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Viruksenvastaisia yhdisteitd

Tamid keksintd koskee kemiallisia yhdisteitd, joilla
on tartuntaa vastustavaa aktiivisuutta, niiden valmistus-
menetelmid, niitd sisdltdvid koostumuksia ja niiden kayt-
tdd erityisesti lois- ja virussairauksien hoidossa. Eri-
tyisemmin keksint® koskee 2'-decksi-2'-fluoriribonukleosi-
deja ja niiden johdannaisia.

Virusvastaisessa kemoterapiassa on olemassa vdhén
18a8kkeitd, jotka sinénsd olisivat tehokkaita viruksia vas-~
taan, mikd johtuu siitd, ettd on vaikeaa hy®kdtd viruksia
vastaan siten, ettd infektioimattomat isdntésolut jaisivat
vahingoittumattomiksi. Askettdin on todistettu, etta vi-
rukset midrddvit itse elinkiertonsa tietyt vaiheet, jotka
vaihtelevat eri lajeilla. Virusten ja is8nndn toimintojen
suuren samankaltaisuuden takia, tehokkaat hoidot ovat kui-
tenkin osoittautuneet hyvin vaikeiksi tunnistaa.

Erds viraalinen patogeenien ryhmd, joka on vaivan-
nut ihmistd muinaisajoista lahtien ja joka on aiheuttanut
useiden miljoonien ihmisten kuoleman vuosisatojen aikana,
on influenssavirusten ryhmd. Namd virukset, erityisesti
influenssa A ja B, ovat edelleen erds suurimmista akuutin
hengityssairauden aiheuttajista maailmassa té@n&éan.

Influenssavirukset kuuluvat negatiivisten strand-
virusten Ortomyxoviridae kantaan. Toinen negatiivinen
strand-virus, jolla on tarkeitd terveydellisia vaikutuk-
sia, on respiratory syncytial -virus (RSV), joka on pneu-
movirus, Paramyxoviridae-kannan erds suku. RSV on alempien
hengitysteiden sairauksien pddasiallinen syy vauva-aikana
ja lapsuudessa.

Fluorattuja nukleosideja on aikaisemmin ehdotettu
kdytettdvdski virus- ja loissairauksien hoidossa. Esimer-
kiksi julkaisussa EP-A-0Q 287 313 esitetdédn 2',63'-dideoksi-
nukleosideja, jotka on substituoitu fluorilla 2'-asemassa,

kdytettdvdksi ihmisen immuunikatoa aiheuttavan viruksen
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hoidossa. Julkaisussa EP-A-0 219 829 esitetddn 2'-deoksi-
2'-fluori-B-D-arabino-furanosyyli-nukleosideja kéytettd-
viksi loistenvastaisina aineina, erityisesti leismania-
tautia vastaan. Uesugl et al., (Nucleosides and Nuc-
leotides 2, 373-, 1983) ja Ikehara et al.; (Chem. Pharma.
Bull. 29, 1034-, 1981) ovat kuvanneet menetelmis tiettyjen
2'-fluori-2'-deoksiribonukleosidien valmistamiseksi.

Nyt on keksitty, ettd kaavan (I) mukaiset yhdisteet
Ja niiden farmaseuttisesti hyvidksyttdvidt suolat ovat tar-
tuntaa vastustavia aineita, erityisesti virusten vastai-
sia. Kaavan (I) mukaiset yhdisteet ovat esimerkiksi aktii-
visia influenssavirusta vastaan, erityisesti influenssa A-
ja B~ ja RSV-infektioita, sekd tiettyjid alkueldimid, esi-
merkiksi Trichomonas vaginalis ja Giardia lamblia, vas-

taan. Kaavassa I X

\\\“mh '

(I)

RZ

Y on joko H tai NH,;

X on -NR’R‘-ryhms, jossa R’ ja R* voivat olla saman-
laisia tail erilaisia ja kumpikin on vety, C, ,-alkyyli, C, .-
alkenyyli, C, ,-sykloalkyyli, joista jokainen ryhmd on mah-
dollisesti substituoitu yhdelld tai useammalla halogeenil-
la, tai X on Z-R°-ryhm#, jossa Z on happi tai rikki ja
R°:114 on sama misdrittely kuin R%®:1la, tai X on halogeeni
tai vety: ja

R' ja R?’, jotka voivat olla samanlaiset tai erilai-

set, kumpikin ovat:
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hydroksyyliryhmé;

~OCOR®H-ryhm&, jossa R® on divalenttinen ryhmd, joka on
suoraketjuinen tai haarautunut C, ,-alkyleeni, C,  -alkeny-
leeni tai C, ,-sykloalkyleeni, joista jokainen on mahdolli-
gesti substituoitu yhdelld tai useammalla hydroksiryhm#&l-
l4;

-OCO,R'H-ryhmé, jossa R’ on kovalenttinen sidos tai kuten
R°:1le on misritelty;

-OCOR®-COOR®?, jossa R® on kuten edelld on mdsritellyt ja R®
on valittu vedystd, suoraketjuisesta tai haarautunut ket-
juisesta C, ,-~alkyylistéd tai C, ,~alkenyylistd, joista kumpi-
kin on mahdollisesti substituoitu yhdelld tai useammalla
hydroksiryhm4lla; |

-OCOR’-Z-Ar, jossa R’ on kuten edelld on maaritelty, Z on
joko kovalenttinen sidos tai happi ja Ar on aromaattinen
rengas, esimerkiksi monosyklinen aryyli (esim. fenyyli)
tai heteroaryyli (esim. pyridiini), substituoimaton tai
substituoitu yhdelld tai useammalla halogeenilla, C,,-al~
kyylilld tai C, -alkoksilla;

-OR*H-ryhmd, jossa R® on kuten edelld on mairitelty;
OR®*-Z-Ar-ryhmd, jossa R®, Z ja Ar ovat kuten edelld on ma&-
ritelty;

-OCOCHR’NRR'!, jossa R ja R ovat kuten R®:1lle on madri-
telty ja R’ on vety, suoraketjuinen tai haarautunut ket-
juinen C, ,-alkyyli, joka on mahdollisesti substituoitu yh-
delld tai useammalla hydroksi-, merkapto-, C, ,~alkoksi-
tai C,;-alkyylitioryhm&lls, R'*-A-ryhmd, jossa R on C,_,-
alkyleeniryhméd, joka on mahdollisesti substituoitu yhdelléa
tali useammalla hydroksiryhmdlla ja A on -COOH-, -CONH,-,
-NH,- tai -NH-C(NH)NH,-ryhm& tai A on 4 - ll-jidseninen aro-
maattinen tai ei-aromaattinen syklinen tai heterosyklinen
rengassysteemi, joka sis&ltdd 3 -~ 10 hiiliatomia ja 0, 1,
2 tai 3 typpiatomia renkaassa, renkaan hiiliatomien ja/tai
typpiatomien ollessa mahdollisesti substituoituja yhdells

tal useammalla hydroksiryhm&lla:
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-0CO-R¥-ryhms, jossa R on 4 - 7-j&seninen heterosyklinen
rengas, jossa on 3 - 6 hiiliatomia ja O, 1 tai 2 typpiato-
mia, renkaan hiiliatomien ja/tai typpiatomien ollessa mah-
dollisesti substituoituja yhdelld tai useammalla hydroksi-
ryhm&lld; tai

mono~-, di- tail trifosfaattiesteriryhmd.

Tdma Kkeksintd kasittdd edelleen kaavan (I) mukai-
sien yhdisteiden ja niiden suolojen k&ytdn ldidkehoidossa.

Kaavojen -OCOCHR’NRR' ja -0CO-R' mukaisia edulli-
sia esteriryhmid ovat luonnossa esiintyvien a-aminohappo-
jen esterit, jotka edelld esitetty méérittely sisdltas.
Erityisen edullisia kaavan -OCOCHR’NRY™R!! mukaisia esteri-
ryhmid ovat sellaiset, joissa R® on C, ,-alkyyliryhmd ja R™°
ja RY ovat kumpikin vety, eéimerkiksi valiini tai alanii-
ni.

On edullista, ettd kaavan (I) mukaiset vyhdisteet
esiintyvdt useissa tautomeerisissd muodoissa, ja ettd Kun
X on -OH-ryhmd, se voli myds olla oksoryhmd. Kaavan (1)
mukaiset yhdisteet ja niiden suolat voivat my®ds esiintyéa
a~- tai B-anomeerisissd muodoissa. Tdmd keksintd kasittaa
piirissddn tama&n vuoksi jokaisen erillisistd kaavan (I)
mukaisien yhdisteiden a- ja B-anomeereistd ja niiden seok-
set.

Kaavan (I) mukaisia. yhdisteitd ja niiden farmaseut-
tisesti hyviksyttévid suoloja kutsutaan té&m&n jidlkeen kek-
sinndn mukaisiksi yhdisteiksi. Termi "aktiivinen aineosa",
tdssd kdytettynd, jollei asiayhteys vaadi muuta, viittaa
keksinnén mukaiseen yhdisteeseen.

Aktiivisten aineosien aktiivisuutta influenssa A:ta
Jja B:td vastaan ei ole tunnettu aikaisemmin ja t&md kek-
sintd tarjoaa myds farmaseuttisia formulaatioita, jotka
sisdltdvat kaavan (I) mukaista yhdistettd tai sen farma-
seuttisesti hyv8ksyttd&vdd suolaa, ja jotka ovat erityisen
kdyttodkelpoisia ehkdisemddn influenssa A:n ja B:n kasvu

nisdkkdissd ja ihmisessd. Tarjoamme sen takia Kkiinteita
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formulaatioita, jotka sisdltdvat aktiivisen aineosan ja
kiinte&n kantajan, tai sisddnhengitettdvan formulaation,
joka sis&ltd& aktiivisen aineosan ja sisdd@nhengitettévin
nestemdisen kantajan.

Tamd keksintd kidsittdd edelleen:

a) menetelmidn hoitaa tai ennaltaehkdistd viraalista
infektioita, erityisesti influenssavirus- tai RSV-infek-
tiota tai alkueld@imen aiheuttamaa infektiota, esimerkiksi
Trichomonas vaginalis tai Giardia lamblia, isdnndssd, esi-
merkiksi nisdkk#ddssa ihminen ja hiiret mukaanlukien, mika
kdsittd8 mainitun nisdkk&&n hoidon tehokkaalla ei-toksi-
sella mddrdlld keksinnén mukaista yhdistetti.

b) keksinnén mukaisen yhdisteen Kkdytén sellaisen
lagkkeen valmistuksessa, jota kdytetdsdn hoidettaessa tai
ennaltaehkdistdessd infektiota ké&sitt8en viraalisen infek-
tion erityisesti influenssavirus- tai RSV-infektion tai
alkueldinten aiheuttaman infektion, esimerkiksi Trichomas
vaginalis tai Giardia lamblia.

Tietyt kaavan (I) mukaiset yhdisteet ja niiden suo-
lat ovat uusia yhdisteitd ja tdllaiset uudet yhdisteet ja
suolat ovat edelleen tdmén keksinndn ndkokohta. Uudet yh-
disteet ovat sellaisia, kuten edellsd on mddritelty kaaval-
le (I) lukuunottamatta niitd, joissa R' ja R? ovat kumpikin
hydroksi tai R' on mono-, di- tai trifosfaatti-5'-esteri ja
R’ on hydroksi tai R' on hydroksi ja R? on mono-, di- tai
trifosfaatti-3'-esteri ja joko (a) X on OH ja Y on NH, tai
H tai (b) X on NH, ja Y on H.

Keksinnén mukaiset edulliset yhdisteet kasittidvat
sellaiset, joissa R' ja R? ovat joko molemmat OH tai R' on
monofosfaatti ja R® on OH, Y on H tai NH, ja X on -NR’R‘-
ryhm&, jossa R ja RY, jotka voivat olla samanlaiset tai
erilaiset, ovat H, C,,-alkyyli, tai X on Z-R°-ryhmid, jossa
Z on O tai S ja R® on C, ,~alkyyli, tai X on halogeeni tai

vety.
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Erityisen edulliset kaavan (I) mukaiset yhdisteet
kisittsvdt sellaiset, joissa R' ja R? ovat molemmat OH, Y
on NH, ja X on H, OH, NH, tai Z-R®, jossa Z on O ja R° on

C, (-alkyyli.
Esimerkkej8 kaavan (I) mukaisista erityisen edulli-

sista yhdisteistd ovat:

(1) 2,6-diamino-9-(2~deoksi-2-fluori-B-D-ribofura-
nosyyli)-9H-puriini

(2)2-amino-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyy-
1i)-9H~puriini

(3) 9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)gua-
niini

(4)2-amino-9-~(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyy-
li)-6-metoksi-9H-puriini

Tam8 keksintd kdsittidd edelleen menetelmdn uusien
kaavan (1) mukaisten yhdisteiden ja niiden farmaseuttises-
ti hyvéksyttidvien suolojen valmistamiseksi, mik3d menetelmd

k3dsittdada joko
(A) kaavan PuH mukaisen puriiniem&ksen, jossa kaa-

vassa Pu on puriinijdannds

X

N N
(Pu)

AN

Y N N
(jossa X ja Y ovat kuten edelld on kuvattu) tai sen suolan

saattamisen reagoimaan kaavan (II) mukaisen yhdisteen

kanssa

w (I1),
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jossa R' ja R? ovat kuten edelld on msdritelty ja W on joko
fosfaattiesteri tai sen suola tai puriini- tai pyrimidii-
niosa (muu kuin Pu), jolloin muodostuu kaavan (I) mukainen
yhdiste;

(B) kaavan (III) mukaisen yhdisteen

a

X

HHMHHH .

(I11)

(jossa X°, Y*, R™ ja R* mainitussa jdrjestyksesss ovat ryh-
mdt X, Y, R' ja R?, kuten edellid on mé&ritelty tai t#llai-
sen ryhmdn prekursorimuoto, esim. suojattu, edellyttden
ettd vdhint&sn yksi X:std, Y:sts, R':std ja R’:sta on pre-
kursorimuoto) saattamisen reagoimaan aineen kanssa, joka
toimii muuntamalla mainitun(tujen) ryhmén(mien) prekurso-
rimuoto halutuksi(tuiksi) ryhmdksi(miksi):;

(i) saattamalla kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa
vdhint8&n R':std4 ja R%:sta on hydroksiryhmd, reagoimaan
sopivan aineen kanssa, joka toimii muuntamalla mainitun
hydroksiryhm&n vaihtoehtoiseksi ryhm&ksi, jotka kuvaa R!
ja/tai R%.

(ii) saattamalla kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa
R' ja/tai R’ eivdt ole hydroksi, reagoimaan aineen kanssa,
joka toimii muuntamalla mainitun R' - ja/tai R?*-ryhmin hyd-~
roksiryhméksi.

Menetelmd (A), joka erityisesti soveltuu sellaisten
kaavan (I) mukaisten yhdisteiden valmistukseen, joissa R’
ja R?® ovat kumpikin hydroksi ja Y on H tai NH,, voidaan



10

15

20

25

30

35

suorittaa entsymaattisesti saattamalla kaavan Pu mukainen
puriiniemds, jossa X ja Y ovat kuten edelld on mddritelty,

tai sen suola, reagoimaan kaavan (II) mukaisen yhdisteen

kanssa

(IL)

(jossa R' ja R® ovat kuten edelld on méidritelty ja W on
fosfaattiesteri tai sen suola tai puriini- tai pyrimidii-
niosa (muu kuin Pu)) vahintdén vhden fosforylaasient~
syymin, sellaisen kuten puriininukleosidifosforylaasi ja
tymidiinifosforylaasi, sekd ep8orgaanisen fosfaatin tai
sen suolan, tai transferaasientyymin, esimerkiksi N-deok-
giribosyylitransferaasi, ldnsdollessa. Tdmdn reaktion tar-
koituksiin on edullista, ettd puriini- tai pyrimidiiniosa
on B-asemassa ja fosfaattiesterl tai sen suola a-asemassa.

Sopiva kaavan PuH mukainen puriiniemds voidaan sada
kaupallisesti, esimerkiksi Pacific Chemical Labora-
tories'lta tai Sigma Chemical Company'lta tail se voidaan
valmistaa tavanomaisilla alan ammattimiehen hyvin tunte-
milla menetelmilld tai helposti kemiallisesta kirjallisuu—
desta saatavilla tiedoilla. Puriiniemdksid, joissa 2-subs-
tituentti on amino tail vety ja 6-substituentti on amino
tai metyylitio, voidaan esimerkiksi saada kaupallisesti.
Puriineita, joissa 2-substituentti on amino ja 6-substi-
tuentti on metyyliaminoryhmd, voidaan valmistaa Montgo-
mery'n ja Holum'n (J. A. C. S. 80:404, 1958) menetelmin
mukaisesti. Puriineita, joissa 2-substituentti on amino ja
6-substituenttli on alkoksi, esimerkiksi metoksi, voidaan
valmistaa Balsiger'n ja Montgomery'n (J. Org. Chem.
20:1573, 1960) kuvaamalla menetelmdllA.

Kaavan (II) mukaiset yhdisteet voidaan valmistaa

alan ammattimiesten hyvin tuntemilla menetelmill4 tai hel-
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posti kemiallisesta kirjallisuudesta saatavilla tiedoilla.
1-(2-deoksgi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)urasiili voidaan
esimerkiksi valmistaa Codington et al'n (J. Org. Chem.
29:558, 1964) kuvaamalla menetelmdlld. 9-(2-deoksi-2-fluo-
ri-B-D-ribofuranosyyli)adeniini voidaan valmistaa S.
Uesugi et al:n (Nucleosides and Nucleotides 2, 373-, 1983)
kuvaamalla menetelm&dlld.

Menetelmddn (B) liittyen, mik& menetelmd on erityi-
sen sopiva kaavan (I) mukaisten yhdisteiden valmistamisek-
si kaavan (III) mukaisista yhdisteista, joissa R™ ja R*
ovat kumpikin hydroksi, kaavan (II1I) mukaisten yhdisteiden
suojatut ryhmdt X*, ¥*, R™ ja R*® voidaan suojata tavanomai-
silla hydroksi- ja aminosuojaryhmilla, sellaisilla kuten
asyyliryhmat, esimerkiksi alkanoyyli, sellainen Kkuten
bentsoyyli, tai aroyyliryhmdat, sellainen kuten asetyyli;
aralkyyliryhmdt, esimerkiksi bentsyyliryhmd; tai trialkyy-
lisilyyliryhmdt, kuten esimerkiksi tert-butyylidimetyyli-
silyyli, kaytetyn suojaryhmdn erityisen tyypin riippuessa
suojattavan ryhm&n luonteesta.

Suojaryhmd voidaan sitten poistaa happo- tai eméds-
hydrolyysilld, hydrauksella tai entsymaattisesti. Asyyli-
ryhmdt poistetaan tavallisesti emédshydrolyysilld ja silyy-
liryhm&t happohydrolyysilléd tai fluoridi-ionilla. Aralkyy-
liryhm&t, sellaiset kuten bentsyyli, poistetaan edullises-
ti katalyyttiselld hydrauksella, tyypillisesti katalyytin,
sellaisen kuten palladium/hiili, l&sndollessa, tai pelkis-
t8en, esimerkiksi alkalimetallilla (esim. natrium) sopi-
vassa liuottimessa, kuten esimerkiksi nestemdinen ammo-
niakki. On huomattu, ett& bentsyylisuojaryhm&n kayttd on
erityisen edullista sellaisten kaavan (I) mukaisten yhdis-
teiden valmistuksessa, Jjoissa X on hydroksi tai amino.

Kaavan (1) mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jos-
sa kaavassa R' ja/tai R®’ ovat OCOCHR’NRAR-ryhmi, menetel-
man (B) mukaisesti, R'™- ja/tai R**-ryhmidt voidaan suojata

esimerkiksi 9-fluorenyyiimetyylioksikarbonyylilld (FMOC),
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tert-~butyylioksikarbonyylillsd (tBOC) tai karbobentsyyliok-

silla (CBZ) ja suojaryhmdt voidaan poistaa tavanomaisilla

menetelmilld, jolloin saadaan aminohappo CHR’NR'R''.
Kaavan (III) mukainen l3htdaine voidaan tarkoituk-

senmukaisesti valmistaa saattamalla sopiva kaavan (1IV)

mukainen puriinimemds

(1IV),

jossa X® ja Y, ovat kuten edelld on médritelty, tai sen
suola, reagoimaan pyrimidiininukleosidin kanssa, joka si-
s&1tdd sopivan sokeritdhteen, esimerkiksi 1-(2-deoksi-2-
fluori-B-D-ribofuranosyyli)urasiili, yhden tai useamman
fosforylaasientsyymin, esimerkiksi puriininukleosidifosfo-~-
rylaasi ja tymidiinifosforylaasi, taili transferaasientsyy-
min, esimerkiksi N-deoksiribosyylitransferaasi, l&snsol-
lessa. _
Vaihtoehtoisesti edelld esitetyn kaavan (III) mu—
kainen l8htbyhdiste voidaan valmistaa Kemiallisesti saat-~
tamalla kaavan (IV) mukainen yhdiste, jossa X" ja Y* ovat
kuten edelld on médritelty, tai sen silyloitu johdannainen
tai sen suola, reagoimaan kaavan (1I) mukaisen yhdisteen
kanssa, jossa R' ja R® ovat kuten edelld on m&&ritelty, tai
muita hydroksin suojattuja muotoja, ja W on sopiva l&dhteva
ryhmd, esimerkiksi halogeeniatomi, sellainen kuten kloori,
asyylioksiryhmd, sellainen kuten asetoksi, alkoksiryhmd,
sellainen kuten metoksi, katalyytin, sellainen kuten tina-
(IV)kloridi tal trimetyylisilyylitriflaatti, lisnlollessa
sopivassa liuottimessa, sellaisessa kuten asetonitriili.
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Kaavan (IV) mukaisia puriiniem&ksid voidaan valmis-
taa vastaavasti puriiniemdksestd, jossa 6-substituentti on
sopiva léhtevd ryhmd, esimerkiksi halogeeniatomi, sellai-
nen kuten kloori, mainitun ryhmé&n nukleofiiliselld korvaa-
misella. Ndin ollen kaavan (IV) mukainen puriiniemds, jos-
sa X® on bentsyyliokgi, voidaan valmistaa esimerkiksi k&-
sittelemdllsd vastaavaa 6-klooripuriinia alkoholilla, sel-
laisella kuten bentsyylialkoholi, eméksen, esimerkiksi
natriumhydridin, ldsn#dollessa sopivassa liuottimessa, sel-
laisessa kuten tetrahydrofuraani (THF). Kaavan (IV) mukai-
sia puriiniem&ksid, joissa X" on bentsyyliamino, voidaan
valmistaa kidsittelemdllsd vastaavaa 6-klooripuriinia amii-
nilla, esimerkiksi bentsyyliamiinilla em&ksen, esimerkiksi
amiinin, sellaisen kuten trietyyliamiini, l&sn&ollessa
sopivassa liuottimessa, sellaisessa kuten metanolissa.
Sellaisia puriniem&ksid, joita kdytetddn edelld esitettyi-
nd 1l&htdaineina, voidaan saada kaupallisesti (Aldrich
Chemical Company) tai valmistaa alan ammattimiehen hyvin
tuntemilla menetelmilld, tai jotka ovat kemiallisesta kir-
jallisuudesta helposti saatavilla.

Edelld esitetyssd kaavan (III) mukaisten yhdistei-
den valmistuksessa kdytetyt pyrimidiininukleosidit voidaan
valmistaa alan ammattimiehen hyvin tuntemilla menetelmilld
tai sellaisilla, jotka saadaan helposti kemiallisesta kir-
jallisuudesta. Esimerkiksi 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribo-
furanosyyli)pyrimidiinit, sellaiset kuten 1-(2-deocksi-2-
fluori-B-D-ribofuranosyyli)urasiili, voidaan valmistaa
Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) kuvaamalla
menetelmdlla,

On edullista, ettd kaavan (III) mukaiset yhdisteet
voivat olla keksinndn mukaisia yhdisteitd, siten esimer-
kiksi X* voi olla -NR’R‘, jossa R’ ja R* ovat kuten edelld
on mddritelty. Sellaisia yhdisteitd voidaan késitelld de-

aminaasientsyymilld, sellaisella kuten adenosiinideaminaa-
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si, ja muuttaa kaavan (I) mukaiseksi yhdisteeksi, jossa X
on hydroksi.

Kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa R' ja/tai R* ovat
hydroksi, voidaan muuttaa vastaavaksi farmaseuttisesti
hyvaksyttédvédksi kaavan (I) esteriksi, kuten edelld on m8&-
ritelty, reaktiolla sopivan esterdivdn aineen kanssa alal-
la tunnetuilla menetelmilld, esimerkiksi Martin et al:n,
(3. Pharm. Sci. (1987) 76, 180-) kuvaamalla menetelm&ll3.
Ndin ollen edelld maariteltyjen sopivien karboksyylihappo-
estereiden valmistamiseksi edellinen kaavan (I) mukainen
yhdiste voidaan saattaa reagoimaan happoanhydridin tai
happohalidin kanssa, esimerkiksi kaavan QCOOH mukaista
karboksyylihappoa vastaava kloridi, jossa kaavassa Q on
-R°H-, -OR’H-, -~R°COOR®-, -R’-Z-Ar-, -CHR’NRRY- tai -R"’-
ryhm&, jossa R®, R’, R®, R?, R, R', RY, Z ja Ar ovat kuten
edelld8 on maaritelty, sopivan em#ksen, kuten trietyyli-
amiinin l&sndollessa. Vaihtoehtoisesti QCOOH-happo voidaan
saattaa reagoimaan kaavan (I) mukaisen yhdisteen kanssa,
jossa R! ja/tai R? ovat hydroksi, liitt#vin aineen kuten
disykloheksyylikarbodi-imidin l&dsndollessa.

Edelld esitetty kaavan (II) mukainen 1l&htoaine,
jossa R' ja/tai R? ovat hydroksi, voidaan saattaa reagoi-
maan esterdivén aineen kanssa ja ndin saatava yhdiste
saattaa reagoimaan kaavan PuH mukaisen puriiniemdksen
kanssa menetelmdn (A) mukaisesti.

Keksinnén mukaisia yhdisteitd, kun R' ja/tai R?
ovat mono-, di- tai trifosfaattiestereité, voidaan valmis-
taa kaavan (1) mukaisista yhdisteistd, kun R' ja/tai R?
ovat hydroksi, per&dkkdisilld fosforylaatioilla mono-, di-
ja trifosfaattijohdannaisten kautta tavanomaisilla kemial-
lisilla tai entsymaattisilla keinoilla, esimerkiksi kéayt-
tamalla nukleosidikinaasia tai fosfotransferaasia nukleo-
tiditrifosfaatin, esimerkiksi ATP:n, l&sndollessa.

Kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa R' ja/tai R* ovat

hydroksi, wvoidaan muuttaa vastaavaksi farmaseuttisesti
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hyvidksyttdviksi kaavan (I) eetteriksi, kuten edelld on
mddritelty, reaktiolla sopivan alkyloivan aineen kanssa
tavanomaisella tavalla, esimerkiksi kaavan Q'~Hal mukaisel-
la yhdisteelld, jossa Q' on -R°H- tai -R®-Z-Ar-ryhmd, jossa
R® ja Ar ovat kuten edelld on ma#ritelty ja Hal on halogee-

ni, esim. jodi.
Vaihtoehtoisesti sellainen alkyloiva aine voidaan

saattaa reagoimaan kaavan

HO o

HO F

mukaisen sokerin kanssa (jossa V on alkoksiryhmd, sellai-
nen kuten metoksi, tai asyylioksiryhmd, sellainen kuten
asetoksi), jolloin saadaan vastaava 3'-, 5'- tai 3',65'-
dieetteri (Bessodes M et al, Synthesis (1988) 560) ja kon-
densoimalla ndin saatava eetteri sopivan kaavan PuH mukai-
sen puriiniem8ksen kanssa, jolloin muodostuu nukleosidi,
josta sitten poistetaan suojaryhmit edelld esitetyn mene-
telmdn (B) mukaisesti.

Kun edelld esitetyn menetelmdn ensimmdisestid vai-
heesta saatu tuote on monoeetteri, esimerkiksi 5'-eetteri,
toinen hydroksiryhm8 voidaan saattaa reagoimaan karboksyy-
lihapon tail sen johdannaisen kanssa, esim. happoanhydridin
tai happohalidin kanssa, esimerkiksi kaavan QCOOH mukaista
karboksyylihappoa, jossa Q on kuten edellsd on mddritelty,
vastaavan kloridin kanssa, jolloin saadaan monoeetteri-
monoesterisokeri, esim. 3'-esteri-5'-eetterisckeri. Tami3
sokeri voildaan Kondensoida sopivan puriinin kanssa, jol-
loin muodostuu nukleosidi, kuten edelld on esitetty tai
viitteen Codington J. F. et al., Carbohyd. Res. (1966)
1455 mukaisesti.



10

15

20

25

30

14

Tamin kKeksinndn mukaisia yhdisteitd wvoidaan saada
my®s kaavan I' mukaisista yhdisteista, jossa I' on yhdis-
te, joka vastaa kaavan (I) mukaista yhdistettd, jossa ryh-
mit R! ja R’ on korvattu muilla suojaryhmill&. N&m& muut
suojaryhmdt voidaan poistaa tai saattaa reagoimaan, ryh-
mien R' ja R? muodostamiseksi, kuten edelld on ma&ritelty.

Keksinndn mukaisia yhdisteitd, silloin kun ne on
valmistettu edelld kuvatun reitin mukaisesti, voidaan
kdyttdd valmistettaessa keksinndn mukaisia yhdisteit§,
joissa R' ja/tai R’ ovat hydroksi, poistamalla suojaryhmit
eetteri- ja/tai esteriryhmista.

Prosessiolosuhteista ja l&htdaineista riippuen kaa-
van (I) mukainen lopputuote saadaan joko vapaana emdksend
tai suolana. Sekd@ lopputuotteiden vapaa emds ettd suolat
sisdltyvdt keksinndn piiriin. N&in ollen voidaan saada
emdksisid, neutraaleja tai sekasuoloja sekd@ hemi-, mono-,
seskvi- tai polyhydraatteja. Uusien yhdisteiden happoaddi-
tiosuolat voidaan tavalla, joka tunnetaan per se, muuttaa
vapaaksi emdkseksi kadyttdmalld emdksisid aineita, Kkuten
alkaleita tai ioninvaihdolla. Saadut vapaat emdkset voivat
myds muodostaa suoloja orgaanisten tai epdorgaanisten hap-
pojen kanssa.

Keksinndn mukaiset suolat, joita voidaan tavanomai-
sesti kaytt8&8 hoidossa, kdsittdvat farmaseuttisesti hyvak-
syttdvdt emdssuolat, esim. sopivan emdksen johdannaiset,
sellaiset kuten alkalimetalli- (esim. natrium), maa-alka-
limetalli~ (esim. magnesium) suolat, ammoniakin ja NX4:n
(jossa X on C,_ ,-alkyyli) suolat.

Tdmd keksintd késittdd edelleen uudet valituoteet:
2-amino-6-~bentsyyliamino-(2-deoksi~2-fluori-B-D-ribofura-
nosyyli)-9H-puriini, 2-amino-6-bentsyylioksi-(2-deoksi-2-
fluori-B-D-ribofuranosyyli)-9H-puriini ja 2-amino-6-bent-
syylitio-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-9H-purii-

ni.
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Keksinntn mukaisia yhdisteitd voidaan antaa vas-
taanottajille, sellaisille kuten nisdkkdille ihmiset mu-
kaanlukien, milld tahansa tavalla, joka soveltuu hoidetta-
vaan tilaan, sopivien tapojen k&sittdessd oraalisen, pul-
monaarisen, reaktaalisen, nasaalisen, paikallisen (kdsit-
tden bukkaalisen ja kielen alle antamisen), vaginaalisen
ja parenteraalisen (kadsittden subkutaanisen, intramusku-
laarisen, intravenoosisen, intradermaalisen, intratekaa-
lisen ja epiduraalisen antamisen) antotavan. On ymmidrret-
tdvd, ettd edullinen tapa voi vaihdella esimerkiksi wvas-
taanottajan kunnosta riippuen.

Yksittdisen aktiivisen aineosan md&drd, joka tarvi-
taan viraalisten infektioiden hoitoon, k&sittden influens-
sa- ja RSV-infektiot, riippuu useista tekijdistad, jotka
kdsittdvat hoidettavan tilan vakavuuden ja vastaanottajan
identiteetin, ja se on viimek&ddessd hoitavan laadkdrin ar-
vostelukyvyn varassa. Yleisesti sopiva, tehokas annos on
védlilla 0,1 - 100 mg vastaanottajan kehon painokiloa kohti
pdivadssd, edullisesti v&1illd 10 - 20 mg kehon painokiloa
kohti p8ivéssd; optimiannos on noin 15 mg kehon painokiloa
kohti pédivdssd (jollei muuten osoiteta kaikki aktiivisen
aineosan painot lasketaan alkuperdisend yhdisteend; sen
suoloille ja estereille luvut kasvaisivat oikeassa suh-
teessa). Tehokas annos voidaan vaihtoehtoisesti antaa kah-
tena, kolmena, neljand tai useampana osa-annoksena, jotka
annetaan sopivin aikavdlein pédivén aikana. N&md osa-annok-
set voidaan antaa yksikkOannosmuodoissa, esimerkiksi sel-
laisissa, jotka sisdltadvdt 1 - 2000 mg, edullisesti 20 -
500 mg, ja edullisemmin 100 - 400 mg aktiivista aineosaa
yvksikkSannosmuotoa kohden.

Tadm&dn keksinndn mukaisia yhdisteitd voidaan antaa
yksin tai yhdessd muiden terapeuttisten aineiden Kkanssa,
esimerkiksi amantidiinin tai ribaviriinin kanssa, jotka
ovat tunnettuja influenssan vastaisia aineita, tai anal-

geetin, esimerkiksi kodeiinin, parasetamolin, asperiinin,
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ibuprofeenin, tai tulehduksenvastaisen aineen, sellaisen
kuten indometasiinin, mefenamiinihapon, naprokseenin tai
ibuprofeenin, tai mink& tahansa muiden aineiden kanssa,
jotka ollessaan yhdistettynd keksinndn mukaisen yhdisteen
kanssa, saavat aikaan hybdyllisen terapeuttisen vaikutuk-
sen.

Vaikka on mahdollista antaa yhdisteitd yksin, on
edullista antaa ne farmaseuttisina formulaatioina. T&am&n
keksinndén mukaiset formulaatiot sisdltdvat vdhintdan yhden
aktiivisen aineosan, kuten edelld on m&dritelty, yhdessa
yvhden tai useamman niille farmaseuttisesti hyvdksyttdvan
kantajan kanssa ja mahdollisesti muita terapeuttisia aine-
osia. Kantajan(jien) tulee olla "hyv3ksyttava(vid)" siind
mielessd, ettd ne ovat yhteensopivia formulaation muiden
aineosien kanssa, eivdtkd ne ole vahingollisia niiden vas-
taanottajille.

Formulaatiot k&sittdvat sellaiset, jotka soveltuvat
oraalisesti, pulmonaalisesti, reaktaalisesti, nasaalises-
ti, paikallisesti (kdsittden bukkaalisen ja kielen alle
antamisen), vaginaalisesti tai parenteraalisesti (kadsit-
tden subkutaanisen, intramuskulaarisen, intravencosisen,
intradermaalisen, intratekaalisen ja epiduraalisen anta-
misen) annettaviksi. Formulaatiot voidaan edullisesti an-
taa yksikkodannosmuodossa ja ne voidaan valmistaa milla
tahansa farmasien alalla hyvin tunnetuista menetelmista.
Tdllaiset menetelmdt kd&sittdvdt vaiheen, jossa aktiivinen
aineosé saatetaan yhteen kantajan kanssa, joka muodostuu
vhdesta tai useammasta lis83aineosasta. Yleisesti formulaa-
tiot valmistetaan saattamalla aktiivinen aineosa kauttaal-
taan ldheisesti yhteen nestemdisten kantajien tai hienoksi
Jjauhettujen kiinteiden kantajien tai molempien kanssa, ja
ta8mén jdlkeen, jos tarpeen muotoilemalla tuote.

Tamdn keksinntn mukaiset formulaatiot, jotka sovel-
tuvat oraalisesti annettaviksi voidaan antaa erillisina

vksikkdind, sellaisina kuten kapselit, tédrkkelyskapselit
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tai tabletit, jotka kukin sisdlt&vadt ennaltamddré&tyn mad-
ri&n aktiivista aineosaa; jauheena tai jyvdsind; liuoksena
tai suspensiona vesipitoisessa nesteessd tai vedettoméssa
nesteessd; tai 6ljy-vedessd-neste-emulsiona tai vesi-061-
jysséd-neste-emulsiona. Aktiivinen aineosa voidaan myds
antaa boluksena tai tahnana tai se voi olla liposomien
sisalla.

Tabletti voidaan valmistaa puristamalla tai muovaa-
malla, mahdollisesti yhden tai useamman lisdaineosan kans-
sa. Puristettuja tabletteja voidaan valmistaa puristamalla
sopivalla laitteella aktiivinen aineosa vapaasti virtaa-
vassa muodossa, sellaisessa Kuten jauhe tai jyvdset, mah-
dollisesti sekoitettuna sideaineen (esim. povidoni, gela-
tiini, hydroksipropyylimetyyliselluloosa), liukastavan
aineen, inertin laimentimen, sdildntdaineen, hajottavan
aineen (esim. natriumtdrkkelysglykolaatti, ristisidottu
povidoni, ristisidottu natriumkarboksimetyyliselluloosa),
pinta-aktiivisen tai dispergoivan aineen kanssa. Muovatut
tabletit voidaan valmistaa muovaamalla sopivassa laittees-
sa jauhetun yhdisteen seosta, joka on kostutettu inertilléd
nestemdiselld laimentimella. Tabletit voidaan mahdollises-
ti p&&8llystdd8 tai uurtaa ja ne voidaan formuloida niin,
ettd ne vapauttavat aktiivista aineosaa hitaasti tai kont-
rolloidusti kdyttéden esimerkiksi hydroksipropyylimetyyli-
selluloosaa vaihtelevissa suhteissa aikaansaamaan haluttu
vapautumisprofiili.

Kapseli voidaan valmistaa tayttdmdlld se irralli-
sella tai puristetulla jauheella sopivassa tadyttokoneessa,
mahdollisesti yhden tai useamman lis&aineen kanssa. Esi-
merkkejd sopivista lisdaineista tabletteihin ovat sideai-
neet, sellaiset kuten povidoni, gelatiini, liukastavat
aineet, inertit laimentimet, hajottavat aineet. Kapseleita
voidaan myds formuloida pellettejd tai erillisid alayksik-
ko8 sisdltaviksi aikaansaamaan hidas tai kontrolloitu ul-

kopinnan aineosan vapautuminen.
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Tama voidaan saavuttaa ekstrudoimalla ja pydritta-
m3ll8 ladkkeen ja ekstruusioapuaineen (esim. mikrokiteinen
selluloosa) ja laimentimen, sellainen kuten laktoosi, mar-
kd seos. N3in valmistetut pallot voidaan padllystdid puoli-
l3pdisevdlls membraanilla (esim, etyyliselluloosalla,
Eudragit WE30D), jolloin saadaan viivytetyn vapautumisen
ominaisuudet.

Paikallisesti annettavina formulaatiot kdédytetdédn
edullisesti voiteena tai rasvana, jotka sisdltavat aktii-
vista aineosaa esimerkiksi m&&dré&n 0,075 - 20 % paino/pai-
no, edullisesti 0,2 - 15 % paino/paino ja edullisimmin
0,5 - 10 % paino/paino. Formuloitaessa voiteeksi aktiivi-
set aineosat voidaan k&ytt&a joko parafiini- tai veteen-
sekoittuvan voidepohjan kanssa. Vaihtoehtoisesti aktiivi-
set aineosat voidaan formuloida rasvaksi 8ljy-vedessé-ras-
vapohjan kanssa tai kuten vesi-86ljyss&-pohjassa.

Haluttaessa rasvapohjan vesipitoinen faasi voi si-~
sdltd8 esimerkiksi vdhintdadn 30 % paino/paino polyhydrista
alkoholia, eli alkoholia, jossa on kaksi tai useampia hyd-
roksyyliryhmid, sellaiset kuten propyleeniglykoli, butaa-
ni-1,3-dioli, mannitoli, sorbitoli, glyseroli ja polyety-
leeniglykoli sek& ndiden seokset. Paikallisesti kdytetta-
vat formulaatiot voivat edullisesti sis3dlt8& yhdistettd,
joka lisdd aKktiivisen aineosan absorptiota tail tunkeutu-
mista ihon tai muiden sairaiden alueiden l&pi. Esimerkkejé
tdllaisista ihon l&api tunkeutumista lisddvistd aineista
ovat dimetyylisulfoksidi ja samanlaiset analogit.

Tadm&n keksinndn mukaisten emulsioiden 6ljyfaasi voi
muodostua tunnetuista aineosista tunnetulla tavalla.
Vaikka t&md faasi voi sisdlt88 pelkdstddn emulsifioijaa
(muutoin tunnetaan emulgaattorina), se edullisesti sis&l-
tdd seoksen vdhintd&n yhtd emulsifioijaa rasvan tai 6ljyn
tai sekd rasvan ettd 6ljyn kanssa. Edullisesti sisdllyte-
tddn hydrofiilinen emulsifioijana yhdessd lipofiilisen

emulsifioijan kanssa, joka toimii stabiloijana. On myds
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edullista sisdllyttdd sekd 0ljy ettd rasva. Yhdessd emul-
sifioija(t) stabiloijan(jien) kanssa tai ilman niitd muo-
dostavat niin kutsutun emulsifioivan vahan, ja vaha yhdes-
sd ©6ljyn ja/tai rasvan kanssa muodostaa niin Kkutsutun
emulsifioiva voidepohjan, joka muodostaa rasvaformulaa-
tioiden dispergoituneen $ljyfaasin.

Tamdn keksinndn mukaisessa formulaatiossa kaytettd-
viksi sopivat emulgaattorit ja emulsion stabiloijat k&sit-
tdvdt Tween 60:n, Span 80:n, setostearyylialkoholin, my-
ristyylialkoholin, glyserolimonostearaatin ja natriumlau-
ryylisulfaatin.

Sopivien 8ljyjen taili rasvojen valinta formulaatioon
perustuu haluttujen kosmeettisten ominaisuuksien saami-
seen, koska aktiivisen yhdisteen liukoisuus useimpiin &1-
jyihin, joita todenndkdisesti kdytetddn farmaseuttisissa
emulsioformulaatioissa, on hyvin matala. N3in ollen rasvan
tulisi edullisesti olla rasvaamaton, varjaaméton ja pesté-
vd tuote, jonka konsistenssi on sopiva, jotta valtetddn
vuoto putkista tai muista sd8ilidistd. Suoraketjuisia tai
haarautunut ketjuisia, mono- tai diemdksid alkyyliesterei-
td, sellaigia kuten di-isocadipaatti, isosetyylistearaatti,
kookospédhkindrasvahappojen propyleeniglykolidiesteri, iso-
propyylimyristaatti, dekyylioleaatti, isopropyylipalmi-
taatti, butyylistearaatti, 2-etyyliheksyylipalmitaatti,
tai haarautunut ketjuisten estereiden seosta, joka tunne-
taan Crodamol CAP'na, voidaan k&ayttda kolmen viimeisen
ocllessa edullisia estereitd. N&itd voidaan k&yttdd yksin
tai yhdistelmind vaadituista ominaisuuksista riippuen.
Vaihtoehtoisesti voidaan k&dytt&8s lipideji, joilla on kor-
kea sulamispiste, sellaisia kuten valkoinen pehmed para-
fiini ja/tai nestemd@inen parafiini tai muut mineraalidl-
jyt.

Silm&&n paikallisesti kdytettdviksi sopivat formu-
laatiot sis&dltavat myds silmdtippoja, joissa aktiivinen

aineosa on liuenneena tai suspedoituneena sopivaan kanta-



10

15

20

25

30

35

20

jaan, erityisesti vesipitoiseen liuottimeen aktiiviselle
aineosalle. Aktiivinen aineosa on edullisesti l&sn& tal-
laisissa formulaatioissa konsentraatiossa 0,5 - 20 %,
edullisesti 0,5 - 10 %, erityisesti noin 1,5 % paino/pai-
no.

Formulaatiot, jotka soveltuvat paikallisesti kay-
tettdviksi suussa, kasittdvat tabletit, jotka sis&dltavat
aktiivisen aineosan maustetussa pohjassa, tavallisesti
sakkaroosissa ja akaasiassa tai tragantissa, pastillit,
jotka sis&dltavédt aktiivisen aineosan inertissd pohjassa,
sellaisessa kuten gelatiini ja glyseriini tai sakkaroosis-
sa ja akaasiassa ja suuvedet, jotka sis&ltédvdt aktiivisen
aineosan sopivassa nestemdisessd kantajassa.

Formulaatiot rektaalisesti annettaviksi voidaan
antaa perdpuikkoina sopivan pohjan kanssa sis&ltéden esi-
merkiksi kookosvoita tai Kkorkeampia rasva-alkoholeja
(esim. kova vaha European Pharmacopoeia) tai triglyseri-
dejd ja tyydyttyneitd rasvahappoja (esim. Witepsol).

Formulaatiot, jotka soveltuvat nasaalisesti annet-
taviksi, ja joissa kantaja on kiinted aine, sis&ltavat
karkeaa jauhetta, jonka partikkelikoko on esimerkiksi vi-
1i1l18 20 - 500 mikronia, ja joka annetaan tavalla, jossa
nuuskataan, eli nopealla sisd&nhengityksell& nendkidytdvin
ldpi jauhes#dilidstd, jota pidetddn 1ldhelld nendd. Sopivat
formulaatiot, joissa kantaja on neste, annettaviksi esi-
merkiksi nendspraynd tai nendtippoina, sisdltdvdt aktiivi-
sen aineosan vesipitoisia tai 6ljyliucksia.

Sopiva formulaatiot annettaviksi sis&danhengittamal-
14 sisadltavat hienopartikkelisisia ptlyj8d tai sumuja, jot-
ka voidaan kehittd4d erityyppisten mitta-annospaineaeroso-
lien, hoéyryttimien tai sis&&npuhaltimien avulla.

Pulmonaarisesti annettaviksi suun kautta jauheen
tai pisaroiden partikkelikoko on tavallisesti wv&lilla
0,5 - 10 pm, edullisesti 1 - 5 pum, vapautumisen keuhkoput-

ken haarautumiin varmistamiseksi. Nasaalisesti annettaessa
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edullinen partikkelikoko on vdlilld 10 - 500 pm pidéttymi—
sen nendonteloon varmistamiseksi.

Mitta-annoshdyryhengityslaitteet ovat paineistettu-
ja aerosolilddkkeenantajia, tavallisesti sisdltden aktii-
visen aineosan suspensio- tai liuosformulaation nesteyte-
tyssd propellantissa. Kéytettdessd n&md laitteet vapaut-
tavat formulaation venttiilin l&pi, joka on sdddetty pdds-
tdmddn mitattu tilavuus, tavallisesti 10 - 150 pl, jolloin
muodostuu hienopartikkelinen spray, joka sisdltdd aktii-
visen aineosan. Sopivat propellantit kdsittdviat propaanin
ja butaanin, tietyt kloorifluorihiiliyhdisteet, joita ta-
vallisesti kutsutaan "CFS't":ksi, esimerkiksi dikloori-
fluorimetaani, trikoolifluorimetaani, diklooritetrafluo-
rietaani, tai ndiden seokset. Formulaatio voi lisdksi si-
s81t88 yhteisliuottimia, esimerkiksi etanolia, pinta-ak-
tiivigia aineita, sellaisia kuten oleiinihappo tai sorbi-
taanitrioleaatti, antioksidantteja ja/tai sopivia aromi-
aineita.

HOoyryttimet ovat kaupallisesti saatavia laitteita,
jotka muuttavat aktiivisen aineosan liucksia tai suspen-
sioita hoitaviksi sumutteiksi joko tavalla, jossa kompres-
soitu kaasu tavallisesti ilma tai happi, tai kiihdytetdan
kapean venttiilinaukon 1l&8pi, tai ultradédniagitaatiolla.
Sopivat formulaatiot hoyryttimissd kaytetté&viksi muodos-
tuvat aktiivisesta aineosasta nestemdisessd kantajassa,
jotka ne sis&ltévdt jopa 40 % paino/paino formulaatiosta,
edullisesti vdhemmdn kuin 20 % paino/paino. Kantaja on
tavallisesti vesi tai laimea vesipitoinen alkocholiliuos,
joka on edullisesti valmistettu isotoniseksi ruumiinnes-
teiden kanssa lis88mdlld esimerkiksi natriumkloridia. Mah-
dolliset lis8aineet kdsittaviat sdiléntdaineita, jos formu-
laatiota ei valmisteta steriilisti, esimerkiksi metyyli-
hydroksibentsoaatti, antioksidantteja, aromiaineita, haih-

tuvia 61jyj8, puskuriaineita ja pinta-aktiivisia aineita.
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Sopivat formulaatiot annettaviksi sisdanpuhaltamal-~
la kdsittdvadt hienoiksijauhettuja jauheita, joita voidaan
antaa sisddnpuhaltimen avulla tai nuuskata nendonkaloon.
Sisddnpuhaltimessa jauhe on kapseleissa tai panoksissa,
jotka on tavallisesti valmistettu gelatiinista tai muovis-
ta, jotka joko puhkaistaan tai avataan in situ ja jauhe
joko laitetaan ilmaan, joka vedetddn laitteen ldpi sisaan-
hengityksen aikana tai vaihtoehtoisesti jaetaan manuaali-
sesti toimivan pumpun avulla. Sisdanpuhaltimessa kaytetty
jauhe muodostuu joko pelkdstddn aktiivisesta aineosasta
tai jauheseoksesta, joka muodostuu aktiivisesta aineosas-
ta, sopivasta jauhelaimentimesta, sellainen kuten laktoo-
si, ja mahdollisesta pinta-aktiivisesta aineesta. Aktiivi-
nen aineosa muodostaa tavallisesti 0,1 - 100 % paino/paino
formulaatiosta.

Paineistetut aerosoliformulaatiot sis&8&nhengitysta
varten on edullisesti jarjestetty siten, ettd jokainen
mitattu annos sisdltdd 0,05 -~ 5 mg keksinndn mukaista yh-
distettd. Samalla tavalla jauheformulaatiot sisdanpuhalta-
mista varten on jarjestetty siten, ettd jokainen yksikko-
annos sisdltda 0,5 - 50 mg. Liuos- tai suspensioformulaa-
tiot héyrytystd varten on jadrjestetty siten, ettd annetaan
annoksia, jotka ovat vdlilld 1 - 1500 mg. Keksinndn mukai-
sia yhdisteitd tai niiden formulaatioita wvoidaan antaa
ndilld laitteilla kerran tai useita kertoja pdivdssd yhte-
nd tai useana annoksena, esimerkiksi kolmena tai neljéni,
annettuna kunakin kertana. -

Formulaatiot, jotka ovat sopivia vaginaalisesti
annettaviksi, voidaan antaa pessareina, tamponeina, ras-
voina, geeleind, tahnoina, wvaahtoina tai sprayformulaa-
tioina, jotka sisdltavat aktiivisen aineosan lisdksi sel-
laisia kantajia, jotka tunnetaan alalla sopiviksi.

Formulaatiot, jotka ovat sopivia parenteraalisesti
annettaviksi kdsittdviat vesipitoisen ja vedetttmét sterii-

lit injektioliuokset, jotka saattavat sisdltdda antioksi-
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dantteja, puskureita, bakteerien kasvua ehkdisevid teki-
joitd ja liuenneita aineita, jotka muuttavat formulaation
isotoniseksi aiotun vastaanottajan veren kanssa, ja vesi-
pitoiset ja vedettOm&t steriilit suspensiot, jotka saatta-
vat sisd8lt&88 suspendoivia aineita ja paksuntavia aineita
sekd8 liposomeja tai muita mikropartikkelijérjestelmis,
jotka on suunniteltu ohjaamaan yhdiste verikomponentteihin
tai yhteen tai useampaan elimeen. Formulaatiot voidaan
antaa yksikkoannos- tai moniannossdilidissd, esimerkiksi
tiivistetyissd ampulleissa ja pulloissa, ja niitd& voidaan
sdilyttda pakkaskuivatussa (lyofilisoituina) tilassa, joka
tarvitsee ainoastaan steriilin nestemdisen kantajan 1li-
sdyksen, esimerkiksi vettd, injektioita varten juuri ennen
kdyttoa. Injektioliuokset ja -suspensiot voidaan valmistaa
ex tempore steriileistd edelld kuvatun keltaisista jau-
heista, jyvdsistd ja tableteista.

Edullisia yksikk&annosformulaatioita ovat sellai-
set, jotka sisdltévét padivittidisen annoksen tai yksikdn,
paivittdisen osa-annoksen, kuten tdssd edelld on selostet-
tu, tai niiden sopivan fraktion aktiivista aineosaa.

Tulisi ymmdrtsdsd, ettd edelld erityisesti mainittu-
jen aineosien lis&ksi t&amidn keksinndén mukaiset formulaa-
tiot voivat sisdlt&d muita alalla tavanomaisia aineita
riippuen kysymyksessd olevasta formulaatiosta, esimerkiksi
oraalisesti annettavaksi sopivat saattavat sis#dltidi aromi-
aineita.

Seuraavien esimerkkien tarkoitus on kuvata tata
keksintdd ja niitd ei tulisi mill&&n tavalla tulkita sita
rajoittaviksi.

Esimerkki 1

9-(2-deoksi-3,5-di-0-propionyyli-2-fluori-B8-D-ribo-

furanosyyli)guaniinin valmistus
9-(2~-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniini
(170 mg, 0,6 mmol), DMAP:n (4-dimetyyliaminopyridiini)

(8 mg) ja trietyyliamiinin (0,41 ml, 5 ekv.) liuokseen
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DMF:ss3 (N,N-dimetyyliformamidi) (4 ml) huoneenlémpdtilas-
ga lisdttiin propionihapon anhydridid (0,16 ml, 2,1 ekv.)
sekoittaen. 20 tunnin kuluttua lis&ttiin metanolia (2 ml).
Yksi tunti my&hemmin seos haihdutettiin tyhjdssd ja jd&n-
nds kromatografioitiin $i0,:11la k3yttden liekkitekniikkaa.
Eluointi suoritettiin CHCl,/MeOH:11la (10:1), sitten (6:1),
jolloin saatiin otsikon mukaista yhdistettd valkoisena
kiinte8nd aineena.
Sp. 198 -~ 200 °C.
Analyysi, laskettu 0,2-hydraatille:
C 47,93 H 5,13 N 17,47

saatu: C 48,22 H 4,94 N 17,0

Esimerkki 2

9-(2-deoksi-3,5~-di~0-asetyyli-2-fluori~-B-D-ribofu-

ranosyyli)guaniinin ja 9-(2~deoksi-2-fluori-3,5-di-

O-asetyyli-B-D-ribofuranosyyli)-2-N-asetyyligquanii-

nin valmistus

9-(2-deoksi-2-fluori-B8-D-ribofuranosyyli)guaniinin
(160 mg, 0,56 mmol), DMAP:n (8 mg) ja trietyyliamiinin
(400 pl, 5 ekv.) liuokseen DMF:ssa (4 ml) lisdttiin etik-
kahapon anhydridia (0,16 ml, 2,5 ekv.) sekoittaen huoneen-
lampdtilassa. 22 tunnin kuluttua keltainen liuos haihdu-
tettiin tyhjosséd, haihdutettiin yhdessd etanolin ja tolu-
eenin kanssa ja kromatografioitiin S$i0,:1la k&yttden liek-
kitekniikkaa ja eluoitiin CHCl,/MeOH:1la (6:1). Ensin elu-
oitunut komponentti haihdutettiin, ja haihdutettiin yh-
dessd tolueenin kanssa, jeclloin saatiin triasetyylijohdan-
nainen valkoisena vaahtona.
Analyysi, laskettu 0,1-toluaatille:

Cc 47,69 H 4,51 N 16,65

saatu: C 47,47 H 4,37 N 16,82

Ndiden fraktioiden ker&&minen ja haihduttaminen,
jotka sisdlsivdt toisen eluoituneen vhdisteen, antoi di-
asetyylijohdannaisen valkoisena kiintednid aineena.

Sp. 232 - 234 °C (haj.)
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Analyysi, laskettu 0, 25-etanclaatille:
C 45,73 H 4,63 N 18,39,
saatu: C 46,02 H 4,34 N 18,19

Esimerkki 3

9-(2-deoksi-2-fluori-3-0-pivaloyyli-B-D-ribofurano-

syyli)guaniinin ja 9~(2-deoksi-2-fluori-3,5-di-0-

pivaloyyli-B-D-ribofuranosyyli)guaniinin valmistus

9~(2-deoksi~2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniinin
(200 mg, 0,70 mmol), DMAP:n (10 mg) ja trietyyliamiinin
(0,5 ml) liuokseen DMF:ssa (6 ml) huoneenldmpdtilassa 1li-
sattiin trimetyylietikkahapon anhydridia (160 pl, 1,1 ekv)
ja liuvosta sekoitettiin 24 tuntia. Sitten lisdttiin edel-
leen 80 ul trimetyylietikkahapon anhydridid ja sekoitta-
mista jatkettiin viisi p&ivdd. Reaktio tukahdutettiin me-
tanolilla (1 ml), haihdutettiin alennetussa paineessa val-
keaksi kiinte&dksi aineeksi ja kromatografioitiin SiO,:1lla
kdyttden liekkimenetelmdd, eluoitiin CHC1l,/MeOH:1la (15:1),
sitten (10:1), (6:1) ja lopuksi (4:1).

Kolmas eluoitunut UV:a absorboiva fraktio oli
3',5"-bispivalaattiesteri wvahamaisena kiintednd aineena
eetterillsd triturocinnin j&lkeen.

Sp. 250 - 252 °C (haj.)-
Analyysi C, H,;FN;0,+0,5-H,0 vaatii:

C 51,94 H 6,32 N 15,15
saatu: C 51,99 H 6,23 N 14,83

Neljds eluoitunut UV:a absorboiva fraktio oli 3'-
pivalaattiesteri valkeana jauheena.

Sp. vahitellen hdmdrtyy 260 - 320 °C:seen.
Analyysi C,.H,,FN.0;+0,7H,) vaatii:

C 47,17 H 5,65 N 18,34
saatu: C 47,10 H 5,36 N 17,93
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Esimerkki 4
9-(2-deoksi-2-fluori-3,5-di-0O~pivaloyyli-B8-D~ribo-
furanosyyli)adeniinin, 9-(2-deoksi-2-fluori~3-0-
pivaloyyli-B-D-ribofuranosyyli)adeniinin ja 9-(2-
deoksi~-2-fluori~5-0-pivaloyyli-B-D~ribofuranosyy-
li)adeniinin valmistus
9-(2-deoksi-2~fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniinin
(250 mg, 0,93 mmol), DMAP:n (10 mg) ja trietyyliamiinin
(0,65 ml) liuokseen kuivassa DMF:ssa (7 ml) ligdttiin tri-
metyylietikkahapon anhydridi& (226 pl, 1,2 ekv.) huoneen-
lampotilassa sekoittaen. 24 tunnin kuluttua lis&ttiin
edelleen 60 pl trimetyylietikkahapon anhydridia, jota seu-
rasi 24 tuntia myOShemmin edelleen 20 pl. Yhden lis&dpd&divdn
kuluttua reaktio tukahdutettiin MeOH:1la, haihdutettiin
tyhjossd, haihdutettiin yhdessd etanolin kanssa ja puhdis-
tettiin liekkikromatografialla Si0,:1la. Eluointi suoritet-
tiin CHC1;/MeOH:1la (18:1), (15:1) ja lopuksi (10:1).
Ensimmiinen eluoitunut UV:a absorboiva fraktio oli 3',5'-
bisesteri valkoisena kiintednd aineena trituroinnin jdl-
keen eetterilld.
Sp. 157 - 158 °C.
Analyysi C,,H,,FN.0.-0,3H,0 vaatii:
C 54,24 H 6,51 N 15,82
saatu: C 54,40 H 6,33 N 15,48
Toinen eluoitunut UV:a absorboiva fraktio oli 3'-
pivalaattiesteri valkoisena kiinted&nd aineena.
Sp. 204 - 250 °C.
Analyysi C,;H,,FN.0,-0,3H,0 vaatii:
C 50,22 H 5,79 N 19,53
saatu: C 50,25 H 5,58 N 19,31
Kolmas eluoitunut UV:a absorboiva fraktio oli 5'-
pivalaattiesteri valkoisena vaahtona.
Sp. 130 - 134 °C. Analyysi C,,H,;FN,0,-0,24H,0 vaatii:
C 50,46 H 5,76 N 19,62
saatu: C 50,57 H 5,65 N 19,45
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Esimerkki 5
9(2-deoksi-2~fluori-3,5-di-0-valeryyli-B-D-ribofu-
ranosyyli)adeniinin, 9(2-deoksi-2-fluori-3-0-vale-
ryyli-B-D-ribofuranosyyli)adeniinin ja 9(2-deoksi-
2-fluori-5-0O-valeryyli-B-D-ribofuranosyyli)adenii-
nin valmistaminen
9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniinin
(300 mg, 1,11 mmol), DMAP:n (10 mg) ja trietyyliamiinin
(0,9 ml) liuokseen kuivassa DMF:ssa (8 ml) lisdttiin vale-
ryylihapon anhydridid (263 pl, 1,2 ekv.) huoneenlampdti-
lassa sekoittaen. 24 ja 48 tunnin kuluttua lis&dttiin edel~-
leen 30 pl valeryylihapon anhydridid. Paivan kuluttua vii-
meisestd lis8yksestd seos tukahdutettiin MeOH:1lla ja sen
jadlkeen muokattiin ja kromatografioitiin kuten pivalaatti-
estereiden valmistuksessa. Ensimmdinen eluoitunut UV:a
absorboiva komponentti oli 3',5'-biesteri, joka kiteytyi
valkoisina kiteind trituroitaessa eetterilla.
Sp. 96 - 98 °C.
Analyysi C,H,,FN.O; vaatii:
C 54,91 H 6,45 N 16,01
saatu: C 54,93 H 6,49 N 15,89
Toinen eluoitunut UV:a absorboiva komponentti oli
3'~-valeraattiesteri.
Sp. 182 - 183 °C.
Analyysi C,;H,,FN.,O, vaatii:
C 50,98 H 5,71 N 19,82
saatu: C 50,91 H 5,82 N 19, 46
Kolmas eluoitunut UV:a absorboiva komponentti oli
5'-valeraattiesteri, joka kiteytyi trituroitaessa eette-
rilla.
Sp. 115 - 117 °C.
Analyysi C,;H,,FN.O, vaatii:
C 50,98 H 5,71 N 19,82
saatu: C 50,76 H 5,81 N 19,44
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Esimerkki 6

2,6-diamino-9-(2-deoksi-2-fluori-fB-D-ribofuranosyy-

1li)-9H-puriini

2,6-diaminopuriinia (Pacific Chemical Laboratories,
0,8 g, 4,8 mmol) ja 1-(2-deocksi-2-fluori-B-D-ribofurano-
syyli)urasiilia (0,4 g, 1,6 mmol), joka voidaan valmistaa
J. F. Codington et al.'n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mu-
kaisesti, suspendoitiin 50 ml:aan 5 mM kaliumfosfaattipus-
kuria, pH 7,0, joka sisadlsi 0,04 % (paino/tilavuus) ka-
liumatsidia. Tymidiinifosforylaasia (3 850 I.U.) ja purii-
ninukleosidifosforylaasia (3 760 I.U.) (T.A. Krenitsky et
al., Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu
4 381 344) lisattiin ja suspensiota sekoitettiin
37 °C:ssa. 12. paivadnd reaktioseos suodatettiin. Suodos
laitettiin 1,5 x 15 cm:n kolonniin, jossa oli anioninvaih-
tohartsi (Bio-Rad AGlX2-hydroksidimuoto). Kolonnin pesun
j&lkeen vesi/metanolilla (7/3) tuote eluoitiin vesi/meta-
nolilla (1/1). Tuotetta sisdltavédt fraktiot yhdistettiin
ja liuotin poistettiin wvakuumissa. J&&nnds liuotettiin
veteen ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin otsikon mukaista
vyhdistettd, joka analysoitui 1,2-hydraattina.
Sp. 124 °C UV dmax nm (€ 107%): 0,1 N HC1l, 291 (10,2), 252
(11,8); pH 7, 278,5 (10,3), 255 (9,69); 0,1 N NaOH, 279
(10,6), 255 (9,69).
Analyysi, laskettu C, H,;FN,0,,-H,0:1le:
laskettu: C 39,27 H 5,07 N 27,48 F 6,21
saatu: C 39,22 H 5,09 N 27,39 F 6,45
'H-NMR (80 mHz, Me,SO-dy): & 7,94 (s, 1H, H-8); 6,74 ja
5,79 (2 bs, 4H, 2-NH, ja 6-NH,); 6,04 (dd, 1H, H-1',
JF,1' = 16,5 Hz, J = 3,4 Hz); 4,64 (m, 1,5 H, 0,5 (H-2")
ja 3'-OH); 5,25 (t, 1H, 5'-OH, J = 5,5 Hz), 4,98 (m,
0,5 H, 0,5 (H-2')); 4,41 (m, 1 H, H-3'); 3,93 (m, 1H,
H-4'), 3,65 (m, 2H, H,~5' ja Hg-5").
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Esimerkki 7

9-(2-deoksi-2-fluori-f-D-ribofuranosyyli)guaniini

2,6-diamino-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyy-
1i)-9H-puriinia (0,20 g, 0,64 mmol), joka oli valmistettu
kuten esimerkissd 6, liuotettiin 15 ml:aan vettd. Vasikan
suolen adenosiinideaminaasia (4 1.U., Boehringer Mannheim)
lis&ttiin ja liuosta inkuboitiin 37 °C:ssa 4 p8iv&d. Liuos
ja&hdytettiin 4 °C:seen. Kolmen tunnin kuluttua suspensio
suodatettiin ensimmdisen erin tuotekiteitd poistamiseksi.
Suodoksen tilavuutta pienennettiin vakuumissa ja suspensio
jadhdytettiin 4 °C:seen. Suspensio suodatettiin toisen
erdn tuotekiteitd poistamiseksi. Tuotekide-erdt yhdistet-
tiin, suspendoitiin veteen ja lyofilisoitiin, Jjolloin saa-
tiin otsikon mukaista yhdistettd, joka analysoitui 1,3~
hydraattina.
Sp. >250 °C (haj.). UV dmax nm (€ x 107%): 0,1 N HCl, 257
(12,2), 280 (sh); 0,1 N NaOH, 257 - 264 (10,9).
Analyysi, laskettu C, H,,FN,0, 1,3 H,0:1le:
laskettu: C 38,91 H 4,77 N 22,69 F 6,16
saatu: C 38,60 H 4,82 N 22,51 F 6,44
'H-NMR (80 MHz, Me,S0-d.): &6 10,63 (bs, 1H, N1-H); 7,94 (s,
1H, H-8); 6,51 (bs, 2H, 2-NH,); 6,00 (dd, 1H, H-1',6 JF,1' =
16,5 Hz, J = 2,9 Hz); 5,59 (m, 1,5 H, 0,5 (H-2') ja
3'-OH); 5,10 (t, 1H, 5'-OH, J = 5,6 Hz), 4,90 (m, 0,5 H,
0,5 (H-2')); 4,37 (m, 1H, 3-3'); 3,90 (m, 1H, H-4'); 3,65
(m, 2H, H,-5' ja Hg-5').

Esimerkki 8

9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniini

Adeniinia (Mannheim Research Laboratories, Inc.,
0,8 g, 5,9 mmol) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofurano-
syyli)urasiilia (0,4 g, 1,6 mmol), joka voidaan valmistaa
J. F. Codington et al.'n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mu-
kaisesti suspendoitiin 20 ml:aan 10 mM kaliumfosfaattipus-
kuria, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) Kka-

liumatsidia. Tymidiinifosforylaasia (2400 I.U.) ja purii-
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ninukleosidifosforylaasia (3900 I.U.) (T.A. Krenitsky et
al., Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu
4 381 344) lis&ttiin ja suspensiota sekoitettiin
37 °C:ssa. Kuudentena pdivadnd reaktioseos laimennettiin
100 ml:ksi 5 mM kaliumfosfaattipuskurilla, pH 7,0, joka
sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia. 17. pdivana
suspensio suodatettiin ja suodos haihdutettiin., J&&nnds
suspendoitiin la&mpimd&n veteen. Suspensio suodatettiin ja
suodos laitettiin 1,5 x 12 cm:n kolonniin, joka sis8lsi
anioninvaihtohartsin (Bic-Rad AGl1X2-hydroksidimuoto). Tuo-
te eluoitiin vedelld. Tuotetta sisdltavat fraktiot yhdis-
tettiin ja liuotin poistettiin vakuumissa. Jd&nnds liuo-~
tettiin veteen ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin otsikon
mukainen yhdiste, joka analysoitui 0, 6-hydraattina.
Sp. 225 - 227 °C nm (haj). UV dAmax nm (€ x 10%): 0,1 N
HC1l, 257 (14,6); 0,1 N NaOH, 260 (14,9).
Analyysi, laskettu C,;H,,FN;0,-0,6 H,0:1le:
laskettu: C 42,89 H 4,57 N 25,01 F 6,78
saatu: C 42,94 H 4,76 N 24,98 F 6,89
'H-NMR (250 mHz, Me,S0-d,): & 8,35 ja 8,14 (2s, 2H, H-8 ja
H-2); 7,36 (s, 2H, 6-NH,); 6,21 (44, 1H, H-~1', JF,1' =
16,8 Hz, J = 3,0 Hz); 5,71 (d, 1H, 3'-OH, J = 6,0 Hz);
5,42 (ddd, 1H, H-2', JF,2' = 53,0 Hz, Jl1',2' = 3,0 Hz,
J2'3' = 4,5 Hz); 5,25 (t, 1lkH, 5'-OH, J = 5,6 Hz); 4,47
(m, 1H, H-3'); 3,97 (m, 1H, H-4'); 3,74 (m, 1H, H,-5'):
3,56 (m, 1H, Hg,-5').

Esimerkki 9

2-amino-9-(2-decksi-2-fluori-B-D-~-ribofuranosyyli) -

SH-puriini

Z2-aminopuriinia (Vega Biochemicals, 0,4 g, 3,0
mmol) ja 1-(2~deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)urasii-
lia (0,2 g, 0,71 mmol), joka wvoidaan valmistaa J. F,.
Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mukaisesti,
suspendoitiin 35 ml:aan 5 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH

7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia.
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Tymidiinifosforylaasia (1930 I.U.) ja puriininukleosidi-
fosforylaasia (1880 I.U.) (T. A. Krenitsky et al:n Bio-
chemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu 4 381 344)
lisdttiin ja suspensiota sekoitettiin 37 °C:ssa. 24. pai-
viand reaktioseos laimennettiin 200 ml:ksi vedellid ja
1390 I.VU. tymidiinifosforylaasia ja 1880 I.U. puriininuk-
leosidifosforylaasia lisdttiin. 35. pdiv3nd suspensio
haihdutettiin. J83nnés liuvotettiin vesi/metanolin (7/3) ja
laitettiin 1,5 x 15 cm:n kolonniin, joka sisdlsi anionin-
vaihtohartsin (Bio-Rad AGlX2-hydroksidimuoto). Tuote elu-
oitiin vesi/metanolilla (7/3). Tuotetta sisdltiavat frak-
tiot yhdistettiin ja liuotin poistettiin vakuumissa. J&&n-
nds liuotettiin veteen ja lyofiliscitiin, jolloin saatiin
otsikon mukaista yhdistettd, joka analysoitui 0, 6-hydraat-
tina.
Sp. 151 - 153 °C. UV Amax nm (€ x X 10%): 0,1 N HCl, 313
(4,00), 240 - 245; pH 7, 304 (7,00), 243; 0,1 N NaOH, 304
(7,30), 243.
Analyysi, laskettu C,,H;,FN,0, 0,6 H,0:1lle:
laskettu: C 42,89 H 4,75 N 25,01 F 6,78
saatu: C 43,02 H 4,71 N 25,12 F 6,58.
'H-NMR (80 mHz, Me,S0-d,): & 8,62 ja 8,31 (2s, 2H, H-8 ja
H-6), 6,62 (bs, 2H, 2-NH,); 6,16 (dd, 1H, H-1',6 JF,1' =
16,7 Hz, J = 2,7 Hz); 5,71 (m, 1,5 H, 3'-OH ja 0,5
(H-2')); 5,12 (m, 1,5 H, 5'-OH ja 0,5 (H-2')); 4,40 (m,
1H, H-3'); 3,97 (m, 1H, H-4'); 3,66 (m, 2H, H-5' ja
H,-5').

Esimerkki 10

2-amino-6-syklopropyyliamino-9H-puriini-hydroklori-

di

2-amino-6-klooripuriinin (Aldrich Chemical Company,
4,66 g, 27,5 mmol) ja syklopropyyliamiinin (Aldrich
Chemical Company, 12,5 g, 220 mmol) liuosta MeOH:ssa
(100 ml) kuumennettiin 50 °C:ssa 18 tuntia. Sitten lis&t-

tiin 2-metoksietanolia (50 ml) ja reaktioseosta kuumennet-



10

15

20

25

30

35

32

tiin 70 °C:ssa 6 tuntia lisdd. Jadahdytyksen jalkeen pieni
mddrd reagoimatonta ldhtdainetta suodatettiin pois ja suo-
dos haihdutettiin ja puhdistettiin piidioksidigeelikolon-
nissa CHCl,;: 5 % - 10 % MeOH:1la. Tuote kiteytettiin sitten
uudelleen kahdesti MeOH:sta ja kerran EtOH:sta hydroklori-
disuolana, jolloin saatiin 1,45 g (23 %) tuotetta, sp.
253 - 257 °C.
'H-NMR (Me,SO-d;): & 6,70 - 6,82 (m, 4, CH,CH,), 3,04 (br,
s, 1, CHN), 7,35 - 7,55 (br, s, 2, NH,), 8,13 (s, 1, CH),
9,49 (br s, 1, NHCH), 13,0 - 13,3 (br, s, 2, NH;).
Analyysi, laskettu CgH,N,+HC1P1l H,0:1le:
laskettu: C 41,57 H 5,01 N 36,35 Cl 15,34
saatu: C 41,55 H 5,01 N 36,28 Cl 15,4
2-amino-6-(syklopropyyliamino)-9-(2-deoksi-2-fluo-
ri-B-D-ribofuranosyyli)-9H~-puriini
2-amino-6-(syklopropyyliamino)-9H-puriinihydroklo-
ridia (0,3 g, 1,3 mmol) ja 1-(2-deoksi~-2-fluori-B-D-ribo-
furanosyyli)urasiilia (0,4 g, 1,6 mmol), jota voidaan val-
mistaa J. F. Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558,
1964) mukaisesti, liuotettiin 20 ml:aan 5 mM kaliumfos-
faattipuskuria, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tila-
vuus) kaliumatsidia. Tymidiinifosforylaasia (2000 I.U.) ja
puriininukleosidifosforylaasia (5540 I.U.) (T. A.
Krenitsky et al., Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patent-
tijulkaisu 4 381 444) lis&ttiin ja reaktioseosta inkuboi-
tiin 37 °C:ssa. Viidentend pdivdnid 2000 I.U. tymidiinifos-
forylaasia ja 5540 I.U. puriininukleosidifosforylaasia
lis&ttiin. 21 pdivdnd reaktioseos laitettiin 2,5 x 8 cm:n
kolonniin, joka sis&lsi anioninvaihtohartsin (Bio-Rad
AGlX2-hydroksidimuoto). Sen jadlkeen kun kolonni oli pesty
vedelld tuote eluoitiin vesi/metanolilla (7/3). Tuotetta
sisdltdvdt fraktiot yhdistettiin ja liuotin poistettiin
vakuumissa. J&a&nnds liuotettiin veteen ja lyofilisoitiin,
jolloin saatiin otsikon mukainen yhdiste, joka analysoitui

0, 6-hydraattina.
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Sp. 120 °C (osittainen sulaminen 80 °C:ssa). UV Amax nm
(6 x 107%): 0,1 N HC1, 295,5 (14,3), 254 (12,7); pH 7, 282
(14,8) 262 (sh); 0,1 N NaOH, 282 (15,2), 262 (sh).
Analyysi, laskettu C,;H;;FN.0,-0,6 H,O:lle:
laskettu: C 46,59 H 5,47 N 25,08 F 5,67
saatu: C 46,46 H 5,35 N 25,03 F 5,91
'H-NMR (200 mHz, Me,S0-d,): &6 7,93 (s, 1H, H-8); 7,38 (bdg,
1H, 6-NH, J = 4,5 Hz); 6,04 (dd, 1H, H-1', JF,1 = 16,4 Hz,
J = 3,3 Hz); 5,88 (bs, 2H, 2-NH); 5,62 (4, 1H, 3'-OH, J
5,9 Hz); 5,30 (ilmeinen dt, 1H, H-2', JF,2 = 53,7 Hz, J
3,8 Hz; 5,23 (t, 1H, 5'-OH, J = 5,4 Hz); 4,38 (m, 1H,
H-3'); 3,92 (m, 1H, H-4'); 3,69 (m, 1H, H,-5"); 3,59 (m,
1H, H,-5'); 3,10 (m, 1H, N-CH); 0,62 (m, 4H, CH,CH,).
Esimerkki 11
9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-6-metok-

il

si-9H-puriini

6-metoksipuriinia (Sigma Chemical Company, 0,8 g,
5,3 mmol) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)ura-
siilia (0,4 g, 1,6 mmol), joka voidaan valmistaa J. F.
Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mukaisesti,
suspendoitiin 20 ml:aan 10 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH
7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia.
tymidiinifosforylaasia (2400 I.U.) ja puriininukleosidi-
fosforylaasia (3900 I.U.) (T. A. Krenitsky et al., Bio-
chemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu 4 381 344)
lisdttiin ja suspensiota sekoitettiin 37 °C:ssa. Kuuden-
tena pdivdnd reaktioseos laimennettiin 100 ml:ksi 5 mM
kaliumfosfaattipuskurilla, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 %
(paino/tilavuus) kaliumatsidia. 16. p&ivdnd 2640 I.U. ty-
midiinifosforylaasia ja 4360 I.U. puriininukleosidifosfo-
rylaasia lisdttiin. 45. p&ivdnd reaktioseos haihdutettiin.
Jddnnds suspendoitiin lampimddn metanoliin ja suspensio
suodatettiin. Suodos haihdutettiin. J&dnnds liuotettiin
lampimaan veteen ja laitettiin 2,5 x 7 cm:in Kkolonniin,

joka sisdlsi anioninvaihtohartsin (Bio-Rad AGlX2-hydroksi-
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dimuoto). Vedelld pesun jdlkeen tuote eluoitiin metano-
li/vedelld (9/1). Tuotetta sisdltdvdt fraktiot yhdistet-
tiin ja liuotin poistettiin vakuumissa. J&8&nnds liuotet-
tiin veteen ja 1lyofilisoitiin, Jjolloin saatiin otsikon
mukainen yhdiste, joka analysoitui 0, 3-hydraattina,

Sp. 182 °C UV Amax nm (€ x 107%): 0,1 N HCl, 250 (8,72),
259 (sh); pH 7, 248 (8,95) 2,59 (sh); 0,1 N NaOH, 250
(9,14), 259 (sh).

Analyysi, laskettu C,;H,;FN,0,-0,3 H,0:1le:

laskettu: C 45,61 H 4,73 N 19,34 F 6,56
saatu: C 45,72 H 4,66 N 19,47 F 6,72
'H-NMR (300 mHz, Me,SO-d.): & 8,63 ja 8,58 (2s, 2H, H-8 ja
H-2); 6,34 (dd4, 1H, H-1', JF,1' = 17,1 Hz, J = 2,4 Hz);
5,76 (d, 1H, 3'-0OH, J = 6,1 Hz); 5,45 (444, 1H, H-2',
JF,2' = 52,7 Hz, J1',2' = 2,4 Hz, J2',3' = 4,4 Hz); 5,17

(t, 1H, 5'-OH, J = 4,1 Hz); 4,50 (m, 1H, H-3'); 4,11 (s,
3H O-CH,;); 4,00 (m, 1H, H-4'); 3,73 (m, 1H, H,-5'), 3,62
(m, 1H, Hg~5'").

Esimerkki 12

2-amino-9-(2-deoksi-2~fluori-fB-D-ribofuranosyyli)-

6-metoksi~9H-puriini

2-amino-6-metoksipuriinia (0,8 g, 4,8 mmol), joka
voidaan valmistaa R. W. Balsiger'n ja J. A. Montgomery'n
(J. Org. Chem. 20:1573, 1960) mukaisesti, ja l1-(2-deoksi-
2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)urasiilia (0,4 g, 1,6 mmol),
joka voidaan valmistaa J. F. Codington et al:n (J. Org.
Chem. 29:558, 1964) mukaisesti, suspendoitiin 20 ml:aan
10 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH 7,0, joka sisidlsi 0,04 %
(paino/tilavuus) kaliumatsidia. Tymidiinifosforylaasia
(2400 I.U.) ja puriininukleosidifosforylaasia (3900 I.U.)
(T.A. Krenitsky et al., Biochemistry 20:3615, 1981, ja US-
patenttijulkaisu 4 381 344) lis&ttiin ja suspensiota se-
koitettiin 37 °C:ssa. Kuudentena pdivadnd reaktioseos lai-
mennettiin 100 ml:ksi 5 mM kaliumfosfaattipuskurilla, pH
7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia.



10

15

20

25

30

35

35

10. paivind reaktioseos laimennettiin 200 ml:ksi 5 mM ka-
liumfosfaattipuskurilla, pH 7,0, joka sis&lsi 0,04 % (pai-
no/tilavuus) kaliumatsidia. 16. pdivand 2640 I.U. tymidii-
nifosforylaasia ja 4360 I.U. puriininukleosidifosforyla-
asia lisdttiin 24. p&divédnd reaktioseos suodatettiin ja
suodos haihdutettiin. Jaannds suspendoitiin metanoliin.
Suspensio suodatettiin ja suodos haihdutettiin. J&a&nnds
liuotettiin veteen ja laitettiin 2,5 x 7 cm:n kolonniin,
joka sisélsi anioninvaihtohartsin (Bio-Rad AGl1XZ2-hydrok-
sidimuoto). Sen jdlkeen kun KkKolonni o0li pesty wvedellsd,
tuote eluoitiin metanoli/vedelld (9/1). Sen jadlkeen kun
liuotin o0li poistettu vakuumissa, j&&8nnds liuotettiin ve-
teen ja lyofiligeoitiin, jolloin saatiin otsikon mukainen
vhdiste, joka analysoitui 0,5-hydraattina.

Sp. 200 - 202 °C UV dmax nm (€ x 1073): 0,1 N HCl, 288
(7,85), 244,5 (6,43); pH 7, 279,5 (8,09), 248 (8,85);
0,1 N NaOH, 280 (8,40), 248,5 (8,59).

Analyysi, laskettu C,;H,,;FN.O, 0,5 H,0:1lle:

laskettu: C 42,86 H 4,90 N 22,78 F 6,16
saatu: C 42,81 H 4,92 N 22,69 F 6,29
'H-NMR (300 mHz, Me,SO-d,): & 8,12 (s, 1H, H-8): 6,57 (bs,
2H, 2-NH,); 6,11 (dd4, 1H, H-1', JF,1' = 16,6 Hz); 5,69 (4,
1H, 3'-CH, J = 6,10 Hz); 5,31 (ddd, 1H, H-2', JF,2' =
53,0 Hz, J1',2' = 2,7 Hz, J2',3' = 4,4 Hz); 5,17 (t, 1H,

S'OH, J = 4,2 Hz); 4,40 (m, 1H, H-3'); 3,95 (m, 4H, H-4'
ja O-CH;); 3,74 (m 1H, H,-5'); 3,58 (m, 1H, H,-5').

Esimerkki 13

6-syklopropyyliamino-9H-puriini

6-klooripuriinin (Aldrich Chemical Company, 4,23 g,
27 mmol) ja syklopropyyliamiinin (Aldrich Chemical
Company, 12,5 g, 22 mmol) liuosta MeOH:ssa (100 ml) kuu-
mennettiin 50 °C:ssa 48 tuntia. Liuotin poistettiin, ja
raaka tuote puhdistettiin piidioksidigeelikolonnissa elu-
oimalla CHCl,: 5 % MeOH:1lla, jolloin saatiin 5,90 g voide-~
maista kiintedd ainetta. Tamd kiteytettiin uudelleen
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MeOH:sta, jolloin saatiin kaksi erda, 2,69 g ja 1,16 g
(81,4 % kokonaissaanto), sp. 237 - 240 °C.
'H-NMR (Me,S0O-d,): 0,6 - 071 (m, 4, CH.CH,), 3,03 (br s, 1,
CHNH); 7,73 (4, 1, NH), 8,05 (s, 1, CH), 8,18 (s, 1, CH),
12,7, (br, 1, NH).
Analyysi, laskettu CgH/N;:lle:
laskettu: C 54,85 H 5,18 N 39,97
saatu: C 54,69 H 5,22 N 39,87

6-(syklopropyyliamino)-9-(2-deoksi-2-fluori-g-D-

ribofuranosyyli)-9H-puriini

6~ (syklopropyyliamino)-9H-puriinia (0,2 g, 1,1
mmol ) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)jurasii-
lia (0,4 g, 1,6 mmol), joka voidaan valmistaa J. F.
Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mukaisesti,
suspendoitiin 20 ml:aan 5 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH
7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia.
Suspension pH s&dddettiin 7,0:ksi KOH:1lla. tymidinifosfo-
rylaasia (2000 I.U.) ja puriininukleosidifosforylaasia
(5540 I.U.) T. A. Krenitsky et al., Biochemistry 20:3615,
1981 ja US-patenttijulkaisu 4 381 344) lis&ttiin ja sus-
pensiota sekoitettiin 37 °C:ssa. Viidentend pdivand lisdt-
tiin 0,2 g 6-(syklopropyyliamino)puriinia ja 2000 I.U.
tymidiinifosforylaasia ja 5540 I.U. puriininukleosidifos-
forylaasia. Yhdeksadntend paivénd 0,2 g 6-(syklopropyyli-
amino)puriinia lis&ttiin ja reaktioseoksen pH sdddettiin
7,0:ksi KOH:1la. Tymidiinifosforylaasia (2000 I.U.) ja
puriininukleosidifosforylaasia (5540 I.U.) lis&ttiin. 20.
pdivand reaktioseoksen pH sdddettiin 9,4:ksi NH,OH:1la ja
reaktioseos laitettiin 2,5 x 8,5 cm:n kolonniin, joka si-~
sdlsi anioninvaihtohartsin (Bio-Rad AGlXZ2-hydroksidimuo-
to). Vedelld pesun jalkeen tuote eluoitiin vesi/metanolil-
la (7/3). Tuotetta sisdltavit fraktiot yhdistettiin ja
liuotin poistettiin vakuumissa. Jd&nnds liuotettiin veteen
ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin otsikon mukainen yhd-

iste, joka analysoitui 0,4-hydraattina.
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Sp. 207 - 208 °C UV dmax nm (€ x 107°): 0,1 N HCl, 264
(19,1); pH 7, 268 (18,2); 0,1 N NaOH, 268 (18,6).
Analyysi, laskettu C,,H,.FN.0,-0,4 H,0:1lle:
laskettu: C 49,33 H 5,35 N 22,13 F 6,00
saatu: C 49,33 H 5,33 N 22,11 F 6,14
'H-NMR (200 mHz, Me,S0-d,): & 8,35 ja 8,24 (2s, 2H, H-8 ja
H-2); 7,98 (bd, 1H, 6-NH, J = 4,10 Hz), 6,23 (d4dd4, 1H,
H-1', JF,1' = 16,8 Hz, J = 2,9 Hz); 5,68 (4, 1H, 3'-OH,
J = 5,9 Hz); 5,42 (ddd, 1H, H-2', JF,2 = 53,0 Hz, Jl1',62' =
4,6 Hz), 5,20 (t, 1H, 5-0OH, J = 5,6 Hz), 4,46 (m, 1H,
H-3'); 3,97 (m, 1H, H-4'); 3,73 (m, 1H, H-5'): 3,55 (m,
1H, Hg-5'); 3,04 (m, 1H, N-CH):; 0,66 (m, 4H, CH,CH,).
Esimerkki 14
2-amino-9-~(2-deoksi-2-fluori-B8-D-ribofuranosyyli)-
6-etoksi-9H-puriini
2-amino-6-etoksipuriinia (0,8 g, 4,5 mmol), joka
voidaan valmistaa R. W. Balsiger'n ja J. A. Montgomery'n
(J. Org. Chem. 25:1573, 1960) mukaisesti, ja 1-(2-deoksi-
2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)urasiilia (0,5 g, 2,1 mmol),
joka voidaan valmistaa J. F. Codington et al:n (J. Org.
Chem. 29:558, 1964) mukaisesti, suspendoitiin 50 ml:aan
5 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH 7,0, joka sisilsi 0,04 %
(paino/tilavuus) kaliumatsidia. Suspension pH s#dddettiin
7,0:ksi KOH:1la. tymidiinifosforylaasia (4000 I.U.) ja
puriininukleosidifosforylaasia (14000 I1.U.) (T.A.
Krenitsky et al., Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patent-
tijulkaisu 4 381 344) lis&dttiin ja reaktioseosta sekoitet-
tiin 37 °C:ssa. Neljédntend pdivdnd 2000 I.U. tymidiinifos-
forylaasia ja 6980 1I.U. puriininukleosidifosforylaasia
lisdttiin ja reaktioseos laimennettiin 250 ml:ksi 5 mM
kaliumfosfaattipuskurilla, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 %
(paino/tilavuus) kaliumatsidia. 14. pdivinid liuotin pois-
tettiin vakuumissa. J8annds suspendoitiin veteen ja meta~
nolia lisdttiin proteiinin saostamiseksi. Sen jalkeen kun

suspensio oli suodatettu, suodos haihdutettiin. J&&nnés
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liuvotettiin kuumaan veteen ja laitettiin 1,5 x 15 cm:n
kolonniin, joka sisdlsi anioninvaihtohartsin (Bio-Rad
AGlX2-hydroksidimuoto). Sen jdlkeen Kkun kolonni oli pesty
vedelld, tuote elucitiin metanoli/vedelld (1/1). Tuotetta
sigdltévat fraktiot yhdistettiin ja liuotin poistettiin
vakuumissa. J&&nnés liuotettiin veteen ja lyofilisoitiin,
jolloin saatiin otsikon mukainen yvhdiste, joka analysoitui
0, 7-hydraattina.

Sp. 85 °C (osittainen sulaminen 50 °C:ssa) UV Amax nm (€ x
107): 0,1 N HC1, 288 (8,78), 244,5 (7,19); pH 7, 280
(8,96), 247,5 (9,55); 0,1 N NaOH, 280 (9,25), 249 (9,15).

Analyysi, laskettu C,,H,,FN.O, 0,7 H,0:1le:

laskettu: C 44,23 H 5,38 N 21,49 F 5,83
saatu: C 44,30 H 5,43 N 21,39 F 5,81

'H-NMR (200 mHz, Me,SO-d.): & 8,09 (s, 1H, H-8); 6,49 (bs,
2H, 2-NH,); 6,08 (dd, 1H, H-1', JF,1' = 16,4 Hz, J =

2,7 Hz); 5,67 (d, 1H, 3'-OH, J = 6,1 Hz); 5,42 (m, 0,5 H,
0,5 (H-2')); 5,15 (m, 1,5 H, 0,5 (H-2') ja 5'-OH); 4,44
(g, 2H, 6-0OCH,, J = 7,0 Hz); 4,40 (m, 1H, H-3'); 3,92 (m,
1H, H-4'); 3,73 (m, 1H, H,-5); 3,56 (m, 1H, H,-5'); 1,34
(t, 3H, -CH,, J = 7,0 Hz).

Esimerkki 15

2-amino-6-kloori-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofura-

nosyyli)-9H-puriini

Reaktio 1: 2-amino-6-klooripuriinia (Sigma Chemical
Company, 0,8 g, 4,7 mmol) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ri-
bofuranosyyli)urasiilia (0,4 g, 1,6 mmol), joka voidaan
valmistaa J. F. Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558,
1964) mukaisesti, suspendoitiin 50 ml:aan 5 mM kaliumfos-
faattipuskuria, pH 7,0, joka sis#élsi 0,04 % (paino/tila-
vuus) kaliumatsidia. Suspension pH s&adettiin 7,0:ksi
KOH:1lla. Tymidiinifosforylaasia (3850 I.U.) ja puriininuk-
leosidifosforylaasia (6500 I.U.) (T.A. Krenitsky et al.,
Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu
4 381 444) lisdattiin ja suspensiota sekoitettiin
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37 °C:ssa. 22. paivana reaktioseos laimennettiin
100 ml:ksi 5 mM kaliumfosfaattipuskurilla, pH 7,0, joka
sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia, ja 1270
I.U. tymidiinifosforylaasia ja 2180 I.U. puriininukleosi-
difosforylaasia lisdttiin. 32. paivana reaktioseos laimen-
nettiin 200 ml:ksi 5 mM kaliumfosfaattipuskurilla, pH 7,0,
joka sisadlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia, ja
2540 I.U. tymidiinifosforylaasia ja 4360 I.U. puriininuk-
leosidifosforylaasia lisdttiin. 61. pdivana reaktioseosta
suodatettiin. suodos haihdutettiin ja j&dnnds varastoitiin
4 °C:ssa.

Reaktio 2: 2-amino-6-klooripuriinia (Sigma Chemical
Company, 0,8 g, 4,7 mmol) ja l-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ri-
bofuranosyyli)urasiilia (0,4 g, 1,6 mmol) suspendoitiin 25
ml:aan 10 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH 7,0, joka sis&lsi
0,04 ¥ (paino/tilavuus) kaliumatsidia. Tymidiinifosfory-
laasia (4000 I.U.) ja puriininukleosidifosforylaasia (6500
I.U.) lis&ttiin ja suspensiota sekoitettiin 37 °C:ssa. 10.
paivanad reaktioseos laimennettiin 100 ml:ksi 5 mM kalium-
fosfaattipuskurilla, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 % (pai-
no/tilavuus) kaliumatsidia. 20. p&divdnd reaktioseos lai-
mennettiin 200 ml:ksi 5 mM kaliumfosfaattipuskurilla, pH
7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia,
ja 2640 I.U. tymidiinifosforylaasia ja 4360 I.U. puriini-
nukleosidifosforylaasia lisdttiin. 53. paividni reaktioseos
suodatettiin. Suodos haihdutettiin ja j&&nnds varastoitiin
4 °C:ssa. Jdanndkset reaktioista 1 ja 2 suspendoitiin ve-
teen ja yhdistettiin. Suspensio l8mmitettiin ja sen j&l-
keen suodatettiin. Tuote, jonka suodos sisdlsi, puhdistet-
tiin kromatografisesti 7,5 x 90 cm:n Biogel P-2-kolonnilla
(Bio-Rad) n-propanoli/vedelld (3/7) liuottimena, jota seu-
rasi kromatografiointi 5 x 90 cm:n Sephadex G-10~-kolonnil-
la (Pharmacia LKB) n-propanoli/vedelld (3/7) liuottimena.
Vain tuotetta sisaltdvat fraktiot Kkerdttiin yhteen ja

liuotin poistettiin vakuumissa. Jid&nnds suspendoitiin ve-
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teen ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin otsikon mukainen
tuote (erd 1). Fraktiot, jotka sisdlsivdt tuotetta ja epéd-
puhtauksia, jotka eluoituivat Sephadex G-10-kolonnin l&pi,
vhdistettiin ja liuotin poistettiin vakuumissa. J&d&nnds
liuvotettiin vesi/MeCN:iin (49/1) ja tuote puhdistettiin
edelleen kiddnteisfaasikromatografialla Cl8-piidioksidilla
(Hi-Chrom Prep-40-0DS, Regis Chemical Co.) vesi/MeCN:1lla
(49/1) liuottimena. Tuotteen sisdltavdt fraktiot yvhdistet-
tiin ja suodatettiin 0,2 pm~huokoisen nailonsuodattimen
18pi jaannodspiidioksidin poistamiseksi. Sen jalkeen Kkun
livotin oli poistettu vakuumissa, jaannds liuvotettiin ve-
teen ja suodatettiin 0,22 m-huokoisen membraanisuodattimen
13pi (Millipore GS). Suodoksen lyofilisointi antoi otsikon
mukaisen yhdisteen (erd 2), joka analysoitui O, 5-hydraat-
tina.

Tulokset erdlle 1:
Sp. 212 °C (osittain sulaminen 205 °C:ssa) UV Amax nm (€
X107%): 0,1 N HCl, 309 (6,00), 247 (5,60); pH 7, 307,5
(6,30), 2,47 (5,80); 0,1 N NaOH, 307 (6,40), 247 (5,30).
Analyysi, laskettu C,,H,,Cl Fn,0,:1le:

laskettu: C 39,55 H 3,65 N 23,06 Cl1 11,67 F 6,26
saatu: C 39,69 H 3,28 N 22,84 (Cl 11,64 F 6,14
'H-NMR (300 mHz, Me,S0-d,): & 8,37 (s, 1H, H-8); 7,07 (bs,
2H, 2-NH,); 6,12 (44, 1H, H~1', JF,1' = 16,6 Hz, J =
2,0 Hz); 5,72 (d, 1H, 3'-OH, J = 6,4 Hz); 5,34 (ddd, 1H,
H-2', JF,2' = 52,9 Hz, J1',2' = 2,0 Hz, J2',3' = 4,2 Hz):

5,19 (t, 1H, 5'-0H, J = 5,3 Hz); 4,42 (m, 1H, H-3'); 3,96

(m, 1H, H-4'); 3,76 (m, 1H, H-5"'); 3,61 (m, 1H, H,-5").
Tulokset erdlle 2:

Sp. 215 °C UV dmax nm: 0,1 N HC1, 309,5, 246,5; pH 7,

307,5, 247; 0,1 N NaOH, 307,5, 247.

Analyysi, laskettu C; H,;Cl FN,0,-0,5 H,0:1lle:

laskettu: C 38,41 H 3,87 N 22,40 C1 11,34 F 6,08

saatu: C 38,73 H 3,79 N 22,14 Cl 11,16 F 6,10
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H-NMR (80 mHz, Me,S0-d,): 8,36 (s, 1H, H-8); 7,03 (bs, 2H,
2-NH,); 6,13 (4d, 1H, H-1', JF,1' = 16,8 Hz, J = 3,2 Hz),
5,68 (m, 1,5 H, 0,5 (H-2') ja 3'-OH); 5,15 (m, 1,5 H, 0,5
(H-2') ja 5'-OH); 4,35 (m, 1H, H-3'); 3,90 (m, 1H, H-4');

3,72 (m, 2H, H,-5' ja Hg-5').
Esimerkki 16
2-amino-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-
6-metyyliamino~9H-puriini
2-amino-6-metyyliaminopuriinia (J. A. Montgomery ja
L. B. Holum, J. A. C. 5. 80:404, 1958; 0,51 g, 3,1 mmol)
ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)urasiilia
(0,52 g, 2,1 mmol), joka voidaan valmistaa J. F. Codington
et al:n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mukaisesti, suspen-
doitiin 50 ml:aan 5 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH 7,0,
joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia. Tymi-
diinifosforylaasia (4000 I.U.) ja puriininukleosidifosfo-
rylaasia (14000 I.U.) (T.A. Krenitsky et al., Biochemistry
20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu 4 381 344) lis&ttiin
ja suspensiota sekoitettiin 37 °C:ssa. Kuudentena pd&ivana
reaktioseos laimennettiin 250 ml:ksi 5 mM kaliumfosfaatti-
puskurilla, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus)
kaliumatsidia, ja 0,49 g 2-amino-6-metyyliaminopuriinia ja
4000 I.U. tymidiinifosforylaasia ja 14000 I.U. puriininuk-
leosidifosforylaasia lis&ttiin. 14. paivdan&d reaktioseos
haihdutettiin. J&8nnds suspendoitiin metanoli/veteen ja
suspensio suodatettiin. Suodos haihdutettiin. J&&nnds
liuotettiin veteen ja laitettiin 2,5 x 13 cm:n kolonniin,
joka sisdlsi anioninvaihtohartsin (Bio-Rad AGIX2-hydroksi-
dimuoto). Sen jdlkeen kun kolonni oli pesty vedelld, tuote
eluoitiin metanoli/vedelld (1/1). Sen jadlkeen kun liuotin
0li poistettu vakuumissa, j&&nnds liuotettiin veteen ja
suodatettiin 0,22 pm-huokoisen membraanisuodattimen l&pi.
Suodoksen lyofilisointi antoi otsikon mukaisen tuotteen,

joka analysoitui 0,5-~hydraattina.
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'H-NMR (80 mHz, Me,SO-d,): 8,36 (s, 1lH, H-8); 7,03 (bs, 2H,
2-NH,); 6,13 (44, 1H, H-1', JF,1' = 16,8 Hz, J = 3,2 Hz);
5,68 (m, 1,5 H, 0,5 (H-2') ja 3'-OH); 5,15 (m, 1,5 H, 0,5
(H-2') ja 5'-OH); 4,35 (m, 1H, H-3'); 3,90 (m, 1H, H-4"');
3,72 (m, 2H, H,~5' ja Hg,-5').

Analyysi, laskettu C,;H,;FN.O, 0,5 H,0:1le:

laskettu: C 43,00 H 5,25 N 27,35 F 6,18
saatu: C 42,99 H 5,28 N 27,33 F 6,16

'"H-NMR (200 mHz, Me,S0-d,): & 7,92 (s, 1H, H-8); 7,28 (bs,
1H, 6-NH); 6,13 (d4d, 1H, H-1', JF,1' = 16,3 Hz, J =
3,3 Hz); 5,91 (bs, 2H, 2-NH,); 5,64 (4, 1H, 3'-OH, J =
5,8 Hz); 5,29 (ddd, 1H, H-2', JF,2' = 5,30 Hz, J1',62' =

3,3 Hz, J2',3' = 4,4 Hz); 5,27 (t, 1H, 5'-OH, J = 5,5 Hz);
4,37 (m, 1H, H-3'); 3,92 (m, 1H, H-4'); 3,72 (m, 1H,
H,-5'); 3,60 (m, 1H, H,-5'); 2,86 (bs, 3H, N-CH;).
Esimerkki 17
9~ (2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)hypocksan-
tiini
6-amino-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-
9H-puriinia (0,29 g, 1,0 mmol), joka oli valmistettu kuten
esimerkissd 8, liuotettiin 100 ml:aan vettd. Vasikan suo-~
len adenosiinideaminaasia (4 I1.U., Boehringer Mannheim)
ligdttiin ja 1liuvosta inkuboitiin 37 °C:ssa 24 tuntia.
Liuotin poistettiin vakuumissa. J&&nnds liuotettiin ve-
si/n-propanoliin (7/3) ja kromatografioitiin 5 x 90 cm:n
Sephadex G-10-kolonnilla (Pharmacia LKB) vesi/n-propano-
lilla (7/3) liuottimena. Tuotetta sisdltivat fraktiot yh-
distettiin ja liuotin poistettiin vakuumissa. J&&nnds
liuotettiin veteen ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin ot-
sikon mukainen tuote, joka analysoitiin hydraattina.
Sp. 175 °C (osittainen sulaminen 125 °C:ssa) UV Amax nm
(€ x 10°): 0,1 N HCl, 249 (11,8); pH 7, 248,5 (12,0);
0,1 N NaOH, 253 (13,0).
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Analyysi, laskettu C, H,;FN,O, H,O:1le

laskettu: C 41,67 H 4,55 N 19,44 F 6,59
saatu: C 41,72 H 4,58 N 19,46 F 6,37
'H-NMR (300 mHz, Me,S0-d,): & 8,33 ja 8,09 (2s, 2H, H-8 ja
H-2); 6,21 (dd, 1H, H-1', JF,1' = 16,8 Hz, J = 2,4 Hz);

5,74 (bs, 1H, 3'-OH), 5,36 (dd44, 1H, H-2',6K JF,2' =
52,7 Hz, J1',2' = 2,4 Hz, J1',3' = 4,4 Hz); 5,20 (bs, 1H,
5'-OH); 4,43 (ilmeinen 4 m, 1H, H-3', JF,3' = 18,9 Hz):
3,97 (m, 1H, H-4'); 3,75 (m, 1H, H-5'); 3,59 (m, 1H,
H,-5').

Esimerkki 18

2-amino-9-(2-deoksi-2-fluori~B-D-ribofuranosyyli)-

6~-propoksi-9H-puriini

2-amino-6-propoksipuriinia (0,3 g, 1,6 mmol), joka
voidaan valmistaa R. W. Balsgsiger'n ja J. A. Montgomery'n
(J. Org. Chem. 25:1573, 1960) mukaisesti, ja 1l-(2-deoksi-
2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)urasiilia (0,52 g, 2,1 mmol),
joka voidaan valmistaa J. F. Codington et al:n (J. Org.
Chem. 29:558, 1964) mukaisesti, suspendoitiin 50 ml:aan
2 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 %
(paino/tilavuus) kaliumatsidia. Suspension pH s&ddettiin
7,0:ksi KOH:1lla. Tymidiinifosforylaasia (4000 I.U.) ja
puriininukleosidifosforylaasia (14000 I1.U.) (T.A.
Krenitsky et al., Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patent-
tijulkaisu 4 381 344) lis&ttiin ja reaktioseosta sekoitet-
tiin 37 °C:ssa. Kuudentena p&iv&nd reaktioseos laimennet-
tiin 250 ml?aan 5 mM kaliumfosfaattipuskurilla, ph 7,0,
joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia, ja
4000 I.U. tymidiinifosforylaasia ja 14000 I.U. puriininuk-
leosidifosforylaasia lis&ttiin. 14. p&ivdnd liuotin pois-~
tettiin vakuumissa. J&&nnds suspendoitiin metanoli/veteen
ja suspensio suodatettiin. Suodos haihdutettiin. J&&nnds
liuotettiin kuumaan veteen ja 1laitettiin 2,5 x 13 cm:n
kolonniin, joka sisé&lsi anioninvaihtohartsin (Bio-Rad
AGlXZ2-~hydroksidimuoto). Sen j&lkeen kun kolonni oli pesty
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vedelld, tuote eluoitiin metanoli/vedelld (1/1). Tuotetta
sisdltdvat fraktiot yhdistettiin ja 1liuotin poistettiin
vakuumissa. J&88nnds liuotettiin veteen ja lyofiliscitiin,
jolloin saatiin otsikon mukainen yhdiste, joka analysoitui
0, 9-hydraattina.
Sp. 93 °C (osittainen sulaminen 65 °C:ssa) UV dmax nm (€ x
10%): 0,1 N HC1, 289 (9,05), 245 (7,37); pH 7, 280 (9,28),
248 (9,82); 0,1 N NaOH, 280,5 (9,67), 249,5 (9,55).
Analyysi, laskettu C,,H,;FN.O, 0,9 H,0:1lle:
laskettu: C 45,69 H 5,78 N 20,49 F 5,56
saatu: C 45,75 H 5,61 N 20,51 F 5,60
'H-NMR (200 mHz, Me,SO0-d,): 6 8,09 (s, 1H, H~8); 6,49 (bs,
2H, 2-NH,): 6,08 (a4, 1H, H!, JF,1' = 16,4 Hz, J = 2,7 Hz);
5,65 (4, 1H, 3'-0H, J = 6,0 Hz); 5,42 (ilmeinen t, 0,5 H,
0,% (H-2'), J = 3,5 Hz); 5,14 (m, 1,5 H, 0,5 (H-2') ja
5'-OH); 4,36 (m, 3H, H-3'; ja 6-OCH,); 3,92 (m, 1H, H-4');
3,69 (m, 1H, H,-5'); 3,60 (m, 1H, H,-5'); 1,75 (ilmeinen
sekstetti, 2H, CH,, J = 7,1 Hz); 0,95 (t, 3H, CH,, J =
7,4 Hz).

Esimerkki 19

2-amino-9-(2~deoksi-2-fluori~B-D-ribofuranosyyli)-

6-jodi-9H-puriini

2-amino-6-jodipuriinia (0,8 g, 3,1 mmol), joka voi-
daan valmistaa R. T. Koda et al:n (J. Pharm. Sci. 57:2056,
1968) mukaisesti, ja 1-(2-deoksi-2-~fluori-B-D-ribofurano-
syyli)urasiilia (0,39 g, 1,6 mmol), joka voidaan valmistaa
J. F. Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mu-
kaisesti, suspendoitiin 20 ml:aan 10 mM kaliumfosfaatti-
puskuria, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus)
kaliumatsidia. Suspension pH s&&dettiin 7,2:ksi KOH:lla.
Tymidiinifosforylaasia (2000 I.U.) ja puriininukleosidi-
fosforylaasia (3250 1I.U.) (T.A. Krenitsky et al.,
Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu
4 381 344) lisdttiin ja suspensiota sekoitettiin

37 °C:ssa. 12. pdivi8nd reaktioseoksen pH s&&dettiin
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6,8:ksi etikkahapolla, ja 2000 I.U. tymidiinifosforylaasia
ja 3250 I.U. puriininukleosidifosforylaasia lisédttiin. 26.
pédivand reaktioseos laimennettiin 500 ml:ksi 5 mM kalium-
fosfaattipuskurilla, pH 7, joka sisdlsi 0,04 % (paino/ti-
lavuus) kaliumatsidia, 2000 I.U. tymidiinifosforylaasia ja
3250 I.U. puriininukleosidifosforylaasia lis&ttiin. 40.
pédivdnd reaktioseos suodatettiin. Suodos haihdutettiin.
Jddnnds suspendoitiin vesi/n-propancliin (7/3) ja suoda-
tettiin. Suodos haihdutettiin. Jddnnds suspendoitiin meta-
noliin ja sen jdlkeen se suodatettiin. Tuote, jonka suodos
sisdlsi, puhdistettiin kromatografisesti 5 x 90 cm:n
Biogel P-2-kolonnissa (Bio-Rad) vesi/n-propanolin (7/3)
ollessa liuvottimena, wmitd seurasi Kromatografiointi 5 x
90 cm:n Sephadex G-10-kolonnilla (Pharmacia LKB) vesi/n-
propanolin (7/3) ollessa liuottimena. Sen j&lkeen kun
liuotin o0li poistettu wvakuumissa, jdd&nndés suspendoitiin
veteen ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin otsikon mukainen
vhdiste, joka analyscitui 0, 6-hydraattina.

Sp. 135 °C (ogittainen sulaminen 108 - 110 °C:ssa) UV,Xmax
nm (€ x 10%): 0,1 N HCl, 318 (7,94); pH 7, 315 (8,30);
0,1 N NaOH, 315 (8,36).

Analyysi, laskettu C, H,;FIN.O, 0,6 H,0:1lle:

laskettu: C 29,59 H 3,03 N 17,25 F 4,68 1 31,26
saatu: C 26,69 H 3,06 N 17,22 F 4,44 1 31,47
'H-NMR (300 mHz, Me,S0-d,): & 8,33 (s, 1H, H-8); 6,96 (bs,
2H, 2-NH,); 6,09 (d4d, 1H, H-1', JF,1' = 16,7 Hz, J =
2,4 Hz); 5,69 (4, 1H, 3'-OH, J = 6,3 Hz); 5,33 (ddd, 1H,
H-2', JF,2' = 52,8 Hz, J1',2' = 2,4 Hz, J2'3' = 4,2 Hz);

5,16 (t, 1H, 5'-OH, J = 5,3 Hz); 4,42 (m, 1H, H-3'); 3,95
(m, 1H, H-5'); 3,60 (m, 1H, H,-5').
Esimerkki 20
9-(2~-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-6-metyy-
liamino-9H-puriini
6-metyyliaminopuriinia (Sigma Chemical Company,
0,8 g, 5,4 mmol) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofurano-
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syyli)urasiilia (0,39 g, 1,6 mmol), joka voidaan valmistaa
J. F. Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mu-
kaisesti, suspendoitiin 20 ml:aan 10 mM kaliumfosfaatti-
puskuria, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) ka-
liumatsidia. Tymidiinifosforylaasia (2400 I.U.) ja purii-
ninukleosidifosforylaasia (3900 I.U.) (T.A. Krenitsky et
al., Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu
4 381 344) lisdttiin ja suspensjota sekoitettiin
37 °C:ssa. Kuudentena pdivdnd reaktioseos laimennettiin
100 ml:ksi 5 mM kaliumfosfaattipuskurilla, pH 7,0, joka
sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia. 17. paiva
reaktioseos suodatettiin. Suodos haihdutettiin. J&annés
suspendoitiin metanoliin ja sen jalkeen suodatettiin. Suo-
dos haihdutettiin. J&&nnds liuotettiin veteen ja laitet-
tiin 2,5 x 7 cm:n kolonniin, joka sisdlsi anioninvaihto-
hartsin (Bio-Rad AGlX2-hydroksidimuoto). Tuote eluoitiin
vedelld. Tuotetta sis&ltdvat fraktiot yhdistettiin ja
liuotin poistettiin um-huokoisen membraanisuodattimen 1l&-
pi. Suodoksen lyofilisointi antoi otsikon mukaisen yhdis-
teen.

Sp. 140 °C (kutistuu 65 °C:ssa, osittainen sulaminen
110 °C:ssa) UV Amax nm (€ x 107): 0,1 N HCL, 261,5 (16,2);
pPH 7, 265,5 (15,0); 0,1 N NaOH, 266 (15,3).

Analyysi, laskettu C,;H,,FN,0,:1lle:

laskettu: C 46,64 H 4,98 N 24,72 F 6,71

saatu: C 46,48 H 5,07 N 24,63 ¥ 6,93

'H-NMR (300 mHz, Me,S0-d,): & 8,37 ja 8,25 (2s, 2H, H-8 ja
H-2); 7,86 (bs, 1H, 6-NH); 6,24 (44, 1H, H-1', JF,1' =
16,8 Hz, J = 3,2 Hz); 5,74 (4, 1H, 3'-0H, J = 6,1 Hz);

5,44 (add, 1H, H-2', JF,2' = 53,0 Hz, J1',2' = 3,2 Hz,
J2',3" = 4,4 Hz); 5,28 (t, 1H, 5'-OH, J = 5,6 Hz); 4,49
(m, 1H, H-3'); 3,99 (m, 1H, H-4'); 3,75 (m, 1H, H~5");

3,58 (m, 1H, H,-5'); 2,95 (bs, 3H, N-CH,).
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Esimerkki 21

9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-6-~etoksi-

9H-puriini

6-etoksipuriinia (Sigma Chemical Company, 0,2 g,
1,2 mmol) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-
urasiilia (0,4 g, 1,6 mmol), joka voidaan valmistaa J. F.
Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mukaisesti,
suspendoitiin 20 ml:aan 5 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH
7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia.
Suspension pH sdddettiin 7,0:ksi KOH:1lla ja tymidiinifos-
forylaasia (2000 I.U.) ja puriininukleosidifosforylaasia
(5540 I.U.) (T. A. Krenitsky et al., Biochemistry 20:3615,
1981 ja US-patenttijulkaisu 4 381 344) lisattiin ja sus-
pensiota sekoitettiin 37 °C:;ssa. Viidentend pdivana lisdt-
tiin liss8ksi 2000 I.U. tymidiinifosforylaasia ja 2770 I.U.
puriininukleosidifosforylaasia. Yhdeks&ntend p&ivénd 1li-
sdttiin 0,2 g 6-etoksipuriinia. Reaktioseoksen pH s&&ddet-
tiin 7,0:ksi KOH:Lla ja 2000 I.U. tymidiinifosforylaasia
ja 5540 I.U. puriininukleosidifosforylaasia lisdttiin. 28.
pdivand suspensio suodatettiin. Suodos laitettiin 2,5 x
8,5 cm:n kolonniin, joka sisdlsi anioninvaihtohartsin
(Bio~-Rad AGlX2-hydroksidimuoto). Vedelld pesun jdlkeen
tuote eluoitiin metanoli/vedelld (3/7). Tuotetta sisdlta-
vat fraktiot yhdistettiin ja liuotin poistettiin vakuumis-
sa. Jaadnndksessd oleva tuote puhdistettiin edelleen kroma-
tografisesti 2,5 x 90 cm:n Biogel P-2-kolonnissa (Bio-Rad)
vesi/metanolin (8/2) ollessa liuottimena, mitd seurasi
kromatografiointi 2,5 x 50 cm:n piidioksidigeelikolonnilla
asetonitriili/veden (49/1) ollessa liuvottimena. Tuotteen
sisdltavdt fraktiot yhdistettiin ja liuotin poistettiin
vakuumissa. Jaannds liuotettiin veteen ja lyofilisoitiin,
jolloin saatiin otsikon mukainen yhdiste, joka analysoitui

0,5-hydraattina.
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Sp. 85 - 87 °C (osittainen sulaminen 60 °C:ssa) UV Amax nm
(€ x 10%): 0,1 N HC1l, 249 (11,4); pH 7, 248 (11,7); O,1 N
NaOH; 249 (12,0).

Analyysi, laskettu C,,H,;FN,O, 0,5 H,0:1lle:

laskettu: C 46,91 H 5,25 N 18,23 F 6,18
saatu: C 46,80 H 5,23 N 18,21 F 6,65
'H-NMR (200 mHz, Me,S0-d,): & 8,59 ja 8,53 (2s, 2H, H-8 ja
H-2); 6,31 (&4, 1H, H-1', JF,1' = 17,0 Hz, J = 2,5 Hz);
5,70 (4, 1H, 3'-OH, J = 6,3 Hz): 5,43 (ddd, 1H, H-2',
JF,1' = 52,9 Hz, J1'2' = 2,5 Hz, J2',3' = 4,4 Hz); 5,12

(t, 1H, 5'-OH, Jd = 5,4 Hz); 4,59 (g, 2H, 6-0OCH,, J =
7,0 Hz); 4,51 (m, 1H, H-3'); 3,98 (m, 1H, H-4'); 3,73 (m,
1H, H-4'); 3,61 (m, 1H, H,-5'); 1,40 (t, 3H, -CH,, J =
7,0 Hz).
Esimerkki 22
2-amino~9-(2-deoksi-2-fluori~B-D-ribofuranosyyli)-
6-metyylitio-9H-puriini
2-amino-6-metyylitiopuriinia (Sigma Chemical
Company, 0,6 g, 3,3 mmol) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ri-
bofuranosyyli)urasiilia (0,3 g, 1,2 mmol), joka voidaan
valmistaa J. F. Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558,
1964) mukaisesti, suspendoitiin 200 ml:aan 5 mM kaliumfos-
faattipuskuria, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tila-
vuus) kaliumatsidia. Tymidiinifosforylaasia (4000 I.U.) ja
puriininukleosidifosforylaasia (6500 I.U.) (T.A, Krenitsky
et al., Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu
4 381 444) lisattiin ja suspensiota sekoitettiin
37 °C:ssa. 14. padivana reaktioseos laimennettiin
400 ml:ksi 5 mM Kkaliumfosfaattipuskurilla, pH 7,0, joka
sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia, ja 8000
I.U. tymidiinifosforylaasia ja 6500 I.U. Puriininukleosi-
difosforylaasia lisdttiin. 25. pdivdna reaktioseoksen pH
sdaddettiin 6,9:ksi KOH:1lla. 39. pa&ivédnd reaktioseos suo-
datettiin. Suodos laitettiin 2,5 x 13 cm:n kolonniin, joka

sisdlsi anioninvaihtohartsin (Bio-Rad AGlX2-hydroksidimuo-
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to) ja tuote eluoitiin metanoli/vedelld (3/7). Sen jdlkeen
kun liuotin oli poistettu vakuumissa, jadnnds suspendoi-
tiin veteen ja lyofiliscitiin, jolloin saatiin otsikon
mukainen yhdiste, joka analysoitui O, 5-hydraattina.

Sp. 85 - 87 °C Uuv Amax nm (€ x 107%): 0,1 N HC1, 327
(11,6), 250 (11,2), 263 (sh); pH 7, 311 (12,8), 257 (sh),
246 (15,1); 0,1 N NaOH, 311 (13,3), 257 (sh), 246 (14,8).
Analyysi, laskettu C,,H, FN.0,S 0,5 H,0:1le:

laskettu: C 40,74 H 4,66 N 21,59 F 5,80 S 9,89
saatu: C 40,79 H 4,66 N 21,55 F 5,89 S 9,84
'H~-NMR (80 mHz, Me,S0-d,): & 8,17 (s, 1H, H-8); 6,57 (bs,
2H, 2-NH,j); 6,14 (dd, 1H, H-1', JF,1' = 16,4 Hz, J =
3,2 Hz); 5,64 (m, 1,5H, 0,5 (H-2') ja 3'-OH); 5,11 (m,
1,5 H, 0,5 (H-2') ja 5'OH); 4,40 (m 1H, H-3'); 3,95 (m,
1H, H-4'); 3,65 (m, 1H, H-5' ja H,-5'); 2,58 (s, 3H,
6-SCH,).

Esimerkki 23

9-(2-deoksi~2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-6-jodi-

9H-puriini

6-jodipuriinia (Sigma Chemical Company, 0,7 g,
2,7 mmol) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-
urasiilia (0,4 g, 1,7 mmol), joka voidaan valmistaa J. F.
Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mukaisesti,
suspendoitiin 20 ml:aan 10 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH
7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia.
Tymidiinifosforylaasia (2640 I.U.) ja puriininukleosidi-
fosforylaasia (4360 I.U.) (T. A. Krenitsky et al., Bio-
chemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu 4 381 344)
lisdttiin ja suspensiota sekoitettiin 37 °C:ssa. 21. p&i-
vdnad reaktioseos laimennettiin 50 ml:ksi 5 mM kaliumfos-
faattipuskurilla, pH 7, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tila-
vuus) Kkaliumatsidia, ja 4000 I.U. tymidiinifosforylaasia
ja 6500 I.U. puriininukleosidifosforylaasia lisdttiin. 43.
pdivdnd reaktioseos laimennettiin 250 ml:ksi vedelld ja

2000 I.U. tymidiinifosforylaasia ja 3250 I.U. puriininuk-



10

15

20

25

30

35

50

leosidifosforylaasia lisdttiin. 57. péivdand reaktioseos
suodatettiin. Suodos haihdutettiin. J&&nnds suspendoitiin
limpim&dn metanoliin ja suodatettiin. Suodos haihdutet-
tiin. J3&8nn&és liuvotettiin vesi/n-propanoliin (7/3) ja lai-
tettiin 7,% x 90 cm:n Biogel P-2-kolonniin (Bio-Rad) ve-
si/n-propanolin (7/3) ollessa liuottimena. Tuotetta sisdl-
tavat fraktiot yhdistettiin ja liuotin poistettiin vakuu-
missa. Jdannts liuotettiin kuumaan metanoliin ja vetta
lis&ttiin, kunnes muodostui saostuma. Metanoli poistettiin
vakuumissa. Suspension annettiin seisca yd6n yli, jonka
jédlkeen se suodatettiin. Suodatinkakku sisdlsi tuotteen
massan. Suodos haihdutettiin ja edell&mainittu menetelma
toistettiin jdljelld olevan tuotteen saostamiseksi. Suo-
datinkakut yhdistettiin-ja suspendoitiin veteen. Lyofili-
sointi antoi otsikon mukaisen yhdisteen.

Sp. 198 - 200 °C (haj.).

UV Amax nm (€ x 107%): 0,1 N HC1l, 275 (11,1), 257 (sh); pH
7, 275 (11.1), 258 (sh); 0,1 N NaOH, 276 (9,98), 257 (sh),
303 (sh).

Analyysi, laskettu C,;,H,,FIN,0,:1le

laskettu: C 31,60 H 2,65 N 14,74 F 5,00 I 33,39
saatu: C 31,70 H 2,70 N 14,69 F 4,96 I 33,48
'H-NMR (80 mHz, Me,S0-d,): & 8,87 ja 8,66 (2s, 2H, H-8 ja
H-2):; 6,35 (44, 1H, H-1', JF,1' = 17,0 Hz, J = 2,0 Hz);

5,76 (m, 1,5 H, 0,5 (H-2') ja 3'-OH); 5,14 (m, 1,5 H, 0,5
(H-2') ja 5'-OH); 4,51 (m, 1H, H-3'); 3,99 (m, 1H, H-4'):;
3,70 (m, 2H, H,-5' ja H5').
Esimerkki 24
9-(2-deoksi~-2-fluori-5-0-L-valinyyli-B-D-ribofura-
nosyyli)-adeniinin ja sen bisvetykloridisuolan val-
mistus
9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniinin
(500 mg, 1,86 mmol), FMOC-L-valiinin (820 mg, 1,3 ekv.) ja
DMAP:n (10 mg) liuvokseen kuivassa DMF:ssa (14 mml)
0O °C:ssa lisattiin DCC:n (disykloheksyylikarbodi-imidi )
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(520 mg, 1,35 ekv.) liuosta CH,CH,:ssa (2 ml) sekoittaen.
Seoksen annettiin saavuttaa huoneenlé&mpttila, sitd sekoi-~
tettiin 90 minuuttia ja sen jdlkeen se haihdutettiin tyh-
jtssd. Sen jélkeen kun jddnnds oli haihdutettu yhdessa
etanolin kanssa, se siirrettiin CHCl,/MeOH:iin (9:1) ja
suodatettiin. Suodos haihdutettiin sitten ja kromatogra-
fioitiin SiO0,:1la k&yttden liekkitekniikkaa, eluoimalla
EtOH:n CHCl,:ssa gradientilla (5 % -~ 10 %).

Ensimmdiseksi eluoitunut fraktio oli 3',5'~-bises-
teri (230 mg), joka sisdlsi hiukan disykloheksyyliureaa.
Toinen fraktio oli 3'-monoesteri ja kolmas fraktio oli 5'-
monoesteri (190 mg).

5'-FMOC-suojattu valinaattiesteri k&siteltiin sit-
ten piperidiinin (1 ml) liuoksella DMF:ssa (4 ml) huconeen-
lampbtilassa 5 minuuttia, haihdutettiin tyhjétssda, liuotet-
tiin veteen (25 ml) ja pestiin CHCl,:1la (30 ml). Vesi
haihdutettiin, jolloin muodostul va@ritdon kumimainen aine,
joka siirrettiin vesipitoiseen etikkahappoon, haihdutet-
tiin, ja haihdutettiin yhdessd etanolin ja eetterin kans-
sa, jolloin saatiin 5'-0O-valinaattiesteri hygroskooppisena
amorfisena kiintedn&d aineena (100 mg).

Analyysi C,;H,;FN,O,+1,5 CH,CO,H.1,5 H,0
vaatii: C 44,53 H 6,23 N 17,32
saatu: C 44,38 H 6,32 N 16,94
Sp. hajoaa 150 °C:n ylapuolella.

Bisvetykloridisuola valmistettiin liuottamalla 5'-
O-valinaattiesteri isopropanoliin, mitd seurasi isopropa-
nolin, joka oli aikaisemmin kylldstetty vetykloridikaasul-
la, lisdys ja liuottimen haihduttaminen. Valkoinen kiinteéd
aine siirrettiin sitten MeOH:iin ja saostettiin eetterilli
0 °C:ssa. Suodattaminen antoi bisvetykloridisuolan.
Analyysi C; H,;FN,O,-2 HC1-0,5 H,0
vaatii: C 40,00 H 5,37 N 18,67
saatu: C 40, 26 H 5,19 N 18,74
Sp. 210 - 213 °C (haj.)-.
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Esimerkki 25
2-amino-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-
9H-puriinibisvetykloxridi
2-amino-9-(2~deoksi~2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-
9H-puriiniin (300 mg, 1,11 mmol) MeOH:ssa (20 ml) lisdt-
tiin isopropanolia (2,5 ml), joka oli aikaisemmin kyll&s-
tetty vetykloridi (HC1 )kaasulla. Asetonia (15 ml) lisdttiin
ja liuos haihdutettiin melkein kuivaksi vakuumissa huo-
neenld8mpbdtilassa. Triturointi etyyliasetaatilla (15 ml)
antoi wvalkoista kiintedd& ainetta, joka suodatettiin ja
pestiin eetterillad.
Sp. 160 - 163 °C (haj.).
Analyysi C, H,,FN,;-2 HCl
vaatii: C 35,01 H 4,12 N 20,42 F 5,55
saatu: C 34,79 H 4,23 N 20,32 F 5,66
Esimerkki 26
2,6-diamino-9-(2-deocksi-2~-fluori-B3-D-ribofuranosyy-
li)-9H~-puriinibisvetykloridi
2,6-diamino-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D~ribofuranosyy-
1i)-9H-puriinin (300 mg, 1,06 mmol) liuokseen MeOH:ssa
(30 ml) lisdttiin isopropanoli (2 ml), joka oli aikaisem-
min kyll&stetty HCl-kaasulla. Liuos haihdutettiin pieneen
tilavuuteen (5 ml) huoneenldmp&tilassa ja EtOH:a (15 ml)
lisdttiin saostamaan bisvetykloridi valkoisena kiinte&ni
daineena.
Sp. 165 - 168 °C (haj.).
Analyysi C,,H,;FN,0,-2 HCl
vaatii: C 33,62 H 4,23 N 23,53 F 5,32
saatu: C 33,53 H 4,24 N 22,98 F 5,33
Esimerkki 27
9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniinin
natriumsuola
9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniiniin
(50 mg, 0,175 mmol) lis&ttiin NaOH:n (7 mg) liuos vedessi

(2 ml) ja seosta lammitettiin varovasti, kunnes saatiin
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kirkas liuos. Liuos lyofilisoitiin sitten, jolloin saatiin
otsikon mukainen yhdiste valkoisena Kiinted@nd aineena.
Sp. 185 - 190 °C (haj.).
Analyysi C,,H,;FN.O,N 1,75 H,0
vaatii: C 35,45 H 4,31 N 20,67
saatu: C 35,59 H 4,33 N 20,64
Esimerkki 28
9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniini-
vetykloridi
9-(2-deoksi-2-fluori~B-D-ribofuranosyyli)guaniinin
(300 mg, 1,05 mmol) liuokseen MeOH:ssa (200 ml) lisAttiin
isopropanolin liuosta (2 ml), joka oli aikaisemmin kyll&s-
tetty HCl-kaasulla, jota seurasi asetoni (50 ml). Liuos
haihdutettiin pieneen tilavuuteen (30 ml), asetonia
(150 ml) lis&ttiin, ja seos pienennettiin uudelleen pie-
neen tilavuuteen. Tdmd toistettiin, lopullisen tilavuuden
ollessa 10 ml. EtOH:a (20 ml) 1lisdttiin, jota seurasi
EtOAc (40 ml). Seisotettaessa tuote saostui valkoisena
kiintedn8 aineena.
Sp. 192 - 193 °C (haj.).
Analyysi C,;H,,FN;O, HC1 0,4 H,0
vaatii: C 36,51 H 4,23 N 21,29 N 10,77
saatu: C 36,50 H 4,54 N 21,56 N 10,90
Esimerkki 29
9-(2-deoksi-2-fluori~B-D-ribofuranosyyli)adeniini-
vetykloridi
9-(2-deoksi-2-fluori-B~-D~ribofuranosyyli)adeniinin
(500 mg, 1,86 mmol) liuokseen MeOH:ssa (40 ml) ja vedessa
(10 ml) lis&ttiin isopropanoliliuosta (15 ml), joka oli
aikaisemmin Kyllastetty HCl-kaasulla. Liuos haihdutettiin
vakuumissa huoneenlé&mpétilassa ja trituroitiin EtOH:1la
(25 ml), jolloin saatiin otsikon mukainen yhdiste valkoi-
sena kiinte8nd aineena.
Sp. 205 - 210 °C (haj.).
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Analyysi C,,H,,FN;O; HC1
vaatii: C 39,29 H 4,29 N 22,91 Cl 11,60
saatu: C 39,36 H 4,34 N 22,89 cl 11,52
Esimerkki 30
9-(2-deocksi-2~fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniini-
5 'monomofosfaatti
9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniinia
(esimerkistd 8, 0,47 g, 1,7 mmol) liuotettiin 7 ml:aan
1,3-dimetyyli-3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidinonia. T&-
mdn liuoksen j&&dhdyttédmisen jdlkeen -8 °C:i:seen jad&/metano-
lihauteessa lisdattiin 0,64 ml fosforioksikloridia (7 mmol)
voimakkaasti sekoittaen. Kolmen minuutin kuluttua reaktio
lopetettiin lis&d&m&lld 10 ml kylmdd vettd. tdmd reak-
tioseos pidettiin jdissd 15 minuuttia, jonka jalkeen se
neutraloitiin pH 8:aan ammoniumhydroksidilla.
Reaktiotuotteiden erottaminen suoritettiin kayttéd-
m&lld anioninvaihtokromatografiaa DEAE-Sephadex A-25:1la.
Reaktioseos laimennettiin 600 ml:aan vedelld ja laitettiin
kromatografiakolonniin, joka sis&lsi noin 80 ml DEAE-
Sephadex A~25:td, joka o0li aikaisemmin tasapainotettu
50 mM:ssa ammoniumbikarbonaatissa. Kolonni pestiin
2,5 1:11a 50 mM:sta ammoniumbikarbonaattia ep#orgaanisen
fosfaatin poistamiseksi. Nukleotidit eluoitiin 2 1 50 -
500 mM ammoniumbikarbonaatin lineaarisella gradientilla.
9-(2-deoksi~2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniini-5"'-mono-
fosfaatti eluoitui ensin ja sitd seurasi 9-(2-decksi-2-
fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniini-3',5'-bisfosfaatti.
Kutakin nukleotidia sis&ltadvat fraktiot yhdistettiin ja
kuivattiin vakuumissa veden ja ammoniumbikarbonaatin pois-
tamiseksi.
9-(2-deoksi~2~fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniini-
5'-monofosfaatti saatiin ammoniumsuolana edelld esitetystéd
kaaviosta, mutta natriumsuola oli farmakologisesti haluttu
suola tédssd tapauksessa. Ammoniumsuola muutettiin natrium-

suolaksi kéyttden Dowex 50-ioninvaihtohartsia. 9-(2-~deok-
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si-2-fluori-B-D~ribofuranosyyli)adeniini-5'-monofosfaattia
(1,3 mmol) 10 ml:ssa vettd laitettiin kolonniin, joka si-
sdlsi noin 10 ml Bio~Rad AG50W-X8:aa (natriummuoto), joka
0li aikaisemmin tasapainotettu vedelld. Nukleotidi eluoi-
tiin vedelld. Fraktiot, jotka sisdlsivat 9-(2-deoksi-2-
fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniini-5'-monofosfaattia yh-
distettiin ja 1lyofilisoitiin, jolloin saatiin 0,49 g
(1,2 mmol, 72 % saanto).

'H-NMR d (d,-DMSO) & 8,0 (1H, s, H2), 7,7 (1H, s, HB), 5,7
ja 5,9 (1H, 4d, H1', lohkaistu H2':1la,F), 4,8 ja 5,0 (1H
dd, H2', lohkaistu H1':114,F), 4,1 (1H, m, H3'), 3,9 (1H,
m, H4'), 3,6 (2H, m, H5')

'H-nmr 4 (D,0) 8,5 (1H, s, H2), 8,2 (1H, s, H8), 6,3 ja 6,5
(1H, d, H1', lohkaistu H2:1l1la,F), 5,3 ja 5,6 (1H, 4, H2',
lohkaistu H1':114,F), 4,7 (1H, m, H3'), 4,4 (1H, m, H4'),
4,1 (2H, m, H5')

31P NMR & (D,0) 1,46 (s)

UV-spektri: 0,1 M HCl:ssa dmax 256 nm:ssd; 400 mM ammo-
niumfosfaatissa, pH 5, 5, Amax 259 nm:ssd, 50 mM kaliumfos-
faatigssa, pH 7,0, max 259 nm:ss&; 0,1 M NaOH:ssa Amax 259
nm:ssa.

Massaspektri antoi kaksi pddhuippua molekulaarisis-
sa ionifragmenttipainoissa 270 ja 136 vastaten 9-(2-deok-
si-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniinia mainitussa jér-
jestyksessa.

Tdydellinen lohkeaminen nukleosidiksi havaittiin
5'-nukleotidaasilla (Sigma) inkuboinnin j&lkeen.

Emds/fosfaattisuhde = 1,00/1,03. Kokonaisfosfaatin
pitoisuus middritettiin Ames, B.N:n menetelmin mukaisesti,
Methods in Enxymology, vol. 8, ss. 115 - 118, 1966. Nuk-
leocemdksen pitoisuus mddritettiin kdyttden nukleosidin UV-

absorptiockerrointa.
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Esimerkki 31

9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniini-

5'-monofosfaatti (FMAP)

9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniinia
(esimerkistd 8, 1,2 mg, 4,3 pmol), 22 umol p-nitrofenyyli-
fosfaatti (1 M kantaliuos, joka oli s&ddetty pH 5,4:ksi
etikkahapolla) ja 0,05 ml nukleosidifosfotransferaasia
Serratia marcescens'ista (A. Fyfe et al., J. Biol. Chem.
253, 8721 - 8727 (1978) ja US-patenttijulkaisu 4 136 175,
13,1.1979) vhdistettiin wveden kanssa, jolloin saatiin
0,22 ml:n lopputilavuus. Inkubointi suoritettiin 37 °C:ssa
yon yli. Koko reaktioseos téaplitettiin preparatiiviselle
selluloosa-ohut kerros-kromatografialevylle ja sen jalkeen
se kehitettiin n-propanoli/15 M NH,OH/H,0:1la: 6/3/1. Levyn
kuivauksen jalkeen alue, joka sisalsi nukleotidin, raapu-
tettiin pois ja nukleotidi elucoitiin selluloosasta vedel-
la. 9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniini-5'"-
monofosfaatti saatiin 25 %:n saannolla, 1,1 pmol.
UV-gpektri: vedessi Amax 257 nm:ss&.

T&md yhdiste lohkaistiin tédydellisesti alkaalisella
fosfataasilla ja 5'-nukleotidaasilla, jolloin saatiin nuk-
leosidi9-(2-deoksi-2-fluori-B~D-ribofuranosyyli)adeniini.

Emids/fosfaattisuhde = 1/8, joka osoittaa kontami-
noitumisen epdorgaanisella fosfaatilla.

Esimerkki 32

9-(2-deoksi~2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniini-

3',5'-bisfosfaatti

9-(2~deoksi-~-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)adeniini-
3',5'-bisfosfaatti saatiin ammoniumsuolana ioninvaihtoko-
lonnista saatujen fraktioiden (esimerkistd 30) (0,35 mmol,
20 % saanto) haihduttamisen j&lkeen.

Se karakterisoitiin t&pl&kuvion mukaan, joka ha-
vaittiin TLC:1lla sen j&lkeen kun oli inkuboitu nukleaasi
P1:113 (Boehringer Mannheim), alkaalisella fosfataasilla

(Boehringer Mannheim), 3-nukleotidaasilla (Sigma) ja 5'-
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nukleotidaasilla. Alkaalinen fosfataasi katkaisi 9-(2-
deoksi~2-fluori-B-D-ribofuanosyyli)adeniini-3',3'-bisfos-
faatin téydellisesti emnukleosidiksi; nukleaasi Pl ja 3-
nukleotidaasi katkaisivat sen 9-(2-decksi-2-fluori-B-D-
ribofuranosyyli)adeniini-5'-monofosfaatiksi ja 5'-nukleo-
tidaasi ei katkaissut sitd. N&m& tulokset olivat yhtéapité-
vid sen kanssa, mitd tiedetd88n ndille entsyymeille ja
muille tunnetuille nukleosidifosfaattianalogeille.

UV-spektri: 400 mM ammoniumfosfaatissa, pH 5,5 mak-
simi 259 nm:ssi.

Esimerkki 33

9(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniini-

5'-monofosfaatti

9-(2-deoksi-2~fluori-~-B-D-ribofuranosyyli)guaniinia
(esimerkistd 7, 0,9 mg, 2,9 pmol), 15 pmol p-nitrofenyyli-
fosfaattia (1 M kantaliuos, joka on sd&detty pH 5,4:ksi
etikkahapolla) ja 0,04 ml nukleosidifosfotransferaasia
Serratia marcescens'std (Fyfe etal., J. Biol. Chem. 253,
8721 - 8727 (1978) ja US-patenttijulkaisu 4 136 175,
23.1.1979) yhdistettiin veden kanssa, jolloin saatiin
0,15 ml:n lopputilavuus. Inkubointi suoritettiin 37 °C:ssa
yon yli. Koko reaktioseos tédplitettiin preparatiiviselle
selluloosa-ohut kerros-kromatografialevylle ja sen jalkeen
se kehitettiin n-propanoli/15 M NH,OH/H,0:1la: 6/3/1. Levyn
kuivaamisen jédlkeen alue, joka sis#dlsi nukleotidin, raapu-
tettiin pois ja sen jalkeen nukleotidi eluoitiin selluloo-
sasta vedelld. 9-(2-decksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-
guaniini-5'-monofosfaattia saatiin 11 %:n saannolla, 0,33
umol. UV-spektri: vedessd maksimi 248 nm:ssid, ulkonema
267 nm:sséa.

Tama tuote katkaistiin tédydellisesti alkaalisella
fosfataasilla ja 5'-nukleotidaasilla, jolloin saatiin nuk-
leosidig—(2-deoksi—2—fluori-B—D—ribofuranosyyli)guaniini.

Emas/fosfaattisuhde = 1/30, joka osoittaa kontami-

noitumisen epdorgaanisella fosfaatilla.
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Esimerkki 34

9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniini-

5'-monofosfaatti (FGMP)

g-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniinia
(0,0158 g, 5,2 x 10° mol) liuotettiin 0,2 ml:aan trietyy-
lifosfaattia ja jddhdytettiin -8 °C:seen. Fosforioksiklo-
ridia (0,015 ml, 1,6 x 10 mol) lis&ttiin, kaikki kerral-
la, sekoittaen ja reaktioastia peitettiin alumiinifoliolla
reaktanttejen suojaamiseksi valolta. Lampdtilan annettiin
nousta 0 °“C:seen, ja sekoitettiin 4 tuntia. Reaktio tukah-
dutettiin lisddmdllsd j&&t& ja sitten pH-arvo sdddettiin pH
7:ksi 1 N NaOH:1lla. T&m& vesipitoinen liuos uutettiin
CHCl,:11a 2 x 2 ml. Vesipitoisen liuoksen pH-arvo sdddet-
tiin uudelleen pH 7,5:ksi.

Tamsd tuote puhdistettiin DEAE-Sephadex-kromatogra-
fialla samalla tavalla kuin 2'-FAMP esimerkissd 30, mutta
kdyttden 50 - 600 mM ammoniumbikarbonaattigradienttia.
Diammoniumsuolan saanto oli 40 %, 9 mg, 0,02 mmol.

UV-spektri: 0,1 M HCl:ssa Amax 254 nm:ssd, ulkonema
275 nm:ssA.

Tam8 tuote katkaistiin tdydellisesti alkaalisella
fosfataasilla ja 5'-nukleotidaasilla, jolloin saatiin nuk-
leosidi9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniini.

Emds/fosfaattisuhde = 1,0/0,90.

Esimerkki 35

9-(2-deoksi~2~fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniini-

5'-trifosfaatti (FGTP)

Trifosfaatti syntetisoitiin entsymaattisesti 5'-
monofosfaatista. S mg (12 pmol) 2'-FGMP:t& esimerkistd 34
inkuboitiin 37 °C:ssa 2 ml:n lopputilavuudessa (lopullinen
pitoisuus) 10 mM adenosiinitrifosfaatin, 50 mM kaliumin
PIPES, pH 6,8, 10 mM MgCl,:n, 12,5 mM fosfoenolipyruvaatin,
4 IU/ml nukleosididifosfaattikinaasin (Boehringer
Mannheim), 0,77 1IU/ml guanylaattikinaasin (Boehringer

Mannheim) ja 20 IU/ml pyruvaattikinaasin (Boehringer
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Mannheim) kanssa. Pienid mddrid 9-(2-deoksi-2-fluori-fR-D-
ribofuranosyyli)guaniini-5'-difosfaattia (FGDP) havaittiin
analyyttiselld ioninvaihto-HPLC:1lla, mutta vallitseva tuo-
te 0li 9~(2-deoksi-2~fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniini-
5'-trifosfaatti. Té&mé eristettiin k8ytt8en pereparatiivis-
ta ioninvaihto-HPLC:aa Whatman Partisil SAX Magnum 9-ko-
Jonnissa, jota eluoitiin 10 mM - 1 M kaliumfosfaatin, pH
3,5, gradientilla. Fraktiot, jotka sis8lsivdt 2'-FGTP:t&,
puhdistettiin edelleen DEAE-Sephadex:1la, kuten esimerkis-
sd 30 on kuvattu. Fraktioiden kuivaamisen j&lkeen saatiin
7 mg 2'-FGTP:td8 diammoniumsuolana (80 %, 10 pmol).
UV-spektri: 0,1 M HCl:ssa Amax 254 nm:ssd, ulkonema 275
nm:ssd; 0,1 M NaOH:ssa Amax 255 - 262 nm:sséd.
Em8s/fosfaattisuhde = 1,0/2,5,

Esimerkki 36

9-(2-deoksi-2-£fluori-B-D-ribofuranosyyli)guaniini-

5'-trifosfaatti

50 mg (120 pmol) 2'-FGMP:td, joka oli valmistettu
tavalla, joka oli analoginen esimerkille 34, inkuboitiin

37 °C:ssa 20 ml:n lopputilavuudessa (lopullinen konsent-

raatio) 10 mM adenosiinitrifosfaatin, 50 mM kaliumin
PIPES, pH 6,8, 10 mM MgCl,:n, 12,5 mM fosfoenolipyruvaatin,
4 I1U/ml nukleogididifosfaattikinaasin (Boehringer

Mannheim), 0,77 IU/ml guanylaattikinaasin (Boehringer
Mannheim) ja 20 1IU/ml pyruvaattikinaasin (Boehringer
Mannheim) kanssa. Pienid mddriid 9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-
ribofuranosyyli)guaniini-5'-difosfaattia havaittiin ana-
lyyttiselld ioninvaihto-HPLC:1lla, mutta vallitseva tuote
oli 9-(2-deoksi~2-fluori-B-ribofuranosyyli)guaniini-5'-
trifosfaatti. T&md eristettiin k&yttden preparatiivista
ioninvaihto-HPLC:aa Whatman Partisil SAX Magnum 9-kolon-
nissa, jota eluoitiin 10 mM - 1 M kaliumfosfaatin, pH 3,5,
gradientilla. Fraktiot, jotka sis&lsivdt 2'-FGTP:t& puh-
distettiin edelleen DEAE-Sephadex:1la, kuten esimerkicssi

30 on kuvattu. Fraktioiden kuivaamisen j&lkeen saatiin
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50 mg 2'~FGTP:td diammoniumsuolana, mutta se oli kontami-
noitunut adenosiinidifosfaatilla, 2'-FGDP:118 ja adenosii-
nitrifosfaatilla. Toistettu puhdistaminen preparatiivisel-
la HPLC:1la, jota seurasi DEAE-Sephadex, suoritettiin.
Saatiin triammoniumsuola (36 mg, 63 pmol, 50 % saanto).
UV-spektri: 0,1 M HCl:ssackmax 254 nm:ssd, ulkonema
275 nm:ssd.
Emds/fosfaattisuhde = 1,0/2,9.
Esimerkki 37
2,6-diamino~9-(2-deoksi-2-fluori~-3,5~di-0-piva-
loyyli-B8~D-ribofuranosyyli)-9H-puriini ja 2,6-di-
amino-9-(2-deoksi-2-fluori-5-0-pivaloyyli-B-D-ribo-
furanosyyli)-9H-puriini
2,6-diamino-9-(2-deoksi-2-fluori-B8-D-ribofuranosyy-
1i)-9H-puriinin (100 mg, 0,35 mmol) liuokseen DMF- (3 ml)
ja Et;N-liuoksessa (0,3 ml) lisdttiin trimetyylietikkahapon
anhydridi& (78 pl) ja liuosta sekoitettiin huoneenldmpdti-
lassa yon yli. 80 pl trimetyylietikkahapon anhydridig 1li-
¢Ad lisdttiin sitten ja sekoitusta jatkettiin kolme p&i-
v8a. Seos haihdutettiin sitten MeOH:1lla, haihdutettiin
tyhjodssd ja liekkikromatografioitiin $i0,:11la, eluoitiin w/
CHCl,:1la, CHC1l,/MeOH:lla (30:1), (20:1), (10:1), (6:1),
(4:1) ja lopuksi (3:1). Té&m& antoi bisesterin (74 mg) vé-
rittoménd puolikiinte&dnd aineena eetterilld trituroinnin
jélkeen.
Sp. 143 - 145 °C (haj).
Korkean resoluution massaspektri (E.I1):
saatu: 368,1612 C,H, FN,O,, vaatii 368,1608.
Sopivien fraktioiden ker&aminen ja haihduttaminen
antoi myds mono-5'-pivalaattiesterin (16 mg).
Sp. 123 - 125 °C.
Korkean resuluution massaspektri (E.I.):
saatu: 452,2181 C,H,,;FN.O,, vaatii 452,2183.
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Esimerkki 38
2-amino-6-bentsyyliamino-9-(2'-deoksi-2'-fluori-f-
D-ribofuranosyyli)-9H-puriini
2-amino-6-bentsyyliaminopuriinia (0,2 g, 0,83 mmol)
ja 1~(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)urasiilia
(0,244 g, 1 mmol) yhdistettiin 10 ml:n kanssa 10 mM ka-
liumfosfaattipuskuria, pH 6,8. 8200 yksikkod tymidiinifos-
forylaasia ja 7850 yksikk6d puriininukleosidifosforylaasia
(Krenitsky et a., Biochemistry , 20, 3615, 1981 ja US-pa-
tenttijulkaisu 4 381 444) lisattiin ja seosta sekoitettiin
45 °C:ssa 40 tuntia. Tuotteen eristdminen suoritettiin
lisddmédlla metanolia (15 ml), poistamalla kiinte#dt aineet
suodattamalla ja haihduttamalla metanoli 10 ml:n piidiok-
sidigeelid l&snd ollessa. Kuiva geeli laitettiin piidiok-
sidigeelikolonnin (5 x 23 cm) p&dlle ja tuote eluoitiin
kloroformi:metanolilla (99:1). Vain tuotetta sis&ltaviat
fraktiot yhdistettiin, 1liuotin poistettiin vakuumissa,
jolloin saatiin 0,087 g 2-amino-6-bentsyyliamino-9-(2'-
deoksi-2'~-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-9H-puriinia.
'H-NMR (200 mHz): & 7,95 (s, 1H, H,), 7,85 (b, 1H, NH),
7,2 - 7,5 (m, 5H, fenyyli), 6,04 (44, 1H, H,.,, = 16,4 Hz,
J = 3,1 Hz), 5,93 (b, 2H, NH,), 5,64 (4, 1H, OH, J =
5,9 Hz), 5,44, 5,17 (dt, 1H, H,), 5,26 (t, 1H, OH,.), 4,64
(b, 2H, CH,), 4,38 (m, 1H, H,), 3,9 (b, 1H, H,), 3,5 -
3,75 (m, 2H, H;.).

Edelld esitetyn yhdisteen pelkistys voidaan suorit-
taa V. du Vigneaud'n ja 0. K. Behrens'n, J. Biol. Chem.
117, 27 (1937) menetelmien mukaisesti.

Esimerkki 39

2-amino-6-bentsyylitio-9-(2-deoksi-2~fluori-B8-D-

ribofuranosyyli)-9H-puriini

2-amino-6-bentsyylitiopuriinia (Sigma Chemical
Company, 0,8 g, 3,1 mmol) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ri-
bofuranosyyli)urasiilia (0,4 g, 1,7 mmol), joka wvoidaan
valmistaa J. F. Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558,
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1364) mukaisesti, suspendoitiin 20 ml:aan 10 mM kaliumfos-
faattipuskuria, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tila-
vuus ) kaliumatsidia. Tymidiinifosforylaasia (2640 I.U.) ja
puriininukleosidifosforylaasia (4360 I.U.) (T.A. Krenitsky
et al., Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu
4 381 344) lisdttiin ja suspensiota sekoitettiin
37 °C:ssa. 21. pdivdnd reaktioseos laimennettiin 15 ml:ksi
5 mM Kkaliumfosfaattipuskurilla, pH 7,0, joka sisdlsi
0,04 % (paino/tilavuus) kaliumatsidia, ja 4000 I.U. tymi-
diinifosforylaasia ja 6500 I.U. puriininukleosidifosfory-
laasia lisdttiin. 43. pdivand reaktioseos laimennettiin
250 ml:ksi vedelld, ja 2000 I.U. tymidiinifosforylaasia ja
3250 I.U. puriininukleosidifosforylaasia lisdttiin. 69.
pdivanad reaktioseoksen pH sdddettiin 7,1:ksi KOH:1la. 77.
padivdnd reaktioseos haihdutettiin. J&&nndés liuotettiin
Kuumaan metanoli/veteen ja laitettiin 2,5 x 7 cm:n kolon-
niin, joka sisdlsi anioninvaihtohartsin (Bio~Rad AGlX2-
hydroksidimuoto) ja tuote eluoitiin metanoli/vedelld
(9/1). Tuotetta sisdltdvat fraktiot yhdistettiin ja liuo-
tin poistettiin vakuumissa. J&&nnds liuotettiin asetoni-
triili/veteen (49/1) ja laitettiin 2,5 x 20 cm:n piidiok-
sidigeeli-60-kolonniin (EM Science). Tuote eluoitiin ase-
tonitriili/vedelld (49/1). Tuotetta sisdltdvat fraktiot
yhdistettiin ja liuotin poistettiin vakuumissa. Ja#nnds
suspendoitiin veteen ja lyofilisointi antoi 0,201 g otsi-
kon mukaista yhdistettd, joka analysoitui 0, l-hydraattina.
Sp. 180 °C.

UV Amax nm (€ x 10%): 0,1 N HCl, 322,5 (11,8), 250 (10,6);
pPH 7, 311,5 (14,2), 247 (14,3); 0,1 N NaOH, 312 (14,0),
247 (13,5).

Analyysi, laskettu C,,H,;;FN,0,S.0,1 H,0:1lle:

laskettu: C 51,93 H 4,66 N 17,81 F 4,83 S 8,15
saatu: C 51,96 H 4,66 N 17,86 F 4,68 S 8,15
"H-NMR (300 mHz, Me,SO-d,): & 8,19 (s, 1H, H-8), 7,47 (il-
meinen d, 2H, Ar, J = 7,6 Hz), 7,28 (m, 3H, Ar), 6,74 (bs,
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2H, 2-NH,), 6,10 (44, 1H, H-1', JF, 1' = 16,6 Hz, J =
2,4 Hz), 5,68 (d, 1H, 3'-OH, J = 6,4 Hz), 5,32 (ddd, 1H,
H-2', JF, 2' = 53,0 Hz, J,., = 2,4 Hz, J,. ;. = 4,4 Hz, 5,15
(t, 1H, 5'-OH, J = 6,0 Hz, 4,55 (ab kvartsi, 2H, 6-SCH,,
kemikaali J = 1,37 Hz), 4,41 (m, 1H, H-3'), 3,94 (m, 1H,
H-4'), 3,74 (m, 1H, H,-5'), 3,58 (m, 1H, H,-5').

Esimerkki 40

2,6-diamino-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyy-

1i)~9H-puriini

2,6-diaminopuriinia (Pacific Chemical Laboratories,
2,0 g, 12,7 mmol) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofurano-
syyli)urasilia (0,8 g, 3,3 mmol), joka voidaan valmistaa
J. F. Codington et al:n (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mu-
kaisesti, suspendoitiin 500 ml:aan 5 mM kaliumfosfaatti-
puskuria, pH 7,0, joka sisdlsi 0,04 % (paino/tilawvuus)
kaliumatsidia. Tymidiinifosforylaasia (41700 I.U.) ja pu-
riininukleosidifosforylaasia (83300 I.U.) (T.A. Krenitsky
et al., Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu
4 381 344), jotka oli absorboitu 10,5 g:aan DEAE-selluloo-
saa (25 ml), lisdttiin ja suspensiota ravisteltiin
37 °C:ssa., 24 tunnin kuluttua 2,0 g 1,6-diaminopuriinia
lis&dttiin ja lampdtila nostettiin 50 °C:seen. Toisten 24
tunnin Kkuluttua reaktioseos suodatettiin. Suodatinkakku
pestiin vedelld ja suodokset yhdistettiin ja liuvotin pois-
tettiin vakuumissa. Jd&nnds liuotettiin kuumaan veteen ja
pPH sadddettiin 9,4:ksi NH,OH:1lla. Liuos laitettiin 2,5 x
13 cm:n kolonniin, jossa oli anioninvaihtohartsi (Bio-Rad
AGlX2-hydroksidimuoto). Sen jalkeen kun kolonni oli pesty
vedelld, tuote eluoitiin metanoli/vedelld (9/1). Tuotetta
sisdltdvat fraktiot yhdistettiin ja liuotin poistettiin
vakuumissa. J&8nnds késiteltiin kuten edelld. Tuotetta
sisdltavdt fraktiot yhdistettiin ja liuotin poistettiin
vakuumissa. J&annds liuotettiin veteen ja lyofilisoiminen
antoi 0,89 g otsikon mukaista yhdistettd, joka analysoitui

0, 5-hydraattina.
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Sp. 125 - 127 °C.
UV Amax nm (€ x 107%): pH 7, 279,5 (9,52, 256 (9,06).
Analyysi, laskettu C,,H;;FN,0,-0,5 H,0:1lle:
laskettu: C 40, 96 H 4,81 N 28,66 F 6,48
saatu: C 41,03 H 4,80 N 28,69 F 6,50
Rakenne vahvistettiin edelleen 'H-NMR:1lla.
Esimerkki 41
2-amino-9~(2-deocksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli) -
9H-puriini
Z-aminopuriniinia (Pacific Chemical Laboratories,
3,0 g, 22,2 mmol) ja 1-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofurano-
syyli)urasiilia (0,5 g, 2,0 mmol), joka voidaan valmistaa
J. F. Codington et al. (J. Org. Chem. 29:558, 1964) mukai-
sesti, suspendoitiin 25 ml:aan 5 mM kaliumfosfaattipusku-
ria, pH 7,0, joka sisalsi 0,04 % (paino/tilavuus) kalium-
atsidia. Tymidiinifosforylaasia (417000 I.U.) ja puriini-
nukleosidifosforylaasia (83300 I.U.) (T.A. Krenitsky et
al., Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu
4 381 344), jotka oli absorboitu 10,5 a:aan DEAE-sellu-
loosaa (25 ml), 1lisdttiin ja suspensiota ravisteltiin
37 °C:ssa. 24 tunnin kuluttua lis&ttiin 3,0 g 2,6-diamino-
puriinia ja lampdtila nostettiin 50 °C:seen. Toisten 24
tunnin kuluttua reaktioseos suodatettiin. Suodatinkakku
pestiin vedelld ja suodokset yhdistettiin ja liuotin pois-
tettiin vakuumissa. Jdannds suspendoitiin veteen ja suoda-
tettiin. Suodatinkakku uutettiin vedelld (25 °C), kunnes
suodatinkakkuun ei jaidnyt tuotetta. Suodokset yhdistet-
tiin, pH s&8dettiin pH 9,4:ksi NH,OH:lla ja liuos laitet-
tiin 2,5 x 20 cm:n kolonniin, joka sis&dlsi anioninvaihto-
hartsin (Bio-Rad AGlX2-hydroksidimuoto). Sen jidlkeen Xkun
kolonni oli pesty vedelld, tuote eluoitiin metanoli/vedel-
1a (9/1). Tuotetta sisdltavat fraktiot yhdistettiin ja
livotin poistettiin vakuumissa. Jaannds liuotettiin kloro-
formi/metanoli/veteen (75:25:4) ja laitettiin 5 x 25 cm:n

silikageeli-60-kolonniin. Tuote eluoitiin kloroformi/meta-
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noli/vedelld (75:25:4). Tuotetta sisdltdvdt fraktiot yh-

distettiin ja liuotin poistettiin vakuumissa. J&annds

liuvotettiin kuumaan veteen ja suodatettiin 0,22 pm-huokoi-

sen membraanisuodattimen l&api. Suodoksen lyofilisoiminen
5 antoi 0,50 g otsikon mukaista yhdistettd, joka analysoitui

0,5-hydraattina.

Sp. 153 - 155 °C.

UV Amax nm (€ x 107%): pH 7, 304 (6,35), 243,5 (5,95).

Analyysi laskettu C, H,,FN.0,-0,5 H,0:1le

10 laskettu: C 43,17 H 4,71 N 25,17 F 6,83
saatu: C 43,08 H 4,74 N 25,11 F 6,89
. Rakenne vahvistettiin edelleen 'H-NMR:lla.

Esimerkki 42
2-amino-9-(2-deoksi-2-fluori-B8-D-ribofuranosyyli)-
15 6-metoksi-~9H-puriini
2-amino-6-metoksipuriinia (2,0 g, 12 mmol), joka
voidaan valmistaa R. W. Balsiger'n ja J. A. Montgomery'n
(J. Org. Chem. 20:1573, 1960) mukaisesti, ja 1-(2-~deoksi-
2-fluori-B-D-ribofurancsyyli)urasiilia (0,88 g, 3,6 mmol),

20 joka voidaan valmistaa J. F. Codington et al:n (J. 0Org.
K Chem. 29:558, 1964) mukaisesti, suspendoitiin 250 ml:aan
:Jf 5 mM kaliumfosfaattipuskuria, pH 7,0, joka sisdalsi 0,04 %
.Jg kaliumatsidia. Suspension pH s#adettiin 7,0:ksi KOH:1lla.
ek Tymidiinifosforylaasia (41700 I.U.) ja puriininukleo-
vt 25 sidifosforylaasia (83300 I.U.) (T. A. Krenitsky et al.,

e

* e Biochemistry 20:3615, 1981 ja US-patenttijulkaisu
3 4 381 344), jotka oli absorboitu 10,5 g:aan DEAE-sel-
luloosaa (25 ml), lis&ttiin ja suspensiota ravisteltiin

37 °C:ssa. 24 tunnin kuluttua 1,0 g 2-amino-6-metoksi-

30 puriinia ja 250 ml edell&d esitettyd puskuria lisdttiin ja
. ldampdtila nostettiin 50 °C:seen. Toisten 24 tunnin kulut-
o tua reaktioseos suodatettiin. Suodatinkakku pestiin vedel-
u:. ld ja suodokset yhdistettiin ja liuotin poistettiin vakuu-

missa. J8&nnos liuotettiin lampimddn veteen ja pH saadet-
w3 35 tiin pH 9,4:ksi NH,OH:lla. Liuos laitettiin 2,5 x 15 cm:n
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kolonniin, jossa o0li anioninvaihtohartsi (Bio-Rad AGlX2-
hydroksidimuoto). Sen j&lkeen kun kolonni oli pesty vedel-
13, tuote eluoitiin metanoli/vedelld (9/1). Tuotetta si-
sadltaviat fraktiot yhdistettiin ja liuotin poistettiin va-
kuumissa. Ja&nnds liuotettiin lampimddn vesi/metanoliin ja
suodatettiin 0,22 pym-huokoisen nailonmembraanisuodattimen
lapi. Suodoksen lyofilisoiminen antei 0,91 g otsikon mu-
kaista yhdistettd, joka analysoitui O,5-hydraattina.
Sp. 200 °cC.
UV Amax nm (€ x 107%): pH 7, 279,5 (9,24), 247,5 (9,99).
Analyysi, laskettu C,,H,,FN.0,-0,5 H,0:1le:
laskettu: C 42,86 H 4,90 N 22,72 F 6,16
saatu: C 42,93 H 4,90 N 22,73 F 6,15
Rakenne vahvistettiin edelleen 'H-NMR:1lla.
Esimerkki 43
2-amino-6-bentsyylioksi-9-(2-deoksi-2-fluori-fB3-D-
ribofuranosyyli)-9H-puriini
2-amino-6-bentsyylioksipuriinia (2,5 g, 10,3 mmol)
ja 2'-deoksi-2'~fluoripuridiinia (2,64 g, 10,8 mmol) yh-
distettiin 50 ml:n kanssa 10 mM kaliumfosfaattipuskuria,
pH 6,8. 8000 yksikko& tymidiinifosforylaasia ja 21600 yk-
sikk6d puriininukleosidifosforylaasia lisdttiin ja seosta
sekoitettiin 45 °C:ssa. Viiden p&ivdn kuluttua lisdttiin
vield 16000 yksikkod tymidiinifosforylaasia ja 21600 yk-
sikk68 puriininukleosidifosforylaasia ja reaktioseosta
sekoitettiin 48 tuntia 45 °C:ssa. Tuotteen p&dosa oli sa-
kassa, joka poistettiin suodattamalla ja liuotettiin me-
tanoliin. Tuote eristettiin kromatografisesti piidioksi-
dilla etyyliasetaatti:kloroformi:metanoli (8:1:1) ollessa
liikkuvana faasina. Vain tuotetta sisdltdvidt fraktiot yh-
distettiin ja 1liuotin haihdutettiin, jolloin saatiin
1,44 g 2-amino-6-bentsyylioksi-9-~(2-deoksi-2-fluori-B-D-
ribofuranosyyli)-9H-puriinia.
'H-NMR (200 mHz DMSO:ssa): & 8,11 (s, 1H, H,), 7,3 - 7,5
(m, 5H, fenyyli), 6,59 (b, 2H, NH,), 6,09 (448, 1H, H,.,
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J., = 16,5 Hz, J = 2,6 Hz), 5,66 (d, 1H, OH, J = 6,1 Hz),
5,48 (s, 2H, CH,), 5,25, 5,53 (bd, 1lH, H,. ), 5,20 (m, 1H,
OH,.), 4,3 - 4,5) (m, 1H, H,.), 3,9 (b, 1H,,.), 3,5 - 3,8 (m,
2H, Hg.).

Esimerkin 7 mukaisen yhdisteen valmistaminen 2-ami-
no-6~bentsyylioksi-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyy-
li)-9H-puriinista suoritetaan El1 Amin et al:n, J. Org.
Chem. 44, 3442 (1979) menetelmdn mukaisesti.

Farmaseuttiset formulaatiot

Seuraavissa formulaatioesimerkeissd "aktiivinen
aineosa" voi olla mik& tahansa kaavan (I) mukainen yhdiste
tai sen farmaseuttisesti hyvaksytty suola, esimerkiksi
esimerkkien 6, 7, 9 ja 12 yhdisteet.

Esimerkki 44

Tablettiformulaatiot

Seuraavat formulaatiot A, B ja C valmistetaan aine-
osien mérkdgranuloinnilla povidoniliuoksen kanssa, mité
seuraa magnesiumstearaatin lisdys ja puristus.

Formulaatioc A

mg/tabletti mg/tabletti
(a) aktiivinen aineosa 250 250
(b) laktoosi B.P. 210 26
(c) Povidone B.P. 15 9
(d) natriumtérkkelysglykolaatti 20 12
(e) magnesiumstearaatti _ 5 3
500 300
Formulaatio B
mg/tabletti mg/tabletti
(a) aktiivinen aineosa 250 250
(b) laktoosi 150 -
(c) Avicel PH 101 60 26
(d) Povidone B.P. 15 9
(e) natriumté&rkkelysglykolaatti 20 12
(f) magnesiumstearaatti 5 3

500 500
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Formulaatio C

aktiivinen aineosa
laktoosi
tdrkkelys
Povidone

magnesiumstearaatti

mg/tabletti
100
200
50
5

359

Seuraavat formulaatiot D ja E valmistetaan sekoi-

tettujen aineosien suoralla puristamisella.

Formulaatio D
aktiivinen aineosa
esigelatinoitu t&rkkelys NF 15

Formulaatio E
aktiivinen aineosa

laktoosi

Avicel

mg/kapseli
250
150
400

mg/kapseli
250
150
100
500

Formulaatio F (formulaatio kontrolloidulle vapau-

tumiselle)

Formulaatio valmistetaan seuraavien aineosien mirkdgranu-

loinnilla povidoniliuoksen kanssa, ja tdmdn jalkeen lisa&-

malla magnesiumstearaattia ja puristamalla.

(a) aktiivinen aineosa

(b) hydroksipropyylimetyyliselluloosa
(Methocel K4M Prenium)

(c) laktoosi B.P.

(d) Povidone B.P.C.

(e) magnesiumstearaatti

mg/tabletti
500
112

53
28
7

700
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Lddkkeen vapautuminen tapahtuu noin 6 - 8 tunnin
ajanjakson aikana ja se on tapahtunut 12 tunnin kuluttua.

Esimerkki 45

Kapseliformulaatiot

Formulaatio A

Kapseliformulaatio valmistetaan sekoittamalla for-
mulaation D, esimerkissd 4 edelld, aineosat ja tdyttémalla
silld kaksiosainen kova gelatiinikapseli.

Formulaatio B

mg/kapseli
(a) aktiivinen aineosa 250
(b) laktoosi B.P. 143
(c) natriumtdrkkelysglykolaatti h 25
(d) magnesiumstearaatti _2
420

Kapselit valmistetaan sekoittamalla edelld esitetyt

aineosat ja t8yttém&lld silla kaksiosainen kova gelatiini-

kapseli.
Formulaatio C
mg/kapseli
(a) aktiivinen aineosa 250
(b) Macrogol 4000 BP 350
600

Kapselit valmistetaan sulattamalla Macrogol 4000
BP, dispergoimalla aktiivinen aineosa sulaan ja tdyttamal-
18 kaksiosainen kova gelatiinikapseli sulalla.

Formulaatio D

mg/kapseli
aktiivinen aineosa 250
lesitiini 100
arakkis6ljy 100

450

Kapselit valmistetaan dispergoimalla aktiivinen
aineosa lesitiiniin ja arakkis®ljyyn ja tdyttamdlld peh-

medt, elastiset gelatiinikapselit dispersiolla.
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Formulaatio E (kapseli kontrolloidulle vapautumi-

selle)

Seuraava kapseliformulaatio kontrolloidulle vapau-
tumiselle valmistetaan ekstrudoimalla aineosat (a), (b) ja
(c) kayttden ekstruuderia ja tdmdn jdlkeen pyOrittdmdlla
ekstrudaatti ja kuivaamalla. Kuivatut pelletit pd&llyste-
t&4n sitten vapautumista kontrolleoivalla membraanilla (4)

ja kaksiosainen kova gelatiinikapseli té&ytetddn niilla.

mg/kapseli
(a) aktiivinen aineosa 250
(b) mikrokiteinen selluloosa 125
(c) laktoosi BP 125
(d) etyyliselluloosa 13
513
Esimerkki 46
Injektioformulaatio
Formulaatio A
aktiivinen aineosa 0,200 g
vetykloorihappoliuos, 0,1 M g.s. pH:hon 4,0 - 7,0

natriumhydroksidiliuos, 0,1 M qg.s. pH:hon 4,0 - 7,0
steriili vesi g.s. 10 ml:aan

Aktiivinen aineosa liuotetaan suurimpaan osaan ve-
destd (35 - 40 °C) ja pH sd&ddetddn valille 4,0 - 7,0 vety-
kloorihapolla tai natriumhydroksidilla tarkoituksenmukai-
sesti. Erd tdytetd&n sitten tilavuuteensa vedelld ja suo-
datetaan steriilin mikrohuokossuodattimen ldpi steriiliin
10 ml:n meripihkalasipulloon (tyyppi 1) ja hartsataan ste-
riileilld sulkimilla ja tiivisteillsa.

Formulaatio B
Aktiivinen aineosa 0,125 g
steriili, pyrogeenivapaa, pH 7 fosfaattipuskuri, g.s. 25

ml:aan.
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Esimerkki 47

intramuskulaarinen injektio

aktiivinen aineosa 0,20 g
bentsyylialkoholi 1,10 g
Glycofurol 75 1,45 g
injektiovesi g.s. 3,00 ml:aan

Aktiivinen aineosa liuotetaan glykofuroliin. Bent-
syylialkoholi lisdt&d&n sitten ja liuotetaan ja vettd lisd-
tddn 3 ml:aan. Seos suodatetaan sitten steriilin mik-
rohuokossuodattimen 1l8pi ja suljetaan steriileihin 3 ml:n
meripihkalasipulloihin (tyyppi 1).

Esimerkki 48

Siirappi
aktiivinen aineosa 0,25 g
sorbitoliliuos 1,50 g
glyseroli 2,00 g
natriumbentsoaatti 0,005 g
flavori, persikka 17.42.3169 0,0125 ml
puhdistettu vesi g.s. 5,00 ml:aan

Aktiivinen aineosa liuotetaan seokseen, jossa on
glyseroli ja suurin osa puhdistettua vett&d. Natriumbent-
soaatin vesipitoinen liuos lis&t8&n sitten liuokseen ja
sen jalkeen lis&tddn sorbitoliliuos ja lopuksi flavori.
Tilavuus tdytetd&n puhdistetulla vedelld ja sekoitetaan
hyvin.

Esimerkki 49

Jauhekapselit sisddnhengitettaviksi
aktiivinen aineosa (0,5 - 70 um jauhe) 4 mg
laktoosi (30 - 90 pm jauhe) 46,0 mg

Jauhetta sekoitettiin, kunnes ne olivat homogeeni-
sia ja niilla tdytettiin sopivan kokoiset, kovat gelatii-
nikapselit, 50 mg seosta kapselia kohti.
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Esimerkki 50
Sisdidnhengitysaerosoli

aktiivinen aineosa (0,5 - 7,0 pm jauhe) 200 mg
sorbitaanitrioleaatti 100 mg
sakkariininatrium (0,5 - 7,0 um jauhe) 5 mg
metanoli 2 mg
trikloorifluorimetaani 4,2 g
diklooridifluorimetaani 10 ml:aan

Sorbitaanitrioleaatti ja metanoli liuotettiin tri-
kloorifluorimetaaniin. Sakkariininatrium ja aktiivinen
aineosa dispergoitiin seokseen, joka siirrettiin sitten
sopivaan aerosolikanisteriin ja dikloorifluorimetaani in-
jektoitiin venttiilijdrjestelm&n l8pi. Tdm8 Kkoostumus tar-
joaa 2 mg aktiivista aineosaa jokaisessa 100 pl:n annok-
sessa.

Virusvastainen aktiivisuus

Influenssa A- ja B-suvut tutkittiin primaarisilla
kananpojan sikidn solujen yksinkertaisilla kerroksilla
monikuoppaisilla tarjottimilla. Yhdisteiden aktiivisuus
mddritettiin saannon vadhenemis- tai t&dplien vadhenemisko-
keella, jossa solujen yksinkertainen kerros infektoitiin
influenssaviruksen suspensiolla ja sitten péddllystettiin
nestemdiselld valiaineella (saannon vdaheneminen) tai ra-
vintoagaroosilla geelimuodossa sen varmistamiseksi, etteil
viljelm8n 1l&pi tapahdu virusten levidmistd (tdplien vidhe-
neminen). Joukko sellaisen yhdisteen konsentraatioita,
jonka molaarisuus tunnettiin, tuotiin vdliaineeseen/ravin-
toagaroosipédllykseen. Virus- tai tédpldlukumddrien saanto
jokaisessa konsentraatiossa ilmaistaan prosentteina kont-
rollista ja vastinkdyrd piirretddn. Talts kdyrdltd arvioi-
daan 50 ¥ estokonsentraatio (IC50). Respiratory Syncytial
Virus (RSV) tutkitaan BS-C-l-soluissa (African Green
Monkey munuaissolut) samanlaisella tdpla/pesdke-vehenemis-

kokeella. Tulokset esitetdan taulukoissa I ja II alla.
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Influenssa A- ja B-sukujen in vivo estosktiivisuus
tutkittiin hiiren nendnsisdinen/keuhko-mallilla. Hiiret
infektoitiin viruksella aerosolilla suljetussa laatikossa
ja sen j&dlkeen ne Kkésiteltiin koeyhdisteilld eri aikoina
infektion j&lkeen erilaisilla tavoilla, kdsittden oraali-
sen, intraperitionaalisen tavan ja aerosolilla. Hiiret
tapettiin 24 tunnin kuluttua ja 10 % keuhkosuspensiot val-
mistettiin ja titrattiin viruksen lasndolon oscittamisek-
si. Tulokset rekisterditiin viruksen kasvun vadhenemisend
verrattuna kdsittelemdttdmiin kontrolleihin.

Viitteet

Appleyard, G. ja Maber, H. B., Plaque Formation by
Influenza Viruses in the presence of Trypsin. J. Gen.
virol. 25, 351 - 357. (1974). Collins, P. ja Bauer, D. J.,
Relative Potencies of Anti-Herpes Compounds. Ann. N. Y.
Acad. Sci. 284, 49 - 59, (1977). Hayden, F. G., Cotek, M.
ja Douglas, R. G., Plagque Inhibition Assay for Drug
Susceptibility Testing of Influenza Viruses. Antimicro
Agents and Chemo. 17, 865 - 870 (1980). Tisdale, M. ja
Bauer, D. J. A. Comparison of Test Methods in Influenza
Cehmeotherapy. J. Antimicrobio. Chemother. 1 suppl. 55 -~
62 (1975).
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TAULUKKO 1

Influenssanvastainen aktiivisuus

CE~solut Hiiri loglO
IC50, pM Viheneminen
virus-
) tiitterissa
| (viiden
hiiren
keskiarvo)
0,6 + (2,1)
0,8 - 2 + (2,4)
4 + (2,3)
- + (1,6)
0,4 + (1,9)
D Respiratory syncytial-

viruksen wvastaisuus
BS-C-1-solut

IC50 pM

26,2

6,3
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd Kkaavan (I) mukaisen terapeuttisesti

kdyttdkelpoisen yhdisteen valmistamiseksi

jossa

X

N-”/”’ N

= (1),

Y N N

R2

Y on H tai NH,;
X on ~-NR’R*-ryhmi,
jossa ryhmat R’ ja R* voivat olla samanlaisia
tai erilaisia, ja merkitsevét
vetyd, C,  -alkyylia, C, ;-alkenyylia, C, ,-syklo-
alkyylid, joista jokainen ryhmd& voi olla sub-
stituoitu yhdelld tai useammalla halogeenilla,
tai X on Z-R°-ryhmi,
jossa 2z on happi tai rikki ja R® merkitsee
samaa kuin R?,
tai X on halogeeni tai vety: ja
R' ja R?, jotka voivat olla samanlaisia tai erilai-
sia, merkitsevit
hydroksyyliryhmds,
-OCOR®H-ryhnas,
jossa R® on divalenttinen ryhmi, joka merkitsee

suoraketjuista tai haaroittunutta C, ;~alky-
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leenid, C, ,-alkenyleenid tai C,,-sykloalky-
leenid, joista jokainen voi olla substituoitu
yhdelld tai useammalla hydroksiryhmdlli,

-OCO,R’H-ryhmas,
jossa R’ merkitsee kovalenttista sidosta tai
samaa kuin RS,

-OCOR®*-COOR®-ryhmaa,
jossa R® merkitsee samaa kuin edelli ja R® on
vety, suoraketjuinen tai haarautunut C, -alkyy-
1i tai C, ,-alkenyyli, joista jokainen voi olla
substituoitu yhdelld tai useammalla hydroksi-
ryhm&lla,

-OCOR’-Z-Ar-ryhmaa,
jossa R’ merkitsee samaa kuin edelld on mai-
ritelty, Z on joko kovalenttinen sidos tai hap-
pi ja Ar on aromaattinen rengas, joka on sub-
stiuoimaton tai substituoitu yhdelld tai useam-
malla halogeenilla, C,  -alkyylilla tai C, .-
alkoksilla,

~OR°H-ryhm&s,
jossa R® merkitsee samaa kuin edelld on m#d-

ritelty,

~OR®-2-Ar-ryhmsa,

jossa R°, Z ja Ar merkitsevdt samaa kuin
edelld on mddritelty,

-OCOCHR’NRR'-ryhm&4,

jossa R ja R' merkitsevdt samaa kuin edelld
R®:1le on midritelty

ja R’ on vety, suoraketjuinen tai haarautunut
Ci.4~alkyyli, joka voi olla substituoitu yhdelld
tai useammalla hydroksi-, merkapto-, C, ;-alkok-
si- tai C, ,-alkyylitioryhm&lli, R*?-A-ryhmi,
jossa R on C, ,-alkyleeniryhmi, joka on mah-
dollisesti substituoitu yhdelld tai useammalla
hydroksiryhmdlla ja A on -COOH-, -CONH,-, -NH,-
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tai -NH-C(NH)NH,-ryhm& tai A on 4 -~ 1l-jdseninen
aromaattinen tai ei-aromaattinen syklinen tai
heterosyklinen rengassysteemi, joka sis&ltaa
3 - 10 hiiliatomia ja O, 1, 2 tai 3 typpiatomia
renkaassa, renkaan hiiliatomien ja/tai typpi
atomien ollessa mahdollisesti substituoituja
yhdelld tai useammalla hydroksiryhméllé{
~-0CO-RP-ryhmas,
jossa R on 4 - 7-jdseninen heterosyklinen ren-
gas, jossa on 3 - 6 hiiliatomia ja 0, 1 tai 2
typpiatomia, renkaan hiiliatomien ja/tai
typpiatomien ollessa mahdollisesti substi-
tuoituja yhdelld tai useammalla hydroksiryh-
malld,
tai
mono-, di- tai trifosfaattiesteriryhmd@& tai sen
farmaseuttisesti hyvédksyttyd suolaa;
lukuunottamatta yhdisteits, joissa ryhmdt R' ja R? merkit-
sevdt kumpikin hydroksia tai R' merkitsee mono-, di- tai
trisfosfaatin 5'-esterid ja R? merkitsee hydroksia ja joko
(a) X on OH ja Y on NH, tai H tai (b) X on NH, ja Y on H
tunnettu siitd, ettd saatetaan kaavan PuH mukai-

nen puriiniemds, jossa kaavassa Pu on puriinijdannds

X
N N

(Pu)

AN

Y N N

(jossa kaavassa X ja Y ovat kuten edelld on kuvattu) tai

sen suola reagoimaan kaavan (II) mukaisen yhdisteen kanssa

v (11),
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jossa kaavassa R' ja R’ merkitsevat samaa kuin edelld on
middritelty ja W on joko fosfaattiesteri tai sen suola tai
puriini- tai pyrimidiiniosa (muu kuin Pu), jolloin muodos-
tuu kaavan (I) mukainen yhdiste; ja ta@mdn j&dlkeen tai sa-
manaikaisesti saatetaan mahdollisesti

(i) kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa wvahintdén
toinen R!':std ja R’:sta on hydroksiryhmid, reagoimaan so-
pivan aineen kanssa, joka muuntaa mainitun hydroksiryhmédn
toiseksi ryhm#ksi R!' ja/tai R® tai

(ii) kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa R' ja/tai R?
eivdt ole hydroksi, reagoimaan aineen kanssa, joka muuntaa
mainitun R' - ja/tai R%-ryhmdn hydroksiryhmaksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm& kaavan
(I) mukaisen yhdisteen tai sen farmaseuttisesti hyvidksyt-
tdvidn suolan valmistamiseksi, jossa R' ja R’ merkitsevat
joko molemmat hydroksia tai R' on monofosfaatti ja R® on
OH, Y on H tai NH, ja X on -NR’R*-ryhm#, jossa R’ ja R* voi-
vat olla samanlaisia tai erilaisia, ja merkitsevidt vetyd
tai C, ,-alkyylid, silla edellytykselld, ettd R’ ja R' eivit
voi samanaikaisesti merkitid vetyd, tai X on Z-R°-ryhmi,
jossa Z on O tai S ja R® on C, ,-alkyyli, tai X on halogeeni
tai vety.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd kaavan
(I) mukaisen yhdisteen tai sen farmaseuttisesti hyvéksyt-
tdvén suolan valmistamiseksi, jossa R' ja R? ovat kumpikin
OH, Y on NH, ja X on H, NH, tai Z-R°, jossa Z on O ja R’ on
C,.s—alkyyli.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi 2,6-
diamino-9~(2-deoksifluori-B-D-ribofuranosyyli)-9H~puriinin
tai sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvien suolojen valmis-
tamiseksi.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd 2-ami-
no-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-9H-puriinin
tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttédvien suolojen valmista-

miseksi.
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6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi 2-ami-
no=-9-(2-deoksi-2-fluori-B-D-ribofuranosyyli)-6-metoksi-
SH-puriinin tai sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvien suolo-

jen valmistamiseksi.
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