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jossa R® on vety tai hydroksyylisuojaryhm&;
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oksi; ja X on kloori, bromi tai jodi.
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ylskyddsgrupp; R® &r alkyl, alkoxi, aryl
eller aryloxi; och X 4r klor, brom eller

jod.
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5-metyyliuridiinimenetelmd 2',3'-didehydro-3'-deoksitymi-

diinin (d4T) laajamittaista valmistusta varten

Keksinnén tausta

Tdma Kkeksintd koskee menetelm&d, joka on sopiva
HI-virusta vastustavan aineen, d4T:n, laajamittaista val-
mistusta varten. T&dssd menetelmdssid kdytetddn 5-metyyli-
uridiinia l&8htdaineena.

Yhdiste d4T (2',3'-didehydro-3'-deoksitymidiini) on
hyvéksytty kdytettdvdksi AIDS:n hoidossa. USAN on nimennyt
ladkkeen stavudiiniksi ja sitd@ markkinoidaan nimelld
ZERIT™. T&h&n saakkka d4T on valmistettu kalliista 1&ht®-
aineesta, tymidiinista. Vaihtoehtoisia menetelmid t&man
antiviraalisen aineen valmistamiseksi on tutkittu kustan-
nustehokkuudeltaan paremman menetelmdn l&éytamiseksi, joka
johtaisi taloudellisempaan menetelm&&n kaupallista ladket-
td varten tarvittavien d4T:n suurten mddrien valmistami-
seksi. Tdssd mielessd taytyy ottaa huomioon l&dhtdaine- ja
reagenssikulujen lis8ksi myds menetelmén vaiheet, menetel-
mén vaatima aika, aineiden kdsittely sekd ekologinen vai-
kutus ja terveys- ja turvallisuusndktkohdat.

Aikaisemmin on kéytetty neljdad tdrkeintd menetelmad
halvemman ribonukleosidin, 5-metyyliuridiinin (5-MU),
muuttamiseksi d4T:ksi:

(1) 5~MU:n syklisen tionokarbonaattijohdannaisen
Corey-Winter-lampdhajotusta trialkyylifosfiitin avulla.
Katso julkaisu L. Dudycz, Nucleosides and Nucleotides, 8
(1), 35 - 41 (1989):

(2) Eastwood-reaktiota, jossa kaytetddn 5-MU~frag-
menttien syklisté ortoesterid vastaavien d4T-johdannaisten
tuottamiseksi. Katso julkaisu H. Shiragamai et al., J.
Org. Chem., 1988, 53, 5170 - 5173;

(3) 5-MU:n 2',3'-bis-ksantaattijohdannaisen pelkis-
tavad eliminointia, jossa kdytetdan tributyylitinahydri-
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di&d. Katso julkaisu C. K. Chu et al., J. Org. Chem., 1989,
54, 2217 - 2225 ja

(4) cis-2'-halo-3'-karboksyyliestereiden eliminoin-
tia sinkkipelkistyksen avulla 2',63'-olefiininukleosidien
tuottamiseksi. Katso julkaisu M. Mansuri et al., J. Org.
Chem., 1989, 54, 4780 - 4785.

N&4illd menetelmillsd on tiettyjd haittapuolia. Mene-
telmiin (2) ja (4) liittyvd suurin ongelma on nukleo-si-
doksen merkitseva pilkkoutuminen, joka johtaa tymiinin
muodostumiseen hankalasti poistettavana sivutuotteena.
Muiden puutteiden muassa menetelmdat (1) ja (3) vaativat
molemmat valikoivaa 5'-OH-ryhm&n esisuojausta.

Vierekkdisten bromitosylaattien sinkkipelkistys
olefiineiksi on julkaistu julkaisussa Cristol & Rade-
macher, J. Am. Chem. Soc., 1959, 81, 1600 - 1602.

2'-bromi-3'-metaanisulfonyyliesterin sinkkipelkis-
tystd on kaytetty 2',3'-dideoksi-2',3'-didehydrouridiini-
johdannaisten valmistamiseksi. Katso julkaisu Ishida et
al., Kokai No. JP 05 097 847-A, 5 (1993).

Furukawa et al., Kkuvaavat 2',63'-dideoksiuridiinin
tuotannon 2'-bromi-2'-deoksi-3'-mesyyliuridiinijohdan-
naisen Pd-hydrauksen kautta julkaisussa Chem. Pharm.
Bull., 18, 554 (1970). Tdmad menetelmd@ ei kuitenkaan tuota
tulokseksi 2',3'-kaksoissidoksen omaavan tuotteen, kuten
d4T:n, eristamista.

vahemmdn merkitystd on Wilsonin julkaisulla US-pa-
tentissa 4 921 950, joka kattaa AZT:n valmistuksen lahtien
D-ksyloosista. L&httaine, valituotteet ja tuote eivdt ole
samoja kuin t&mén patenttihakemuksen menetelméssa.

Yhteenvetona mikddn edelld esitetyistd viitteista
ei opeta tai tee ilmeiseksi t&mdn keksinndén taloudellista
d4T-menetelmédsd, joka tuottaa d4T:n tehokkaan ja v&hemman

kustannuksia vaativan tuotannon suuressa mittakaavassa.
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Keksinnén yhteenveto

Tama menetelmd on aikaisempia taloudellisempi mene-
telma d4T:n tuottamiseksi 1l&htien 5-metyyliuridiinista
kalliimman lahtdaineen, tymidiinin, sijasta. Tama& menetel-
ma sisaltdd myds erilaisia muunnelmia reaktiojarjestyksen
ja lahtdaineiden ja tuotteiden kasittelyn, prosessoinnin
ja puhdistamisen valinnassa tuottaen tulokseksi menetel-
man, Jjoka on erityisen kayttdkelpoinen sopeutettavaksi
laajamittaista valmistusta varten. Erityisen kayttdkelpoi-
nen valituote, tymidiinin c¢is-2'w-halo-3'a-sulfonaatties-
terijohdannainen, Jjulkaistaan myds kaytettavéksi téssa
menetelmassa.

Keksinnén yksityiskohtainen kuvaus

Laajimmassa merkityksessaan keksintd on aikaisempia
halvempi menetelmd, joka on sopeutettavissa laajamittai-
seen tuotantoon, d4T:n tuottamiseksi. Menetelmd aloitetaan
4-metyyliuridiinista (5-MU) ja se etenee 5-MU:n uuden cis-
2'a-halo-2'-deoksi-3'a-sulfonaattiesterijohdannaisen kaut-

ta, jolla on yleinen kaava (V).

RS0,0 X

\!

Kaavassa V R°> voi olla vety tai hydroksyyli&d suo-
jaava ryhm&; R’ voi olla C;g¢-alkyyli, Ceso-aryyli, Cie-
alkoksi tai Cg-.zo-aryylioksi; ja X voi olla Cl, Br tai I.
"Hydroksyyli& suojaavalla ryhma&lla" tarkoitetaan osuutta,
joka suojaa 5'-happea ottamasta osaa tiettyihin reaktioi-
hin, joissa toivotaan eristamistd reaktiosta, ja sitten

happeen sitoutunut suojaryhmdosuus voidaan muuttaa helposti
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takaisin hydroksyyliryhm&ksi. Edullisia hydroksyylia suo-
jaavia ryhmia, joita voidaan kayttéa, ovat trialkyylisilyy-
li- ja alkoksikarbonyyliryhmat sekd alkyyli- tai aryylikar-
boksyyliesteriryhmat, joilla on Ci.g-alkyyli- tai Cgio-aryy-
lijaanndékset. Yhdisteen (V) kayttamiseksi téss& menetelmas-
s& bentsoyyli on edullinen R°-osuus, R’ on metyyli ja X on
bromi.

Suppeammassa merkityksessadan keksintd kasittelee
d4T:n tuotantoa ké&ytanndllisen taloudellisen menetelman
avulla, joka voidaan sopeuttaa d4T:n laajamittaiseen val-
mistukseen. Kokonaisuudessaan menetelmd aloitetaan 5-MU:sta
(kaava X) ja se etenee kaaviossa 1 esitettyjen reaktiociden
mukaisesti.

Kuten kaaviossa 1 on esitetty, d4T-menetelmd kasit-
taa seuraavat kemialliset reaktiot:

(a) 2',3',5'-tri-O-mesyyli-5-metyyliuridiinin (IX)
tuotannon 5-MU:sta; parannukset t&ssd vailheessa koskevat
polaarisen liuottimen, kuten asetonin, kayttdad ja orgaani-
sen emadksen noin 2 - 4 ekvivalentin kayttdad, jolloin mai-
nittu orgaaninen emds on vahvempi kuin pyridiini, mutta
heikompi kuin trietyyliamiini. K&ayttdkelpoisia orgaanisia
emdksid ovat emakset, kuten pikoliinit, lutidiinit ja edul-
lisesti N-metyylimorfoliini; itse asiassa emadkset, joiden
pk-arvo on 5,5 -8,0. Reaktio etenee lampdtiloissa, jotka
ovat esimerkiksi huoneenlampdtilasta noin 65 °C:seen, ja on
tapahtunut taydellisesti noin 0,5 -2,0 tunnin kuluessa.

(b) Di-mesyloidun 2,2'-anhydro-5-metyyliuridiinin
(VIII) tuotannon kasittelemdlld yhdiste (IX) wvahvalla hyd-
roksidiliuoksella, kuten 6 N NaOH:1lla.

(c) 5'-mesyyliryhman syrjayttamisen saattamalla yh-
diste (VIII) reagoimaan bentsoaattianionin kanssa DMF:ssa,
jolloin saadaan 5'-bentsocaattiesterivalituote (VII). Kali-

um- ja natriumbentsocaatti ovat edullisia reagensseja.
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(d) Halogenoinnin kdyttden asetyylihalidia metano-
lissa tai hydrohalogeenihappoa etikkahapossa, jolloin saa-
daan valituote, jolla on yleinen rakenne (V). Erityisesti
yvyhdisteen (VII) k&sittely HBr/HOAc:1lla tuottaa uuden cis-
2'a-bromi-3'-a-mesyylivadlituotteen (VI).

(e) Yhdisteen (VI) pelkistdvdn eliminoinnin metal-
lisen pelkist&vdn aineen, edullisesti sinkin tai sinkkipa-
rin, kuten Zn-Cu:n, avulla, jolloin saadaan d4T:n (III)
5-bentsoaattiesteri. T&mén spesifisen pelkistdvdn elimi-
noinnin etu on, ettd se etenee puhtaasti tuottaen suuren
saannon, samalla kun hankalasti tuotteesta erotettavaa
tymiinia muodostustuu pilkkoutumisen tuloksena vain v&han
tai ei ollenkaan.

(f) 5'-bentsocaattiesterivalituotteesta (III) pois-
tetaan suojaus puhtaasti helpossa reaktiossa n-butyyli-
amiinin kanssa. N-metyylipyrrolidinonin (NMPO) lis&&minen
butyyliasetaatissa tekee mahdolliseksi d4T.NMPO-solvaatin
(II) eristédmisen reaktioseoksesta. Tédmd eristdminen NMPO-
solvaatin kautta eliminoi tehokkaasti saasteet, jotka on
vaikea erottaa tuotteesta, erityisesti suurtuotannossa.

(g) Solvaatti (II) hajotetaan kuumentamalla isopro-
panolissa, jolloin saadaan suuri saanto puhdasta d4T:a.

Tam& keksint6 ei késitd vain kokonaista reaktiojar-
jestystd, kuten kaaviossa 1 on esitetty, vaan myds d4T:n
tuotannon uudesta kaavan (VI) vdlituotteesta ja tuotteen
eristé&misen/puhdistamisen d4T:.NMPO-solvaatin II kautta
erotettavina ja erillisind menetelmind siné&nsa.

d4T:n kaupallista laajamittaista tuotantoa varten
5-MU:sta edullista on reaktiojarjestys, joka on vdhennet-
tdvissd minimim&8&r&&n prosessivaiheita ja valituotteen
eristdmisid ja/tai puhdistamisia. Tdssd mielessd kaavion I
perusreaktiot voidaan jé@rjestdada moneen jarjestykseen joh-
taen d4T-tuotteeseen, kuten on esitetty kaaviossa 2. Ta&m&n
keksinndén toinen n&kdkohta on synteettisen jarjestyksen
valinta, joka maksimoi tehokkuuden suurtuotannossa tehden
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mahdolliseksi reaktioiden yhdistelmdn sekd@ valituotteiden
minimaalisen eristdmisen ja/tai puhdistamisen menetelman
vaiheissa. Tutkimuksen ja kokeilun jdlkeen on kehitetty
seuraava uusi menetelm8 ja siitd esitetddn yhteenveto kaa-
viossa 3.

Kaavion 3 menetelmd k&sittdd seuraavat vaiheet:

(a) 5-MU:n 2',3'- ja 5'-hydroksiryhmien mesyloinnin
saattamalla ne reagoimaan mesyylikloridin kanssa orgaani-
sen emdksen, kuten lutidiinien, pikoliinien tai edullises-
ti N-metyylimorfoliinin, l&snd ollessa; sen jalkeen kdsit-
telyn vesipitoisella hydroksidilla 2,2'-anhydrotymidiini-
johdannaisen (VIII) saamiseksi.

(b) 5'-mesyyliryhmén syrjdyttdmisen bentsoaatti-
anionin avulla ja sen j&lkeen hydrobromauksen 5'-bentsoyy-
li-2'a-bromi-3'a-mesyylitymidiiniyhdisteen (VI) saamiseksi
ja sen jadlkeen yhdisteen (VI) pelkist&vdn eliminoinnin
pelkistidvien metallien, edullisesti sinkin tai sinkki-ku-
pari-parin, avulla d4T:n (III) 5-bentsocaattiesterin tuot-
tamiseksi.

(c) Suojauksen poiston yhdisteen (III) 5'-hydrok-
siasemasta saattamalla se reagoimaan butyyliamiinin kanssa
ja sen jdlkeen kédsittelemdlld N-metyylipyrrolidinonilla
butyyliasetaatissa d4T-N-metyylipyrrolidinonisolvaatin
(I1) saostamiseksi, joka eristet&dan suodattamalla reaktio-
seoksesta.

(d) Erittdin puhtaan d4T:n (I) muodostamisen saan-
non ollessa suuri desolvatoimalla d4T-.NMPO-solvaatti (II)
lammittdmallad sitd alkoholivdliaineessa, edullisesti iso-
propanolissa.

Tdssd menetelmdssd bentsoyylin (tai muun asyyliryh-
mdn) poistaminen 5'-asemasta toteutetaan n-butyyliamiinin
avulla. Tdllaista amiinin reaktiota esterin kanssa ei kay-
tetd usein, koska tarvittavat reaktio-olosuhteet ovat

yleensd ddrimmdisid (erityisesti lampdtila ja reaktioai-
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ka). Reaktion sivutuotteet ovat myds ongelmallisia, koska
ne ovat usein hankalia erottaa tuotteesta.

Toinen ongelma, joka mutkistaa 5'-asyyliryhmén
poistamista d4T:sta on d4T:n suuri liuokoisuus veteen ja
alkoholeihin. Vesi ja alkoholi tai n&diden seokset ovat
tyypilliset liuottimet, joita k&dytetdan 5'-suojauksenpois-
toreaktioissa. Aikaisemman tekniikan d4T-synteeseissd kdy-
tetddn natriummetoksidia metanolissa 5'-suojauksenpoiston
saavuttamiseksi. Koska uutot vesipitoisilla liuottimilla
eivdt erota sivutuotenatriumsuoloja vesiliukoisesta tuot-
teesta, niin kdytetddn tavallisesti vahvoja happohartseja
suojauksenpoistoreaktiossa syntyvien natriumsuolojen pois-
tamiseksi. T&t8 seuraa metanolin poistaminen ja sen j&l-
keen d4T:n eristé@minen metyleenikloridiseoksesta.

Laajamittaista tuotantoa varten vahvojen happohart-
sien kayttd ja metanolivédliaineen korvaaminen metyleeni-
kloridilla ovat epadmieluisia toimenpiteitd sindnsd otta-
matta huomioon ndiden eristémis- ja puhdistamistoimenpi-
teiden muita epdsuotuisia ndkotkohtia.

Sitd vastoin t&m&n keksinndn uusi suojauksenpois-
to/eristé@mis/puhdistamismenetelmd kdsittdd seuraavat vai-
heet:

- sekoitetaan 5'-asyyli-d4T-valituotetta butyyli-
amiinissa noin 70 °C:n l&mpodtilassa noin 6 tunnin ajan;

- lis&t&8n NMPO ja butyyliasetaatti;

- poistetaan ylim&&rdinen butyyliamiini (ja jonkin
verran butyyliasetaattia) tyhjosséa;

- j&&hdytetddn noin -10 °C:seen ja suodatetaan sak-
ka, joka pestddn kylm&lld butyyliasetaatilla ja haluttaes-
sa uunikuivataan tyhjdssd noin 50 °C:n lampdtilassa.

Tamda menetelmd ei ole vain tehokkaampi, wvaan se
eliminoi ongelman, jonka aiheuttaa vesiliukoisen d4T:n
saastuminen vaikeasti poistettavilla epdorgaanisilla suo-
loilla.
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Tama tehokkaampi menetelmd d4T:n valmistamiseksi
5-MU:sta tarjoaa etuja, jotka eivdt koske vain tuotteen
saantoa ja puhtautta, vaan myos sopeutettavuutta laajamit-
taiseen tuotantoon johtuen sovitettavista menetelmén vai-
heista ja reagensseista ja reaktio-olosuhteista, joita
menetelmdn vaiheissa kdytetdédn.

Yhteenvetona aikaisempaa vdhemmdn kustannuksia vaa-
tiva menetelmd d4T:n ja siihen l&heisesti liittyvien ana-
logien valmistamiseksi on mukautettavissa laajamittaiseen
kayttoéon valitsemalla menetelmdn vaiheet ja reagenssit,
reaktio-olosuhteet ja eristé@mis/puhdistamistoimenpiteet,
jotka tuottavat tehokkaan menetelmdn minimoiden hankalat
epdpuhtaudet ja tuotteen hajoamisen sekd tuottaen suuren
saannon puhdasta tuotetta muodostamatta jatteita, jotka
ovat joko myrkyllisid tai niiden ma&d&rd on suuri.

Spesifisten suoritusmuotojen kuvaus

Tamdn keksinntn parannettua menetelmdda kuvataan
yksityiskohtaisemmin seuraavien esimerkkien avulla, jotka
on kohdistettu edelld kuvattujen menetelmd@n vaiheiden
edullisiin suoritusmuotoihin. N&itd esimerkkejd ei pitdisi
tulkita tdmé@n keksinndn piirid rajoittaviksi mill&a&sn ta-
voin. Joitakin esimerkkeind esitettyjd yhdisteitd ei ole
itse asiassa eristetty, mutta ne on toimitettu t&man kek-
sinnén menetelmdn vaiheisiin. Muut seuraavassa esitetyt
esimerkit osoittavat aikaisemmin kdytetyn menettelyn ver-
tailun vuoksi menettelyn kanssa, joka on suunniteltu kay-
tettdvaksi t&ssd menetelméssa.

A. Yhdiste IX

Esimerkki 1

2',3'",5'-tris(metaanisulfonyyli)-5-metyyliuridiini

a. Pyridiinimenetelma

Sekoitettavaan seokseen, jossa 0li 5-metyyliuridii-
nia (12,8 g, 50 mmol) pyridiinissa (75 ml) O °C:n l&mpdti-
lassa, lis&dttiin metaanisulfonyylikloridia (17,4 ml, 225

mmol ). Reaktioseosta sekoitettiin O °C:n lampdtilassa vii-
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den tunnin ajan, sitten se kaadettiin jdaveteen (500 ml)
sekoittaen. Tris(metaanisulfonyyli)-5-metyyliuridiini (IX)
saostui ja seosta sekoitettiin 5 minuutin ajan. Kiinted
tuote ker&dttiin talteen suodattamalla ja pestiin vedelld
(3 x 200 ml) ja kuivattiin. Saanto 21,6 g, 89 %.

'H-NMR (DMSO-d,): & 1,77 (s, 3H), 3,24 (s, 3H), 3,34
(s, 3H), 3,36 (s, 3H), 4,47 - 4,60 (m, 2H), 5,33 (m, 1H),
5,54 (m, 1H), 5,97 (4, J = 4,5 Hz, 1H), 7,56 (s, 1H),
11,56 (s, 1H).

b. N-metyylimorfoliinimenettely

N-metyylimorfoliini (29,6 ml, 266 mmol) lisdttiin
lietteeseen, jossa o0li b5-metyyliuridiinihemihydraattia
(15,64 g, 58,5 mmol) asetonissa (68 ml), ja tulokseksi
saatu seos jddhdytettiin 5 °C:n lampdtilaan. Siihen lisdt-
tiin liuos, jossa o0li metaanisulfonyylikloridia (20,1 ml,
255 mmol) asetonissa (30 ml), 45 minuutin kuluessa, mika
aiheutti reaktiolampotilan nousemisen 45 - 50 °C:seen.
Seosta sekoitettiin vield 1,4 tunnin ajan, minkd jalkeen
N-metyylimorfoliinihydrokloridi poistettiin suodattamalla
ja kakku pestiin asetonilla (2 x 30 ml). Suodos ja pesu-
nesteet yhdistettiin ja 1lis&dttiin veteen (1 1) 10 -
15 °C:n lampdtilassa. Seosta sekoitettiin 1,1 tunnin ajan,
minkd jdlkeen valkoinen sakka suodatettiin, pestiin vedel-
18 (2 x 75 ml) ja kuivattiin tyhjo6ssd. Saanto 27,95 g,
(97 %).

B. Yhdiste VIII

Esimerkki 2

3',5'-di-O-metaanisulfonyyli-2, 2'-anhydro-5-metyy-

liuridiini

Sekoitettavaan seokseen, jossa oli 5-metyyliuridii-
nia (200 g, 0,748 mol) asetonissa (400 ml) 5 °C:n l&mpdti-
lassa, lis&ttiin N-metyylimorfoliinia (NMM, 380 ml, 3,46
mol). Saatuun seokseen lisdttiin liuos, jossa oli mesyyli-
kloridia (256 ml, 3,31 mol) asetonissa (40 ml), antaen

reaktioldampoétilan saavuttaa 65 °C kymmenessd@ minuutissa.
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Astian lampotilaa pidettiin 60 - 65 °C:ssa enimmdkseen
lisdyksen ajan. Sitten reaktioseosta sekoitettiin kahden
tunnin ajan, kunnes vdhitellen saavutettiin 25 °C:n l&mp&-
tila. NMM-HCl-suola suodatettiin ja kakku pestiin aseto-
nilla (3 x 350 ml). Suodos ja asetonihuuhtelu yhdistettiin
ja lisattiin vettd (400 ml). Reaktioseoksen pH sdddettiin
arvoon 8,8 - 9,0 6 N NaOH:n avulla kdyttden automaattista
titrauslaitetta, samalla nostaen 1l&mpttila 50 - 55
°C:seen. Astiaa sekoitettiin yhden tunnin ajan 50 °C:n
lampotilassa, sen jdalkeen kun pH-arvo 9 oli sdilynyt suun-
nilleen 30 minuutin ajan. Tulokseksi saatu paksu liete
jadhdytettiin sitten 2 - 5 °C:n lampdtilaan ja suodatet-
tiin. Kakku pestiin 3 x 600 ml:1la vettd ja kuivattiin,
jolloin saatiin vdlituote (VIII), 266 g (89,7 %).

'H-NMR (DMSO-d,): &6 1,80 (s, 3H), 3,16 (s, 3H), 3,41
(s, 3H), 4,16 (m, 1H), 4,34 (m, 1H), 4,70 (m, 1H), 5,44
(s, 1H), 5,62 (4, J = 5,7 Hz, 1H), 6,40 (4, J = 5,7 Hz,
1H), 7,80 (s, 1H).

C. Yhdiste VII

Esimerkki 3

5'-bentsoyyli-3'-metaanisulfonyyli-2, 2"'-anhydro-5-

metyyliuridiini

Sekoitettavaan lietteeseen, jossa o0li natriumbent-
soaattia (10 g, 69,3 mmol) asetamidissa (50 g) 115 °C:n
lampotilassa, lisattiin 2',3',5'-tris(metaanisulfonyyli)-
5-metyyliuridiinia (IX, 10 g, 20,3 mmol). Reaktioseosta
sekoitettiin 115 °C:n l&mpbdtilassa 65 minuutin ajan ja
sitten se kaadettiin jd&dveteen (2 1). Seosta sekoitettiin
0 °C:n l1l&8mpodtilassa 15 minuutin ajan. Valkoinen Kkiinteé&
aine suodatettiin, pestiin vedelld (2 x 50 ml) ja kuivat-
tiin, jolloin saatiin yhdiste (VII), 7,76 g (90 %).

'H-NMR (DMSO-d,): & 1,74 (s, 3H), 3,44 (s, 3H),
4,16 - 4,33 (m, 2H), 4,78 (m, 1H), 5,63 (s, 1H), 5,68 (4,
J =5,7 Hz, 1H), 6,45 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 7,79 (s, 1H),
7,47 - 7,89 (m, 5H).
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D. Yhdiste VI

Esimerkki 4

5'-bentsoyyli-3'a-metaanisulfonyyli-2'a~-bromitymi-

diini

a. 5'-bentsoyyli-3'-metaanisulfonyyli-2, 2'-anhydro-

5-metyyliuridiinista (VIII)

Sekoitettavaan seokseen, jossa oli 5'-bentsoyyli-
3'-metaanisulfonyyli-2,2'-anhydro-5-metyyliuridiinia
(VIII) (4,0 g, 9,5 mmol) etyyliasetaatissa (100 ml) ja
metanolissa (10 ml), lisdttiin asetyylibromidia (5 ml,
67,7 mmol). Reaktioseosta palautusjddhdytettiin yhden tun-
nin ajan ja sitten se jddhdytettiin. Reaktioseos siirret-
tiin erotussuppiloon. Lis&ttiin etyyliasetaattia (150 ml).
Liuos pestiin kyllastetylla natriumbikarbonaatilla
(100 ml) ja sen jalkeen kyllastetyllda suolaliuoksella
(100 ml). Orgaaninen kerros erotettiin ja Kkuivattiin
MgSO,:1la. Liuottimen poistaminen tuotti kiintedn tuotteen
(V). Saanto 4,86 g, 100 %.

'H-NMR (DMSO-d,): & 1,63 (s, 3H), 3,37 (s, 3H),
4,50 - 4,55 (m, 1H), 4,60 - 4,64 (m, 2H), 5,09 (t, J =
6,0 Hz, 1H), 5,47 (m, 1H), 6,14 (4, J = 7,2 Hz, 1H), 7,49
(s, 1H), 7,50 - 8,04 (m, 5H), 11,56 (s, 1lH).

b. 2',3',5'-tris(metaanisulfonyyli)-5-metyyliuri-

diinista (IX)

Lietteeseen, jossa oli jauhettua natriumbentsoaat-
tia (3,5 g, 24,3 mmol) DMAc:ssa (25 ml) 90 °C:n l&mpoti-
lassa, lisdttiin tris(metaanisulfonyyli)-5-metyyliuridii-
nia (IX, 5,0 g, 10,2 mmol). Reaktioseosta sekoitettiin 5,5
tunnin ajan 90 °C:n l&ampdtilassa. Lisadttiin HBr/HOAc:a
(30 - 32 %, 5 ml, 25,1 mmol) ja reaktioseosta sekoitettiin
yhden tunnin ajan. Jé&dhdyttémisen jédlkeen reaktioseos lai-
mennettiin 500 ml:1la etyyliasetaattia ja 100 ml:lla vet-
td. Faasit erotettiin ja orgaaninen faasi pestiin 100

ml:lla vettd, 50 ml:1lla kyllastettyd suolaliuosta ja kui-
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vattiin MgSO,:1la. Liuottimen poistaminen tuotti yhdisteen
(Via), 5,01 g (98 %).

E. Yhdiste III

Esimerkki 5

5'-bentsoyyli-2',3'-didehydro-3'-deoksitymidiini

(5'-bentsoyyli-dA4rT)

a. 5'-bentsoyyli-3'a-metaanisulfonyyli-2'a-bromity-

midiinista (VI)

5'-bentsoyyli~-3'-metaanisulfonyyli-2'-bromi-5-me-
tyyliuridiini (VI, 6,0 g, 11,9 mmol) suspendoitiin etyy-
liasetaatin (112,5 ml) ja metanolin (37,5 mmol) seokseen.
Tahdn lietteeseen 1lis&dttiin etikkahappoa (0,68 ml) ja
sinkkip®lyd (1,36 g) 18 °C:n lampdtilassa. Sitten 3,5 tun-
nin kuluttua ylimd&rdinen sinkki poistettiin suodattamalla
ja kakku pestiin etyyliasetaatin ja metanolin 3 : 1 -seok-
sella (2 x 30 ml). Liuotin poistettiin tyhjb6ss&d ja lisat-
tiin vield etyyliasetaatin ja metanolin 3 : 1 -seosta
(20 ml). Sitten tahan lietteeseen lisattiin vetta
(225 ml). Tulokseksi saatu liete suodatettiin ja tuote
pestiin vedelld ja kuivattiin. Saanto 3,8 g (97 %) vali-
tuotetta (III).

'H-NMR (DMSO-d,): & 1,35 (s, 3H), 4,41 - 4,48 (m,
2H), 5,10 (m, 1H), 6,04 (4, J = 5,8 Hz, 1H), 6,53 (4, J =
5,8 Hz, 1H), 6,80 (s, 1H), 7,10 (s, 1H), 7,51 - 7,95 (m,
5H), 11,37 (s, 1H).

b. 3',5'-bis(metaanisulfonyyli)-2,2'-anhydro-5-

metyyliuridiinista (VIII)

Sekoitettavaan seokseen, jossa oli 3',5'-bis(metaa-
nisulfonyyli)-2,2'-anhydro-5-metyyliuridiinia (VIII,
200 g, 0,505 mol) DMF:ssa (600 ml) 95 - 97 °C:n l&mpOti-
lassa, lis&dttiin jauhettua natriumbentsoaattia (79,56 g,
0,552 mol) annoksittain yhden tunnin kuluessa. Tulokseksi
saatua seosta sekoitettiin vield viiden tunnin ajan 95 -
97 °C:n l&mpdtilassa. Seos jddhdytettiin 80 °C:n l&mpoti-

laan, minkd jalkeen siihen 1lis&ttiin asetyylibromidia
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(3,8 ml) ja HBr/HOAc:a (30 - 32 %, 120 ml, 0,605 mol).
Reaktioseosta sekoitettiin 90 °C:n ldmp®dtilassa 1 - 2 tun-
nin ajan, sitten se jadhdytettiin O - 5 °C:n l&mpdtilaan.
Sinkkipolya (42,8 g, 0,655 mol) lisdttiin annoksittain ja
reaktioseoksen annettiin reagoida eksotermisesti 50 -
55 °C:n lampdtilaan. Sitten reaktioseosta sekoitettiin
18 - 25 °C:n lampotilassa yhden tunnin ajan. Lis&ttiin
bromietikkahappoa (21,0 g) ja seosta sekoitettiin 2 - 3
tuntia ylimddrdisen sinkkimetallin kuluttamiseksi. Tulok-
seksi saatuun kirkkaaseen liuokseen lis&attiin seuraavaksi
vetta (1,5 - 2,0 1) ja astia jadhdytettiin 2 °C:n lampdti-
laan. Liete suodatettiin ja kakku pestiin j&advedelld (6 x
600 ml) ja sitten kylm&lld IPA:1la (-10 °C, 400 ml). Kakku
kuivattiin vakiopainoon, 136,9 g (87,9 %).

c. 2',3',5'-tris(metaanisulfonyyli)-5-metyyliuri-

diinista (IX)

Lietteeseen, jossa oli jauhettua natriumbentsoaat-
tia (3,5 g, 24,3 mmol) DMF:ssa (25 ml) 90 °C:n lampdtilas-
sa, lisdttiin tris(metaanisulfonyyli)-5-metyyliuridiinia
(1X, 5,0 g, 10,2 mmol). Reaktioseosta sekoitettiin 5,5
tunnin ajan 90 °C:n lé&mpétilassa. Lisdttiin HBr/HOAc:a
(30 - 32 %, 5ml, 25,1 mmol) ja reaktioseosta sekoitettiin
yvhden tunnin ajan. Reaktioseos j&&hdytettiin 25 °C:n l&m-
potilaan ja siihen 1lisattiin sinkkipolya (2,0 g, 30,6
mmol). Reaktioseosta sekoitettiin 30 minuutin ajan. Yli-
mdardinen sinkki poistettiin suodattamalla ja pestiin 2 x
100 ml:11la metanolia. Suodokseen lisdttiin 100 ml j&dkyl-
maa vettd. Tulokseksi saatua lietettd sekoitettiin O °C:n
ldmpdtilassa 30 minuutin ajan ja sitten se suodatettiin ja
kuivattiin, jolloin saatiin 5'-bentsoyyli-d4T, 2,34 g
(71 %).
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F. Yhdiste II

Esimerkki 6

2',3'-didehydro-3'-deoksitymidiini-N-metyylipyrro-

lidinonisolvaatti

n-butyyliamiiniin (133 ml) lis&ttiin 5'-bentsoyyli-
d4T:a (II1I, 70,0 g). Reaktioseosta kuumennettiin 70 °C:n
lampdtilassa kuuden tunnin ajan. Se jadhdytettiin 20 -
25 °C:n l&mpdtilaan, mink& j&lkeen siihen lis&ttiin N-me-
tyylipyrrolidinonia (NMPO, 41,3 ml) ja n-butyyliasetaattia
(350 ml). Ylimddrdinen n-butyyliamiini (= 112,4 ml) yhdes-
s& 175 ml:n kanssa n-butyyliasetaattia poistettiin tyhjo-
tislaamalla 50 °C:n lampodtilassa. Tulokseksi saatu liete
jashdytettiin 20 - 25 °C:n lampdtilaan yhden tunnin Kku-
luessa ja sitd sekoitettiin 30 minuutin ajan. Sitten liete
jadhdytettiin -10 - -15 °C:n lampétilaan ja sitd sekoitet-
tiin 1,5 tunnin ajan. Kakku suodatettiin ja pestiin 2 x
50 ml:1lla kylmdsd (-10 - -15 °C) n-butyyliasetaattia ja
kuivattiin, jolloin saatiin d4T.NMPO-solvaatti (I1I),
59,0 g (85,6 %).

G. Yhdiste I

Esimerkki 7

2',3'-didehydro-3'-deoksitymidiini (d4T)

a. Metoksidimenetelmd

Sekoitettavaan lietteeseen, jossa oli 5'-bentsoyy-
1i-d4T:a (III) (2,4 g, 7,31 mmol) metanolissa (24 ml),
lis&dttiin natriummetoksidiliuosta (4,8 ml, 25-%:inen,
21 mmol). Tulokseksi saatua liuosta sekoitettiin huoneen-
lampétilassa 3 tunnin ajan. Reaktioseos neutraloitiin vah-
valla happohartsilla (Dowex 50 x 8 - 200, esipesty metano-
lilla) pH-arvoon 4. Hartsi suodatettiin ja kakku pestiin
metanolilla (2 x 10 ml). Metanolin poistaminen tuotti ma-
rdan kiintedn aineen, johon lisdttiin metyleenikloridia
(10 ml). Tulokseksi saatua seosta sekoitettiin 30 minuutin

ajan ja sitten d4T-tuote (I) ker&dttiin talteen suodatta-
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malla, pestiin metyleenikloridilla (2 x 5 ml) ja kuivat-
tiin. Saanto 1,29 g, 79 %.

'H-NMR (DMSO-d¢): & 1,71 (s, 3H), 3,59 (m, 4,76),
(m, 1H), 4,76 (m, 1H), 502 (s, 1H), 5,89 (d, J = 5,7 Hz,
1H), 6,38 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 6,80 (s, 1H), 7,63 (s, 1lH),
11,27 (s, 1H).

b. d4T.NMPO-solvaattimenetelmd

Lisdttiin 500 ml:aan isopropanolia 50,0 g
d4T-NMPO:a (II), 5,0 g Dicalitea, 5,0 g Darco KB:td. Seos-
ta kuumennettiin palautusjdshdyttden ja sitten se suoda-
tettiin kuumana Dicalite-t&dytteen 1l&pi. Suodatinkakku
huuhdottiin 150 ml:lla Kkuumaa isopropanolia. Suodos ja
huuhteluneste yhdistettiin ja vakevditiin tyhjbssa
200 ml:n lopulliseen tilavuuteen. VakevOityd8 seosta Kkuu-
mennettiin palautusj&dhdyttden liuoksen saamiseksi ja sit-
ten se jaahdytettiin hitaasti, jolloin muodostui tuotteen
liete 50 °C:n l&mpodtilassa. Sitten 1liete jaadhdytettiin
0 °C:n limpdtilaan ja sitd pidettiin t&ss&d lampotilassa 30
minuutin ajan. Kakku suodatettiin, pestiin kylm&lld (0 °C)
isopropanolilla ja kuivattiin, jolloin saatiin 44T (I),
30,5 g (87,9 %).
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Patenttivaatimukset
1. Menetelma 2',3'-didehydro-3'-deoksitymidiinin
(d4T) tuottamiseksi, tunnettu siitd, ettid se sisaltaa

5 seuraavat vaiheet:

(a) saatetaan reagoimaan S5-metyyliuridiini (X) me-
0
m«w
HO O/L\N
O

H

syylikloridin kanssa,

X
orgaanisen emdksen 1l&dsnd ollessa, Jjonka pks-arvo on noin
10 55 -28,0, 2'- ,3'- ja 5'-hydroksiryhmien mesyloimiseksi,
mitd seuraa kasittely hydroksidilla 2,2'-anhydroyhdisteen

(VIII) tuottamiseksi:
o]
N)Y
MS @

Ms
VIII

{b) syrjadytetadn 5'-mesyyliryhmd bentsoaattianionin
15 avulla ja sen Jjalkeen toteutetaan hydrobromaus 5'-bent-

soyyli-2'-bromiyhdisteen (VI) saamiseksi
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joka saatetaan pelkistdvdan eliminointiin pelkistdvan me-
tallin lasnd ollessa, jolloin saadaan d4T:n 5'-bent-

socaattiesteri (III)

(c) k&dsitellasn vyhdiste (III) butyyliamiinilla ja
sen jalkeen N-metyylipyrrolidinonilla ja butyyliasetaatil-
la, jolloin saadaan d4T.NMPO-solvatti (II) ja

(d) muodostetaan d4T-tuote (1) desolvatoimalla
d4T.NMPO-solvaatti (II) alkoholiv&dliaineessa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tun-
nettu siita, ettd orgaaninen emds vaiheessa (a) on N-
metyylimorfoliini.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tun-
nettu siita, ettd vaiheen (b) hydrobromaus toteutetaan
HBr:n avulla etikkahapossa.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tun-
nettu siitda, ettid vaiheen (b) pelkistdva metalli on sink-
ki.

5. Menetelmd raa'an d4T:n puhdistamiseksi, tun-
nettu siita, ettd se kasittaa 1) d4T:n N-metyyli-

pyrrolidinonisolvaatin (II) muodostamisen Jja eristédmisen
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menetelmdn reaktioseoksesta ja 2) puhdistetun d4T:n muodos-
tamisen hajottamalla solvaatti (II) kuumentamalla alkoholi-
valiaineessa.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen puhdistusmenetel-
mi, tunnettu siitd, ettd alkoholivdliaine solvaatin
(IT) hajottamiseksi on isopropanoli.

7. Nukleosidijohdannaisen synteesiss& kayttokelpoi-

nen valituote, tunnettu siitd, etta silld on kaava V

Rfo'—ﬂ 0 I
RSO,0 X
V

jossa R> on vety tai hydroksyyli&i suojaava ryhmi; R’ on
Ci-g—alkyyli, Ci-g—alkoksi, Ce-zp—aryyli tai Ce-3o—aryylioksi;
ja X on kloori, bromi tai jodi.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen valituote,
tunnettu siitd, etta R’ on bentsoyyli, R’ on metyyli ja

X on bromi.
9. Menetelmi d4T:n tuottamiseksi, tunnettu sii-

ta, etta
(a) kasitelldan yhdiste, jolla on kaava V, jossa R’

on vety tai hydroksyylia suojaava ryhma; R’ on Ci¢-alkyyli,
Ci-é—alkoksi, Ce-3o—aryyli tai Ce-zo—aryylioksi; ja X on kloo-

ri, bromi tai jodi;
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sinkkimetallilla, jotta saadaan yhdiste, jolla on kaava
(0]

o~
e

(b) kasitelldan edelld saatu yhdiste primaarisella
tai sekundaarisella alkyyliamiinilla ja sen Jjalkeen N-
metyylipyrrolidinonilla, Jjotta saadaan d4T.NMPO-solvaatti
(I1); ja

{c) muodostetaan d4T-tuote desolvatoimalla d4TNMPO-
solvaatti (II) alkoholivdliaineessa.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd vaiheen (c) alkoholividliaine on
isopropanoli.

11. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettid R’ on metyyli ja R® on fenyyli.

12. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelms,

tunnettu siita, etta vaiheen (b) alkyyliamiini on n-

butyyliamiini.
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Patentkrav

1. Forfarande £for framstdllning av 27,3’ -didehyd-
ro-3’ -deoxitymidin (d4T), k &nne t e c knat darav,

5 att det omfattar foljande steg:
(a) S-metyluridin (X) omsatts med mesylklorid

X
i narvaro av en bas, som har ett pks-vadrde av ca 5,5 -
10 8,0, for mesylering av 2’-, 3’- och 5’-hydoxigrupperna,
varefter fodljer behandling med hydroxid for &stadkommande

av 2,2’ —anhydroféreningen (VIII):

O
1]
o 4o
Ms
VIII
15 (b) 5"-mesylruppen undantrangs med hjalp av ben-

soatanjon och darefter utfdrs hyrobromering fo6r erhdllande

av 5’ -bensoyl-2’'-bromfdreningen (VI)
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som underkastas reduktiv eliminering i ndrvaro av en re-
ducerande metall, varvid erhédlls 5’-bensoatestern av d4T

(III)
0

HN l
N

Bz0 o

(c) foreningen (III) behandlas med butylamin och
darefter med N-metylpyrrolidinon och butylacetat, varvid
erhdlls d4T.NMPO-solvatet (II) och

(d) d4T-produkten (I) bildas genom att desolvatera

10 d4T.NMPO-solvatet (II) i ett alkoholmedium.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, k dnne -
t e c knat darav, att den organiska basen i steg (a)
ar N-metylmorfolin.

3. Forfarande enligt patentkrav 1, k ad nne -

15 t e c knat darav, att hydrobromeringen i steg (b) ut-
foérs med hj&dlp av HBr 1 &ttiksyra.

4. Forfarande enligt patentkrav 1, k dnne -
t e c kna t darav, att den reducerande metallen 1 steg
(b) &r zink.

20 5. Forfarande for rening av ratt d4T, k &dnn e -
t e c knat darav, att det omfattar 1) bildande och

isolering av ett N-metylpyrrolidinonsolvat av d4T (II) ur
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en processreaktionsblandning och 2) bildande av renat d4T
genom nedbrytning av solvatet (II) genom att upphetta i
ett alkoholmedium.

6. Reningsforfarande enligt patentkrav 5, k a n -
netecknat darav, att alkoholmediumet f&r nedbryt-
ning av solvatet (II) &r isopropanol.

7. Mellanprodukt anvandbar vid syntes av nukleo-

sidderivat, k @&nnetecknad ddrav, att den har

formeln (V)

Q
R 0
RSO0 X
v

dir R®> &ar vate eller en hydroxylskyddande grupp; R® &r
Ci-¢—alkyl, Ci-g—alkoxi, Cg-30—aryl eller Cg¢_3zp—aryloxi; och X
ar klor, brom eller jod.

8. Mellanprodukt enligt patentkrav 7, k da nn e -
t ec knad dirav, att R &ar bensoyl, R® ar metyl och X
ar brom.

9. Forfarande fo6r framstdllning av d4T, k an -
netecknat darav, att

(a) en foérening med formeln V, dar R° &r vate
eller en hydroxylskyddande grupp; R® &r Ci-e—alkyl, Ci-g-
alkoxi, Cg.3p—aryl eller Cg.zp—aryloxi; och X ar klor, brom

eller jod;
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(e}
[
A
RO o
RSO0 X
.

behandlas med zinkmetall f6r erhallande av en forening med

formeln
(¢!

A~

(b) den ovan erhallna féreningen behandlas med en
primdr eller sekunddr alkylamin och darefter med N-metyl-
pyrrolidinon foér erhdllande av d4T.NMPO-solvatet (II); och

(c) d4T-produkten bildas genom att desolvatera
d4T.NMPO-solvatet (II) i ett alkoholmedium.

10. Forfarande enligt patentkrav 9, kdnne -
t e c knat darav, att alkoholmediumet i steg (c) ar
isopropanol.

11. Forfarande enligt patentkrav 9, k anne -
t ecknat dirav, att R’ 4r metyl och R’ ar fenyl.

12. Forfarande enligt patentkrav 9, k dnmne -

t e c knat darav, att alkylaminen i steg (b) ar n-but-

ylamin.
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