta timpi de retentie de 5,9 minute ((-)-

FTC) si 9,8 minute ((+)-FTC) o

yé

lll. Abilitatea compusului2-hidroximet£5-(5-fluorocitosin-1‘-il)1,3-oxatiolan a o
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("FTC") de a inhiba replicarea virusului HIV
Deseori este de dorit efectuarea screefying-ului unui numar de amestecuri ee—
racemice de nucleozide ca o faza preliminara pentru determinares daca se justifica in
continuare separarea ulterioara in componentele imbogatite enantiomeric si o evaluare
ulterioard a activitatii antivirale. Capacitatea nucleozidelor de a inhiba virusul
imunodeficientei uman HIV poate fi masurata prin tehnici experimentale diverse.
. Tehnicile utilizate in prezénta inventie si care sunt descrise n detaliu in continuare,

- masoara inhibarea replicarii virale in fitohemaglutinina (PHA) in celulele mononucleare

sanguine periferice umane stimulate (PBM) cu fitohematoglutinina (PHA) infectate cu
HIV-1 (tulpina LAV). Cantitatea de virus produsa este determinata prin masurarea
enzimei revers transcriptaza pe virusul codificat. Cantitatea de enzima produsa este
proportionala cu cantitatea de virus produs. Tabelul 3 prezintd valorile EC., -
(concentratia nucleozidei care inhiba replicarea virusului la 50% din celulele
mononucleare sanguine periferice umane stimulate (PBM) estimate cu un factor de
eroare de 10%) si valorile IC,, (concentratia nucleozidei care inhiba 50% dezvoltarea
celulelor mononucleare sanguine periferice  umane mitogen-stimulate (PBM)
neinfectate) a unui numar de (£)-1,3-oxatiolan si nucleozide.

Exemplul 6: Activitatea anti-HIV a (+)-1,3-oxatiolan nucleozidelor.

A. Celulele PBM fitohemaglutinin stimulate, de 3 zile ca varsta (10° celule per
rnililitru) de la donori sanatosi seronegativi fata de HIV-1 si fata de virusul B al hepatitei,
sunt infectate cu HIV-1 (tulpina LAV) la o concentratie de aproximativ 100 ori doza care
infecteaza 50% cultura tisulara (TICD) per mililitru si acestea se cultiva in prezenta si &—
absenta diferitelor concentratii ale compusilor antivirali.

B. La aproximativ o ora dupa infectare, mediul cu compusul care trebuie testat
(de 2 ori concentratia finala in mediu) sau fara compus, se adauga in flacoane (5 mililitri,
avand volumul final de 10 mililitri). Se utilizeaza AZT ca un martor pozitiv.

C. Celulele sunt expuse virusului (aproximativ 2 x 10° dpm/mililitru, asa cum s-a
determinat prin analiza revers transcriptazei) si apoi sunt plasate intr-un incubator cu
CO,. HIV-1 (tulpina LAV) se obtine de la Centrul de Control al Bolilor din Atlanta,
Georgia. Metodele utilizate pentru cultivarea celulelor PBM, recoltarea virusului si

determinarea activitatii revers transcriptazei, sunt cele descrise de catre Mc Dougal si
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colab., (J. Immun. Meth. 76, 171-183, 19895) si Spira si colab., (J.Clin. Meth. 25,97-
99,1987) exceptand faptul ca fungizona nu s-a inclus in mediu (vezi Schinazi si colab
Antimicrob. Agents Chemother. 32, 1784-1787 (1988): Id 34: 1061-1067 (1990)).

D.Inziuaa6-a, celulele sisupernatantul sunt transferate intr-un tub de 15 mililitri .

si centrifugate la aproximativ 900 g, timp de 10 minute. Cinci mililitri de supernatant sunt
indepartati si virusul este concentrat prin centrifugare la 40000 rotatii pe minut timp de
30 de minute (Beckman 70,1 Ti rotor). Peleta cu virus solubilizat, este prelucrata pentru
determinarea nivelelor de revers transcriptaza. Rezultatele sunt exprimate in
dpm/mililitru. de proba de supernatant. Virusul din volumele mai mici de supernatant (1
mililitru) poate fi asadar concentrat prin centrifugare inainte de solubilizare Si
determinarea nivelelor revers transcriptazei.

Concentratia mediana eficienta (EC.,) este determinata prin metoda efectului
median (Antimicrob. Agents Chemother. 30, 491-498 (1986)). Pe scurt, procentul de
inhibitie al virusului asa cum a fost determinat din masuratorile revers transcriptazei,
este reprezentat grafic fatd de concentratia micromolara a compusului. EC,, este
concentratia compusului la care exista o inhibare de 50% a dezvoltarii virale.

E. Celulele PBM umane neinfectate stimulatem‘ftogen (3,8 x 10° celule per
mililitru), sunt cultivate Tn prezenta si in absenta medicamentului in conditii similare cu
cele utilizate pentru analiza antivirald descrisd mai sus. Celulele sunt numarate dupa
6 zile, utilizdndu-se un hemacitometru simetoda de excluziune cu TrypanBlue, asa cum
s-a descris de catre Schinazi si colab., Antimicrobial Agents and Chemotherapy 22 (3),
499 (1982). Valoarea IC 50 este concentratia compusului care inhibd 50% din cresterea

normala a celulelor.

Tabelul 3
ECs, si IC, la diferitii analogi de 1,3-oxatiolan nucleozide in celulele umane PBM
Citotoxicitate antivirala
Cod XsauY R EC,,, UM ICgo, UM
DLS-009 X=0 H >100 >100
DLS-010 X=0 Me 64,4 >100
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DLS-027 X=0 F >100 >100
DLS-028 X=0 cl 60,8 >100
DLS-044 X=0 Br >100 >100
DLS-029 X=0 l >100 >100
DLS-020 Y=NH, H 0,02 >100
DLS-011 Y=NH, Me >10 >100
DLS-022 Y=NH, F 0,1 >100
DLS-023 Y=NH, | o 38,7 >100
DLS-021 Y=NH, Br 77,4 >100
DLS-026 Y=NH, | 0,72 100
DLS-058(-) Y=NH, F 0,008 100
DLS-059(+) Y=NH, F | - 084 >100
DLS-053 Y=NH, CF, 60,7 >100

Asa cum s-a indicat in tabelul 3, in general, nucleozidele citozin 1,3-oxatiolan
substituite sunt mult mai active decat nucleozidele uracil corespunzatoare. Erorile n
masuratorile EC,, si IC., sunt estimate la +10%. .

Unul dintre compusii (£)-FTC (mentionat ca compusul 8 "D}S 022") prezinta nu
numai o activitate exceptionald (de aproximativ 10 nM in celule PBM), ci si o toxicitate
foarte scazuta (>100 um in celule PBM, Vero si CEM).

ICy, ale ()-FTC sunt peste 100 pM, indicand ca, compusul nu este toxic in

celulele PBM neinfectate evaluate pana la 100 um.
X
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N

A

QO

HO”
sau

29

%,

<



AN

-7009-00753-- .
0021907 - - H2

Lot il Bbg e Jq ™ v, i)

HO

Exemplul 7: Activitatea antivirala a enantiomerilor compusului FTC, separat prin
HPLC.

Enantiomerii compusului FTC sunt izolati prin metoda din exemplul 4 gj
activitatea antivirala este evaluatd prin metoda din exemplul 6. Rezultatele sunt-

prezentate n tabelul 4 si ilustrate in figura 5.

Tabelul 4
Activitatea antivirala a enantiomerilor (+) si (-)ai FTC
Concentratia de tratament uM DPM/ml “%lInhibitie (corectata) | EC,,: uM
FTC (+) 0,0001 73,755 26,6 0,018
0,005 83,005 16,3 |
0,01 60,465 41,3
0,05 34,120 70,4
0,1 14,160 | 92,4
0,5 18,095 88,1
1 7,555 99,7
5 7,940 99,3
10 5,810 101,7
FTC(-) 0,001 76,275 23,8 0,02
0,005 58,590 43,3
0,01 75,350 24,8
0,05 28,890 76,20
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0,1 13,175 93,5
0,5 9,485 97,6
FTC(+) 0,001 94,340 3,8 0,28
0,005 107,430 -10,6
0,01 99,465 -1,8
0,05 87,120 11,8
0,1 86,340 12,7
0,5 33,225 71,4

Asa cum este indicat in tabelul 4, in acest experiment enantiomerul (-) al
compusului FTC pare sa fie mai activ cu aproximativ un ordin de mérime decat
enantiomerul (+) al compusului FTC si are aproximativ aceeasi activitate anti-HIV ca a
amestecului racemic. Nici enantiomerii si nici amestecul racemic nu au toxicitate, pana
la 100 UM asa cum s-a masurat prin metoda de excluziune Tryptan Blue in celulele
umane PBM. _

Exemplul 8: Activitatea antiviré/é a enantiomerilor FTC separati prin metoda din
exemplul 3.

Enantiomerii (x)-FTC sunt asadar separati prin metoda din exemplul 3 si
activitatea antivirala este evaluata prin metoda din exemplul 6. Rezultatele sunt ilustrate
in figura 6. Asa cum s-a indicat in figura 6, EC,, a amestecului racemic al compusului
FTC are valoarea de 0,017 uM, EC,, a compusului (-)-FTC la 0,0077 uM si EC,, a
compusului (+)-FTC la 0,84 uM.

Exemplul 9: Absorbtia (+)-FTC in celulele PBM umane.

Au fost efectuate studii utilizand compusul FTC radiomarcat, pe urmatoarele
profile intracelulare ale medicamentului de origine si pe metabolitii detectati in celule.
Toate studiile au fost conduse in duplicat. Celulele mononucleare sanguine periferice
umane (celulele PBM) au fost suspendate in RPML1640 mediul continand 10% ser de
vitel fetal si antibiotice (2 x 10° celule pe mililitru), 10 mililitri per timpul fixat si incubate
cu aditie de 10 uM FTC (activitate specifica de aproximativ 700 dpm/pmol) Celulele sunt

expuse apoi medicamentuluitimp de 2, 6, 12 si 24 ore. La acesti timpi fixati, mediul este

W/




- ) |}

0—=2009-00753- -
~20-02-1992~ -

separat si celulele sunt spalate de doua ori cu o solutie de sare, racita, Hank,
echilibrata. Extractia este efectuata cu aditie de 0,2 mililitri de 60% metanol/apa rece
si se mentine pana a doua zi la temperatura de -70°C. Tn urmatoarea dimineata,
suspensiile sunt centrifugate i extractiile sunt repetate de doua ori, timp de 0,5 ore la

temperatura de -70°C. Supernatantii totali (0,6 mililitri) sunt liofilizati pana la sec.

- Reziduurile sunt resuspendate in 250 microlitri de ap& $i partile alicote cuprinse intre

50 $i 100 microlitri sunt analizate prin cromatografie lichida de Tnalt performanta HPLC.
Analiza cantitativd a medicamentului de origine intracelular si a derivatilor metabolici
este condusa prin cromatografie lichida de inalta performanta HPLC. Deoarece unii

dintre acesti compusi au o labilitate acida potentiala, sistemul tampon apropiat de pH-ul

| fiziologic este utilizat pentru separarea metabolitilor.

Figura 7‘re‘prezinté un grafic al prezentei (consum) compusilor (£)-FTC tritiati in

celule PBM umane (media a dou& determinari) in timp (ore) fata de pmol/10° celule.

Studiile de consum indica faptul c&, compusul FTC radiomarcat este deja absorbit in

limf ocitele umane, care produc cantitati foarte mari de derivat 5'-trifosfat al compusului
FTC.
Exemplul 10. Activitatea antiretrovirald a compusului FTC in diferite linii celulare
Activitatea antiretrovirald a compusului FTC este masurata intr-un numar de linii

celulare utilizandu-se proceduri aseméanatoare, dar nu identice cu cele mentionate in

‘exemplul 6. Liniile celulare sunt obtinute fie de la donori umani, fie de la AIDS Research

and Reference Reagent Program, NIH, Rockville, Maryland, ATCC sau Red Cross.
Celulele deficiente in timidin kinazd CEM sunt preparate prin trecerea secventiala a
celulelggor CEM in prezenta 5-brom-2'-dezoxiuridinei. Rezultatele sunt prezentate in
tabelul 5.

Tabelul 5
Activitatea antiretrovirald a FTC, in diferite sisteme celulare
Sistemul celular (tulpina de virus) ECs, (UM (+) - FTC
HIV-1
PBMC (LAV-1) 0,027
MT2 (HTLV,,,s) 0,89

/o
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c
CEM (LAV-1) 0,08
CEM-TK® (LAV-1) | 0,026
CEM (HTLV,,,;) NTH 0,09
HIV-2
PBMC (ROD2) 0,0038(£)-FTC

' 0,0007(-)FTC
0,026(+)-FTC
SIv |
AA-2 (SIV251) o 4,6
C-8166 (SIV251) v <8,0
FIV
CIFK (61E) . <1

Exemplul 11: lesirea compusilor (+)-FTC din celulele PBM umane.

Au fost efectuate studii care au utilizat compusul FTC radiomarcat, pentru a
urmari profilele intracelulare ale medicamentului de origine si metabolitii detectati in
celuld dupa incubare in mediul cu medicament timp de 24 ore, dupa care se
indeparteaza medicamentul. Acest studiu masoara timpul necesér pentru ca nivelele
intracelulare. ale trifosfatilor, sa scada. Studiile sunt realizate in duplicat. Celulele
neinfectate (2 x 10° mililitri), sunt suspendate intr-un mediu corespunzator suplimentat
cu ser (10 mililitri per timpul fixat) si incubate la temperatura de 37°C in incubatorul cu
5% CO,. Concentratia compusului FTC radiomarcat este de 10 M. Dupa pulsatia
celulelor cu compusul marcat un timp de 24 ore, celulele sunt spalate temeinic Si apoi
sunt umplute cu mediu proaspét fara medicamente antivirale (0 oré). LaO, 2 4,6, 12,
24 si 48 de ore (timpul de incubare secundar), celulele sunt indepartate si apoi sunt
imediat extrase cu un amestec rece de metanol/apa de 60%. Extractele sunt obtinute
prin centrifugarea si indepartarea peletelor celulare. Extractele sunt liofilizate si apoi
sunt pastrate la temperatura de -70°C. inainte de analizi, materialul este resuspendat
in 250 microlitri de amestec tampon pentru HPLC. Analiza cantitativa a medicamentului

de origine intracelular si a derivatilor metabolici este efectuata prin cromatografie lichida
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de inalta performanta FPLC, utilizandu-se fie un Micrometrics, sau un sistem HPLC
1090 model Hewlett-Packard, cu o coloana de schimbétori anionici de tip Partisil 10
SAX (Whatman Inc.) cu un debit al fluidului de 1 mililitru perminut, la o presiune de 0,07
kg/cm?® (1 kpsi), cu o detectie n ultraviolet la 262 nm. Faza mobil& consti din apa
neionozata (A), 2 mM NaH,PO,/16 mM NaOAc (pH=6,6) (B), 15 mM NaH,P0O,/120,2
mM NaOAc (pH=6,6) (C) si 100 mM NaH,PO,/800 mM NaOAc (pH=6,6) (D).

Metoda de separare: izocratic pentru 5 minute cu A, urmat de gradient linear 15
minute pana la 100% B, urmat de gradient linear 20 de minute panala 100% C, urmat
de gradient linear 10 minute pana la 100% D, urmat de izocratic 30 de minute cu 100%
D.

Timpii de retentie (minute) Tn celulele umane _

Compusul Neschimbat Monofosfat Difosfat Trifosfat

(+)-FTC 5,0 39,0 55,0 68,0

Figura 8 este o reprezentare grafica a iesirii compusilor (+)-FTC marcat din
celulele PBM umane, masurata in ore dupa indepartarea medicamentului fata de
concentratia (pmol/10° celule). Asa cum este indicat in aceasts figura, FTC-trifosfatul
are o perioada de injumatatire intracelulard de aproximativ 12 ore si poate fi usor
detectat intracelular Ia concentratile de 1-5 uM la 48 ore dupa indepartarea
medicamentului extracelular care este valoarea de mai sus ECs, pentru acest compus.
in continuare, afinitatea (K") pentru (z)-FTC trifosfat utilizand HIV RT este de 0,2 uM,
care este sub nivelul concentratiei la 48 de ore.

Exemplu 12. Activitatea anti-HIV a derivatilor acceptabili farmaceutic a
compusilor (£)-FTC.

a. Numarul de derivati acceptabili din punct de vedere farmaceutic ai compusului
(+)-FTC preparati prin derivatizarea pozitiilor 5'si N* se evalueaza pentru activitatea anti-
HIV in celulele PBM, utilizand un procedeu asemanator cu cel descris in exemplul 6.
Rezultatele suntdupa cum urmeaza. Esterul 5'-O-butirat al compusului (+)-FTC prezinta
o valoare a EC,, de 0,0017. Derivatul N*-acetil al compusului (+)-FTC prezinta o valoare

aEC,,de 0,0028. N*-esterul 5-0-butirat al compusului (+)-FTC prezinta o valoare a EC,,

de 0,0058.
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b. Activitatea anti-HIV a esterului 5'-O-butirat al compusului (+)-FTC in sistemul
MT4(EC,,) este de 0,04 uM. in aceeasi analiza compusul neacilat (+)-FTC prezinta o
valoare a IC4, de 0,52 uM. Valoarea IC;, pentru AZT in acest sistem este de 0,09 uM.

V. Abilitatea compusului FTC de inhibare a replicarii HBV.

Exemplul 13. Evaluarea activitatii enantiomerilor (+) si (-) ai FTC in culturile
celulare 2.2.15.

Abilitatea enantiomerilor compusului FTC de inhibare a dezvoltarii virusului in
culturile celulare 2.2.15 (celulele HepG2 transformate cu virionul hepatitei) este descrisa
in detaliu mai jos. Au fost descrise un sumar si o descriere a analizei pentru efectele
antivirale in acest sistem de cultura si analiza acidﬁlui dezokiribonucleic ADN Tn virusul
hepatitei B (Korba si Milman, 1991, Antiviral Res., 15:217). Evaluérile antivirale sunt
efectuate pe doud pasaje separate de celule. Toate godeurile din toate placile sunt
insamantate cu aceeasi densitate si in acelasi timp. |

Parametrii de analiza. Datorita variatiilor inerente in nivelele de HBV DNA
intracelular si extracelular, numai depresiunile mai mari de 3,5 ori (pentru acidul
dezoxiribonucleic ADN al virionului HBV) sau de 3,0 ori (pentru intermediarii de replicatie
ai acidului dezoxiribonucleic ADN la HBV) de la nivelele medii pentru aceste forme de
ADN la HBV, care se formeaza in celulele netratate, sunt considerate a fi semnificativ
statistic. (P < 0,05). Nivelele de acid dezoxiribonucleic ADN integrat la virusul hepatitei
B HBV la fiecare preparare de acid dezoxiribonucleic ADN celular (care ramane
constant, raportat la o pereche celule, in aceste experimente), se utilizeaza pentru
calcularea nivelelor formelor de acid dezoxiribonucleic ADN intracelular al HBV,
asigurandu-se astfel ca intre probele separate au fost comparate cantitati egale de acid
dezoxiribonucleic ADN celular.

Valorile tipice pentru acidul dezoxiribonucleic ADN al virionului HBV extracelular
in celulele netratate, sunt cuprinse intre 50 si 150 pg/mililitru de mediu de culturd (media
a aprdximativ 76 pg/mililitru). Intermediarii de replicare ai acidului dezoxiribonucleic ADN
la virusul HBV intracelular in celulele netratate sunt cuprinse intre 50 si 100 pg/ug de
acid dezoxiribonucleic ADN celular (media a aproximativ 74 pg/ug de acid
dezoxiribonucleic ADN celular). in general, scéderile in nivelele de acid

dezoxiribonucleic ADN al virusului HBV intracelular datoritd tratamentului cu compusi
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antivirali sunt mai putin pronuntate si se produc mult mai incet decéat scaderile in
nivelele de acid dezoxiribonucleic ADN la virionul HBV (Korba si Milman, 1991 , Antiviral
Res., 15:217).

Maniera in care analizele de hibridizare sunt realizate pentru aceste experimente
a avut ca rezultat echivalenta a aproximativ 1,0 pg de acid dezoxiribonucleic ADN HBV
intracelular pana la 2-3 copii genomice per celuld si 1,0 pg/mililitru de acid
dezoxiribonucleic ADN la HBV extracelular pana la 3 x 10° particule virale per mililitru.

Analiza toxicitatii. Analizele de toxicitate sunt realizate pentru a se stabili daca
efectele antivirale observate se datoreaza unui efect general privind viabilitatea celulara.
Metoda utilizata in prezenta inventie a fost masurarea absorbtiei coloratiei rosie
naturala, o analiza standard si utilizata pe scara larga pentru viabilitatea celulara intr-o
varietate de sisteme gazda pentru \)irusuri, incluzand HSV siHIV. Analizele de toxicitate
sunt efectuate pe placi de culturi de tesuturi plate la partea inferioara cu 96 de godeuri.
Celulele pentru analizele de toxicitate sunt cultivate si tratate cu compusii de testat cu
aceeasi schema descrisa mai jos pentru evaluarile antivirale. Fiecare compus este
testat la 4 concentratii, fiecare in culturi triplicat (godeuri "A", "B" si "C"). Absorbtia
colorantului rosu natural este utilizata penru determinarea nivelului relativ al toxicitatii.
Absorbanta colorantului internalizat la 510 nm (A,,) este utilizata pentru analiza
cantitativa. Valorile sunt prezentate ca procent al mediei valorilor A, in 9 culturi
separate ale celulelor netratate mentinute pe aceeasi placa cu 96 de godeuri, ca si
compusi de testat. Absorbtia colorantului in cele 9 culturi de control pe placa 5 este
cuprinsa intre 91,6% pana la 110,4% si pe placa 6 de la 96,6% pana la 109%.

Rezultatele sunt date in tabelul 6.

Tabelul 6
Analiza toxicitatii compusilor de testare in celulele 2.2.15
Conc. Absorbtia colorantului (% din control)
Discul | Compus (LM) Godeu A Godeu B Godeu C
5 DMSO 10,0* 0,7 1,6 0,9
| 3,3 55,9 68,7 61,7
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1,0 91,2 96,4 106,8
0,3 98,7 102,9 93,5
6 | (-FTC 300 53,0 51,1 51,5
100 64,1 66,6 77,6
30 98,7 94,3 96,4
10 94,3 94,9 92,2
6 | (+)-FTC 300 43,4 56,7 58,5
100 777 66,3 72,1
30 81,1 88,3 88,1
10 90,9 99,4 90,5

* pentru DMSO, concentratiile sunt prezentate ca procente de solutie originala stoc.

Evaluarea toxicitatii. Asa cum s-a indicat in tabelul 6 nu s-a observat nici o

toxicitate semnificativa (mai mare decat scaderea 50% a nivelelor de absorbtie

observate in celulele netratate) pentru compusii detestat la concentratiile utilizate pentru
evaluarile antivirale. Ambii compusi de testat, (-)-FTC si (+)-FTC apar a fi toxici la
concentratii mai ridicate utilizate pentru testele de toxicitate (330 uM).

Evaluarile antivirale.

Control.

in cadrul variatiilor normale, nivelele de acid dezoxiribonucleic ADN pentru
virionul HBV si intermediarii de replicatie HBV intracelular (HBV RI) raman constante la
celulele netratate peste perioada testata. DMSO la o concentratie de 1% nu afecteaza
nivelele replicatiei HBV in culturile celulare 2.2.15.

Compusii de testare.

Asa cum s-a indicat in tabelul 7, ambii compusi (-)-FTC si (+)-FTC inhiba
semnificativ replicatia HBV la nivelele de testare. Asa cum este indicat in tabelul 8,
compusul (-)-FTC inhiba inca semnificativ sinteza acidului dezoxiribonucleic ADN la
virionul HBV si sinteza acidului dezoxiribonucleic ADN la HBV intracelular la

concentratiile de 4,1 si 0,25 uM.
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Tabelul 7
Efectul compusilor de testat asupra producerii HBV in culturile celulare 2.2.15.
ADN la virion HBV~* ADN la HBV intracelu-
(pg/ml mediu de cultura) | lar (pg/ug ADN celular)

Godeu Tratamentul Ziua 0 | Ziua 4 | Ziua 9 MONO RI
7A Celule netratate 59 75 94 2,7 93
7B Celule netratate 47 64 88 2,5, 93
8A Celule nefratate 65 100 71 2,2 97
8B Celule netratate 77 | 65 110 24 62
7K DMSO @ 1,00% 100 50 48 1,9 95.
7L DMSO @ 1,00% 48 96 54 2,8 98
| 8K DMSO @ 1,00% 93 63 68 2,2 86
8L DMSO @ 1,00% 66 57 59 1,6 97
ou (-)-FTC @ 10 uM 120 36 1 1,1 14
9V (-)-FTC @10 uM 89 48 1 1,5 19
10U (-)-FTC @10 uM 58 41 0,1 1,9 13
10V (-)-FTC @ 10 uM 110 32 0,1 1,2 16
oW (+)-FTC @ 10 uM 88 42 0,1 0,8 14
9Xx (+)-FTC @ 10 uM 58 57 0,2 0,4 19
10W (+)-FTC @ 10 uM 69 55 0,1 0,7 17
10X (+)-FTC @ 10 uM 45 39 0,1 0.4 15

*Senzitivitatea de separare pentru ADN la virionul HBV este de 0,1 pg/ml.

@ ADN HBYV intracelular a fost analizat 24 de ore urmand dupa a 9-a zi de tratament.

Nivelele de ADN HBYV integrat in fiecare preparare a ADN celular sunt utilizate pentru

calcularea nivelelor genomelor HBV episomale 3,2 kb (MONO.) si a intermediarilor (RI)

de replicatie a acidului dezoxiribonucleic ADN In cazul virusului HBV.
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Tabelul 8
Efectul compusilor de testat asupra producerii HBV in culturile celulare 2.2.15.
ADN la virion HBV* ADN la HBV intracelu-

Go- (pg/ml mediu de cultura) | lar* (pg/ug ADN celular)
deu Tratamentul Ziua0 | Ziua4 | Ziua9 | MONO. RI
31A | Celule netratate 64 54 65 2,8 65
31B | Celule netratate 51 54 77 2,0 53
32A - | Celule netratate 100 76 56 3,5 81
32B | Celule netratate 53 97 83 3,1 68
35A (-)-FTC @ 4 uM 74 27 >0,1 1,4 1
35B | (-)-FTC @ 4 uM 87 28 >0,1 05 1
36A | (-)-FTC @ 4 uM 120 20 1 0,9 1
36B- | (-)-FTC @ 4 uM 59 16 0,2 0,2 2
35C | (-)-FTC@ 1 pM 70 13 >0,1 1,7 2
35D |(-)-FTC@ 1 uM 62 15 >0,1 1,2 3
36C |(-)-FTC@ 1uM 60 22 1 1.4 2
36D | (-)-FTC@ 1 uM 89 28 0,3 1,5 4
35E | (-)-FTC @ 0,25 uM 84 15 >0,1 1,5 4
35F | (-)-FTC @ 0,25 uM 89 16 4 2,2 4
36E | (-)-FTC@ 0,25 uM | 66 13 1 1,8 8
36F | (-)-FTC @ 0,25 uM 49 19 0,1 0.3 9

*Senzitivitatea de separare pentru acidul dezoxiribonucleic ADN la virionul HBV este de

0,1 pg/ml.

+ Analiza ADN HBYV intracelular a fost la 24 de ore urmand dupa a 9-a zi de tratament.

Nivelele de ADN HBV integrat in fiecare preparare a ADN celular sunt utilizate pentru

calcularea nivelelor genomelor HBV episomale 3,2 kb (MONO) si a intermediarilor (RI)

de replicatie a acidului dezoxiribonucleic ADN in cazul virusului HBV.

asupra compusului FTC.
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Procedeul din exemplul 9 este repetat cu celulele din ficatul uman (celulele
HepG2, disponibile de la ATCC) pentru determinarea absorbtiei si metabolismului
compusului FTC in aceste celule. Asa cum s-a aréatat in figura 9, compusul (x)- FTC
este absorbit de catre celulele HepG2 in cantitati mari. Aceste celule din ficatul uman
metabolizeaza un procentaj mare de (+)- FTC pana la ()-FTC trifosfat.

Aceste date, In conjunctie cu alte date prevazute in prezenta inventie, arata ca
(£)-FTC ca si enantiomerii (-) si (+) ai acestui compus, sunt fosforilati in celulele din
ficat. Aceste celule pot fi transformate cu virusul hepatitei B.

Exemplul 15: legirea compusului FTC din celulele umane HepG2.

Figura 10 ilustreaza iesirea compusului [°H]-(£)-FTC si a derivatilor fosforilati ai
acestuia in HepG2 uman in'pmol/10° celule in timp, dup& pulsarea celulelor cu 10 UM
[°H]-()-FTC (700 DPM/pmol) pentru 24 de oré si evaluarea concentratiei compusului
la 24 ore dupa separare.

Figura 11 ilustreaza descresterea in concentratie combinata a [°H]-(+)-FTC si a
derivatilor fosforilati ai acestui compus, din celulele umane HepG2 dupa incubare cu 10
UM [*H]-()-FTC (700 DPM/pmol) timp de 24 de ore, in celule pmol/10° in timp.

Asa cum se ilustreaza, chiar la 48 de ore, mai mult decat 1 uM din compusul
activ (care este semnificativ mai mare decat EC,, pentru compus) este inca prezent in
celule. |

V. Toxicitatea in celulele precursoare granulocit-macrofage.

- Exemplul 16: Efectul compusului FTC asupra formarii coloniei de celule
precursoare granulocit-macrofage.

Figura numarul 12 este o reprezentare grafica a efectului enantiomerilor (+) si (-)
ai compusului FTC asupra formarii coloniei de celule precursoare granulocite-
macrofage, asa cum s-a masurat in procente de supravietuire in raport cu concentratia
in uM de (-)-FTC in cerc deschis; (+)-FTC in cerc inchis; AZT pétrat inchis. Asa cum s-a
indicat, enantiomerul (-) al compusului FTC pare sa fie mai putin toxic, de exemplu
acesta are o valoare mai mare pentru IC,,, fie decat enantiomerul (+) sau AZT in
aceasta linie celulara.

VI. Farmacocinetica compusului FTC.

Exemplul 17: Metabolismul compusului FTC la administrarea la sobolani.
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Compusul (+)-FTC este administrat intravenos in doze de 10,50 si 100 miligrame
per kilogram la sobolani. Au fost evaluate suprafata sub curba concentratia
medicamentului in plasma in raport cu timpul (AUC), clearance total (CL;), volumul in
regim stationar al distributiei (V,), timpul mediu de stationare (MRT) si perioada de

tnjumatatire (t,,,). Rezultatele sunt prezentate in tabelul 9.

Tabelul 9
Parametrii farmacocinetici ai FTC dupa administrarea intravenoasa a 10, 50,100

miligrame per kilogram la sobolani

Doza AUC CcL, Vo MRT t,-

ma/kg mg hiL Lih/kg L/kg h h
10 9,65 0,988 0,758 0,768 0,757
50 57,11 0,874 0,699 0,800 0,815
100 120,72 0,830 0,663 0,798 0,969

A2/

*AUC = suprafata sub curba concentratie medicament in plasma in raport cu timpul; CL -

= eliberare totala; Vss = volum in regim stationar a distributiei; MRT = timp mediu de

stationare (clearence) si t,,, = perioada de injumatatire.

Exemplul 18. Parametrii farmacocinetici pentru FTC dupa administrarea orala
Si intravenoasa a compusului FTC.

Parametrii farmacocinetici cu model independent sunt derivati pentru (+)-FTC prin
administrarea (intravenoasa (i.v.) si orala (p.o.)) a 33,3 miligrame/kilogram la maimute
rhesus. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 10. Important este ca biodisponibilitatea

medie a compusului la maimute este de 73% (+ 6%).
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Tabelul 10
Parametrii farmacocinetici cu model independent derivati pentru FTC dupa
administrarea intravenoasa (i.v.) sau orala (p.o.) a 33,3 miligrame/kilogram la

maimutele rhesus”*

Maimuta | AUC | CL. | V. | MRT t, K, F
mg h/L | Lihkg | Likg h h h %

V. |

Ruh 1914 | 1,74 | 2,71 | 1,56 1,28

Rmi 2631 | 126 | 197 | 156 1,22

RJd 2251 | 148 | 2,00 | 136 1,47

Media | 22,65 | 149 | 223 | 149 1,32

+S.D. 359 | 024 | 042 | 012 0,13

P.O.

Ruh 13,21 2,07 1,58 0,48 71

Rmi 21,11 232 1,08 0,43 80

Rjd 15,29 3,23 1,47 0,31 68

Media 16,54 | 254 1,38 0,41 | 73,00(6)

S.D. 4,09 | 0,61 026 | 009 6,24

*AUC = suprafata sub curba concentratiei de medicament in plasma in timp; CL =
eliberare totala; Vss = volum in regim stationar a distributiei; MRT = timp mediu de
stationare sit,, = perioada de injumatatire; F = biodisponibilitate; si K, = constanta de

ordirﬁntéi a vitezei de absorbtie.

Tabelul 11
Raportul CSF/ser al compusului FTC si metabolitul dezaminat al acestui compus la 1

ora dupa tratament

Maimuta Calea FTC Metabolitul (FTU)
RUh V. 0,076 0,024
RMi V. 0,062 0,032
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RJd AV 0,162 0,052
Media 0,100 0,036
+S.D. 0,054 0,014
RUh P.O. 0,048 0,026
RMi P.O. 0,039 0,037
RJd P.O. 0,117 0,055
Media | 0,068 | 0,039
+S.D. 0,043 0,015

Exemplul 19. Raportul CSF/ser al compusului FTC si metabolitii acestuia la
ma/h7u;‘e/e rhesus. '

Capacitatea compusilor (+)-FTC de a traversa bariera hematoencefalica a fost
evaluata prin administrarea a 33,3 miligrame per kilogram din compusul activ la
maimutele Rhesus si prin masurarea cantitatii de compus (+)-FTC in fluidul cerebro-
spinal (CSF) si in ser sanguin la o orad dupa administrare. Rezultatele sunt prezentate
in tabelul 11. Datele arata ca, o cantitate semnificativa din compusul activ trece bariera
hematoencefalica la acest mamifer.

VIl. Prepararea compozitiilor farmaceutice.

Oamenii care sufera de boli cauzate de o infectie cu virusul hepatitei B HBV sau
cu virusul imunodeficientei HIV, pot fi tratati prin administrarea la pacient a unei cantitati
eficiente din compusul (+)-FTC sau enantiomerii (-) sau (+) ai acestui, compus, sau
dintr-un derivat sau o sare a acestui compus acceptabili din punct de vedere
farmaceutic, in prezenta unui vehicul sau a unui diluant acceptabil din punct de vedere
farmaceutic. Materialele active pot fi administrate pe orice cale convenabild, ca de
exemplu pe cale orala, parenterald, intravenoasa, intradermald, subcutanata sau topica,
sub forma lichida sau solida.

Compusul activ este inclus intr-un vehicul sau un diluant acceptabil din punct de
vedere farmaceutic, intr-o cantitate suficienta pentru a se elibera catre pacient o
cantitate eficienta terapeutic din compusul care inhiba replicare virala in vivo, in special

in cazul replicarii virusurilor HIV si HBV, fara sa cauzeze efecte toxice serioase la
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pécientul tratat. Prin "cantitate inhibitoare" se intelege cantitatea de ingredient activ care
este suficienta pentru a exercita un efect de inhibare, asa cum s-a masurat, de exemplu,
prin analiza efectuatd asa cum s-a mentionat mai inainte.

O doza preferata de (-), (+) sau (x)-FTC pentru toate conditiile mentionate mai
inainte, se va situa in intervalul de la aproximativ 1 la 50 miligrame per kilogram, de
preferinta 1 panéla 20 miligrame per kilogram greutate corporala pe zi, mult mai general
0,1 pana la aproximativ 100 miligrame per kilogram greutate corporala a organismului
care primeste doza, pe zi. Intervalul de dozaj efectiv al derivatilor acceptabili din punct
de vedere farmaceutic, poate fi calculat pe baza greutétii nucleozidei de origine care
trebuie s fie eliberata. Daca derivatul prezinta el insusi activitate,‘dozajul efectiv poate
fi estimat ca mai sus, utilizand greutatea de‘rivatul.u'i sau prin alte mijloace cunoscute in
literatura de specialitate.

| Compusul este administrat in mod conventional in unitati de orice forma de dozaj
convenabild, incluzand dar fara a se limita la acestea‘, de la 7 pana la 3000 miligrame,
de preferinta de la 70 pana la 1400 miligrame de.ingredient activ per unitate de forma
de dozare unitara. O dozare orala de la 50 la 1000 miligrame este convenabila de
obicei. In mod ideal, ingredientul activ va fi administrat astfel incat sa se obtina varful
de concentratii ale compusului activ in plasma de la aproximativ 0,2 pana la 70 uM,
preferabil de la aproximativ 1,0 la 10 uM. Aceasta poate fi obtinuta de exemplu, prin
injectarea intravenoasa a unei solutii 0,1% pana la 5% din compusul activ, optional n
solutie salina sau se administreaza ca un bolus de ingredient activ.

Concentratia de compus activ in compozitia de medicament va depinde de
vitezele de absorbtie, inactivare si excretia medicamentului, ca si de alti factori
cunoscuti in literatura de specialitate. Este de notat c3, valorile de dozére vor varia si
cu gradul de severitate a afectiunii care trebuie sa fie imblanzita. Trebuie in continuare
sa se inteleaga ca pentru oricare subiect particular, regimurile de dozaj specifice trebuie
ajustate in timp conform nevoilor individuale si a judecatii profesionale a persoanei care
administreaza sau supravegheaza administrarea compozitiilor si ca intervalele de
dozare stabilite in prezenta inventie s& fie date numai ca exemple, fira a se intentiona
limitarea la scopul sau la practica compozitiei revendicate. Ingredientul activ poate fi

administrat deodata sau poate fi divizat intr-un numar de doze mai mici care s3 fie
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administrate la diferite intervale de timp. Un mod preferat de administrare a compusului
activ este calea orala. Compozitiile farmaceutice care pot fi administrate oral vor include
in general un diluant inert sau un vehicul comestibil. Aceste compozitii pot fi incluse in
capsule gelatinoase sau pot fi comprimate in tablete. Pentru scopul administrarii
terapeutice pe cale orala, compusul activ poate fi incorporat cu excipientii si utilizat sub
forma de tablete, pastile sau capsule. Agentii lianti compatibili farmaceutic si/sau
materialele adjuvante pot fi incluse ca o parte a compozitiei. Tabletele, pilulele,
capsulele, pastilele si alte forme asemanatoare pot contine oricare dintre ingredientele
urmatoare sau compusi avand o natura asemanatoare: un agent liant ca de exemplu
celuloza microcristalind, guma tragacant sau gelatina; un excipient cum ar fide exemplu
amidonul sau lac{oza, un agent de dezintegrare cum ar fi acidul alginic, primogelul sau
amidonul de porumb; un lubrifiant cum ar fi de exemplu stearatul de  magneziu sau
Sterotii; un glidant cum ar fi de exemplu dioxidul de siliciu coloidal; un agent de
edulcorare cum ar fi de exemplu zaharoza sau zaharina sau un agent aromatizant, cum
ar fi, de exemplu, menta, salicilatul de metil sau aromele de portocale. Cand forma
unitatii de dozare este capsula, aceasta poate contine n plus fata de tipul de materiale
mentionate mai sus, un vehicul lichid cum ar fi de exemplu un ulei gras. in plus, formele
unitare de dozare pot contine diferite alte materiale care sa modifice forma fizica a
unitatii de dozare, ca de exemplu acoperirile de zahar, shellacul pentru drajefiere sau
alte substante cu rol de agenti enterici.

(+)-FTC sau enantiomerii (-) sau (+) ai acestuia sau derivatii sau sarurile acestuia
acceptabili din punct de vedere farmaceutic pot fi administrate ca un component de
elixir, suspensie, sirop, piscot, guma de mestecat sau alte forme asemanatoare. Un
sirop poate contine n plus fata de compusii activi, zaharoza sau un agent edulcorant
si anumite substante cu rol de conservare, coloranti, vopsele si substante de
aromatizare.

(+)-FTC sau enantiomerii (-) sau (+) sau derivatii sau sarurile acestui compus
acceptabile din punct de vedere farmaceutic, pot fi amestecate de asemenea cu alte
materiale active care sa nu stanjeneasca activitatea dorita sau cu alte materiale care
sa suplimenteze actiunea dorita, cum ar fi antibioticele, substantele antifungice,

antiinflamatoare sau alte substante antivirale, incluzand alti compusi de nucleozide anti-
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Solutiile sau suspensiile utilizate pentru aplicare parenterald, intradermica,
subcutanata sau topica, pot include urmatoarele componente: un diluant steril cum ar
fi apa pentru injecti, o solutie salina, uleiurile fixe, polietilen glicolii, glicerina,
propilenglicolul sau alti solventi sintetici; agentii antibacterieni cum ar fi, de exemplu,
alcoolul benzilic sau metil parabenii; anti-oxidantii cum ar fi acidul ascorbic sau bisulfitul
de sodiu; agenti de chelare ca, de exemplu, acidul etilendiaminotetraacetic, agenti de
tamponare ca acetatii, citratii sau fosfatii, agenti pentru redarea tonicitatii ca de exemplu
clorura de sodiu sau dextroza. Preparatul original poate fi inclus in fiole, seringi
dispozabile sau flacoane cu doze multiple fabricate din sticla sau din material plastic.

Daca administrarea este intravenoasa, se prefera vehicule din solutie fiziologica
salina sau solutie salina tamponatéa cu fosfat (PBS). Intr-o realizare preferats, compusii
activi sunt preparati cu vehicule care vor proteja compusul fata de eliminarea rapida din
organism, cum arfio formulare cu eliberare cotrolata, incluzand implantele si sistemele
de eliberare microincapsulate. Polimerii biocompatibili, biodegradabili pot fi utilizati de
asemenea, cum ar fi, de exemplu, etilen vinil acetatul, polianhidridele, acidul poliglicolic,
colagenul, poliortoesterii si acidul polilactic. Metodele pentru prepararea acestor
formulari sunt evidente pentru persoanele de specialitate. Materialele pot fi si obtinute
comercial de la Alza Corporation and Nova Pharmaceuticals, Inc.

Suspensiile lipozomale (incluzand lipozomii tintiti la celulele infectate cu anticorpi
monoclonali, pana la antigeni virali) sunt de asemeni preferati ca vehicule acceptabile
din punct de vedere farmaceutic. Aceste suspensii pot fi preparate conform unor
metode cunoscute persoanelor de specialitate, cum sunt de exemplu cele descrise in
brevetul US 4522811 (care sunt incorporate in intregime ca referinte, in prezenta
inventie). De exemplu, formularile cu lipozomi pot fi preparate prin dizolvarea de lipide
corespunzatoare (ca de exemplu stearoil fosfatidil etanolamina, stearoil fosfatidil colina,
arachadoil fosfatidil colina, si colesterolul) intr-un solvent anorganic care este apoi
evaporat si care lasa in urma un fir subtire de lipida uscata pe suprafata conteinerului.
O solutie apoasa din compusul activ sau derivatii lui monofosfat, difosfat si/sau trifosfat
sunt apoi introdusi in container. Containerul este apoi rasucit manual, pentru a se

elibera materialul lipidic de pe partile laterale ale conteinerului si pentru a dispersa
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agregatele lipide, obtinandu-se astfel o suspensie lipozomala.

Derivatii monofosfati, difosfati si trifosfati ai compusului FTC pot fi preparati, asa
cum se va descrie mai jos.

Monofosfatul, poate fi preparat conform procedeului dat de Imai si colaboratorii,
din J.Org.Chem. 34 (6), 1547-1550 (June 1969). De exemplu, aproximativ 100
miligrame din compusul FTC si aproximativ 280 ul de clorura de fosforil reactioneaza
sub agitare in aproximativ 8 mililitri de acetat de etil uscat la aproximativ 0°C, timp de
aproximativ patru ore. Reactia este oprita cu gheata. Faza apoasa este purificata pe o
coloana de carbune activ, iar eluarea se efectueaza cu 5% hidroxid de amoniu intr-un
amestec de parti egale de etanol si apa. Prin evaporarea eluantului se obtine FTC-5'-
monofosfatul de amoniu.

Difosfatul poate fi preparat conform procedeului descris de catre Davisson i
colaboratorii in J. Org. Chem. 52 (9), 1794-1801 (1987). Difosfatul compusului FTC
poate fi preparat din tosilatul corespunzator, care poate fi preparat, de exemplu, prin
reactia nucleozidei cu clorura de tosil in piridina la temperatura camerei timp de
aproximativ 24 de ore, prelucrand apoi produsul Tntr-o maniera obisnuita (de exemplu
prin spalare, uscare $i cristalizarea produsului).

Trifosfatul poate fi preparat conform procedeului lui Hoard si colaboratorii, din J.
Am. Chem. Soc. 87(8), 1785-1788 (1965). Compusul FTC este activat (fiind transformat
in imidazolida conform unor metode cunoscute in literatura de specialitate) si tratat cu
tributil amoniu pirofosfat in dimetilformamida DMF. Reactia duce in primul rand la
formarea trifosfatului de nucleozida, alaturi de cantitati mici de monofosfat si difosfat
nereactionate. Purificarea prin cromatografie schimbatoare de anioni pe o coloana

DEAE este urmata de izolarea trifosfatului, ca de exemplu sare tetrasodica.

1 " cane - , c T 4
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REVENDICARI

. Derivati de 1,3-oxatiolan caracterizati prin aceea ci ei sunt reprezentati de

(-)-B-D-2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan sau derivatul s3u

acceptabil fiziologic, sau sarea lui acceptabila fiziologic.

. Derivati de 1,3-oxatiolan caracterizati prin aceea ca ei sunt reprezentati de

(-)-B-D-2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan ca enantiomer izolat

sau derivatul sau acceptabil fiziologic, sau sarea lui acceptabila fiziologic.

. Derivati de 1,3-oxatiolan caracterizati prin aceea ci ei sunt reprezentati de

(-)-B-D-2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan intr-o forma
imbogatitd enantiomeric, sau derivatul sau acceptabil fiziologic, sau sarea lui

acceptabila fiziologic.

. Derivati de 1,3-oxatiolan, conform cu revendicarea 1, caracterizati prin

aceea ca ei au urmatoarea formula chimica structural generala:
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in care R1 si Rz sunt in mod independent, alchil, un ester de acid carboxilic in

care fragmentul necarbonilic al gruparii esterice este selectat din grupa

constand din alchil linear, ramificat sau ciclic; alcoxialchil; aralchil; ariloxialchil;

aril incluzand fenil optional substituit cu halogen; alchil C4-C4 sau alcoxi Cq-
Cy4; ester sulfonat; alchil sau aralchil sulfonil; mono, di sau trifosfat ester sau

ester de aminoacid; si unul dintre R¢ sau R, poate fi hidrogen.

5. Derivati de 1,3-oxatiolan, conform cu revendicarea 4, caracterizati prin

- aceea ca R si Rz sunt in mod independent selectati din grupul constand din
metil, etil, propil, butil, pentil, hexil, izopropil, izobutil, sec-butil, t-butil,

""" izopentil, amil, t-pentil, 3-metilbutiril, hidrogen succinat, 3-clorobenzoat,
ciclopentil, ciclohexil, benzoil, acetil, pivaloil, mesilat , propionil, butiril, valeril,

caproic, caprilic, capric, lauric, miristic, palmitic, stearic, oleic, aminoacizi
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incluzand, dar fara a se limita la alanil, valinil, leucinil, izoleucinil, prolinil,
fenilalaninil, triptofanil, metioninil, glicinil, serinil, treoninil, cisteinil, tirozinil,
asparaginil, glutaminil, aspartoil, glutaoil, lizinil, argininil si histidinil, si unul
dintre R¢ si R, poate fi hidrogen.

6. Derivati de 1,3-oxatiolan, conform cu revendicarea 5, caracterizati prin
aceea ca R4 este n-propil si R, este hidrogen.

7. Compozitie farmaceutica, caracterizata prin aceea ca aceasta cuprinde (-)-
B-D-2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan sau derivatul sau
acceptabil fiziologic, sau sarea lui acceptabila fiziologic si un purtator
acceptabil farmaceutic.

8. Compozitie farmaceutica, caracterizata prin aceea ca aceasta cuprinde (-)-
-D-2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan ca enantiomer izolat
sau derivatul sau acceptabil fiziologic, sau sarea lui acceptabila fiziologic si un

purtator acceptabil farmaceutic.

9. Compozitie farmaceutica, caracterizata prin aceea ca aceasta cuprinde (-)-
-D-2-hidroximetil-5-(5-fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan intr-o forma imbogatita
enantiomeric, sau derivatul sau acceptabil fiziologic, sau sarea lui acceptabila

fiziologic si un purtator acceptabil farmaceutic.

- 10.Compozitie farmaceutica conform revendicarilor 7 — 9, caracterizata prin

aceea ca purtatorul este adecvat pentru administrare orala.
11.Compozitie farmaceutica conform revendicarilor 7 — 9, caracterizata prin
aceea ca aceasta este sub forma de capsula sau tableta.

12.Metoda pentru tratarea infectiei cu HIV la om, caracterizata prin aceea ca

aceasta cuprinde administrarea compusului (-)-B-D-2-hidroximetil-5-(5-
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fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan sau derivatul sau acceptabil fiziologic, sau
sarea lui acceptabila fiziologic intr-o cantitate eficienta terapeutic.

13.Metoda pentru tratarea infectiei cu HIV la om, caracterizata prin aceea ca
aceasta cuprinde administrarea compusului (-)-B-D-2-hidroximetil-5-(5-
fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan ca enantiomer izolat sau derivatul sau
acceptabil fiziologic, sau sarea lui acceptabila fiziologic intr-o cantitate
eficienta terapeutic.

14.Metoda péntru tratarea infectiei cu HIV la om, caracterizata prin aceea ca
aceasta cuprinde administrarea compusului (-)-B-D-2-hidroximetil-5-(5-
fluorocitozin-1-il)-1,3-oxatiolan intr-o forma imbogatita enantiomeric, sau
derivatul sau acceptabil fiziologic, sau sarea lui acceptabila fiziologic intr-o

cantitate eficienta terapeutic.
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