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Ccmedidamente Is so{icno presents" a ela Despacho ub1cado en Is Cafreca 13 Na. 21-
00 also Quinto (5), de Is ciudad de Dogote D.C., denim d& tØrrnino do cinco (5) alas hØbilea 
cantados a partir dot envlo de Is presonte ciiacªOn, en horrio de 8:00 am, a 4:30 p.m. 
omada continua, con & fin do no1{ficaæe personabnents el cantenido de fa resolucon S Is 
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Pars su comodidad all texto competo do Is rosouciOn se ancontrara disponib!e on Is pginEi 
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Industila y Comercie 
SUfl RINTE NO EN C  IA 

REPUBLICA DE COLOMBIA 

SUPERINTENDENCIA DE INDIJSTRIA Y COMERCIO 

RESOLIJCIOtI 43382 

Poi Is cirni as mega one patente do invencion 

Rad. PCT/06-32860 

EL SIJPERINTENDENTE DE INDLJSTRIA Y COMERCIO 
an ejerciclo do sue facullades (egales, an especial do las que so ocaWfsnw en at afllcuIo 

4. numeral   del decreto 2153 de 1992. 

PRIMERO: Que Is solicitud de patente de invencion titulada ADMII4ISTRACION DE: 
LIGANDOS TLR7 Y SUS PROFARMACOS PARA TRATAMIENTO DE INFECCION POR 
VIRUS DE LA HEPATITIS C, qua correspande a Is solicitud intemacional PCT/US 
2004/026238 do fecha 01 de septiembre del 2004, foe radicada an esta Supedntendencia el 
04 do abril del 2006 bajo 01 nUmoro 06-032880, cars quo as dØ comienzo a Is fase nacional 
an virlud del Tratado do Cooperacion an Materia de Patentee PCT). 

SEGUNDO: Que efectuada el examen deforms an cuanto a los requisitos qua dabs Ilenar a 
solicitud y cumplidas las exgencias legales, so ordeno publicar al exiracta sin qua SO 
hubieran presentath oposicionos por pane de torceroa. 

TERCERO: Quo el articulo 45 de Is Decision 486 do Is Con,isiOn do Is Comunidad Andina 
ostabtece qua: -Si Is olcina nacional competente encontrara quo ía  invenciOn no as 
patentable a quo no cumple con alguno do los requ,Sitas establecidos an ester Decision pam 
Is concesiOn dole patente, to notiticare al solicit ante. Este debevÆ responders Is notlrlcaciOn 
dent,’ do/plaza do sesent dies con/ados a pam, do ía fecha de ía notiflcacion. Esto plaza 
podra serpronvqado par "no solo vez par Un per/ado do treinta dlas adicionales. (...) Si & 
solicitanto no respondiora a Ia notificacion dentm del plazo sefialado, 0 Si a poser do ía 
respuesta subsistie,n los impedirrientos pam Is conc$slOn, Is aticina nacional competonto 
done gore to paternal 

CUARTO: Que realizado el examen do fordo, as  requinio at solicilanle an los tØrrflinos del 
articuo 45 de Is Decision 486 de Is ComisiOn de Is Comunidad Andina, para qua presontara 
respuesta a las observaciones de carÆcter tecnico visibles a folios 378 y 379 del cuaderno 
administrativo, relacionadas con La patentabikdad 0 cumpliniento de los requisitos 
establecidos par eats Decision para Is concesiOn do is patents. Frente a dicho requenimiento 
no huba pranunciamienlo alguno par parts  act mismo, par to Oust as procedente negar el 
pniviIegiO do patents soicitada con fundamonto on to dispuesto an S anticulo 45 do Is 
Decision 488. 

5 C.Mm csrl.a 13 2700 PIKI Z J 7110 
sets CAN: Yt 40A 40 3O Camrnftedac 5370000 

FSK: 5870284, Llnea 01M0 910165
BM2U2 s-mall: LflS3Q gay m 
DOpIa D.C. - Coiombi 
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Industriay Comercio 
SUPERIWTNDENClA 

REPUBLJCA DE COLOMBIA 

SUPERJNTENDENCIA DE INDUSTRIAYCOMERCIO 

RESOLUCJOtI 4335Y 
Por la coal Se niega una patonlo be invoricin 

Rad. P01/06-32880 

RESCJELVE 

ARTICULO PRIMERO: Nagar el privileglo do patente be invencion para la solicitud 
correspondiente a ADMINISTRACION DE LIGANDOS TLRT Y SUS PROMRMACOS 
PARA TRATAMIENTO DE IF4FECCION PaR VIRUS DE L.A HEPATITIS C", que entro en 
faso naciona an virtud doe Tratado de Cooporacion or, Malone do Patontes (POT). 

ARTICULO SEGUNDO: Notificar personalmente el contondo be b Preserve DsokJciOnaI 
doctor Juan Pablo Cadena Sarn,iento, an so caledad de apcderado do Anadys 
Pharmaceuticals, Inc., a a quiort ha9a sus veces, entrogÆndole copia do Ia misma, 
adviftØndole quo contra o%Ia procade el rocurso de Foposicion interpuosto ante el 
Superinlendente de Industria y Cornercio, al momento do a nolifrcacOn a dentrn de los 5 
dias hØtes sigumintes a Sa. 

NOTIFhQUESE V CUMPLASE 
Dada an Bogota. D.C., alas 28  

E! SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA V COMEROO, 

USTAVQ VALBUENA QUIFIONES 

Doctor 
JUAN PABLO CAOENA SARMIENTO 
Can’era 7N° 71-21, Torre B, Plso4. 
BogotA D.C. 

/v 
22O2l 

Sde cer,Ir0 Carrers 13 No. 2700 pi%os 2. 5,7 y 10 
s.d. CAN. Ii. 40A No. 3n0 CorvmibOr; 5g70000 

Fb,: 54702B4. LII1.a NOW 910165 
Web: i–wAjfl_Qirs ,maM: &1 1g.piS9 

sogoS D.C. - CoLombli 
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1001491 Esta invenclØn abates ademas composiciones farmacØuticas 

anhidras y formas farmaceuticas que comprenden ingredientes activos, 

puesto que el aua puede facilitar to degradation de a(gunos compuestos. 

Par ejemplo, a adicion de agua (por ejemplo, 5%) es ampliamente aceptada 

en las acres farmacØnticas como an medjo de simular ci almacenamiento a 

largo plazo, con el fin de determinar caracteristicas tales corns vida Util o Is 

estabilidad de [as for,nuaciones con ci tiempo. VØase, por ejemplo, lens T. 

Carstensen, Drug Stability: Principles 
& Practice, 2d. Ed., Marcel Dekker, 

NY, NY, 1995, pÆginas 379-80. En efecto, ci agua 
y 

ci cuter aceleran la 

descomposiclOn de algunos compuestos. Por to tanto, el efecto del agua 
� sabre una formulación puede set de gran importancia, puesto que el vapor de 

a 

agua en to atrnOsfera y/o Is humedad se encuentran por to comCin durante to 

manufactura, manipulacion, ernpaque, almacenamlento, despacho 
y use de 

)as formulaciones. 

1001501 Cornpoiciones farmacduticas anhidras 
y 

formas farmaceuticas 
F de to inversion pueden prepararse utilizando ingredientes anhidros o que 

contenan pace volumen de vapor de agua y condiciones de pow volumen 

de vapor de agua 0 pow volumen de humedad 

1001511 Una composiciôn farmacØutica anhidra debe prepararse 

almacenarse de made que se mantenga so naturaleza anhidra. For 

consiguiente, lag composiciones anhidras preferiblemente se enipacan 
a 

utilizando materiales conocidos por impedir ía exposiciOn at agua, de 

rnanera que puedan incluirse en estuches de tbimulación adecuados. 

Ejemplos de empaque apropiado incluyen, peon no se Iimitan a, p&icu}as 

hermdticamente selladas, pbÆsticos, encases de dosis rnitaria (por ejemplo, 

frasquitos), empaques tipo blister, 
y 

empaques en fonna de drag. 

1001521 La invention abarca ademds composiciones farmaceuticas 
y 

formas farmacuticas que comprenden uno o rnÆs compuestos quo reducen 

to veocidad a In cual Sc descompondra un ingredierne action. Tales 

compuestos, denonilnados aquf "estabilizantcs,’ ncluyen, pew nose. ]imitan 
a, 

antioxidances tales caress Æcido ascorbico, neutralizadores de pH, o 
neutraíizadores 

de sal. 
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1001531 Al igual quo lea cantidades y tipos de excipientes, his cantidades 

y tpos cspeciflcos do ingredientes activos en una forma farmaceutica 

pueden diferir dependiendo de factores tales como, mas no limitados a, la 

via p01- Ia coal &sta hello que administrarse a los pacientes. No obstante, 

formas farmacØuticas tipicas de La invencitur cornprenden proIânriacos do 

ligando TLR7 de Is invencitin, 0 so sal, hidrato a estereoisómeros 

comprenden 0.1 mg a 1.500 ing pot unWed pam propordonar dosis do 

airededor de 001 a 200 mglkg at dia. 

Foamas anacØutisOmles 

1001541 Composiciones farmceuticas do to invel-ición que son 

apropadas para admi&straciOn oral pueden presentarse como formas 

fannaeºuticas discretas, tales como, antique no limitadas a, tableas (pot  

ejemplo, tab)etas masticabes) comprimidos obtongos, capsulas, y liquidos 

(pot ejemplo, jarabes con sabor). Tales formas farmacØutkas contknen 

canOdades predete.rtninadas de ingredientes activos, y pueden prepararse 

pot metodos de farmacia Men conocidos par aquellos con habilidados en ci 

ant. Pot to general, verse Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th ed., 

Mack Publishing, Easton PA (1990). 

1001551 Formas farmaceuticas males tipleas do a invencidn so 

preparan combinando ci bigrediente activo(s) on estrecha mezcla con pot to 

moons un excipiente, do acuerdo con tØcnicas convencionales farjnacØutcas 

do composicion. Los oxeipientes pueden adoptar una amplia variedad do 

formas dependiendo do In modalidad do preparación deseada part 

admthstraciOn. Pot ejemplo, excpientes apropiados para uso en formas 

farmacØuticas males, liquidas o en aerosol, inchryen, pero no so limitan a, 

agua, glicoles, acetes, alcoho1es, agentes sabonizantes, preservantes, y 

colorantes. Ejemplos do excipentes apropiados para uso an forums 

faninacØuticas orales sOlidas (pot ejemplo, polvos, tabletas, cÆpso(as, y 

comprimidos oblongos) incluyen, pcio no so limilan a, almidones, azÆcares, 

celulosa micro-cristalina, d!uyentes, agentes granulantes, lubricantes, 

aglutinantes, y agonies desagregantes. 

1001561 Debido a so facilidad do administracidn, las tabietas y 
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cÆpsulas representan las formas fannacEuticas unitarias "ales mâs 

ventajosas, case an at coal se emplean exeipientes solidos. Sise desea, las 

tabletas pueden recubrirse con tØcnicas estÆndar acuosas 0 no acuosas. 

Tales forums farmaeØuticas pueden prepararse pot cualguiera de los 

metodos de farmacia. En general, composiciones farmaceutcas y farcnas 

farmaceuticas se preparan mezclarido de manera uniforme y estrechalos; 

ingrediente.s aclivos eon portadores liquidos, vehiculos sØtidos finamente 

dvidjdog, 0 ainbos, y luego dÆndole 10mm & producto an Ja presentaci& 

deseada, si Cs necesario. 

100157j Per ejemplo, una tableta puede prepararse por compresión 

moldeo. Las tabktas comprimidas pueden prepararse coinpactando en una 

maquina apropiada los ingredientes acüvos en ma farina que se des1ce 

libremente (a free-flowing form) tal come polvo o granuros, mezdados 

opelonalmente con on excipente. Las tabletas moldeadas pueden 

eaborare moMeando en can mªquina apropiada una n,ezela del compuesto 

en polvo humectado eon on diluyerite liquido, imoc, 

1001581 Ejemplos de exepientes que puetten usarse to formas 

farmaceulicas orales de Is invencion incluyen, pete no se limitan a, 

aglutinantes, rellenos, desagregantes, y lubricantes. Aglutin8ntes 

apropiados para empleo en composiciones farnuSutcas y thrrnas 

farmacØuticas incluyen, porn no Se limitan a, almidon de maiz, almidon de 

papa, a cu-os a!rnidones, griatina, games sintØticas y naturales tales como 

acacia, alginato sodico, Æcido alginico, ones alginatos, tragacanto on polvo, 

oma de guar, celulosa y sus derivados (pot  ejemplo, etilce(uosa, acetate 

de ce]ulosa, carboximetilcelutosa ealcica, carboximetilcelulosa sodica), 

polivinU picrolidona, mefflc&ulosa, almidon pre-gelatinizado, 

hidroxipropilmetilcelulosa, (por ejemplo, Nos. 2208, 2906, 2910), celulosa 

microcristalina, y sus mezclas. 

f001591 Ejemplos de rellenos apropiados para uso an las composiciofles 

farrnacØuticas y formas fannacØoticas thvulgadas aqui incluyen, pero no se 

limitan a, talco, carbonate de caieio (per ejemplo, granules o polvo), 

c.eiu]osa microcristalina, cetulosa an polvo, dextratos, caolin, mannitol, 
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acido silicico, sorbitol, aimidon, almidOn pre-gelafinizado, y sus rnezcias. 

Tipicaniente, of aglutinante 0 of reileno an composiciones fatwaceutcas de 

la invenciôn estÆ pressure en desde alrndedor do 50 a alrededor de 99 par 

ciento en peso do to composiciOn fannacóutca o forma farmaceuticas. 

1001601 Formas apropiadas Oc celulosa microcristalina incluyen, pert 

no se Iimitan a, los materiales comercializados como AVCEL-PH-101, 

AVICEL-PH-J 03 AVJCfl. RC-581, AVCEL-PH-105 (disponible de FMC 

Corporation American Viscose Division, Avicel Sales, Marcus Hook, PA), 

y sus inezetas. Un aglutinante especiiico es una rnezcla de celulosa 

microcristalina y carboximetilcelulosa sOdica comerciaizada como 

AVICEL RC-581. Excipentes 0 aditivos anhidros o con bajo volumen de 

humedad incluyen AVICEL_PH103TM y Starch 1500 LM. 

001611 Los desagregantes se utilizan on ]as composiciones tie Is 

invencion peon proporcionar tabletas que Se desntegren at exponerlas a on 

ambiente acuoso. Las tabletas que contienen demasiado desagregante Se 

pueden desintegmr durante ci almacenamiento, mientras que aquellas que 

contienen demasiado poco pueden no desintegrarse a una velocidad deseada 

o bajo las condiciones deseadas. Par consiguiente, pan formar forams 

farmacØuticas orales de to invenciOn debe empearse una cantidad suficiente 

de desagregante que no sea demasiado alta no demasiado baja para alterar tie 

manera perjudicial to liberaci6n de los ingredientes activos. La cantidad <Ic 

desagregante utilizado vane con base en ci tipo do formulaciôn, y es 

fÆciiinente discernible par aquellas personas de habilidad ordinaria on ci 

ante. Las composiciones famiacduicas lipcas comprenden desde alrededor 

de 0.5 a alrededor do 15 per ciento on peso tie desagregante, 

especificamente desde airedodor de I a airededor de 5 par ciento an peso de 

desagregante. 

001621 Los de.sagregantes que pueden usarse en composiciones 

fannac&.uticas y fotmas farmaceuticas de a invention incluyen, peon no Se 

limitan a, agar-agar, Æcido alginico, carbonato de caicio, celulosa 

microcristalina, croscanmelosa sodica, crospovidona, polacrilina potÆsica, 

glicolato sodico tie aimidon, almidon do papa o yuca, almidOn pro-
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gelatinizado, otrus almidones, orcillas, otras algoas, ott-as ce!uiosas, gornas, 

y SUS mezolas. 

1001631 Lubricantes que pueden empelarse en composiciones 

farmaceuticas y formas farmacØuticas de la invención incluyen, pero no so 

imitan a, estearato do caleb, cstearato do magnesia, aceite mineral, aceite 

mineral liviano, glicerina, sorbitol, mannitot, polietilen glicot, ones 

glicoles, Æcido estearico, lauril sulfato do sodio, talco, aceite vegetal 

hidrogenado (por ejemplo, aceite do man!, acehe do semitla de algodon, 

aceite de girasol, aceite de ajonjoli, aceite de oflva, aceite cM maiz, y aceite 

de soya), esteaj-ato de zinc oleato de etito, laureate de etilo, agar, y sus 

mezelas. Lubricantes adicionales incluyen, per ejemplo, no gel de silice 

siloide (’syloid silica gel’) (AEROSIL 200, manufacturado per W.R. 

Grace Co. of Baltimore, MD), on aerosol coagulaclo do slice sintºtica 

(comerciaiizada por Degussa Co. do Piano, TX), CAB-O-SIL (tin producto 

de dióxido do silicona pirOgena vendido por Cabot Co. de Boston, MA), y 

sus mezclas. Si Se usan, Ins lubricantes se ernplean tipicamente en una 

cantidad de menos de alrededor de I por ciento en peso do fas 

composiciones farmacóuticas o formas farmacØuticas on Jas cuales se 

incorporan. 

Formas_Farmaceuticas de Liberacion Retardada 

1001641 Ingredientes activos de a invención pueden administrarse por 

medios de liberacniat controlada a mediantc disposilvos de aplicación quo 

son bien conocidos por aquellas personas do habilidad ordinaria en one. 

Los ejemplos incluyen, pero no se tirnitan a, loss descritos en las Patentes de 

[as Estados Unidos No.: 3,845,770; 3,916,899; 3,536,809; 3,598,123; 

4,008,719, 5,674,533, 5,059,595, 5,591,767, 5,220,548, 5,073,543, 

5,639,476, 5,354.556,y 5,733,566, cada one de lag cuales Se incorpora aqui 

por referenda. Tales forams farmaceuticas pueden emplearse pars 

proporcionar una libei-acion leftta o controlada de uno 0 ones ingredientes 

activos usando, por ejemplo, hidropropilmetilcelulosa, otras matrices 

polimØricas, geles, membranes penneables, sistemas osmóticos, 

recubrimientos multi-capa, microparticulas, liposornas, miniesferas, o una 
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combinación de log mismos pan ofrecer ci pertH de iiberación deseado an 

proporciories variables. Formulaciones apropiadas de liheración controlada, 

conocidas pot aquellas personas de habilidad ordinaria en at ape, ncluidas 

as descritas aqul, pueden se)ecdonarse fàciiment.e para uso con [as  

ingredientes actives de In invenciOn. Par to tanto, ía invenobat abarca 

formas farmacduticas unkarias shnpks, apropiadas para administración oral 

tates coma, porn no Ilmitadas a, tabletas, cÆpsulas, cÆpsuias de geatina, y 

comprimidos obongos que so adaptan para Iiboracón controlada. 

1001651 Todos Ins productos farmaceuticos de liberacion controlada 

tienen on objetivo canton de mejorar In torapia medicinal sobre ci logrado 

par sus contrapartes de liberaciOn no controlada. kteamente, el uso de una 

preparación de liberación controlada, Æptimamente disenada,  on tratamiento 

medico Sc caracteriza pot emplear on minima de sustancia para curar 0 

controlar In enfermedad an una cantWad minima de tiempo. Las ventajas do 

as formulaciones tie liberaciOn controlada incluyen una actividad extendida 

del medicamento, frecuencia posoiógica reducida, y crecicntc observancia 

de las instrucciones niØdicas par parte del paciente. Ademas, las 

formulaciones de liberacion controlada pueden utilizarse pam afectar ci 

tiempo de inicathOn do In acción ii  ones caracteristicas, tales conlo niveles 

sanguineos del medicamento, y pueden, par consiguiente, afectar Is  

ocurrcnca de efectos colateralos (per ejemplo, adversos), 

1001661 La mayoria de las formulaciones de tiberación controlada so 

disenan pare liberar inicialmente una canfidad de medicamento (ingrediente 

active) que produzca prontamente el efecto terapºutico deseado, y gradual y 

continuamente libere otras canddades tic medicamento para mantener We 

nivel de efecto prouilÆctco o terapCutico durante un periodo extendido de 

tiempo. Con ci fin de mantener Oslo rivet constante de medicamento en el 

cuetpo, ci medicamento tiene que liberarse de Is forma farmacºutia a use 

veocidad are reemplace Is canüdad dci medicamento que se estÆ 

metabolizando y exeretado del cuerpo. La liberación controlada de on 

ingrediente activo puede estimularse mediante vaæas condiciones incluidas, 

Vero no limitadas a, pH, temperature, enzimas, agua, 0 U otras condiciones 
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fisiológicas o compuestos. iJ) 
Fontuiacones FarmacØuticas Parenterples 

1001671 Fortnulaciones faimacŁuticas parenterales pueden 

administrarse a pacientes por varias rutas iricluidas, penn no linutaclas a, 

subcutÆnea, intravenosa (incluida inyección iritravenosa rapida), 

ntramusctdar, e ntraartcrIal. Debido a que, tipicaniente, so administracion 

elude lag defensas naturales del paciente contra contamivar’tes, as 

forniulaciones farmaceuticas parenterales son preferiblemente estØriles o 

susceptihies de esterilizarse antes do a administracion a on paciente. 

Ejemptos de formulaciones fannaceuticas parenterales inehayen, pew no se 

jmjtai-i a, soluciones listas punt inyecei6n, produetos liofilizados y/o secos 

iistos pars clisolverse o suspenderse en Un vehiculo farniaceuticarnente 

aceptable pam inyección (polvos reconstitubes), suspensiones litas pace 

inyecciôn, y emulsiones. 

f001681 Vehiculos apropiados quo pueden usarse porn suministrar 

formulaciones farmaceuticas parentera(es de In invenciOn son ben 

conocidos por aquetlas personas expertas en el arte. Los ejernplos incluyers, 

pew no se flmitan a: Agua pam InyecciOn LISP; vehculos acuosos tales 

come, porn no limitados a, InyecciOn de Cloruro de Sodio, lnyecciOn de 

Ringer, lnyección tie II)extrosa, InyecciOn de Cloture de Sodlo y Dextrosa, e 

Inyeccón de Ringer Laciada; vchicuk,s miscibles en agua tales come, pew 

no limitados a, alcohol entice, poLietilen glicol, y polipropilen ghoul; y 

vehIculos no acuosos, tales come, pew no limitados a, aceite de maz, aceite 

de semifla de algodon, scene do manL, aceite de ajonjoli, oleato tie etilo, 

miristato de isopropilo, y benzoato de bencito, 

1001691 Conipuestos que incrementan In solubilidad de uno o mas de 

Ins ingredientes acdvos divulgados aqui pueden incorportuse asimismo on 

las formas farmaceuticas parenterates de In invencidn. 

Fojt,asFarmacØutics Tran!dØrrnca 

1001701 Las (ormas farrnacØudcas transddnnicas incluyen parches 

’tipo depØsito o ’tipo matriz, que pueden aplicarse a la pie) y )Ievarse 

durante no perlodo espedlico de tiempo para permitir Is penetraciOn de una 
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eantidad deseada de ngredientes activos. 

[00171 Excipientes apropiados (por ejemplo, vehiculos y diluyentes) y 

otros materiales quo pueden worse para suministrar formas farmacØuficas 

tipicas y nnsdØmtcas, abarcadas por esta nVe.nc;On, son bien coriocidas 

per aquellos con habilidad e [as aries farmacduUcas, y dependent del Eejido 

particular at cum Se apieath una coniposición farmacutica dada o foniia 

fam,aceutjca. Con ese hecho en mente, excipientes tipicos incluyen, pelt 

no se limitan a, agua, acetona, etartol, etilen gflco), propi)et, glico!, bulano-

1,3-dial, miristato de isopropilo, palmitato de isopropilo, aceite mineral, y 

s mezelas. 

100172 Dependiendo del tejido especitico par tratar, componentes 

adicionates pueden empelarse aides de, to conjundón con, o subsiguiente a 

tratamiento con ingredientes activos de Is invención,  Per ejeinplo, 

refonadores de penetraciôn pueden utilizarse pant ayudar en Is  aplicación 

de los ingredientes actios xl tcjdo. Rcfor2adores de penetración 

apropiados incluyen, porn no se timitan a: acetone; varies alcoholes tales 

come etanol, oleilo, y tetrahidrofurilo; sulfoxidos de aiquilo tales como 

sulfo,ddo de thn,etilo; ac.etan,ida de dimetilo; formamida de dimetilo; 

polietilen glicol; pirrolidonas tales coma pol}vinilprrolidona; grados de 

Kollidon (Povidona, Polividona); urea; y diferentes Østeres de zücares 

solubles o insolubles en agua tales come Tween 80 (polisorbato 80) y Span 

60 (nionoestearato de sorbitana). 

1001731 El p1-1 de Dna composición farcnacutica o farina farmacØutica, 

o del tejido al coal se aplica la composición ftrmaceutica o forma 

farmacdutica, puede ajustarse igualmente para mejorar Is liberaemn de uno 

o mÆs ingredientes activos. Analogamente, a polaridad de on vehiculo 

disolvente, so concentraciOn iónica, o tonicidad poodle ajustarse pant 

mejorar In entrega. Compuestos tales como estearatos pueden agregarse 

tambfØn a las composiciones farmaceuticas a formats farmacØuticas para 

alterar ventajosaniente ía hidrofllidad a lipohlidado de one a nias 

ingredientes activos, con ci fin de incrementar la entrega. En este aspecto, 

Jos estearatos pueden servir come on vehiculo de ilpidos para a 
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formulación, como agente emusiflcante C surfactante, y come agente 

promotores de ía entrega o reformulates de la penetradØn. Diferenies sales, 

hidratos o solvatos de los ingredientes actvos pueden usarse part ajustar 

aôn rues las propiedades de la compositiOn resultante. 

Formas FanpacØuieasfljc 

100174) Formas farmaceuticas tOpicas de la invenciOn incluyen, pero no 

Se lirnitan a, cremas, lociones, unguentos, gecs solutiones, en]ulsiones, 

suspensones, u otras formas conocidas per una persona de habilidad an ci 

arie. VØase, por ejempie, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th eds., 

Mack Publishing, Fasten PA (1990); e Introduction to Pharmaceutical 

Dosage Forms, 4th ed., Lea & Febiger, Philadelphia (195). 

1001751 Excipicntes ap,opiados (por ejempio, vehiculos y diluyentes) y 

otros materiates qua pueden utilizarse part suministrar fonnas 

farmacduticas tOpicas y EransdØrnæcas abarcadas per esta invenciOn son 

bion conocidas per aquellas personas con habilidad en las aries 

farmacØuticas, y dependen del tejido particular a1 cual so aplicai4 one 

composithOn farmacØutica o forma farmacØutIca. Con ese hecho an mente, 

excipientes tipicos incluyen, palo no Se litnitan a, ague, acetona, etanol, 

etilen glicol, propilen Sheol, binano-4,3-mm, miristato de isopropilo, 

palmitato de isopropilo, aceite mineral, y sus mezclas. 

1001761 Dependierido del tdo especiuico por txatar, componentes 

adicionales pueden emplearse antes de, an conjunción con, o subsiguiente al 

tratamiento con ingredientes activos de Is im’ención, Per ejemplo, 

rcforzadoi-cs do peneiraclon pueden usarse part ayudar an entregar Ins 

ingredientes activos al tejido. Reforzadores de pertetración apropiados 

incluyen, pew no so hurricam a: acetona: varies alcoholes tales come etanol, 

oleilo, y tetrahidrothrilo; sulfØxidos de alquiio tales come suWOxido cM 

dimetilo; acetamida ic dimetilo fonnamida de dhnetiio; poletilen glicol; 

pbrolidonas tales conic poivinilpirroiidona; grades de Kol(idon (Povidona, 

Potividona); urea; y diferentes Østeres de azücares solub)es o insolubles an 

agua tales COO,O Tween 80 (polisorbato 80) y Span 60 (monostearato de 

sorbitana) 
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Formas FanBaeØuticas Mucosales ’1 
1001771 Forma5 fw-macØuticas mucosales de in inventiOn incluyen, 

pero no Se jimitan a, soluciones oftÆlmicas, atomezadores y aerosoies, u 

ours formas conocidas pot una persona the habilidad en ci ante. VØase, pot 

ejemplo Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th eds., Mack 

Publishing, Faston PA (1990); e Introduction to Pharmaceutical Dosage 

Forms, 4th ed., Lea & Febiger, Philadelphia (985). Formas farmacØuticas 

apropiadas pant tratar tejidos mucosales en la cavidad oral pueden 

formularse coino enjuagues bucales 0 coma geles orales. En una 

incorporaciOn, el aerosol coinprende on vehiculo. En otra incorporatiOn, ci 

aerosol cstÆ fibre de veNeulo. 

(001784 Lu iguai forma, los ligandos TLR7 o Jos profªrmacos de 

ligando TLR7 the to invention pueden administrarse directaniente 4 pulmon 

mediante inhalaciOn. Para administration pot inhalaciOn, on ligando TLR7 

puede entregarse convenontemerne al puirnAn mediante on nümero the 

diferentes dispositivos. Per ejemplo, on Inhaiador tie Dosis Medida 

(’MDI’) que utiliza bass qua contienen on gas propelente adecuado de bajo 

punto de ebulIicon, por ejemplo, diclorodifluorometano, 

triclorofluorometano, diciorotetrafluoroetano, didxido de carbono U area gas 

apropiado puede utilizarse porn entregar on ligando TLR7 directamente al 

pulrnOn. Disposflivos MDI Sc encuentran disponibles the on gran nômero de 

proveedores tales come 3M Corporation, Aventis, Boehrthger fngemeim, 

Forest Laboratories, Glaxo-Wellcome, Sabering Plough y \[ectura. 

[001791 Allernativamente, on dispositivo Inhatador the Polvo Seen 

(DPI) puede usarse para adminstrar in flgando TLR7 a! pulmOn (versa, pot 

ejemplo, Raleigh at al., Proc. Amer. Assoc. Cancer Research Annual 

Meeting, 1999,  40, 397 qua Se incorpora aqui pot referencia). Tipicamente 

Ins dispositivos DPI utilizan on niecanismo tal corno una explosiOn de gas 

para crear una nube the polvo sera en el interior the on envase, in coal puede 

set inhalada )uego pot el paciente. Los dispositivt ON son igualmente 

bien conocidos an ci arte y pueden adquirirse do on rnmero de proveedores 

qua ineluyen pot ejemplo, Fisons, Glaxo-Welicorne, Inhale Therapeutic 
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Systems, ML Laboratories, Qdose y Vectura. Una variation popular es ci 

sistema DPI de dosis multiple (’MDDPF’), que permite la entrega de mªs 

cM una dusts ierapØutka. Los dispositivos MDDPI Se encuentran 

disponibles de compafif as (ales colno Astrazeneca, Glaxo Wellcome, 

IVAX, Sobering Though, SkyePharma y Vectura. Per ejemplo, pueden 

formuMrse capsulas y cartuchos de ge)atina pars empleo en an inhalator a 

nsuflador, que contienen una mezcla de poivo del compuesto y una base en 

polvo apropiada tat come lactosa 0 ahnidôn para estos sistemas. 

(OOISDj Otto Iipo cM dispositivo que puede utilizarse para entregar on 

ligando TLR7 o proThrmaco do ligando TLR7 & pulniOn es an dispositivo 

atomizador de liquido suministrado, per ejemplo, per Aradigm Corporation. 

Los sistemas flomizadores de liquidos usan orificios de toberas pequthas 

para aerosolizar tormulaciones de medicamentos liquidos que pueden 

inhalarse directamente al pulmOn. 

1001811 En aria incorporacion preferida, on dispositivo nebuRzador Se 

emplea para entregar ligandos TLR7 o profÆrmacos tie ligando de ILR a) 

puimón. Los nebulizadores cream aerosoles de formulaciones do 

medicainentos liquiclos usando, per ejemplo, energia utrasônica Para 

formar particulas finas que pueden inhalarse facilmente (VØase, pm 

ejemplo, Versehoyle et cii,, British J. Cancer, 1999, SO, Suppl 2, 96, que Sc 

ineorpora aqo por referenda). Ejemp]os do nebulizadores ncluyen 

dispositivos suministrados per Sheffield/Systemic Pulmonary Delivery Ltd, 

Aventis, y Batelle Pulmonary Therapeutics. Vdase In Patentes de los 

Estados Linidos No. 5,954,047; 5,950,639; 5,970974, las cuales se 

incorporan aqui par referencia. 

1901821 En una incorporación particularmente preferida, on dispositivo 

aerosol eectrohidrodinâmico (’FRy’) Se on pain I]evar los ligandos TLR7 

y los profartnacos de ligando TLR7 al pulmon. Los dispositivos aemsoles 

EHD utilizan energia eldctrica pairs atomizar soluciones do medicamento 

liquidas o suspensiones (vØase, por ejemplo, Noakes or of., Patente de los 

Estados Chides No. 4,165,539; Coffee, Patente de Jos Estados Unidos No,, 

4962,885; Coffee, Solicitud PCI, WO 94/12285; Coffee, Solicitud PCT, 
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WO 44/14543; Coffee, Solicitud PCT, WO 95i26234, Coffee, SoHcud 

POT, WO 95/26235, Coffee, Solieltud POT, WO 95/32807, las cuales se 

ncorporan aqu pot referenda). Las propiedades ekctroqthmkas de Is 

formulaciOn dc ligando TLR7 y profÆrtnacos de ligando TLR7 pueden set 

parâmetros linponantes a optimizar, cuando se lieva este medicamento al 

pumón con on dispositivo aerosol £110 y tal optimizaciOn se Nova a cabo 

on fonna rutinaria pot ’ma persona de habilidad on at arte. Los disposdvos 

aerosoles PHI) pueden apicar metheamentos toss eficientemente al pulmon 

quo as tecnologias de aplic.acióri pulmonar existentes.  Cares mØtodos de 

aplicaciOn intra-pulmonar de ligando TLR7 y profªrmacos de ligando TLR7 

sennt conocidos pore) artesano experto y se encuentran dentro del ambfto 

de la invenciOo. 

(001831 Formulaciones liquidas de medicamento apropiadas part uso 

con nebulizadores y dispositvos atomizadores de liquidos y disposftivos 

aerosoles ERD incluirint pot  )o general Un liando TLRI 0 profarmaco de 

ligando TLR7 con in, veh)culo fajmaeØuticamente aceptabe. 

Preferiblemente, ci vehjeulo farmaceutIcamente aceptable es an liquido tal 

demo alcohol, agua, polietilen glicol o tin perftuorocarbonado. 

Opeionahnente, puede agregarse otro material porn alterar Its propiedades 

del aerosol de It solución o suspension del ligando TLR7 a profÆrmaco de 

an ligando TLR7. Preferi&einenre, este material es on liquid0 tal como an 

alcohol, glicol, poliglicol a tin acido graso. Otros mØtodos de formular 

soluciones de medicamento liquidas o suspensiOn apropiada para uso en 

dispositivos aerosoles son conocidos per las personas de habilidad an el arte 

(vüse, pot ejemplo, Biesaiski, Patennes de los Estates Unidos. No. 

5,1 2,S98; Biesaiski, 5556,611, In cuales so incorpomm aqul pot 

referenda) Un Uganda TLR7 o profarinaco de on ligando TLR7 pueden 

forniularse ademas en composiciones rectales 0 Vaginales tales domo 

supositorios o enemas de retencion que eontengan, pot ejemplo, bases tie 

supositorios convenclonales tales como manteca do cacao u otros glicØrdos. 

001341 Aparte de Its formutaciones descritas prevamente, on ligando 

TLR7 0 profÆmiaco de ligando TLR7 pueden fonnularse igualmente Como 



una preparación de absorción ("a depot preparation"). Tales 

formulaciones do acciOn prolongada pueden administrarse mediante 

implante (per ejemplo par via subcutÆnea o intramuscular) o mediante 

ioyecciOn intramuscular. En consecuencia, par ejernplo, los compuestos 

pueden formularse con niateriales hidrofobos 0 polimericos apropiados (per 

ejempo, wino one emulsion en an aceite aceptable) 0 resinas do 

intercambio iOnko o come derivados moderadamente solubles, par 

ejeinpo, coma una sal moderadamente soluble. 

1001851 Altemativamente, pueden empclarse oI,’os sistemas de 

administraciOn farmacºutica. Liposomas y emalsiones son ejomplos bien 

conocidos de vebiculos de adniinistraciOn que pardon emplearse pare 

4 dispensar ligandos TLR7 y profarmacos de ligando TLR7. Asimsmo 

pueden utilizarse ciertos disolventes orgÆnicos tales coma sulfóxido do 

dimetilo, aunque habitualmente al costo de una mayor to,dcidad. Un 

ligando TLR7 o profÆnnaco de on ligando TLR7 puede aplicarse tambin 

an un sistema de liberaciOn controlada. En una incorporación, puede usarse 

one bomba (Sefton, CRC Grit. Ref Blamed Eng., 1987, 14, 201; Buchwald 

etal., Surgery, 1980, 88, 507; Saudek et at, N. Engl. J. Med., 1989, 321, 

574). En otra incorporaciOn, pueden emplearse materiales polimericos 

(cease Medical Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.), 

CRC Pres., coca Raton, Fla. (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug 

Product Design and Performance, Smolen and Ball (eds.), Wiley, New York 

(1984); Ranger and Pappas, I Macromol, Sc1, Rev. Macrame[. Chem., 

1983, 23, 61; vØase tambiØn Levy etal., Science, 1985, 228, 190; During at 

at, Ann. Neural., 1989,25,351; Howard eta!,, 1989, J. Neurosurg. 71, 105). 

En todavia otra incorporaciOn, an sistema de liberaci6n controlada puede 

situarse an proximidad do is diana do Ins compuestos de la invenciOn, par 

ejemplo, ci pulmon, requiriendo asi solo una fraccion do Ia deals sistdmica 

(verse, par ejemplo, Goodson, on Medical Applications of Controlled 
Release, supra, voL 2, pp. )15 (1984)). Puede utilizarse otro sistema de 

iberaciOn controlada (vØase, par ejemplo Langer, Science, 1990, 249, 

1527). 



1001861 Excipientes apropiados (per ejemplo, vehiculos y diuyentes) y 

ott-os materialos quo pueden emplearse pan proporcionar lormas 

farmacØuticas m000sales, abarcadas per esta invención, son ben eonocidas 

per ]us personas de habilidad en In artes farmacØuticas, y dependen del 

shin particular o mtodo en que Sc admthstrari una c.oflposicioTl 

farmacutca o forma farmacØutica dada. Con este hecho en mente, 

cxci pcn cs tipicos inc.luyen, pero no Se Iimitan a, agua, etanol, etilen ghcol, 

propilen glicoL butano-t,3-dioI, miristato de isoproç,iIo, palmitato do 

sopropilo, scene mineral, y sus mezcas, que son atOxcos y 

farmacuticamerite aceptables. Ejemplos tales ingrediernes ad3cionales son 

bien conocidos en el arte. Par ejemplo, vØase Remington’s Pharmaceutical 

Sciences, l8th eds., Mack Publishing, Easton PA (1990). 

1001871 El pH de una composición tijrtnaceutca o forma farmacŁutica, 

o del tejido at coal se aplica Is composkiOn farmaceutica a forma 

farmacºutica, puede ajustarse tambØn pan niejorar is administracion de 

one o mM ingredientes activos. AnÆ(ogamente, Is polaridad de in vehiculo 

disohente, so concentraciOn iónica, 0 tonicidad pueden ajustarse pam 

mejorar a entrega. Dc igual matters puedcn agregarsc compresses tales 

como estearatos a In composiciones farmacØuticas o fonitas farmacºuticas 

para alterar ventajosamente a hidrofihidad o Is lipofilidad de one o mÆs 

ingredientes activos, con all fin de mejorar la administración. En este 

aspe.cto, Jos estearatos Pruden servir come vehiculo de lipidos Ears Is 

fonnu(ación% come an agents emu)sonante 0 surfoetante, y come on agente 

reforzador de Is entrega o Ia penetmcin. Pueden nurse diferentes sales, 

hidraos o wlvatos de In ingredientes activos para ajustar aUn ms In 

propiedades de (a composicidn resultante. 

Es ?CES 

f601881 La hoienci6n cozflcmpla on empaque farmacØutico 0 estuche 

conformado per uno 0 mks envases que comprenden on profªrmaco <Ic 

Ugando TL.R7 Ætil pam ci tratamiento a prevención de was infecciOn par ci 

virus de hepatitis C. En otras incorporaciones, Ia inveracibn proves on 

empaque iarmac&itico a esrnche que comprende uno 0 itS envases pie 
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inclayen on profÆrrnaco de ligando TLR7, hail pan ci tratamiento 0 

prevenelOn he una infeceión por ci vims de hepatitis C, y uric o rnÆs 

envases quo comprenden on aente tcrapØutico adicional, incluidos, pert, no 

limhados a, log eriumerados en Ia section 5.2.2 anterior, en particular on 

agente antiviral, on interferOn, un agente que inhibe las enzimas viricas, o 

on agents que inhibe Is replicaeion virica, preferiblenienEe ci agente 

terapeutico adicional es especitico de i-ICy o dernuestra actividad anU-

HCV. 

1001891 La thvej,ción provec asiniismo an  empaque farmac&jtico o 

estuche que comprende uno o rnÆs envases que inciuyen uno 0 Pairs de los 

iagredientes de as composiciones farmacuticas de Ia invención. Asociada 

opcionamente con tal envase (s) puede haber one now en a forma preserita 

par una agencia gubemamental que regale la manufactura, usc o yenta de 

productos farmaceuticos 0 bio(Ogkos, now que refleje Is appabacion de hr 

manufaciura, uso 0 yenta para adrninistraciOn humana per parte de Is 

agenda. 

ANALISIS 

001901 Los ligandits TLR7, profÆrrnacos de ligando TLR7, 

composiciones y fom,as farmaceuticas de la invendiOn pueden valorane in 

vitro o in vivo par can variedad de mtodos conocidos en ci at-to Para probar 

a aetividad. Vdase, pot ejemplo, los mØtodos discutidos mÆs adelante y 

empelados a todo her (argo de os ejenipios. 

101)1911 Una gama de anÆlisis pace ci propAsito he evauar Is actividad 

de TLR7 se encuentran disponibies, y so describen en his s%uientes 

pubi3cac.iones, cada una tie las cuales Se incorpora per referencia: [-[irota et 

cii., .1 Mect Chem., 45, 5419-5422 (2002); y Akira S. ci al., immunology 

Leiters, 85, 85-95 (2003. Par ejemplo, on sistema Otil Para Is vaIoracidn 

de ligandos TLR7, en el coal ci gen do TLR7 so doria per mØtodos 

conocidos par Ins personas de habilidad en ci arte y Sc transfecta an on tipo 

de cdlula apropiado its modo que ci TLR7 Se exprese y se acople a on 

plàsmido indicador de NFkB-luciferasa. En este sistema ceu(ar, la 

exposidiórt a [as profarrnacos tie uganda ILk7 en ouhivo do cØlulas resulta 
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en una senal de luminiscencia cuantifteable. VØase, per ejemplo, Lee etal., 

Proc. Nat, Acad. USA, 100, 6646-6651 (2003); Hemmi eta!, Nat. Immuno?, 

3, 196-200 (2002); y lurk eta?., Nat. Immunol, 3, 499 (2002) (en donde ]as 

referencias a Lee etal.. Hemmi eta?., y lurk ci at, SC i000rpOran aqui par 

referenci a). 

(001921 Otto ejemplo de an metodo in vitro es exponer cØlulas 

mononuc(eares de sangre perifdrca humana (PSMC) & profªrmaco 

candidate, de ligando TLR7 durante on intervalo predeteniiinado (per 

ejemplo, 2 horas a 24 horns), seguido par Is mediciOn de In actividad 

nmunitaria. Tal aetividad inmunitaria puede incluir induccion de Is sintesis 

de citocinas, Is coal puede medirse en el sobrenadante del cultivo mediante 

ci anÆlisis ELISA de la proteina citocina, tal come interferon Tpo I 

(interferon a, interferon D) o interferon Tipo 2 (interferOn y). 

Alternativamente, las PBMC pueden cosecharse luego do Is incubatiOn con 

Cl proflhrinaco canddato de ligando TLR7, extruerse el ARN PBMC, 
y 

determinarse ci nivel de inducciOn de genes del sistema inmunitario 

mediante analisis de protecciOn a ARNsa del ARN extraido. Los genes 

tipicamente inducidos incluyen 25’ -OAS, o interferon ’y, pero puede 

medirse on margen de citocinas. Vease, par ejemplo, Hirota etal., I. Med. 

Chem., 45, 5419-5422 2002). 

1001931 AnÆIiis do protecciOn do RNASa (RPA) son on mdtodo 

conocido en ci arte, an doSe analitos de ARN so cuantflcan hibriddndolos 

primero a one secuencia de ARM radiomarcada, especifica del arialito <Ic 

ARN, seguida par a digestion eon enzimas que selectivamente degradan 

ARN de hebra Onica. La muestra se soinete entonces a eiectroforess an gel 

bajo condiciones qua resuelven ci ARN de doble hebra protegdo e 

Hbridado. A continuaciOn se autorradiografla ci gel para revelar Is 

ubicacjSn e intensidad do as bandas. Estas pueden cuantificarse per 

mØtodos bien conocidos an el arte. Puoden anajizarse sjmu)tAneamente 

nCiltipies especies de analitos de ARN, Si(as fragnientos protegidos son 

suficientemente diferentes an tarnaflo para permitir so separaciOn meditate 

electroforesis en gel. La comparaciôn de Ins  niveles de in analito de ARN 
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con una especie de ARN de control, que se expresa a niveles constantes an 

las c&ulas, proporciona un control interne que perrnite monitorear cambios 

en los niveles de a especie de analito de ARN, inclose si varia la cantidad 

total del ARN. Tales anÆlisis de protecciOn do RNAsa pueden realizarse en 

ía siguiente forma: 

(001941 Se purifica ARN de miniesferas de PMBC usando el estuche 

’RNAeasy (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Jeeps tie pantiUas pueden obtenerse de PharMingen (BD Biosciences); an 

juego atil, disponible comercialmente del proveedor, contiene materiales 

que pernüten e) anÆliss de ThF-o, 1112 p)S, IPlO, IL-la, IL-lb, IL-6, 

InterferOn y, y In especie de ARN decontrol L32 y GAPDH. Este juego & 

plantillas contiene ADN apropiado para a sintesis de la sonda adecuada de 

ARN para cada uno de los genes enumerados. 

1001951 La sintesis de sondas se Ileva a caho usando el estuche de 

transcription in vitro P.harMingen. La reaccian contiene on inhibidor de 

RNAsa; tampon de transcripcidn; Song del juego de plwitillas; 0.1375mM 

de cada uno de rGTP, rCTP, rAT)’; 0.003 mM rUT)’; 10  m OTT, 0.010 

mCi do (alpha 32?] WV, y 20 Unidades do Ti ARN polimerasa en on 

volunien do 20 microlitros. La mezcia de reacciOn Se incuba durante ma 

hora a 37 °C, y uego so suspendia can In adiciOn de 2 unidades de ONAsa 

fibre de RNAsa, con ma incubation adkional de 30 minutes a 37 °C. Las 

sondas de ARN sintetizadas en esta incubaciOn Sc extraen can vez con 5,2 

mM SDTA, 25 pl de feral Tris Saturado, 25 pL de cloroformo, y 4 pg do 

tRNA de levadura, y luego se extrajernn con 50 pL cM eloroformo. El ARN 

se precipita pot la adiciôn do 50 pL de 4M acetate tie amonlo y 250 pL de 

etanol 00% holado y, despuØs de Ia incubacion a -80 °C durante 30 

minutes, In preparaciOn Se centrifuga a aa ve!ocdad durante 30 minutes. 

La miniesfera se lava en etanol 100 % y, luego del retiro del etanol, ía 

prueba Sc vueive a suspender y se can en In incubaci6n de protección de 

RNAsa. 

1001961 El anâiisis de protecciôn do RNAsa use  el material de la sonda 

preparada anteriormente y se extrae ef ARN <Ic PBMC. El ARN PBMC Se 
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lava on etanol ) 009%, se cuantifica por absorcón a 260 nm. El RPA se Ileva 

a calm come Se describe en of protocolo piovisto on el estuche PharMther, 

RiboQuant kit. Ocho aL de las maestros de ARN PRMC se mezc(an eon 

Ins 2 gL de la sonda puesta on on tubo PCR de pared delgada, Sc nezcan 

bien, Sc centilfugan brevemente y luego se superponen con aceite mineral. 

En seguida ci tubo Se pone en on bloque de PCR a 90 OC, se enfria a 56 °C, 

y se incuba durante 16 horas. A continuatiOn ]as mucstras se enfrian a 37 

°C y se agregan RNA5a A y RNAsa TI. La rnezcla Se incuba durante 45 

minutos a 30 OC, y a reacciôn Sc suspende con una mezela de proteasa K   

tARN de levadura. El ARM se extme con fenol-clorofonno, y luego Sc 

precipita del fenol-cioroformo con acetato de amono-ethnol. La miniesfera 

so lava con etanol y Se vuelve a suspender on tampon per electroforesis. 

Las muestras Sc analizan per eectroforesis on gel mediante mØtodos bien 

conocidos en Ia biologia molecular. 

(00I97 Puede omp)earse on nUznero de ana]isis de acuerdo con In 

presente invenclOn con el fin de deterrninar ci grade tie actividad anti-yb-ba 

de on conipuesto de In invencon, tat come on cultivo tie celulas, modelos 

anmales, y administraciOn a sujetos humanos. Los anolisis descritos aqui 

pueden usarse para valorar ci crecimiento virico con of tiempo para 

detemiinar las caracteristicas de erecimiento tie an virus en Is presencia tie 

on compuesto de a invenciOn. 

001981 En out incorporaeiOn, on virus y on compuesto de a invención 

se adwinistran a sujetos animales susceptihies a infecciOn con el virus. La 

ineidentha, gravedad, duración, carga virica, induce do mortalidad de Is 

infeceión, etc., pueden compararse can In  incidenca, severdad, duraciOn, 

carga virica, induce do mortalidad de Is infecciOn, etc., observadas cuando a 

Ins sujetos se administra ci virus solo (en In ausencia tie on compuesto tie Is 

nventhOn). La aclividad anti-virus del compuesto tie la invenciOn Se 

demuestra por one disminuciOn on In incidencia, gravedad, duraciOn, carga 

virica, indice de mortalidad de In infección, etc., en a presencia del 

compuesto do Is nveneion. En one incorporaciOn especifica, ci virus y e 

compuesto do in invenciOn Se administran of sujeto animal al mismo tiempo, 
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En otm incorporac.ion especifica, el virus se adminstra at sujeto animal 

antes del compuesto de a invenciOn. En otm incorporacion especifica, & 

compuesto de Is  invenciôn Sc administra al sujeto animal antes del virus. 

1001991 En otra incorporaeión, la tasa de crecimiento  del virus puede 

analizarse Ioinando muestras de fluidos biologicostmuestras cimnicas nor 

ejemplo, aspirado nasal, exudado (aringeo, osputo, javado bronco-alveolar, 

orina, saliva, sangre, 0 suero) de sujetos humanos o animales en miltipIcs 

pumas do tiernpo pos-nfección en Is  presencia o ausencia de on compuesto 

de a invención y midiendo Ins niveles de virus. En incorporaciones 

especificas, la tasa do crecimiento do on virus Sc analiza valorando Is 

presencia de virus en una muestra luego del crecimiento en on cuiUvo do 

celulas, crecimiento en on media de cuitivo pertuisible, 0 crecimiento en on 

sujeto usando cualquier mØtodo bien conocido en ci we, nor ejemplo, Peru 

no limitado a, nmunoanàlisis (por c/empio. ELSA; para una discusiôn con 

respecto a Ins ELISAs vdase, por ejemplo, Ausub& ci at, ads, 1994, 

Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., 

New York at 11.2.1), tinción inmunofluorescente, o anÆlisis de 

Jnmunotransferencia. usando on anticuerpo que reconoce 

inmunoespecificarnente c) virus a analizarse, o deteceiOn de on Æcido 

nucleico especifico del virus (pop ejempto, par metodo de Southern o 

anÆlisis RT-PCR, etc.). 

99200] En can incorporación especifica, valoraciones viricas pueden 

detenninarse obteniencjo muestras de fluidos biológicos / muestras clinicas 

de cdlulas infectadas o un sujeto infectado, preparando una diiucion on sorie 

de Is muestra e infectando una monocapa de cØlulas que son susceptibles de 

infecciori con ci virus (por ejemplo, celulas primarias, estirpes celulares 

(ransformadas, muestras dc tejido de pacientes, etc) an una dilucion de 

virus que permite Is emergencia cM p!acas )nicas. Las placas pueden 

contarse entonces y expresarse (a va(oracion virica expitsada como 

unidades formadoras de Places per mililitro de muestra. 

1002011 En una incorporaciôn especifica, Is tasa de crecimiento de on 

virus en un sujeto puede caleularse mediante Ia valoración de Is  disoiución 
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de anticuerpos contra ci virus en ci sujeto. La valoracion sØrica del 

anticuerpo puede determinarse per cualquier mØtodo bien conocido an at 

aite, pot ejempo, porn no Imulado a, a cantidad de anticuerpo o fragmento 

de anticuerpo en muestras de suero puede cuantificarse, pot ejemp)o, 

mediante ELISA. 

1002021 Adicionalmente, in actividad in vivo de on ligando TLR7 o 

proflinnace cM on ligando TLR7 puede delcrmiiiarse adminstrando 

directarnente et compuesto a on animal cit prueba, recolectarido fiuidos 

biologicos (pot ejempio, aspirado nasal, exudado faringeo, esputo, lavado 

bronco-alveolar, anna, saliva, sangre, 0 suero) y examinando at fluido con 

respecto a to actividad anti-virica. 

1002031 En incorporaciones donde las muestras a anaIizafle part 

detectar niveles Ic virus son fluidos bioiogicoslmuestras etinicas (pot 

ejcmplo, aspirado nasal, exudado faringeo, esputo, lavado bronco-alveolar, 

anna, saliva, sangre, a sueto), Ins muostras pueden con!encr o no contener 

cØluias intactas. Muestras de sujetos que contienen c6ulas intactas pueden 

procesarse directarnente, mientras que Ins aislados sin celulas intactas 

pueden cuhivarse o no primerammite en una estirpe celular permitida (por 

ejemplo, cØlulas pnimanias, escirpes celtilares tratsfartuadars, muestras de 

tejido de pacientes, etc.) o medio de eultivo (por ejempro, caldo LB/agar, 

caido YT/agar, agar sanguinco, etc.). Las suspensiones celulares pueden 

aclararse pm centrifiigacion a, per ejempto, 300xg durante 5 minutos a 

temperatura de Is  sala, seguidas par tin PBS, lavado pH 7,4 ()ibrc de Ca++ y 

Mg-1-*-) bajo Ins mismas condiciones. Las miniesferas de cØlulas pueden ic-

suspenderse en on pequeflo volumen de PBS parr anÆiisis. Aislados 

dilnicos primaries qua contienen ce)ulas intactas pueden meciarse con PBS 

y centnifugarse a 300xg durante 5 minutes a temperatura do Ia saja. So 

elimina ci moco de la interface con Ia punts Ic una pipeta est6rii y las 

miniesferas pueden Inverse aria vez nag con PBS bajo Ins mismas 

condiciones. A conzinuación,  ]as miniesferas pueden re-suspenderse en on 

pequeæo voiumen de PBS para andlisis, 

1002041 En otra incorporaeión, on  compuesto de Is invención se 
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administra a on sujeto humano infectado con on virus. La hicidencia, 
gravedad, duraciAn, cargo vrica, indice de mortalidad de to infeccón, etc., 

pueden compararse con Is incidences, severidad, duracion, cargo viric.a, 

indice de mortalidad de is infecciOn, etc., observados en sujetos humanos 

infectados con on virus on Is ausencia de on compuesto de Is invention 0 en 

Is presencia de on placebo. La actividad anti-virica del compuesto de is 

invencion Se demuestra por unit disminuciOn en to incidencia, gravedad, 

durac[ón, carga virica, indice de mortajidad de Is infección, etc., en Is 

presencia del compuesto de Is invención, Cualquier metodo conocido en e 

arze puedo usarse pam delerrninar is actividad anti-virica en on sujeto, tales 

conio lea descritos previamente. 

002051 Adicionalmente, to actividad in vivo de on figando TLR7 

profÆrmaco de ligando TLR7 puede determinarse administrando 

directamente ci compueslo a on sujeto humano 0 animal, recolectando 

rnuestras de fluidos bioiOgicos/inuestras clInicas (por ejemplo, asphado 

nasal, exudado faringeo, esputo, lavado bronco-alveolar, odna, saliva, 

sarigre, o suero) y anaIizando lea fluidos biologicoslmuestras clinicas en 

cuanto a Is actividad anti-virica (por ejemplo, por adicion a cØlulas on 

cultivo en ía presencia del virus). 

1002061 Lo anterior he demostrados his caracteristicas importances 

pertinentes de la presente invenclØn. Una persona de habilidacl en et one 

obsen’arâ qua  pueden disenarse numerosas modificacones e 

incorporaciOnes. For to tanEo, se pretende quo )as r&vindicaciones anexas 

cubren to totalidad de tales modificaciones e incorporaciones. 

6. EJEMPLOS 

1002071 Los siguenIes ejeniplos son para efectos de ilustracion 

Unicamente y no tienen come finalidad Iirnftar ci Æmbto de )a invention -

6.1 Identificació  del Lgando TLR7 

1002081 Existed tres closes quimcas conocidas de ligandos TLR7: 

guanosinas, imida2oquinolinas, y pirimdinas (vØase SeeciOn5.2). Como se 

describe mas arriba, ligandos TLR7 adicionales se identifican facilmeute 
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per metodos conocidos de crbado. Por ejemplo, anÆiogos de adertina y 

derivados se identificaron come ligandos TLR usando ci siguiente 

procedimento de cribado. Vease Tablas I y 2. 

Una estirpe celujar HEK293-hTLg7 estabie Sc obtuvo de Invivogen 

(San Diego, California), so transfectO con pNifly2-L.uc, on plAsmido de 

indicador de luciferasa inducible NP-kB (tnvivogen) y se seleccionaron 

transfectaites estabies (duacs). Las estirpes celuares (hTLR7/pNiFty2-

Luc) duales resultarites se examinaron funcionalmente mediante respuesta a 

loxoribina c isaloribina, medidas per nducciOn mMtipe de locifierasa ("fold 

loch erase induction") en itlacidn con on control sin ,nedicamcnto. La. 

iinea C23 se seleceionó debido a so respuesta satisfactoria y il peifil de 

sensibilidad con estos (y otros) agonistas TLR7. El fundarnento biologico 

que conecta ci enlazainiento TLR7 ("TLR7 engagement’) y in activacjón 

cM NV-kB ha encontrado w,a aceptaclØn de amplia difijsión (para una 

resefia, vØase Akira S. at a!,, lwmru,al, Lett, 85, 85-95 (2003)) y, como 

consecuencia, ci sistema indicador inducible E1EK293-TLR-NF-kB se 

acepta coma on anaiisis estÆndar que se ha usado consistentemente porn 

vaiorar agonistas TLR(7, en fotmato de sistema estable o transitoro. 

Ydase, par ejemplo, J-lemmi H. a a]., Nat. hrnnunol,, 3, 96-200 (2002); 

Junk M. c/ al., Nat. Immortal, 3, 499 (2002); and Lee J. etal., Proc. Nat], 

Acad. Sci. USA, 100, 6646-51 (2003). 

1002091 Para on anÆiisis C23 tipico, las celulas Se siembran en una 

concentraciOn de 6x104 ciuias/pociiio en piacas de 96 pocilios y 4-24 horas 

dcspuºs se Stan con thferentes concentraciones de compuesto. DcspuØs de 

2-48 horns de exposieión Las monocapas Ic cØlulas so someten a Jisis con 

tampon de Usis pasiva (Promega), y ci anÆiisis de luciferasa de Iucdrnaga 

se Ileva a cabo usando ci reaction de anaiisis de luciferasa (Promega), SegCrn 

especificac;ones del fabricante. Las actividades reativas de luciferasa se 

espresso corno multiples do Is induccion, c.omparadas con ci control sin 

medicamentos. Una inducco5n dobe solve ci one previo so consMera on 

agonista TLR7 bona fide, dependiendo de si esto es on incremento 

estadisticamente significative, 



Tabla I (satoribina Acciva TLR7 l-Iumano en e} AnÆliss HEJ(293 

Concentcion de compuesto, 
Compuesto No. _____  ___ 

100 250 500 

6221 (*02)L34
0.!) (* 0.5) (*07) 

Tabla2:ElDerivadode Adenina AcUva at TLR? Humana eneIAnaIiss 

11EK293 

�Concentrationdel compuesp1 
Compueslo No. 

20.8 

 

29 
373475424 

(* El) _jao.2J_j*o.4J 
I_ 

1002101 En labra (, isatoribna se agregO a cØlulas C23 durante 

cuarenta y ocho horas y, a continuación, In celulas Se cosecharon y 

valoraron en canto a a act3vidad luciferasa. Cada puma de tiempo se 

S analizo en triplicado. Los dates presenrados son Ia inducciôn multiple 

I media, comparados con ci control sin medicamento, junto con Is desviacidn 

esthridar entre parØntcsis. 

I

 

1002111 En Tab!a 2, un derivado de adenin 29 se agregó a cØiulas C23 

I durante veinticuatro horn y, an seguida, las cØlulas se cosecharon y 

valoraron on cuanto a a aotividad luciferasa. Cada punto de tiempo Se 

I analizO en triplicado. Los dates presentados son la.mduccidn multiple 

I media, comparados cone) control sin medicamento, junto con la desviaciôn 

esthndar entre parØntesis. 

6,2 jjgndos TLR7 Probados como Ates anti -Hey 



Reducción de Is  Cara Vince HCV 

002121 El producto medicamento investigativo isatoribina Se 

sumjnstM coma una soiucion 1 infmL en soh,ciOn saUna normal esteril 

contenida en una ampolleta de 50 mL. La isatoribina se administro en 

humanos per injsión intravenosa una vez at dia durante 7 dias, con 200, 

400, 6006800 mg per dosis. Todas las dosis Se administraron par infusiOn 

de veocidad constante durante an periodo do 60 minutos, excepto que la 

dosis do 900 Mg se administrO durante on perfodo de 80 roinqtos. El caudal 

de cada dosis fue ci siguiente: 3.33 mL/rnin para In dosis do 200 mg; 6.67 

mLhnin para Ia dosis de 400 mg; 833 mL/min pan Ia dosis the 500 mg; o 

TOO mL/min para Is dosis do 600 mg y 800 mg. 

1002131 Comm a doce pacientes se enroraron en cada uno do los gnipos 

de dosis (200 mg, 400 mg, 600 Mg y 800 Mg per dosis) y recibicron una vez 

ofusiones intravenosts dirias durante 7 dias, Antes do Is dosificacian, Sc 

extrajo one muestra the sangt de cada parAento para evaluaciOn del 

genotipo del virus 14ev. 

100214j ARN the Rev en el plasma se determinO en valores the 

refemnca no promedio de 2 niediciones pre-tratamiento tornados ci Dia I 

o pre-tratamiento y ci Dia 3 y mm vez tharamentc antes do a inciac.iOn 

de In primera infusion intravenusa diana the isatoribina ios bias 2 a 7 pan 

estos grapes de dosificaciOn (x 7 dias) diana. Vease Figura 2. La carga 

� virica so cuantificO par ci ’nØtodo de ADN ramificado (VersantTM 

bDNA assay, Bayer Diagnostics). Pan ci ARN do F1CV on el plasma, so 

calculO la varjacjôn maxima the los valores the referenda the pre-tratamiento 

usando valores transformados logaritmicamente. 

(002151 El ARN do HCV an el plasma disminuyó durante ci desarrollo 

del tratamiento de isatoribina, ocurriendo Las 111ayors variaci ones par Jo 

general an pacientes quo recibieron las dosis diarias mÆs more (Figure 2). 

Ocho de 12 pacientes que recibieron ismoribma 800 mg QD x 7 dias 

mostraron una disminuciØn do carga vidca plasmÆtica demos  the 0.5 log 10 

unidades con una variation media en estos 12 pacientes de -076 log 10 

unidades y un margen de -285 a +0.21 loglO unidades. Esta disminucion 
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en In carga vIrca the estadisticaniente significativa pare ci gnipo ic dosis 

800 mg Qil) (p0.008), La cm-ga virica plasmatica declina pot lo general en 

tonnarover" )uego de cesar ci tratamiento. 

Bioanªlisis Virica BasadonçojsdcH\ 

[002161 Se as dernostrado que los rcp)icones de HCV son sumamente 

sensbles a los efectos inhibidores Ac interferon-a e interferon-y. Pr In 

tanto, ci replicAn Ac Hey se vuelve on sistema may üEil pars medir In  

cantidad de interfemnes biológicamcnte relives en sobrenadantes de 

PBMCs hunionas, estimuiadas con on agonista TLR7. Se desarro(Io on 

anÆlisis cuantitativo, at cual se baso en Is cuanuficacion do In activklad del 

gen indicador de luciferasa quo so nongrb en on replicOn de Hey. Usando 

este sistema, interferones de PBMCs tratadas con agonista TLR7 Sc 

midLeron y Se cvaluO so actividad inhibidora usando ci replicOn de 

indicador de luciferasa. 

j002111 PBMCs humanas aisladas de Un donante sano Sc pusieron en 

pociillos replicados de cuftivo dc cØiuias (5 x JQ6 ciu)as pot poci)lo). Las 

PBMCs se incuban an Is ausencia de compuestos de prueba a 37 °C en can 

atrnOsfera humidificada que contenia 5% CO2 durante 24 horas pam 

per,nitir (a estabiIzaciAn a las condiciones de cultho y, ueo, ci ]igando 

TLR7 0 on control ibre do medicamento se agrega a pocillos replicados que 

contienen PBMCs del mismo donante. Las concernraciories de )igando 

TLR7 pueden variarse pars ajustarse a] experimento particular, y los 

culthos P8MG Se incuban entonces a 37 °C an una atmOsfera humidificada 

que contena 5% CO2 duranta ocho burns. So toman las muestras de 

sobrenadante de cultivo de cØlulas one) punlo dc tiempo 8 horns (o ci punto 

do tiempo veinticuatro horns en ci caso Ac Loxoribina y sus profarinacos) de 

igando TLR7 tratado y pociflos de control, y Sc aiiaHzan con respeoto a is 

producciOn dc interferon a inediante ELISA. Sobrenadantes de ceulas 

tratadas con compuesto y an control sin medicaments se diiuyeron I ID, 

1:100,y 1:1000 en media RPM[ y se aplicaron a ma placa de 96 pocilios de 

cIuIas hepatocitos Huhl que conlenian ci replicOn Ac iridicador Ac 

luciferasa. Las cØlulas se incubaron durante 49 horns a 37 ’C an an 



incubador de cultivo do tejido. 

002181 Luego del periodo do incubation, las palcas do 96 pocillos se 

avaron 2X con PBS y so sometierort a Hsis con tampon de lisis pasivo 

(Proinega). Las palcas so agitaron a temperatura de la aMa durante 20 

minutos y reactivo esthndar do anÆlisis do )uciforasa (Promega) so agrega a 

cada pocillo mediante inyección, y so lee to palca en an luminómetro Lmax 

(Molecular Devices). Las unidades )uminicas relativas aproximadas so 

convierten en una inhibición porcentual quo so compara con [as pacifies de 

control sin medcamonto Para deteminar & five] de inhibición observado 

to el analisis do replicories. So determine one a concentraciOn maxima 

calculada de interlerosses requerda Para inhibit Is replicaciôn do replicones 

* 
do Hey estaba en una dilucion 1:10 do sobrenadante do cduIas estimuladas 

con PBMC, quo cala denim do nuestro margen de prueba de to gene de 

diluclones. Para todos Ins agonistas TLR7 probados, so observó urn 

nhibición del 100% en el sistema de replicOn indicador do luciferasa con Is 

dilucion 1:10. 

1002191 Los dabs consignados on Tablas 3-8 representan Is inhibici& 

del sistema do repticones de HCV par of sobrenadante recolectado, luogo do 

13 eXpOS)CIÔiI do cØlulas PBMC al compuesto con una concentracion inicial 

Para el tiempo do incubacion indicado, y diluido come so ospethfica en in 

primers columns (PBMC expuesta at compuesto’). Un sobrenadante, 

S recolectado de cluias PBMC no expuestas at compuesto y diluido come Se 

especifica en Is primera columna, so utilizó come control (’Sobrenadante 

Blanco). Las cºluias PBMC se aisiaron do on Ænico donante de sangre 

como so especificaba. 

Tabla 3: Efecto Anti-virico do Is Isazoribina an ci J3ioanÆiisis do Renfiones 

do HCV in vitro 

No.1 

Tiempo do incubacion: 8 horas 

Concentracion racial: 100pM 

Donante de sangre No.: FL72035 



jx?__v 
Diiución de 

lohibicion de replicones do 
C ifianco P8MG oxpueslas a sobrenadante PBM 

1.100 100 

No.2 

Tiempo de incubación: 8 boras 

Concentración inicial: 100 p 

Doriante de sangre No,: FL75287 

lnhibieión de replicones de UCV, 9fl 
Dilucion de P8MG fiance PBMC etasa sobrenadante 

compuesto I 
� 110 

000 1:100 0  
1:1000 0 6J 

No.3 

Tiempo de incubacón: 24 betas 

ConcentraciOn inicial: 100 pM 

Donantc do sangre No,: PL75 864 

LIII___ lnhibición do replicones de I-ICy, 

� 

DiIucion de 
sobrenadante 

1:10 

P8MG Blanco PBMC expuestas a 
compuesto _____________ 

0 100 

r j:100  23 99  

L.1 :J000 0 64 

Tabla 4: Efecto Anti-virico do a Loxoribina en el BioanÆlisis de Replicones 

do HCV in vitro 

No.1 

tempo do incubaclOn: 24 hams 

Concentmcón  inicial: 100 p 

Ponanto de sangre No.: FL75864 



JnhibiciOn de rep)icones de HCV, % 
Di)ución de PBMC Blanco 

PBMC expuetstas a 
so bren ad a n t e 

1:10 

0’00 

100  
t:1000  

Tabia 5: Efecjqi-virieo del Imi uimodenelBioanªlisis de Replicones 

de ncv invi(,v 

No.) 

Tiempo do incubación: S horas 

Concentrac.iOn inicia): 132pM 

Donante de sangre No.: FL75287 

� Inhibidón de replicones de HCV, 
Dijucion de PBMC Blanco PBMC expueslas a 

sobrenadante compuesto 
1:10 0 too_______ 

1:100 0 too 
1:1000 0 89 

No.2 

Tiempo de ineubacloit: 8 horas 

ConcentraciOn nicia: 3.2 1M 

Donante de sangre No.: FL75287 

S Inhibition de repicones do 
DilutiOn de PBMC Blanco PBMC expuestas a 

sobrenadante  compuesto  
1:103 100 

1:100 13 75 
:1000 3  

labia 6: Efecto Anti-virico del Resiguimod en ci BioanØliss do Reo)ic.Ones 

de HCV in vitro 

No.1 

Tiempo de incubación: 8 borax 

Concentracion initial: 10 pM 



Donante de sangre No.: FL 75287 

I  
-PBMC 

de repUcones de HCV, 
Dilucion de PBMC L3lancofc expuestas a 

Compuesto 

H14°
 
Li 

No.2 

Tiempo cM incubaciôn: 9 horns 

Concentracion inicial: 16 p 

Donante de sangre No.: FL75287 

Inhibicion de_repNcones_S HCV, % 

� Diluciôn do PBMC Blanco PBMC expuestas a 
sobrenadante compuesto 

1:10 3 100 
1:100 13 88  

I :1000 3 6 

Tabla 7: Efecto Anti-virico d&jro irimina en ciBioanalisis S 

Replicones de HCV in vitro 

No.1 

Tiempo do ncubarión: 8 horas 

� Concentracion inicial: 100 p 

Donante de sangre No.: FL72035 

fnhifflción do repflcones Oc HCV, % 
Dilución S PBMC Blanco PBMC oxpuestas a 

sobrenadante compuosto 
1:10 0 job 

1:100 0 95 
F- l:t000 0 0 

No.2 

Tiempo S incubacion: 8 horas 

Concentración inicial: 100gM 



Donante de sangre No.: FL72036 

Dilucion de 
sobrenadante 

Inhibición de replicones de HCV, % 
PBMC Rlanco I PBMC expuestas a 

compuesto 
110  0  tOO 

1:100 8 95 
1:1000 0  33 

labIa 8: Efecto Anti-viric  del Def%vadodeAdennaeQetBoanaJlsjsde 

Repliconssde HCV mvitro 

No] 

Tiempo de incubaclon: B horas 

Concentracion inicial: 0.1 MM 

� Donante de sangre No.: 1L76418 

Forma del compuesto: mm sa ic TEA 

Inhibicion de replicorxes de 
Dilución cM I PBMC Bianco PBMC expuestas a 

sobrenadante j compueslo 
1:10 0 100 

1 100 3 13 
i:000 3 0 

No.2 

Tiempo de incubaciôn: S horas 

S ConcentraciOn inicial: 0.! pM 

Donante de sangre No,: FL7648 

Forma del compuesto: una sal de TEA 

Inhbicidn tie replicones tie HCV, % 

do PBMC    aDfluciOn 
corn 

�110 00 
1:100 3 64 

6.3 Preoaración de Proiasmacos tie Ligando ThR7 

1002201 Compuestos tie It invención pueden sintet}zarse usando la 
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metodologia deserlea on los Esquomas anteriores I-i 8, A means que se 

indique to contrarlo, todas las temperaturas Se indican en grades Celsius y 

todas (as panes y porcentajes sun en peso. Los reactivos so adquieren de 

proveedores conierciales tales como Aldrich Chemical Company o 

Lancaster Synthesis Ltd., y Se utilizan sin posterior pwlficacion, a menos 

que so indique o conlrario, TetraMidroflvano (THF) y NN-dmetilforaniida 

(DMF) se adquiercn the Aldrich on frascos Sure Seal (seilo seguro) y so 

emplean tal como so redbcn. A menus que se indique lo contranjo, los 

siguientes disolventes y reactivos Se destilan bajo una none de nitrOgeno 

seco. 11W y Et20 se destilan do ootilo do Na-benzofenona; CH,CI, (0CM), 

diisopropiiamina, piridina y Et3N Se destilan de CaH1; MeCH se destila 

primero de P205, luego do CaN,; MoON so dosti)a de Mg; PhMe, EtOAc 

1-PrOAc se destilan dc CaH; TFAA Se punificó mediante destilacion 

atmosfenica simple bajo argon seco. 

La reaeciones expuestas Sc realizan gencralmente bajo una presiOn 

positiva de argon en one ternperatura ambiente (a menos quo Se itsfique to 

contrario) en disolvontes anhidros, y los matraces de reacciOn the ajustan 

con tabiques the goma pam Is introduccióni de sustratos y reactivos mediante 

una jeringa. La cristaleria so seea an hono ybo se seca per color. Las 

reacciones se analizan per TLC y Se tenninan segün Se estime per ci 

consume de material de partida. La eromatografia do capa delgada (TLC) 

se Ileva a eabo on placas 60 P254 0.2 mm the gel de silice eon refuerzo de 

aluminio (EM Science), y Sc visualiza con luz UV (254 nni) seguida per 

calentamiento con Æcido fosfomol(bdico etanOlico coniercial. La 

cromatografla preparative de capa deigada (TLC) Se efectha en placas 60 

P254 J.D mm de gel de silice con reftierzo de aluminio (EM Science), y se 

visualize con luz UV (254 nm). La }-II’LC se realiza en on SiStCIna Waters 

Micrornass ZQ conformado par are honiba the gradiente binara, modelo 

2525 con on detector Aihech modelo 800 ELSO y on detector de arreglo de 

fotodiodo Waters, modejo 996. 

002211 Los desarroilos ("work-ups") se hacen tipicamente dobiando 

ci volumen the reacciOn con ci disolvente do reacción o ci disoivente do 



S 

extracción y lavando luego con Ins soluciones acuosas indicadas, usando 

25% on volumen del volumen de extracdón, a menos quo so indiquo to 

contraxio. Las soluciones do produco se secan sobre Na,SO4 anhidro yb 

Mg2SO4 antes the Is  filtración  y evaporación de Ins disolventes bajo presión 

reducida en on evaporador rotatorio y Se anotan coma &solverites retirados 

in vacHo. La eromatogratia do columns so complete bajo presión positiva 

usando gel do silice con tamao the niaJia 230-400 ó alumina neutra con 

tamao de malla 50-200. La hidrogenolisis se realiza a Is pinion indicada 

on In ejemplos, o a presión ambiente. 

(00222( Los espectros ’H-NMR so registran en on instruinento Varian 

Mercury-VX400 que opera a 400 MHz y Ins espectros "C-NMR Se 

registran operando a 75 MHz. Los espectros NMR se obtienen como 

soluciones de CDCI3 (indcadas on ppm), usando c)orofoni)o coma el 

estàndar do referentha (727 ppm y 7700 ppm), CD300 (3.4 y 4.8 ppm y 

49.3 ppm), DMSO-4, o internamente terrametilsilano (000 ppm), cuando 

fuera apropiado. Los dems disohentes NMR so usan, segth, necesidades. 

Cuando so indican In mü!dplos de picos, so utilizan In siguientes 

abreviaturas: s (singlete), it (doblete), t (triplete), q (cuartete), an 

(multiplete, br (ampliado), dd (doblete Ic dobleces), dt (doblete do 

tripletes). Las constantes de acoplamiento, cuando so dan, Se indican en 

Hertz (Hz), 

002231 Los espectros infrarrojo HR) se registran en urni Thenno 

Nicolet Avatar 370 FT-JR como aceites puros 0 sØlidos y, si so dan, so 

indican en odmeros its onda (cm’). Los espectros do mass relacionados 

(+)S Thermo Finnegan LCQ LC/MS fueron realizados par el 

Departamento de Quimica Analitica en Anadys Pharmaceuticals, Inc. Los 

anªlisis elementales Se Uevan a cabo por a1 Atlantic. Microlab. Inc. en 

Norcross, 04 o pot NuMega, on San Diego, CA. Los puntos de fusOn 

Imp) so deterrninan on un aparato capilar abierto, y nose coitigen. 

100224 Las rutas sintºticas descritas y los procedimientos 

experimentales utiUzan muchas abreviaturas quimica comunes, THF 

(tetrahidrofurano), UMP (NN-dimeti(fortnamida), EtOAc (acetato de etilo), 



S 

El 

.4’ 41 
DMSO (sijifóxido de dimetilo), DMAP (4-dirneUIamnopiridina), DBU 

(I ,8-dia2acic(o(5.4.Olundec-7-eno), 0CM (4-(dicianurneten)-2-meti]-6-i4-

imeftI am i no-esti ri l)-4-H-pi rano), MCPB A (ad do 3-cl oroperoxibenzoico) 

EUC (I -(3-dimetiIaminopmpiI)-3etUcarbodflmda clorhidrato), HATU 

(hexafluorofosfato de 0-(7-azabenzotriazol-1-il)-1, I ,3,3-tetrametiluronio), 

HURT (Mdrato do 1 -hidroxthenzotriazol), TFAA (anhidrido 

trifluoroacØtico), pyBOP (benzotriazoi- -iloxi) ftipirrolidinofosfonio 

hexafluorofosfalo), DA (diisopropiletiiamina), y similares. 

B e mplo I: 7-Al il-2-a mimo-9-i-D- ri boluni nosil- 7,9-di hid 10-pu iii, -8-ona 

(43) 

rj

 

Paso I: Preparacion de 

ribofuranasil)-7,9-dindro-IH-purin-6,8-diona (40) 

1002251 Una mezela heterogeriea de 7-aiiI-2-amino-9-13-D-

rjbofuranosii-7,9-dihidro-IH-purin-6,8-diona 17 (1,00 g, 2.95 mmol, 

preparada de acuerdo con Reitz et cii., .JMC, 37, 3561-3578 (1994)), DMAP 

(0.036 mg, 029 mmol) y NEt3 (2.05 niL, 14.74 mmol) se agit6 en 

acetonitriio sew (25 niL). Anhidrido acØtco (0862 ML, 9.13 mmol) se 

agrego lentamente a Is suspension y to mezcla de reacciOn so agko a 

temperatura ambienle durante 16 horns. El disolvente Sc retirO bajo vacio y 

ci residua Se disolvio on diclorometano (0CM). La faso orgÆnica se IavO 

uego con bicarbonate the sodlo acuoso saturado (NaFICO3), salmuera, y 

seguidamente se seen con suiito de magnesia anhidro (MSO4). El 

disolvente so concentro bajo vaclo y so seen a temperatura do In sala bajo 

vaclo &evado pan producb 1.33 g do 40 (97%) coma on sOlido amarillo 

pÆlido; H NMR (400 MHz, CDCI3) 8 6.12 (t, J 6.0 Hz, Iii), &OI (d, J�



3.6 lIz, IHX 5.89 (m, 111), 5.82 (t, J� 6.0 Hz, 111), 5.39 (br s, 211)5.21 (vu, 

214), 4.58 (br s, 211), 4.51 (m, 1Ff), 4.32 (rn 2J-{), 2.16 (; HA 215 (s, 311), 

2,10 (s, 311); MS (4)-ES [M+Hf 466.2 nilz 

Paso 2: PreparaciOn do 7-Ali!-2-amino-6-cloro-9-(23c5ctri-O-acetiI-fl-LI-

ribofuranosi-7,9-dthidro-purin8-ona (41) 

(00226( Compuesto 40(0.65g, 1.39 mmol) so disolvió en oxieloruro de 

fosforo (10 mL) y Se ealentØ a 75 °C durante 16 hones. La mezela do 

reaecion so coneentró baja vac(o y el producto cmdo Sc dsoIv36 en DCM. 

La mezc!a so lava )ueo can soución do NaHCO3, salmuera, so sectS 

(MgSO4) y so ’.iltro. El flltrado so ooncentró bajo vaclo y so parificó pot 

eromatografia do destcUo usando one gradiento do 30 a 50% do acetato do 

etilo en hexanos. El retire del disolvente produjo 280 mg (43%) del 

producto deseado 41: II NMR (400 MHz, COCh) 6 6.04 (d, J 4.0 Hz, 

If-I), 6.03 (t, J 5.6 Hz, IH), 5.87 (m, 18), 586 (t, 1 5.6 Hz, III), 5.38 

(in, 411), 459 (d, 1 8.0 Hz, 214), 4.45 (d, 1 = 7.6 I-k, If-I), 4.31 (m, 2(4), 

210 (s, 3M), 2.08 (s, 311), 2.04 Is, 3M); MS (-)-ES [M+H1 484.2 m, 

Paso 3: &eparación de 7-A1ll-2-amino-9-(295’--tri-O-acctiI-fl-D-

ribofnranosiQ-7,9-dihidro-,purin-8-ona (42) 

1002271 Compuesto 41(0.27 g, 0.56 mrno1) so diso!viô on Æcido acØtico 

y so agrcgO una pareja in-Cu a Ia solución. La mezcla Se calento a 70 °C 

duraige 18 horas. Las particulas suspendidas se extrajeron por filtradón y 

el filtrado so concenird bajo vacio. El residuo so purificô par cromatografia 

do destello usando una gradiente do 10% a 100% do acetato do etilo en 

hexanos. El disoivente so rctiró pam producir ISO rng (60 %) do 42 como 

on solido biancuzco: ’H NMR (400 MHz CDCI5) 8 6,05 (t, ./ 4.0 Hz, 

311), 6.03 (d, 1 4.0 Hz, IH) 5.87 (t, .1 6.0 Hz, 11-i), 5.83 (it, 111), 5.48 

(hr a, 211), 5.33 (s, Ili), 5.29 (d, J 5.6 I-fr, 1-A), 4.49 (d, 1 3.2 Hz, 111), 

4,46 (d, 1=’ 3.2 Hz, Il-f), 4.41 (d, 1 = 5,6 Hz, 214), 4.27 (m, 2H), 2.12 (s, 

311), 2,10 (s 31-1), 2.05 (a. 31-1); MS (-4)-ES [M+H]* 450.0 mz, 

Paso 4: Preparación do 7-4t,’1-2-amino9-fl-D-ribofrrano$iJ-7,9-dihidro-

purtn-8-orra (43) 

1002281 A una solución do 42 (0.33 g, 0.29 mmoi) en metanol (4 mL) 



Se agregO 1C2CO3 sólido (0.024g, 0,17 mmol) y a reaeciOn Se agitó a 

temperalura ambiente durante 18 horas. A la mezcia turbia se agregó 

Amberlita CG-50 (0.5 g) y se agitó basta quc Be v&vió neutra y so tiJtrô. El  

filtmdo so concentró para produdr no sOiido hlancuzco, el coal Se lavó con 

agua y Sc seeo bajo vacio clevado para producir 93.5 mg de 43 puro en 

rendimiento cuantitativo como on sólido bancuzco: H NMR (400 MHz, 

OrDMSO)8 7.88 (s. lI-I), 6.33 (hr s, 211), 5.85 (m, Ifi), 5.66 (d,J = 6.0 Hz, 

IH), 5.30 (d, J = 5,6 Hz, 114), 5.20 (s, 1H), 5.16 (d, .1 = 8.4 Hz, I -I), 5.01 

(ci, J = 4.8 It, Il-I), 4.89 (q, 1 5.6 Hz, 11-1), 435 (hr s, 111), 4.35 (d, I = 

5.2 Hz, 21H, 4.10 It, J 8.4 Hz, 1)3.80 (q, .1 3.6 Hz, 114), 3.57 (m, IR), 

3.44 (m, It-i). MS (4)-ES [MtH} 324.1 m/z 

ELem-plo  7-A!iI-2-amino-6-etoxi-94-D-ribofuranosil-7,9-djbidro-
W purin-B-ona (45) 

CH3CHzO 
/ 

Paso I: Preparacion de 

� rthoJlwanasV-7,9-dihufro-purin-8-(ina (44) 

00229) A urn soiución de 40 (0.30 g 0.64 mmol) en Ti-iF seco (IS 

ML) Be agregó trifcnitfosfrna sopnda en polimero (089 g, 1.93 mmol) y 

EtOfi (0. 11 niL, 1.93 mmol) a temperatura de la sala. A la mezela en 

aghación Sc agregØ dictil azodicarboxilato (0.12 mL, 0.77 mmol) y la 

agitaciOn continuó duraole 18 horns. El poilmero utitizado Sc extrajo per 

filtraclØn y ci disolvente Sc retire bajo vaclo. LI rcsiduo so puriflcó 

entonces por cromatografia de dcsteHo usando mm gradiente de 10 a 50% 

de acetato de etilo en hexanos, El retiro del disoivente produjo 85 mg 

(26%) del producto deseado 6 como on aceite &aro: ’H NMR (400 MHz, 

C003) 6 6.07 (d,J4.0 Hz, )11), 6.06 (d,J4.0 Hz, 111), 6.01 (d,J 3.6 



7 
Hz, 15-1), 5.96 (I, i 6,0 Hz, 111), 587 (in, IH), 5.14 (d, J 2.2 Hz, (H), 

5.15 (m, 114), 4.80 (br s, 2H), 4.46 (m, 411), 4.37 (q, .3 7.2 Hz, 21-i), 4.29 

(in, 211), 2.09 (s, 311), 2.08 (s, 31-fl, 2.04 (s, 31-I), 1.35 (t, J 7.6 Hz, 31-); 

MS (4-)-ES [M-Hl 494.1 m/z 

Paso 2: PreparacOn de 7-AIil-2-wnino-6-etoxi-9-fl-Ur(bofi.ranosll-2,9-

dihidro-purin-8-ona (45) 

1002301 A una so)ueión de 44((1084 g, 0.17 mmol) en metanol (4 niL) 

Sc agregó lC,CC), sØlido (0.014g, 0.17 mmol) y Ia reacción Sc agito a 

temperature ambicnte durante I horn. A Is mezela Eurbia Se agrego 

Amberlita CG-50 (0.5 g) y se agho hasta que. Sc vo]vió neutra y Se filtrO, U 

filtrado Sc concei]tró y se purit’ieO pot cromatografia de destelto usando 

100% 0CM a 10% tie metanol an 0CM. El retim del disolvente produjo 

62 mg de 7(99%) coma an ac&te claw: ’H NMR (400 MHz, CDC,) 55.91 

(<I, I == 8.0 lIz, )11), 5.93 (in, 111), 5.25 (d, J= 32.4, Hz, 111), 5.21 (s, Il-I), 

5,02 (t, 1 8,0 Hz, II-!), 4.62 (br s, 2H), 4.47 (cl J 5.6 Hz, 211)4.25-4.45 

(m, 31-1), 4.21 (q, J = 6.8 Hz, 2Ff), 3.77 (A13q, AnAB 0. 14, J8 = 12.4 Hz, 

211), 1.37 (t, 1 6,8 Hz, 3)-I), 1.27 (1, 7.6 211); MS (-4)-ES [M+HIt 368.0 

m/z. 

firnn3o3,5-Bromo-4-etoxi-6-Ienil-piriniidin-2-ilamina (37) 

CH3CR,O 
Or 

HaN N 

Paso 1: Pieparación de 5-Bromo-4-etoxi-6-fenil-piritnidin-2-ilamina (37) 

1002311 En una manera similar a paso 2 de Ejemp!o 2 se preparó ci 

compuesto del tftulo como an soldo bianc.o its 2-amno-5-bromo-6-feniI-

311-pirimidin-4-ona 35 (Wicrenga. etal., .1MG, 23, 239-240 (1980)) en 3% 

its rendimiento: 14 NMR (400 MHz, CDC,) 8 7.61 (iii, 2110, 7,42 (in, 314), 

5.15 (br s, 214), 4.23 (q, J = 7.2 Hz, 2Ff), 1.44 (I, 6.8 Hz, 314); MS (-1)-ES 

[M]7 294.1 [M4-2)4 296.0 m./z. AnÆlisis elemental pars C12H12BrNI30: 

cakulado: C, 49.00; 14,4.11; N, 14.29; hallado: C, 48.94; H, 4.18 N, 14.01. 



jo4: 4(2-Amino-5-hromo-6-fenil-pirimidin-4-iloxirnetil)-5-netiI-

J,3JdioxoI-2-ona (46) 

Paso I: PreparaciOn de 4-(2-Amirio-5-bromo-6jeniI--p!rimidin-4-

i/oximeul)-5-metiJ-[)3jdioxol-2-ona (46) 

1002321 En urn manera similar a paso 2 tIc Ejemp!o 2 se pruparO ci 

* compuesto del EituIo come on só)ido bianco de 2-Amino-5-bromo-6-fenil-

31-]-pirimidin-4-ona 35 en 4% de rendinilenw: ’I-i NMR (400 MHz, CDCI3) 

6 7.62 (in, 2H), 7.45 (m, 31-), 5.18 (s, 21-i), 5.07 (s, 213), 2.26 (s, 1-1); MS 

-&)-�S (Ml- 378.2 FM+2)* 380.1 ,Wz. Analisis elemental para 

C)4-1,2BrN104: calculado: C, 47.64; H, 320; N, I [A 1; hallado: C, 46.92; 1-I, 

3.23; N, 10.70. 

jrnp)o5: 5-Bromo-4-fenil-pirimidin-2-ilaniiaa (48) 

Br 

� 

Paso I: Prepw’ac/ón cM 4-Fend-phimidmn-2-ilamina (47) 

002331 A una solueión  de bromobenceno (4.43 mL, 42.06 mmol) en 

THE seco (00 mL) a -78 °C Se agregO HulA (394 mL., 6308 mmol) y la 

mezda se dô agitar a -78 OC durante 2 horas. A esto se agregO 2-

aminopirimidina (2,0 g, 21.03 mmol) en toueno caliente (80 mL) en in, 

eriodo de IS minutes. La mezc!a se hzo refluir por 16 horas y se dejó 

en1rar a temperatura de la sala y se atemperó cuidadosamente con NaHCTO3 

acuoso. La mezcla Sc fi(tro y el ihirado se concentró bajo vacio. Ei residuo 

se thso{viO lucgo en DCM y Sc lavO eon NaHCO3 acuoso, salmuera y se 



secØ (M9SO4). Ef disolvente Se retire pan producir 350 mg dc 47()0%) 

como on solido amarillo palido: ’H NMR (400 MHz, CDCI3) ö 8.32 (d, J= 

4.8 Hz, lI-f), 7.97 (m, 21-f), 7.45 (m, W, 7.02 (.1 = 4.8 Hz, )HC. 5.27 (hr s, 

21-1); MS (+)-ES tM#I4] 172.2 mIt 

Paso 2: PreparaciOn de 5-Brorno-4-fe,ü/-pirimidin-2-ilamina (43) 

1002341 Compuesto 41 (0.30 g, 1.15 mmol) Sc diso(vio en Æeido 

acºtieo gaciaI USJul) y se ca)entô a 45 °C. Br2 (009 niL, 1.75 mmol) Sc 

agregó leritamente, La mezela resultante Sc dejo agitar entonces a 

temperatura de Is sala durante 3 horas. El disolvente Se retiró bajo vacio 

pars dejar on residuo sólido. Este Se transfiriO a tin embudo flltrante y se 

lavØ con 0CM, scgtüdo pot agua. El sólido restante se secó luego bajo 

S 
vaclo elevado durante 16 horas pam producir 197 mg de 13 (45%) como an 

sOiido amarillo pÆ!Ido: ’H NMR (400 MHz, 0MSO) 8 8.40 (s, III), 7.61 

(m, 21-I), 7.45 (m, 31-I), 6,96 (s, 2H); MS (+)-ES (M} 2500 (Mt214 252.0 

rn/z AnÆlisis elemental pam C.0H3BrN3: calculado: C, 4802; H, 322; Br, 

31.95; N, 16.80; hallado: C, 47.91; H, 3.28; Br, 32.15; N, 16.80. 

jçmplo 6: Elil ester do Æcido (5-bromo-6-oxo-4-fenil-1,6-dihidro-

pirimklin-24I)-carbÆmico (36) 

0 Br 

Br 

P750 1: ,PrepwaciOn c/c elil ester de Ocido (5-.bromo-6-oxo-4-jenil-/,6-

dihidro-pirimidin-2-iO-carbdmico (36) 

A can solución de 35 (0.25g, 0,94 mmol) on UME (S mL) Se agregd 

NEt3 (0.14 mL, 0.99 mmol) y dictil pirocarbonalo (0.27 mL, 1.89 nimofl. 

La mezcla de reacción se mantuvo a 65 ’C durante 20 horas. El disolvente 

se retró y of residue se tram con 0CM. In mczela resultante se filtró  pam 

rctirar ci material tIe partida restante 35 y ci filtrado Sc lavó con P1aHCO3 

accuse, samuera y Se seerS (MgSO4). El fiitrado se concentro y se purifierS 

por HPLC (columna Thomson ODS-A WOA ip 150 x 21,2 mm; caudal 



30 mLimin; CH,CN con 0.05 % TEA (A), agua eon 0.05 % TEA 
( 

); flujo 

ic In bombs de reposición (caucfa( Se (a bombs  de repcskiô,t’)=  0.9 

mL/min; fase movil de In bombs de reposkion; MeOH con 0.05% IT A 

usando an sistema de gradiente en Is sgthente forma: t 0 15 % A, 85 
% 

B;t’=3.Omin; 15 %A, 85%B; t9.5min; 70%A,30%13;t = 10.0 min; 

(O0%4,O%B;tI2,0rnin;100%A,0%B;tI2.5 min; 15°4A,85 

% B; t 15.0 loin; 15 
% 

A, 85 % B.) para producir 54 mgs de 36 (170A) 

coma no scene claro: 11 NMR (400 MI-{z, COCh) 6 7.66 (rn, I H), 7.44 (in, 

311), 426 (q, J 7.6 Hz, 211), 132 t, J = 6.8 Hz, 311); MS (+)-ES 1MJ 

338.1 [M4214 340.0 m/z. AnÆlisis elemental pan C13132BrN3O,: ealeulado: 

C, 4617; [-1, 3.58; N, 12.43; hallado: C, 4643; H, 3.14; N, I 1.9S. 

Ejemplo 7: Pentil Ester de Avido (5-bromo-6-oXo4-feflhl-1,6-dihidFO-

pirhuidin-2-il)-carbmico (49) 

a 

0 

Paso I: Preparacion de pennf ester de dc/do (5.bromo-6-oxo-4-fenil-I,6-

dihidropirimtd(n.-2-10-car bdrnico (49) 

[002351 En ur,a masers similar a paso I de Ejetuplo 6 ci compuesto de 

tituk se preparb de. 35 y dipentil pirocarbonato coma on aceite ckro en 9% 

do rendimiento luego de purificaciôn per HPLC (columns Thomson ODS-A 

IOOA S a, 150 x 21.2 mm; caudal 30 mL/min; CH3CN can 0.05 % TEA 

(A), Agua con 0.05 % TEA (B); caudal do Is bomba de reposición 0.9 

mL/min; fase movil de Is bombs tie reposición; MeOH con 0.05% TEA 

usando on sisterna do gtdienle en a siguiente forms: t 0; 35 % A, 65 % 

B; t 3.0 min; 35% A, 65 % B; t 10 mm; soo % A, 0% 5; t 12.0 min; 

000% A, 0% B; t 12.5 mm; 35% A, 65% 8; ( = 15.0 min; 35% A, 65 

IN B). 1-1 NMR (400 MHz, COd3) 6 7.69 (in s, If-I), 7,67 (rn 211), 743 (d, 

i = 2.0 Hz, 311), 4.17 it, J’ 7.2 Hz, 211), 1.64 (, J = 6.8 Hz, 211). 1.34 (in, 

411)0.92 it, J= 6.4 Hz, 3H); MS fry-ES JMY 380.1 [Mt2f 382.1 ,n/z. 



Ejemplp 8: Penti) ester de kido (1-isobutiI-Ifl-i,nkiazoj4,5-equirtoIjn-

44I)-carbimieo (34) 

) 

Paso 1: Prcparación tie pendi ester 
a 

ac/no ()/sobutii-JH-JmicIazo[45 

cjqtemoiin-4-iJ)-carbdmico (34) 

1002361 A can suspensiOn de 1-isobutil-IH-imidazo[4,5-c}quinolin-4-

larnna 31 (0. 5 g, 0.62 mmol, preparada de acuerdo conel procedimiento 

dvuIgado en W094/17043) an C14CI3 (S mL) Sc agregó NEt3 (0.09 mL, 

� 0.65 mmol) y dpentl pirocarbonato (0.231 g, 094 mmol). La mezcla so 

agiló a 40°C durante 60 horas. La mezda tie reacción Se Iav6  con NaHCO3 

acuoso, samuera MgSO4. El tiftrado se concentró y so purificó por 

crornalowafla de destello usando una gradiente 10% a 10% tie acetato de 

etilo en hexanos para producir 50.5mg de 34(23%) como rn sA)ido blanco: 

’H NMR (400 MHz, CDC)) h 831 (ors, IH), 8.15 (t, .1 8.0 Hz, 21-I), 7.85 

it, J 7.2 Hz, III), 7.17 (t, i = 8.0 Hz, In), 4.43 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 4.36 

(t, J == 7.2 liz, 2H), 2,31 (m, H), .75 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.36 (m, 4H), 

1.06 (d, .1 6,4 Hz, 64), 0.89 (t, J’ 6.8 Hz, 24); MS (--)-ES [M4HJ 355.3 

� 

Ljtpp&9: Etil ester de àcido (1-isobutit-1H-imidazo4,5-cquinoIin-4-

il)-carbÆtnico (SO) 

_OtNH 

(rc< 

Paso I: Preparación de etU tester de ac/do (J-isobniil-J.H-imidazof4..5-

c]qu/nohn-4-iI)-ccwbOmico (SO) 

1002371 En uria manera similar a paso I de Ejemplo 8 se preparó el 



compuesto del titulo come un só(ido bianco de 31 y dietil pirocarbonato en 

67% do rendimiento como an sólido blanco: ’H NMR (400 MHz, CDCI3) 

932 (In s, 211), 8.2(6, J 8.0 Hz, 2K) 8,12 (d, J= 8.0 1-ti, IR), 7.83 (t, J-

7,2 Hz, Il-fl, 774 (t, I = 8.0 Hz, )H) 443 (in, 411), 2.35 (m, 111), 139 (1, J 

7.2 Hz, 311), 1.08 (d, J 6.4 Hz, 611); MS (+)-ES [M-1-Hr 313.2 

Eiempo (0: ElU ester de 6-amino-9-beDci!-2-(2-metoxi-eIoxi)-911-purin-

3-il ester de Æcido earbotilco (51) 

H2 0 

)N 

Id 
Paso I: Preparackmn de cr11 ester de 6-arniew-9-bencil-2-(2 -mel oxi-etoxO-- 

9/1-p&rin-8-ii ester de Æcido carbon/co (51) 

1002381 6-Amino-9-bendil-2-(2-metoxi-etoxQ-911-purin-8-o1, 29 (11.75 

tug, 0.027 mmol, preparado de actierdo con ci procedinliento descrito per 

Kudmota, et al., Bioorg. Mcci Chem., 12, 091-109(2004) Se suspendo en 

CH1C2 (0.6 tnL) y se eoriô a 0 °C. DIEA (1196 pt, 0.068mmol) y 

cloroformiato de etilo (3.86 mg, 0.036 mmo!, agregado como an solucOn al 

010 en volumen on dicloromelano) Sc agregaron entonces ala suspension. 

S 
La mezcla de reaecion se agtA a 0 ac durante 10 minLitos, Iuego so dejo 

calentar a ternperatura do a sala dura,,%e 15 minutos. La TLC de It mezcla 

de reacción muestra qua quedO ci material de partida. La mezcla <Ic 

reacción se calentó a 35 °C, se agregô DMAP (cat.), metanol (porciones de 

60 L) pant disoher 29, y se agregaron oft-as aticuotas de eloroforrulato do 

etilo (3.86 tug, 0.036 mmoL afiadido como una solución al  10% en volumen 

on diclorometano) hasta que It reacciOn estuvo completa. La mezcia cnjda 

Se purificO per cromatografia de destello usando una gradiente 0 a 100% de 

acetato de etilo en hexano. Sc recogieron Ins picas deseados y se 

concentraron in vacua part, obtener 8.5 mg (80%) do compuesto 51 como 

un sO)ido blanco: fl NMR (400 MHz, CDCI3) 5 7.45 (d, 5 = Hz, 2K), 7.27 



(m. 31-I), 4.98 (s, 211), 4.46 (rn 41-1), 3.74 (in, 21-I), 3,42 (s, 2H), 1.46 (t, 3H); 

MS [M+H} ni/z 388.3. 

100239) Ejemplos 11-20 se prepararon de 6-aminoM-ben6il-2-(2-

metoxi-emxi)-911-purin-8-&, 29 y el c!orofonvato apropiado de acuerdo 

con eS procedimiento descrito en Elemplo 10. 

jcniojj: L’ropil ester de 6-amioo-9-bencil-242-metoxi-etoxi)-9H-

purin-8-iI ester de äcido carbônico (52) 

NHi o 

0 

86% de reridimiento como Un solido blanco: H NMR (400 MHz, CDC)a) 

7.45 (d,./ 6.4 Hz, 211), 7.27 (n, 31-1), 4.98 (s, 21]), 4.46 (rn, 4H), 3.74 

(t. J = 5.2 lIz, 21-I), 3.42 (s, 3H), 1.46 (t, J = 1.6 Hz, 314); MS [M-frHt 

m/z 402,2, 

krn412: Isobutil ester tie 6-amino-9-bencil-2-(2-meloxi-etoxi)-9H-

puria-8-il ester tie Æeido earhonico (53) 

NH, 

OWJ 

1002401 92% de rendir&ento como un sóIido blanco: ’H NMR (400 

MHz, Cech) & 7.45 (d, 5 = 6.4 Hz 2H), 7.27 (rn, 31-I), 4.99 (s, 21-i), 4.45 

(in, 2W, 4.7 (d, .1 7.4 Hz, 2H), 3.73 (t,) = 4.8 Hz, 211). 3.4 (s, 3H), 2.15 

(ni, III), 1.06 (d, 3 = 6.8 Hz, 61]); MS [MH]+ rnfz 416.3. 

Ejo13: PentI ester de 6_amino-9-beocil-2-(2-n1etox-etOxi)-9ti 

purhi-S-iJ ester tie icido carbonico (54) 



NRa 

[00241] 92% de rendimiento como on soildo blanco: ’H NMR (400 

MHz, CDCI3) ö 7.45 (d, J 6.4 Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.99 (s, 21-1), 4.45 (t, 

4.8 Hz, 21-I), 4,39 (t, S = 7.2 Hz, 2K), 3.73 (1, J 5.2 Hz, 211), 3.4 (s, 

3F), 2.15 (rn I H), 1.82 (rn 211), 1,40 (in, 411), 0.93 (t,J = 6,8 Hz, 31-I); MS 

le 

[M*H}+ rn/i 430.2. 

Ejompio 14: 6-Amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-piirin-8-iI ester de 

alil ester do Æcido carhØnico (55) 

100242J 93% de rendimiento como on solido blanco: ’H NMR (400 

� MHz, CDCI3) 3 7.46 (d, 5 6.0 Hz, 24), 7.25 (m, 3H), 6.0 (m, H), 5.5 (m, 

111)5.35 (m, lI-I) 4.99 (s, 211), 4.89 (ci,) = 2,4 Hz, 211)4.46 (t, J = 4.8 Hz, 

2H), 374 (d, J 5.2 Hz, 211), 3.42 (s, 3H); MS [M+H]*- m/z 400.2. 

jrnn!oi: 4-Cloro-butil ester de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-

9H-purim-8-iI ester do Æcido carbónico 56j 

NH2 



1002431 98% de rendimiento corno Un sØlido blanco: 311 ’H NMR (400 

MHz, C003) 6 7.44 (d, J = 6.0 Hz, 211), 7.25 (in, 311), 4.98 (s, 211), 4.45 

(in, 411), 3.63 (t, .1 = 5.2 Hz, 211), 342 (s, 311), 1.99 (m, 411); MS [M+F{1-f 

m/z 450.2. 

j1o6: Butil ester de 6-amjno-9=beucil-2-(2-metoxi-etoxi)-9ll-

purhn-8-iI ester de Acido carbOnico (57) 

A 
1 

A 

100244j 10OPla de rendirniento como un sólido blarico: ’H NMR (400 

MHz CDCI,) 6 7.45 (d, .1 = 6.0 Hz, 211), 7.27 (i,, 3k]), 4.99 (, 211), 4.46 

(m, 214), 4.41 (t, I 4.4 Hz, 211), 3.73 (t, 3 = 7.2 Hz, 211), 342 (s, 311), 1.79 

(in, 21-), 1.48 (in, 211), 0.96 ft 3=7.6Hz, 311); MS IM’-143+ m/z 46.2. 

jppjqj7: Fenil ester de 6-amino-9-b.nciI-2-2-metoxi-etoxij-9H-

purin-8-iI ester de Æcido carbónico (58) 

NTh_N 

� 

1002451 00% de reridirniento como on solido blanco: Fl NMR (400 

MHz, COd3) 8 7.52 (<1, .J = 6.8 Hz, 2k]), 741 (m, 211), 7,30 (in, 3Ff), 7.25 

(in, 311), 4.99 (s, 21-), 4.47 (t, 3 = 4.8 Hz, 211), 3.75 (t, 5 4.8 Fix, 211), 3.43 

(s, 311): MS M+11]+ m/z 436.2. 

Ejem_pio 18 2,2-Dimetil-propil ester de 6-mhto-9-beoeiI-242-Thetoxi-

etoxi)-911-punn-8-d ester de àcido carbónko 59) 



lb 
1002461 100% de rendirniento como un sOlido blanco: Fl NMR (400 

MHz, CDC) 8 7.43 
(a, 28) 725 (m, 311), 4.99 (s, 211), 4,47 (t, 211), 4.08 

(s, 28), 3.75 (t, 211), 342 (s, 31-1). 1.07 (s, 91-1); MS [M+HS+ rntz 430.2. 

jpo9 Ileptil ester de 6-amino-9-hencfl-2-(2-mctoxi-etoxI)-911-

purin-8-iI ester de Æcido carbAnico (60) 

* NH2 0 

Id 
1002471 00% do rendimiento cotno on sØlido blanco: H NMR (400 

MHz, CDO3) 57.45 (d, J = 6.0 Hz, 211), 7,27 (m, 31-1)4,99 (s, 21-1), 4.46 (t, 

5.2 Hz, 21-1), 4.39 (t, 1 = 7.2 Hz, 211), 374 (t, 3 5.2 Hz, 28), 3.42 (s, 

� 
31-!), 1.8 (m, 211), t.4 (rn 211), 1.3 (in, 68) 0.87 (i, .5 = 7.2 Hz, 311); MS 

[M-H-1- mh 458.3. 

jçoZO: Rexil ester do 6_amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-

purin-841 ester de Æeido carbónko (30) 

C 

100248174% de rend,niento como an só)ido blanco: 11 NMR (400 



MHz, CDC(3) S 7.45 (d, 5 = 5.6 Hz, 211), 7.27 (in, 311), 4.98 (s, 2)-I),  

4.8 Hz. 211), 4.4 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.73 (t, 1=4,4 Hz, 211), 3.42 (s, 

311), 1.81 (m, 21-1), 1.34 (m, 21-I), I.31(ni, 21-), 1.26 (in, 21-), 0.89 (ti 2 

Hz, 3M); Ms [M4I-Ij-4 mfz 444.4. 

1002491 13,jemplos 22 y 23 Se preparuxon de 9-bencil-2-(2-metoxi-

etoxi)-9H-purin-6-ilamina. 62, medaint 9-bencfl-8-bromo-2-(2-metoxi-

etoxI)-9H-purin-6-ilarnina, 63 y etOxido do sodk, o metôxkto 

respecUvamente de acuerdo con Ins proeedimeitnos S Kurimota et at 

.Bioorg. Med. Chem., U, .091-1099 (2004). 

Lkrnpio2l: 9- Bencii-2-(2-m etox- etoxO- 98-pu ti n-6-ila ml na (62) 
IN2 

Ed 
1002301 100% de rendmiento corno on solido marrón: 1-I NMR (400 

MHz, CDCI,) & 7.59 (s, III) 7.27 (m, SI-), 5.83 (s, 21-), 5.26 Is, 21-fl, 449 

(t, i = 4.8 Hz, 211). 3.75 (1, J= 5.2 Hz, 21-i), 3.43 (s, 31-1); MS fM4-Hj nz/z 

3002. 

iimio22: 9-Bencil-8-etoxi-2-(2-metoxi-etoxj-9H-pnrhi-6-1Iamhia (64) 
NH2 

1002511 910% de rendimiento coma tin sblklo man-on: l NMR. (400 

MHz, &-DMSO) S 7.24 (m, 21-), 7.24 (in, 311), 500 (s, 211), 4.42 (m, 211), 

4.27 (t, J = 4.8 Hz, 211), 3.58 (t, I = 4.8 Hz, 211), 326 (s, 311), 1.32 (t, .1 

7.2 Hz, 31-1); MS (M1H} PZ/T 344,1. 

Li 23: 9-BencU-S-metox-2-(2-metoxi-etOXi)-9Hpurifl-6-itamIfla 

(65) 



1002521 91% de rendirniente coma on soiido manOn: H NMR. (400 

MHz, d6-DMSO) 8 728 (m, 211), 7.22 (rn 31-I), 6.86 Is, 211), 5.01 (s, 2H), 

426 (t, J 4.4 Hz, 211), 4.02 (s, 31-), 3,58 (z, .1 4.8 Hz, 211), 325 IS, 311); 

MS [M+H]*m/z330.2 

irno4: 7-AIit-2-AmiQo-9-(5’-O-1-valinH--D-ribofuranosiI)-7,9.. 

dibidro-1H-purim-6,8-djona (68) 

Paso 1: PreparatiOn tie 7-AIil-2-amino-9-(23’-O-isopropiliden-j3-[J-

ribqfuranosi-79-dihidro-1ff-purin-6,8-diona (66) 

1002531 Compueslo 11 (017g, 0.49 mmol) se disolviô en DM1 (4.0 

mL) y se agregó acetona (3.0 mL) a ía so!ucidn. A la mezcla so agre�o 2,2-

dmetoxiprop8no (0) 8 mL, 147 mmol) y McSO3H (0.02 mL, 0.05mmoI). 

La mezcla de reacciOn se agitØ a temperatura ambiente por 20 horas y se 

atemperó con NaHCO3 acuoso saturado. En seguida se extrajo la fase 

acuosa (4x) con CH2Cl. La case organica combinada Sc Sec6 (MgSO4), se 

flftra y se coRcenEró bajo vacio pam producir 130 mg de 66 en 70% de 

rendimiento como on só(ido blanco 11 NMR (400 MHz, CD301)) 6 5.97 

(d, J 2.4 Hz, Il-i), 5.93 (rn 111), 5.34 (dd, J 4.4, 2.0 Hz, IH), 5.15 (m, 

III), 5.12 (dd, J 7.6, 1.2 Hz, III), 4.98 (m, 111), 4.52 (d, J 5.6, 211), 



D 

4.16 (m, III), 3.71 (m, 2H), 156 (s, 3F1)  1.36 (s, iN); MS (+)- [M+H)* 

380.0 ml:. 

Paso 2: P-eparación tie 

bwoxicarbcrnIi-L-valinil)-13-b-ribofuranosil)-7, 94ihidro-IH-purin-6,8-

diana (67) 

1002541 Una mezc[a de 66 (0.13 g, 0.34 mmol), BOC-Valina (0.08 g, 

0.36 mmol), EDC (0.07g, 0.38 mrnol), OMAP (0.05g, 0.38 mmol) en TI-IF 

(8.0 niL) y piridina (0.8 mL) bajo atmôsfera N2 Se agitO a temperatura 

ambiente durante 16 barns. Los djsolventes se retiraron bajo vacio y el 

residuo se disolvió an EtOAc, La fase orgªnica Se (avO NaHCO3 acuoso 

saturado, sajmuera, se secó (MgSO4) y se Euro. El filtrado se concentró 

hajo vacie y se purificó pot cromategrafia de destello usando una gradiente 

2% a 5% de MeCH an CHC12 Nra producir 180 mg de 67(91%) cOme an 

sólido amarillo pÆhdo: ’H NMR (400 MHz, CDC[,) 86.07 (s, I H), 5.20 (rn, 

[H), 5.56 (br s, 21-1), 5.41 (d, J = 5.6 lIz, )11), 5.15 (m, 3H). 4.97 (br s, III), 

4.53 (hr s, 211), 4.46 (to, IH), 4.32 (m, 2I-1), 4.20 (m, fl), 2.11 (m, III), 

1.56 (s, 3H), 1.44 (s, 911), 1.36 (s, 314), 093 (d, J = 6,8 liz 31-i), 0.84 (d, J 

=6.8Hz, 311); MS (4)-ES [Mj 578.9 m/z. 

Paso 3: ?A/ij.2_Amino9(5’O-L_vaiinhl-fl-D-ribqtiWaUosiO-7,9-dihidrO-

IH-purin-6,8-diona (68) 

(002551 A tom soucIM de 67 (0.18 g, 0.311 annals) en MeOl-i (10 

nnL) Sc agregó AcCI (0.86 ML, 1207 mmol) bajo atmØsfera Nz. La mezola 

de rcacción Se dejó agitar a temperatura ambiente durante IS boras y, 

seguidamente, se neutralith cuidadosamente can NaHCO3 acuoso saturado. 

A a mtwa Sc agregO gel de silice y se concentrO bajo vacio. El residue se 

purificó  per cromatogra1a de deseello usanda una gradiente 30% a 209/0 de 

MeOB en C142C12 para producir 80 mg de 68(59%) coma an só(ido bjanco: 

Fl NMR (400 MHz, d,-DMSO) 3 6.72 {brs, 2H), 5.84 (in, [H). 5.59 (d, J 

4.8 Hz, 311), 5,43 (d, J 5.6 Hz, IH), 5.15 (hr s, lI-i), 5.07 (d, .1 = 12 Hz, 

111), 5.0 (d, J = 18.8 Hz, Ui), 4.77 (q, .1=4.8Hz, ILl), 4.36 (m, 3H), 4.26 

(t, J = AA Hz, III), 4.20 (in, 111), 3.93 (in, IH), 3.57 (br a, (H), 201 (m, 

IU), 0.86 (d, J 4.4 Hz, 311), 0.85 (d, i = 5.2 Hz, 3H); MS (-fr)-ES [MtHI 



439.1m/z. - 

E emp o 25: 7-4 H I-2-amin o-9-p-D- ribofQran osiI-6-(5-metil-2 -oxo-

P,3hfloxoI-4-ilmetoxi)-7,9-dlhidro-purin-8-ona (71) 

HO bH 

Paso 1: Pi-eparación de 7-Alit-2-amino-9-(2,3 54rjs-O-trietilsila,,il-fi-A 

rIbçfuranosifl- 7,9-dihidro-Df-purin-68-cftona (69) 

I00256 A una solución & 17 (0.46 g, 1.36 mmoi) e imdazol (0.93 g, 

1364 mel) on DMF (IS mL) se agregØ clorotrietilsilano (092 ml, 5.46 

mmol) gom a gota y so agito a temperatura ambiente durante 2.5 hors. La 

mezela do reacciAn Se tram eon NaHCO3 acuoso saturado y )as dos fines 

resultantes Sc separaron. La Case acuosa so lavó con Øter dietilico (A). Las 

eapas orgÆnicas do combnaron y se lavaron con agua, so secaron 

(MgSC04) y Se concentraron luego de In tiltracion. El residuo se pwlflcó 

por cromatografia do deste[lo usando una gradiente 2% a 10% de MoOt-I on 

CH2C]2 pan producir 830 mg do 69 (89%) come on aceite amarillo pªlido: 

1-1 NMR (400 MI-k, COd3) 6 5.92 (in, IH), 5.85 (d, J = 6.8 Hz, IH), 5.3 

(m, ill), 5.15 -5.23 (in. 211), 5.09 (br s, 211), 4.54 (d, .1 4.4 I-tx, 211), 4.33 

(rn 111). 3,98 (m. I1fl, 3.67 - 3.80 (ni 211), 0.85 - 1.02 (n, 2611), 0.48 - 

0.71 (m, 1911): MS (4)-ES[M 682.6 ,n/z 

Paso 2: P,eparación tie 7-Alil-2-amino-9-(2c3,54r1s-O-trietilsitanil-fl-D-

ribqfuranosi_6-{5-metil-2-oxo-[i,3]dioxo1-4-itmetoxQ-79-dihidiv-purin-

8-ona (10) 

(002511 En una manera similar a Paso I do Ejemplo 2, compuesto 70 Se 

preparó do compuosto 69 y 4-hdroxirnetil-5-metiI-[I ,3dioxo!-2-ona 



S 

(preparada de acuerdo con & procedmiento cM Akpcgian, Syn, Comm.., 

22(9), 1277-82 ((992)) en 50% Be rendimiento conio an sMido blanco luego 

de ía puriticación porHPLC (columna Thomson ODS-A bOA 5u 50  212 

mm; caudal = 30 mL!min; CU3ON con 0.05 % TFA (A), agua con 0.05 % 

TFA (B); caudal de Is bomba de reposiciOn = (.0 ml-/min; fase mOvl tie )a 

bombs do reposiclØn; MeOH con 0.05% TEA usando an sislema de 

gradiente en (a siguiente forma: t = 0; 50 % A, 50 % B; t 2.0 min; SO % 

A, 50% 8; t = 5.0 mitt; IOU % A, 0% B; 1 = 9.5 mm; 100% A, 0% B; t = 

10.0 nün 50% A, 50% B; t 13.0 mm; 50°/C A, 50% B.); MS (*)-S 

[MI +794.1 m/z 

Paso 3: Prcparación de 7-AtiI-2-amino-9-fl-D-;ibofteranos/i-ó-(S-metil-2-

oxo-[1,3]dioxol-4-iImetoxQ-7,9-dilzIdrc-purin-8-ona (71) 

1002581 A una solution do 70 (9.0 mg, 0,012 mmol) en MeOl-{ (1.5 

mL) se agregO 3HF.NEt3 (0.03 n,L, 0.07 mrnol) y se agitó a temperatura 

ambiente durante 16 horas. El disolvente so retiró bajo vacfo y tl residuo se 

puriticó per cromatografia de destello. El producto deseado se eiuyó con 

una gradiente 20/c a 5% Be MeOH en CHCl2 para producir 3.26 mg deli 

(64%) come on solido blanco: 11 NMR (400 MHz, CDCI3) 596 (d, J = 7.6 

Hz, I H), 5.85 (in, I 4), 5.37 In,, 411), 4.96 (t, .1= 7.2 Hz, I H), 4.47 (’1, J 

6.0 Hz, 24), 4.25 (J 5.2 Hz, III), 4.24 (s, 1Ff), 3.81 (ABq, ISUAB  0. 17, 

’48 = 11,6 Hz, 2Ff), 2.22 (s, 31-i): MS (4)-ES [M+J-1Y452.4 nil;, 

Etil ester de icido (7_aIH_2_amino_9-P-D_ribofUraIlOsil-8-

oxo_8,9_dibidro_7Hpuriu_6_iloximetiD-Dletil-e3rb4miCO (13) 

Paso!: PreparaciOn cket/) Øsle,de Æcirio (7-ali1-2-amino-9(21c5-tth-O-

trietilgiianil-f3-D-ribqfwanosil) - S-oxo-S 9-dihidro- 7ff-purin- 6-jo xi neEi 



meti)-c.arbamieo (72) 

100259 En una manera similar a Paso I do i3jempio 2 compuesto 72 Se 

prepare on 4°% de rendimiento a patti, del compuesto 69 y N-metiI-&-- 

(hidroximetiQuretano (K&per, JDC, 52, 1987, p453-455) coma on sOido 

b(anco luego de la pw’ificaci6n por HPLC: ’H NMR (400 MHz, C1303) 

5.94 (m, 17-), 5.82 (d, J 6,4 Hz, 11-), 5.53 (hr s, 11-4), 523 -5.29 (in, 2H), 

5.15 (t, .1 = 9.6 Hz, 18). 4.57 (ii, J 5.2 Hz, 214), 4.35 (br s, 17-I), 4.21 (m, 

28), 3.96 (hr s, 111), 3.73 (m, 21H, 3.06 (s, 314), 1.30 (m, 414), 0.87 - 1.01 

(ni, 241-i), 0.51-0.68 (rn 1914): MS (4)-ES [M -HI 797.7 m/z. 

Paso 2: Preparacidn de a/ afar de theido (7-ahl-2-amtno-9-fl-D-

ri&4uranosi(-8-oxo-8,9-di/zidro-7H-purin-6-iiacimetii)-metiIcarbdmico 

� (’73) 

1002601 En una manera similar a Paso 3 de Ejernplo 25 Se preparo ci 

compuesto del fltulo 73 en 64% de rendimiento como on sOlido blanco 

luego do a purificación  per FWLC (common Thomson DOS-A I DOA Sp 50 

x 21.2 mm; cauda 30 rnL/min; Ci-43CN eon 0.05 % TEA (A), agua con 

0.05 % TEA (H); caudal de is bombs cM reposkiOn I.0 mL/mn; fase 

mCvil do Is bomba do reposieiOn; Me011 con 0.05% IFA usarido Un 

sistema do gradiente en Is &guiento forma: t 0; 50 /o A, 50 % B t 2.0 

mm; 50% A, 50% H; t = 5.0 min; 100% A. 0% 8; t9.S mm; 100% A, 

0 % B; t 10.0 min; 50% A, 50 % 8; t 13.0 mm; 50 % A, 50% B.). ’H 

NMR (400 MHz, CDCI,) 6 5.92 (m, IX), 5.92 (d, J 7.6 Hz, IN), 5,51 (in, 

214), 522 (d, i = 15.6 Hz, IF-i), 5.16 (di 9.2 He, 114), 4.92 (x, J 7.2 

Hz, 111), 4,57 (d, .1 = 6.0, 214), 4.40 (d, .1 6.0, IN), 4.21 (rn, 314), 3.79 

(AN, AOAB = 0.178, JAB = 14.0 Hz, 27-1), 3.06 (s 38), 1.31 It, J = 7.2 Hz, 

314): MS (t)-ES M} 455.4 mc. 

jo27: 5-Amiao3-5’-O-L-vaIinil-fl-D-ribofnranosiI)tiazoIo(4S-

dj pi ii mid in-2 47-d 1002 di e)orbidrato (24) 



0 

acso 

12N N N 

HO 

Paso I: Preparacidn de 5-Amino-3- 3L04sopropiliden/3D 

ribofrranosiOtiazolo[4,5-dJp!rimidin-2 7-diona (22) 

1002611 A una mezca heterogØnea de 21 (5.37 g, 17.0 mmoi, preparada 

de acuerdo con ci procedimiento dh4gado en a Patente de los Estados 

Unidos No. 5,041,426 (Ejeinplo 2), Ia coal so incorpora per referenda en so 

totalidad, en acetona (40 mL) contenida en um matraz Morton 4o 250 mL se 

agregO sucesivamente 2,2-DMP (6.26 mL, 50.9 mmol), DMSO (6,6 mL), y 

MCSOM (220 J, 3,39 mob1) a temperalura de It saM. La mezela de 

reacción se agito vigorosamente, volviendose homoge.nea y se consumió on 

amarillo dorado comm at owl. El analisis por TLC (SiO2, 10% MeOH-

C.HCI,) indico quc It rcacción se habia completado luego de 6 horns, Sc 

retirarorl los solidos sin disoiver mediante filtracion per gravedad usando 

papel Ic filtro tipc, Whatman comigado. Este so siguiô por vertimiento del 

iltrado en 10 vohmenes de agua helada (-400 mL), resultando on una 

precipitación inmediata de on solido bianco. Tons Un breve per(odo de 

agitación, so agregO NaHCO, (285 mg. 3.39 mmol) disuelto en ague (10 

mL) tiara neutralizar ci MeSO3H. Sc continuo una agitación vigorosa en ci 

reactor Morton durante 15 minutes, luego de to c4lal It cnezcla so uiltrb a 

naves de un embudo de vidrio grueso sinterizado. El material sóIido Sc 

avó con aguei belada (100 mL), Sc seen per aire, y luego Se seco ann mÆs 

bajo vaclo elevado a 65 OC, produciendo 5.36 g (88%) del acetonido 22 

coma on solido blanco: mp 280-21 °C; Fl (DM50-il6) 5 1,28 (s, 314), 1.47 

is, 31-4), 3,43-3.55 (in, 2ff), 3.95-3.99 (in, IF!), 4.77-4,80 (in, IF!), 4.88-4.91 

(in, I H), 5.24-5.26 (in, I !-1), 5.99 (s, II-!), 6.91 (or s, 211), 11.25 (s, Il-I). 

Paso 2: Preparacidn de 



CVo 
bwoxicarbonii-L-valinil)-fl-D-ribnfrranosil)-tIazo!o[4,5-dJptrinidin-2, 7-

diona (23) 

1002621 A una solucion de N-butoxicarbonil-(L)-vallna (671 m, 2.82 

mmoj) on TI-IF (9 mL) a 0 °C Se agregO EDC (588 mg, 3.07 mmofl, La 

niezola homogenea resultante se agitO 45 minutos a 0 °C, punto on ci cuaJ 

Se habia vueko heterogØnoa, y Se agregO ci acetOnido sôlido 2 del Paso I 

anterior (1.00 g, 2.81 mmoi) como una porcion. A contMuathôn so agrcgO 

DMAP sóIido (522 mg, 427 inmol). Sc permitiO quo la mezela de reacciOn 

alcanzara Is temperatura de Ia sala, y se agitö 5 horns màs, Mega  de Jo cual 

se concezflrô a 25 °C mediante evaporaciOn rotatoria a on jambe amarillo. 

El residua so disoviO on EtOAc (SO mL), Sc rcpartó  on porciones eon I N 

H (10 mL) seguido par Is neutralizaclOn de NaHCO3 acuoso saturado 

&cido (10 mL). La fase acuosa ªcida se enrajo aUn ,ns con EtOAc (2 x 50 

mL), y luego so repartió on porciones con a fase acuosa bÆsica. Las aliases 

organkas combinadas Sc SeCWOn sabre Na2SO4, Sc ffltraron a travØs de una 

corta almohadilla de SiO, y Se concentraron, producendo 1.480 g (96%) do 

ster de aniinoaddo Boc-protogido 23 coma aria espuma: rap 158°C (dee); 

’H (CUCI,) S 0.86 (d, ./ 7.0, 31%) 0.95 (d, f 7.0, 31-t), 1.35 (s, 313), 1.44 

(s, 9H), 1.56 (s, JH), 1.75 (brs, iH), 2.08-219 (m, RI), 4204.24 (m, 2H), 

4.30-4.37 (in, 10), 456 (dd, J = 11.0, 5.9, I I-I), 4.96 (dd, .1 6.2, 3.7, il-i), 

Si? (hr 4 .J 88, IH), 529 (br d, J 6.6, 114), 5.88 (brs,2}-%), 6.23 Is, 

Iii). 

PQSO 3; Preparación de 5-Amino-3-(5-O-L-valini/-fl-D-rihofiiranosil) 

tiazolof4.5-d1pirimidin-27-diana diclorhiefrato (24) 

1002633 Un chorro do gas de HCl gas so Paso’ par an generador do 

burbujas do H2SO4 concentrado y, seguidaniente, so dirigO (mediante an 

tubo do dispersion de frita) on on matraz Morton do 3 cuellos do 250 ML 

que contenia acetato do isopropflo (80 mL) a 0 C hazta quo Sc obtuvo una 

souciOn saturada. A esta se agregO ma soiucón de ester de Boc-

aminoicido do) Paso 2 arnerior (5.53 g, 9.95 mmol) on acetato do isopropilo 

(30 mL), resultante en Is fannación do an precipitado sOlido bianco on Un 

tØrmino do  minutos. A esto so agregO 10% (v/v) IPA (11 mL). La mezca 



de reaccion Se caknto a temperatura de a sala, )uego Sc agitó 12 horns. La 

niezela de reaccitn heterogºnea se cilluyó con loloeno seco (100 mL). La 

filtracion usando on embodo de vkiæo shnerizado de pow nediano bajo N, 

propordonó on solido arnorfo Nancuzco, 1a trituraclØn del sótido en THE 

seco foe seguido por f,itraciOn y secamiento pot vacjo a 65°C, produciendo 

3,677 g (81%) del CodilpuestO del Utulo 24 cotno on sôlido btanco: mp 166-

68°C (dcc); ’I-i (DMS04) 6 0.90 (d, J 7,0, 311), 0.94 (d, .1 7.0, 3!-!), 

2.14-2.18 (in, IH), 3.83-385 (in, 114), 3.96-4.00 (in, [H), 4.23-4.28 (at, 

211), 4.42 (dd, .1 ).7,34, 114), 4.75 (dIt, J 10.3, 5.5, LU), 5.81 (4 J 

4.4, II-!), 6.46 (br s, 314), 7.23 (Ix s, 211), 8.47 Is, 314), 11.5 (br s, 314). 

AnÆJiss elemental para CH,,N5O,S . 2E{C[: calcuado: C, 36.89; 14,4.75; 

� Cl, 14.52; N, 4.34; S, 6.57; hallado: C, 37,03:14,4,74; Cl, 14.26; N 1424; 

S,6.42. 

Eim2Q2: 5-Acetila in ino-3-(2 - tri-O-aceti )--D-ribotu I, iiosil) 

dazolo4,5-djpirüuidin-2,7(6ll)-diotm (74) 

Paso 1: PreporaciOn de 5-AcetiIamino-3-(2c35-tri-O-acdlll-/]-D-

iibofuranosit) tiazolo[4,5-4]pirimic4n-2, 7(61J)-diona (74) 

1002641 21 anhdro (8.0 g, 39.5 mmol) se disolvid en piridina seca (65 

mL). OMAP (3.)g. 25.3 mmol) y anhidrido acetico (19.1 mL 202.4 mmo) 

se agregaron en forma consecutiva. Sc dejd continuar la reacciAn durante 2 

horns a temperatura de to sala, luego de to coal se aterflperb con NaHCO3 

sarurado (100 mL) y se extra3o con 0CM (3 x 200 mL). La fase orgÆnica Se 

concentth, y )uego Se tæturó eon ther. Esto propordonA 12.5 g (103%) de 

5-acelilamino-3-(2,3 ,5-tri..Q-acetiI-3-0-dbofranosiI)tiazolo-14,5-

dJpiiimdin-2,7(6H)-dioca igeramente impura como UI solido blanco 14: 



A7 

np 246.7-248. °C; IL 0.20 (SiO2, 50% EtOAc-CNCI3); ’1-3 NMR 

(400MHz,4-DMSO) 8)223 (s, IH), 11.85 (s, IR), 5.97 (rn 2!-!), 548 (li 

6, IN), 4.35440 (rn Iii), 4.2S-4.31 (rn 114), 4.08-4.18 (m, IN), 2.49 (s, 

314)2.07 (s, 3H), 2.01 (s, 31-3), 200 (s. 31-3). 

E emp o 29 5-Ami no-3-(2 ,3’ 5’ -tri-O-acetil--D-ribofu raiDs iOtiazolo 

4,5-djpirituidin-2,7(61l)-thona (75) 

Md b 

Past, I: Preparacion tie 

ttazo)o[4,5-d]pirimidin-2, 7(6fl)-diona (75) 

(002651 A una suspensiªn de 21(5.00 g, 15.2 mrnol) en acetonitillo 

(160 niL) a 0°C. Se agregaron sucesivamente Et3N (11.0 tnt, 79.0 rnmoi). 

OMAP (195 mg, 159 mrnol), y Ac20 (4.47 mL, 47.4 mmol), La meeIa de 

reaccion Sc agiIO a temperatura de la sala durante 2 horns, )uego de lo cual 

se concentró a un jarabe marron. LI resduo se pwificó por cruznaiografla 

de colwnna de desteflo (silice. MeOWCHCIi 1-10%) pta producfr 6.22 g 

(899K) de tdacetato 75 conlo un sólido b(anco: mp 198-199 °C ’H (400 

MHz, d6-DMSO) ô 11.34 (s, III), 7,02 (be s, 2(4), 5.90 (111, 27-i), 5.51 (I, J 

6.0 Hz, tN) 4.36 (O4,J 124, 3.2 Hz, 114)4.2! (m, I fl), 4.08 (q, J = 6.0 

It, lU) 2.06 (s, 311), 2.06 (s, 3H), 2.00 (s, 314); MS (--)-ES [M*H* m/z 

443.3. 

5-Am in o-7-etoxi-3--D-ribofurauosil-tiazoIoj4,5sfl 

primidiu-2-ona (77) 



CHCI42D 

jo 

Paso 1: Preparacion dc 5-4cetllarnhto-7-etoxi-3-(2ç35’-trtO-ucetilfl-D-

ribofiranosii)t1azoIo[4, --d)pirimidin-2-ona (76) 

100266) En una manera similar a kjenplo 2, paso I 76 se preparó de 

74 y etano) en 72% de tendirniento como ma espuma blanca: MS (-fl-ES 

1M+H* nz 513. Re  0.45 (75% Ace1*o de etijo-CUCI;). 

Paso 2: Prepwacidn de 5-Amino-7-ewxI-3-/3-D-ribofuranosll-tiazalo/45-

djpirimidin-2-ona (l’fl 

I00267 En una rnanera similar a Ejempo 2, paso 2, a) compuesto del 

fltulo Se preparó de 16 en 6504 de rendimiento come  Un solido blanco: ’H 

NMR (400 MHz, 4DMSO) S 6.97 (s, 214), 5.85 (ti J = 4.8 Hz, it-{), 5.27 

(ci, J = 5.6 Hz, IR), 4.96(4 J 5.2 Hz, 11-1), 478 (rn, If-i), 4.66 (m, Ill), 

436 (rn 214), 4.09 (rn 111), 3.74 (m, 1H), 3.58 (m. IU), 340 (m, Ili), 1.29 

(m, Si-I); MS (+)-ES {M-.H) m/z 445, [2M+H] tWz 689, Rr = 0.2 (50% 

S THF-dHC). 

AnÆliss elemental pam C121711N4OS-0.25 H20: calculadoi C, 41,3 I; H, 

L 
4,77; N, 6.06; S, 9.19. HaUado: C, 41.24; H, 4.71; N, 15.99; 5, 9.06. 

gijopjj: 5-Amino-7-metoxi-3.1;-D-ribofuranosiI.41azo1014,5-d1 

pirimidn-2-ons 79) 



Paso i: PreparaciOn de 5-Acetllajnino- 7-mekxi-3-(23 54ri-O-ucetU-fi-

D-ribofuranosil)-tiazofot4,5-djptrOnidin-2-orUi (78) 

I00268 En una manera similar a Ejemplo 2. paso 1, 77 Se preparo de 

74 
y 

metan& en 65% do rendmiento come una espuma b(anca: MS (--)-ES 

[M+HIb499, Rr 0.5(75% acetate de etiloCFICl,). 

Paso 2: Preparación de 5-Amino-7-metoxi-3-fl-D-ribofiwancsU-tlooio/3,5-

d]pirimidin-2-ona (79) 

1002691 En una manera similar a Ejernplo 2, paso 2, ci compuesto del 

thulo Sc preparô de 78 en 78% de rendimento coma tin solido banco: i-I 

NMR (400 MHz, d6-DMSO) 8 6.93 (s, 2H), 5.86 (d. J 5.2 Hz, (f-), 5.28 

(d, J = 5.2 Hz, il-I), 4.96 (d, J == 5.2 Hz, III), 4.77 (rn 113), 466 (m, I II), 

409 (in, IN), 3.90 (s, 311), 3.75 (rn, 111), 3.56 (m, 313), 3.43 (m, 111); MS 

(+)-IS [M*flj  33L Rr 0.2 (50% Tt-F-CHC{3), AnÆflsis elemental para 

� 

CI{H4N406S0.25 1-120: calcuade: C, 39.46 11, 4.37; N, 1673; S. 9.58. 

Hailado: C,39.59; 11,417; N, 16.55; S,9.52. 

Kkmplo  Etil ester de Æcido 5-amino-2-oxo-3--D-ribofurauosii-2,3-

dihidrotiaoo(4,,5pirimWia-7-iosimttil)-earb6miCo (82) 

H2NN 

Hd 



fl 

f 
Paso I: Preparación de 5-4müw-3-/235-tris-O-rrietilsilanii-/3-D-

ribofuranosil)-aazalo(4.5-djpirimidin-2,.7-diona (SO) 

(002701 A arm suspension de 21(1.00g. 3.16 mmol) on DMF (20 mL) 

a temperatura de )a sala Se agregO sucesivamente frnidazol (753 rug, I l.06 

mum!), DMAP (39 mg, 032 mmol), y olorotrietitsilano (1.64 mL, 9.80 

rnmo)). La mezca de reacciOn Se agito a temperatura de Is saIa dutoote 2 

horns, luego de In coal Se atempero con soIucOn de NHCOi saturado (20 

mL). La mezela Sc extrajo con CHC (3 x 20 mL), Se sectS sobre MgSO4 

e concernro. El residuo se purifico pot cromatografia de columna de 

destello (silice, MeOH/CHCli 1-5%) pam produck 1.9) g (92%) de 

compuesto 80 como on só)ido blanco: ’H (400 MHz, C4-DMSO) 55.99 (s, 

(ff), 5.62 (br s, 24), 5,19 (dd, J 4.4 6.0 Hz, 114), 4.35 (dd, 1 = 2.S, 4.4 

Hz, Ill), 3,99 (m, 11-), 177 (dd, J 7.6, 10.8 Hz, I 14), 3.68 (dd, I 4.8, 

10,4 Hz, Ill), 1.10 (t, 7=7.1 liz, 311), 096 (t, 3 ==7.1 Hz, 31-i), 0,89 (t, I 

7.) Hz, 311), 0.68 (q, .1 = 7.1 Hz, 214), (1.61 (q, J= 7.1 Hz, 211), 0.54 (in, 214); 

MS (-i-)-ES M+H) rnlz 6600. 

Paso 2: Preparación de eell ester de Æcido 5-Amino3-(23’,5’-tris-O-

trietikiIanil-fl-D-rióoJ’uranosi/2-2,3-4/hidro-Szo/o[45-djpirimidin-7-

iloximetil)-caróÆmico (SI) 

1002711 Eft ma ifianera similar a Paso I de Ejemplo 2, compuesto SI se 

prepartS de 80 y N-etiluretano coma on stSlido blanco en 31% de 

rcndirnicnto: [M+Hf 760.5; 14 NMR (400 MHz, CUd3) S 6.43 (hr s, 211), 

6.09 (t, I = 7.6 Hz, IH), 5.94 (d,J 6.0 Hz, 111), 5.31 (d,J = 4,8 Hz, 24), 

5.19 (dd. J = 6.0, 4.8 Hz, IFi), 4.35 (dd, J4.8, 2.8 Hz, 114), 4.19 (q, I 

6.4 Hz, 21-4), 3.98 (in, III), 376 (dd, .1 10.8, 7.6 Hz, Il-I), 36 (dd, J 

10.4, 4.8 Hz, IF), 1.29 (t, J 6.8 Hz, 31-3), 1.02 (t, Jr 8.0 Hz, 314), 0.96 (I, 

1 = 7.6 Hz, 3M), 0.90 (t, J 8.0 Hz, 311)0.69 (q, I = 8.0 Hz, 214), 0.61 (q, 

.1 8.0 Hz, 2ff), 0.55 (rn 211); IM+HY 760.5. 

Paso 3: Preparación de etil ester de acido 5-Arninc-2-oxo-3-fl-D-

ribofuranosfl-2, 3-dib idro-tiazo lo(4, 5-dfplrim 1dm- 7-i/ox/met)!) -carbamico 

(82) 

1002121 Una solucion de 81 (244 rug, 32) uno1), SM HP an pridina 



(321 pL, 1.60 mmcl) y [HF (3.20 mL) se agitaroti a temperawra tie a sala 

durante S horas. El retiro de as disoventes baja vac.io dejó on residua  que 

se purifico pot cromatogratia do deseilo SiO2, 10% MeOH-C11C13) Para 

producir 92 0 9mg, 900%) come on solido blanco: 14 NMR (400 MHz, 4 
DMSO) 5 8.43 (or s, 114), 7.16 (br s, 211), 5.82 (ci, J 5.2 Hz, I 14), 5.78 (s, 

2)-I), 5.32 (d, J 5.6 Hz, 111)5.24 (dd, .1 = 6.0, 4.8 Hz, H), 5.00 (ti J 

5.6 Hz, 111), 4.82 (q, J 5.6 Hz, In), 4.68 (t, ./ 6.0, 114), 4.11 (q, J 5.2 

Hz, 114), 4.09 (q, f 7.2 Hz, 214), 3.78 (q, .1 5,6 Hz, 114), 3.60 lm, 114), 

3.4 (cn, Il-I), L2J (t, J 7.2 Hz, 311); fM+H]t 418.2. 

iQrnpio33: Eli) ester do Æcido (5-Amino-2-oxo-3--D-ribofaranosil-213-

d il)id ro-tinolo I,5-fl p rhnid in-7-iloximetil)- metiI-a rb ml Co (84) 

Paso 1: Preparaceon de Old ester de Ocido (5-Amino-2-oxo-3-235-tri-O-

acezj/-fi-D-rJhofuranosi/)-2,3-dihidro-tiazo[oj4,54/pirimklin-7--i/oximflE)-

� 
metjl-carbdmico (83) 

1002731 En una manera similar a l3jemplo 2, paso I. compuesto 83 Se 

preparó de 75y N-metil-N.4hidroximetil)uretano coma on solido blanco on 

24% de rewlimiento: Ri 0.4 (33% EtOAc-CHCl); 1-1 NMR (400 M}-12, 

CDC],) 6 11.49 (hr s, 114), 6,08 (d, J = 4.0 Hz, 14), 5.75 (I, J 6.0 Hz, 

)H), 5.53 (s, 214), 4.49 (dd, J 13.5, 8,4 Hz, 114)4.30 (m, 514), 3.62 (q, .J = 

7.2 Hz, 211), 2.30 (s, 314), 2.12 (s, 31-i), 2.09 (s, 311), 2.08 (s, 311), 1.36 (I, J 

6.8 Hz, 314) 1.20 (, .1 6.8 Hz, 311); [M*H]4 614.2. 

Paso 2: Preparación de crlf ester de Æcido (5Ambro-2-oxo--3-fl-D-

rThcjrnnasjJ-2, 3-cli hidro-Szoio (4, 5-djpirimidin- 7-iloxhnetiI)-metiJ-

carbamico (84) 

002741 En una manera similar a Ejemplo 1, paso 4, ci compuesto del 



titulo Se preparó de 83 count un sóUdo blanco en 20% de rendimiento: 

NMR (400 MHz, d6-DMSO) 6 7.86 (hr s, 211), 5.82 (d, 1 4.8 Hz, Il-I), 

5.47 (s, 214), 5.31 (4 J 5.2 Hz 111), 5.00 (d, J = 5.6 Hz, 11), 4.82 (q, J 

5.2 Hz, I U), 4.67 (q, 1 = 5.6 Hz, 114), 4.18 (q, J 6.4 Hz, 21-i), 4.12 (m, 

114), 3.18 (q, J 6.0 Hz, 111), 3.60 (m, IR), 3.47 (m, IX), 3.30 (s, 314), 

1.27(1,1 = 6-814z, 311); [M-%14r432.3, 

Eiernnlo 34: 

ttl-O-acetiI-fi-fJ-ribofizrnosH)-dazoIo4.5-sflpirhnidin-2-ona (8$) 

Paso 1: P"epanzciOez de 5-Amino-7-(5-meHI-2-oxo-[J3]dtoxo/-4-iThzetoxQ-

3-(2c3&-rr’-o-acnhl-fi-D-rebcfuranDsw-siazoio[45-aJpirimidt1-2-ona 

(85) 

1002751 A una souciôn de triacetato 15 (155 g, 3.50 mmo) an TI-IF 

(50 niL) a 0 °C so agregó trifenilfosfina soportada en poliniero (4.95 g, 

10.50 mmoL Argonaut). A esta mezela Se agreó 4-hidroximetil-5-metU-

fl 3)doxo1-2-ona (0.91 g, 700 mmofl, preparada de acuerdo eon ci 

procethmienm de Alepegiani, Syn. Comm., 22(9), 127742 (1992). En 

seguida se agregó thetii azodicarboxilato (0.73 ml, 4,60 mmcl) gota a gola. 

La mezcia resultante se agitô a temperalora de In sala durante 48 horns, Sc 

fjltrO y se !avó con Meal-i y CUd3. El fl}trado Sc coneentró y Se purificO 

pot cromatogrnfla de columna de desteflo (siliec, aceton&CHCI3 10-20%) 

para produdc el derivado de dioxolona 85 (1.38 g, 71%) como in sØlido 

blanco: ’H (400 MHz, d6-DMSO); 6 7.06 (s, 214), 6.00 (d, J 4.0 Hz, IH) 

5.92 (do, J = 6.6, 4.4 Hz, IH), 5.56 (t, J 6.4 Hz, IX), 5.30 (s, 214), 4.38 

(dd, I = 11.6, 3.6 Hz, 111), 4.25 (t, J = 3.6 Hz, 111), 4,10 (q, 1 6.0 Hz, 



U-I), 2.23 is, 311), 2.08 Is, 31-1), 2.07 (s, 311), 2.00 Is, 31-1); MS (4)-ES 

[M-’-F(14 ,n/z 555.3. Ana1iss elemental calculado pan 

C2!HUN4O),SMe2CO: C, 47.06; 8, 4.61; N, 9.35; S, $23. flallado: C, 

4725; Fl, 4.37; N, 9.53; S. 5.52. 

Ejemplo 35: 5-Amino-7-(5-meti!-2-oxo-[ldioxol-4-ilmetod)-3-p-D-

ribofuranosil-8azolo[4$-d]piriiuidin-2-ona (87) 

0 
HVJ 

Rd mi 
Paso 1: Preparacidn de 5-Amino- 7-(5-metÜ-2-oxo-[f,3)dioxoI-4-iImetoxfl-

3-(2 3 5 -tris-O-trietllsikmil-fi-D-ribofuranosel)-tiazoio[4, 5-dJpiyimidin-2-

ono (86) 

O02761 En una %nanera similar a Ejemplo 34, compuesto 86 Se preparO 

de 80  4-hidroximetil-5-metil41 ,Jldioxol-2-ona coma an solido blanco en 

45% de rendliniento: fl NMR (400 MHz, CuC3) 6 6.06 (cI, I 6,0 Hz, 

11), 5.21 (dii,] 6.0, 4.8 Hz, IH), 5.18 (d, J 3.2 Hz, 2H), 4.94 (br s, 

28), 4.38 (dd, I = 4,8, 2.8 Hz, lI-I), 4.00(in, H), 3.79 (dd, J 11.2, 8.0 

Hz, 8), 3.69 (dd, J 108, 5.2 Hz, 311), 223 (a, 311), 1.02 It, J SM Hz, 

31-i), 0,96 it, J 7,6 Hz, 311). 0.89 (t, I 9.4 Hz, 311)0.70 (q, 1 = 7.6 Hz, 

li-i), 0.61 (q, 1 8.0 He, 211), 053 (m, 211); IM-.-Hr 773.5. 

Paso 2: Freparación c/ti 5-Amino--7-(5-metil-2-oxo-[i,3J dioxo14-iimetoxQ-

3-J3-fl-ribojivartosil-ticzcio[4,5-d]pfrimidin-2-ona (87) 

1002771 En mm macjet-a similar a Pasos 3 de Ejemplo 32, el compuesto 

del thulo Se prepaid de 86 comb on solklo b)anco an 89% de rendimiento: 

’H NMR (400 MHz, do-DMSO) 87.03 (bra, 211), 5.90 (ii, .1 5.2 Hz, 111) 

533 (s 21-I), 5.02 (d,J 4.8 Hz, 11-1), 4,83 (qI 5.6 Hz, 1%-I), 4.71 (t,J 



6.0 Hz, iN), 4.14 (q, J 5.2 Hz, Il-I), 3.80 (q, 1 = 4,8 He, )N), 3.62 (UI, 

IN), 3.47 (rn )H), 2.27 (s, 311); EM+H1 429,2. 

jinjo36: 5-Amilio-3-P-D-rthofuranosil-3H-tizoIo-14,$-dl pirimidin. 

2-ona (90) 

Paso 2: PeparaclØn de 5-Amino-7-tioxo-3-(235 -rri-O-acetil-fi-D-

r6ofirQnosil)-tiarala[45-dJp/rimidin-2ona (88) 
W 1002781 A una soluciOn de 75 (1 g, 2.26 mmol) on piddina (50 mL) Se 

agregO a temperatura de Is sala PS, (2,13 g, 4.79 mmo). La solución Se 

him refluir suavemcnte (temperatura de( baæo 130-140 C) durante 29 

burns. La mezcla de reacci&i se cvaporó a sequedad in vacuo. El exeeso 

de P2Ss se descompuso medante Is adthon de 1420 (40 mL) a 60 °C. La 

mazda se agitA durante I here a  6 °C y luego se enfiio a temperatura de is 

sala. La mezcla Se extrajo eon CHCI3 (3 x 40 mL). Is capa orgânica secada 

(Mg804) se evaporO para producir on jarabe, at coal se purificó por 

cromatogratia de coh4mna de dest&Io (Mice, acetonaICHCi 50N) para 

producir 093 g (90%) de 88 wIno on sdlido amarWo: ’H (400 MHz, d-

OMSO) o 12.50 is, Il-I), 7.3S (br s, 211), 5.89 (m, 2H), 5.51 (t, 1 6.4 He, 

IH), 4.36 bid, 1= 12.0, 4.0 He, IN), 4.24 (m, 11-1), 410 (q, J= 6.0 Hz, IN), 

2.01 (s, 31-1), 2.06 (s, SN), 2.02 (s, 31-1); MS (*)-ES IM*11)4 in/z 459.3. 

Paso 2: PreparaciOn de 

3/1-tiara/a [4,S-d]pirimidin-2-ona (89) 

1002791 Una suspension de niquel Raneyfi 2800 (3 big spatula, pre- 

lavado con H20, MeOR y acctona) on acetona (50 mL) Sc agitó a refiujo 

durante I hors. A continuaeión Sc agregØ Eriacetato 88 (0.93 g, 2.03 rnmo() 

a la anterior suspension a refli3o. La mezcla Sc agitØ durnte 5 minutos, se 

enfrio a temperatut de )a sala durante 30 minutes, La reaccôn Sc 



atemperó haciendo burbujear H2S (g) en In mezela durante 2 horns. La 

mezcla resuitante Se fuItró a travØs de una cotta amohadiIIa de CeItafi y se 

lava con EtOR. El filtrado se concentrO y se purifico pot cromatografla de 

columna de desteilo (silice, MeOWCHC)3 1-2%) pain producir 0.52 g 

(600/9) de 89 como an sôlido blanco nip 121-123 °C; II (400 MHz, d5-

DMSO) 6 8.38 (s, 113), 693 (S. 211), 6.03 (ci, J =3.6 liz, II), 5.93 (cid .) 

6.4, 3.6 Hz, IN), 5.58 (t, 1 6.0 Hz, In), 4.38 (dd, J== 116, 3.6 Hz, (H), 

4.26 (in, 1H), 4.11 (, .1 = 6.0 Hz, )II), 2.08 (s, 31-I), 2.07 (s, 3Ff) 2.00 (s, 

Ml); Ms (4-)-}3S (M+HS rn/z 427.2. AnÆflsis elemental calculado para 

C16N8N0S’0,5 C1I,OH0.25 1420: C, 44,34; Ft 4.62; N, 12.54; S 717, 

Hailado: C, 44.54; H, 4.88; N, 1216; S. 7.17. 

4 Paso 3: Ereparación a 5-Amino-3-f3-D-ribofuranosi(-311-tiazolo(4,5-

d1pirimidin-2-ona (90) 

100289 A una solucLOri de 89(0.52 g, 1.22 mm&) an MeOH (20 mL) 

se agregO K2CO3 (25 mg, 0.18 inmol). La reacción Se agitô a temperatura 

de ia sala de no dia para otro, luego Se neutralith con AcOl-! (21 iL, 0.36 

mmcl). La mezcla resultante se agitó a lemperatura de Is sala durante 30 

mnutos mas, se concentrO, y Se trituró con H20 (2 in)) para producfr 0.33 g 

de cornpuesw 90 (89/o) como ncr sólido banco: nip 220 ec (Dcc); 11 (401) 

MHz, c4-DMSO) S 8.34 (s, IN), 6.85 (s, 214), 5.90 (d, 1 4.8 Hz, I H), 5.31 

� (d,J 5.6 liz, If-f), 4.98 (d,J =5.6 Hz, Ill), 48! (q, J 5.2 Hz, IH), 4.67 

(I, 6.0 Hz, IH), 4.11 (q, J = 5.2 Hz, I -), 3.77 (dd, .J 0.8,4.8Hz, I f-), 

3.58 (m, MAX 3.44 (m, IM); MS (4)-ES (M--Hr ,n/z 301.1. AnªJisis 

eIementa calculado para C.10H,2N4OS0.3 H2O: C, 39.29; 14, 4.15; N, 

18.33;S 10,49. Hallado: C, 39.5!; H, 418; N, 17.95; S, 10.27. 

Eemplo 37: 5-Amino-3-(V,3’-d=aaeetfl-fl-D-ribofurnosil)-3ft-

tiazoIo4,jpirimidiu2-on (93) 



H NXX 

Paso 7: Preparación de 5-4rnino-3-(3-04erc-butii-duneasi/cxnil-fl-D-

ribo/uranosU)-3il.1iazoio(45-d]pfrimi4in-2-ona (91) 

10028i I A una so(ucion de 90 (0.68 g, 2.28 cnmol) en DMF (SO mL) se 

agregO imidawl (0.54 S, 7.93 mmol) y tere-butildimetilsilil cIon4ro (0.68 g, 

4,56 mmo) en forma consecutiva. La mezcla tie reacción Se agitó a 

temperatura de la sala durante 2 horas, porno en el cuaS Se concentró y Sc 

pudflco per cromatogratia de eoumna de destello (silke, MeOH/CHCI3; 

radiente - 5-20%) para produch 0.49 g (52%) 91 como on solido blanco: 

H (400 MHz, d6-DMSO) 5 8,33 (s, Uft, 6.87 (s, 2H), 5.90 (d, J t40 Hz, 

IN) 5.33 (d, i 5.6 Hz, 111), 5.00 (d, J = 5.2 Hz, Il-I), 4.79 (q,i - 5.2 Hz, 

[H), 4.16 (q, J 5.2 Hz, IN), 3.77 (m, 21:1)> 3,64 (dd, J 12.0, 7.2 Hz, IN), 

084 (s, 9Ff), 0.00 (s, 6H); MS (+)-ES [M-4-14Y m/z 415.4. 

Paso 2: .Preporación de 5m4minoS(2c3LdtOact3til, 5’-O-terc-butil-

dirnc’ti/silanll-/3-D-rThofuranosi-3H-tiazo!o[4,5-d]pirtrnidin-2-cna (92) 

1002821 A twa soIuciôn de 9) (0.20 g, 0.48 mniol) en acetonitrilo (5 

mL) a 0 °C se agregó sucesivarnente Et3N (0.26 mL, 1.86 mmot) y Ac,O 

(91 gL, 0.96 mmol). La mezcla de reacción Se agitó a temperatura de la 

saja durante 24 horns, tras Jo coal Østa Sc concentró y Sc pwifieô per 

cromatografia de cownna de desteflo (slice, gradiente acetona/CUCh 5-

10%) para producir 0.22 g (92%) de 92 como on solido bIanco II (400 

MHz, L4-VMSO) ö 8.36 (s, Ill), 6.90 (s, 211)6.00 (m, 21-), 5.57(t) 6.0 

Hz, I H), 4.07 (q, J 5.2 Hz, )N), 3.77 (m, 211), 2.07 (s, 311), 2.06 (s, 314), 

0.83 (s, 914), 0.00 (d, 1 = 2.4 liz, oH); MS (+)-ES [M+HJ m/2 499.5, Paso 

3: Preçxuación de 5-Amino-3-(2ç3-di-U-oce&-fl-D-rthofuranosiI)-3B-

tiazoio(4,5-dJptr(rnidin-2-cna (93) 

00283) A una solución de 92 (0.22 g, 0,44 mrnol) en THF (5 mL) en 



una ampol1a pÆstka se agrego HF/piridina (0.70 mL). La reacción Se agiEo 

durante 2 hcras, so concentrO y Sc purifico per cromatografia <Ic columns <Ic 

destello (s(lice, gradiente MeOWCHCh - 5-10%) para producir 0.17 g 

(100%) del compuesto del tItu)o eomo un solido Nance: mp 109-111 Q; ’K 

(400 ME-fz, d6-DMSO) 8.37(s, 211)6.91 (s, 211), 600 (m, 2H), 5.48 (t, f 

6.0 Hz, tH), 4.91 (t, .J = 6.0 Hz, 111)4.04 (dO,.! = 10.4 6.0 Hz, Il-i), 

3.64 (m, IN), 3.52 (m, li-I), 2.08 (s, 311)2.05 (s, 3H); MS (+)-ES EM+HJ* 

m/z 385.3. AnÆliss elemental caiculado para C,41-116N407S0.5 CH30I-1-0.2 

C.HC1,: C, 41,6b H. 432; N, 13.21; S 7.56: Haflado: C, 41,73 11, 4.29; N 

2.86; S, 733, 

&i2o38: Etil ester de icido 12-etoximetil-I-(2-hidroxi-2-metiu 

propi fl.l H-i nüdazo [4$-c) q ninoIin-4-iI) -carbØmico (39) 

OH 

(Jt 
Paso I: Preparoc(dn de etd ester de 4cMo [2-eroximetil-J-(2-hidroxi-2-

netil-propil)-IH-imidazo[4,5-c]qu/nohn-4-il]-ecvhómico (39) 

1002841 En ma manera simi1& a paso I de Ejemplo 8, excepto que se 

sustituyó MeOF! come el disolvente, so preparb ci compuesto del tItulo de 

I -(4-amino-2-ctoximctii-imidazo(4,5-c}quno)n- I -i))-2 -meti -propan-2-ol 

(38) (preparado de acuerdo con & procedirniento divulgado en In 

Publication Intemacional No. WO 94117043) y detil phucarbonato come 

un acete en 39% <Ic rendimiento: I-I NMK (400 MHz, CDCI3) 38.36 (<I, J= 

8.0 Hz, 12-1), 8.05 (d, J 8.0 Hz, i H), 7.70 (1, J 7.2 Hz, IH), 7.61 (t, J= 

8.0 Hz, 11), 4.96 (br s, 211)4.80 (s, 21-), 4.39 (q, fr 7.2 Hz, 211)3.62 (q, 

.J 7.2 Hz, 211), 2.40 (t, i 7.2 Hz, 311), 1.36 (br s, 611), 1.24 (E, J 6.8 Hz, 

314); MS (+)-ES [M+Hf 387.4 ,n/z. 

6.4 Efecto Enmascarado it Ins ProfÆrmaoos de Lj apdo TL97 



(002851 Un experi.mento tipico usaria edlutas notlonucleares do sangre !’ 

perifØrica hurnana (PBMC), ais)adas de an donante sano, y se pusieron en 

pocilios replicados pam culUvo do cØuIas (’replicate cell culture wells"); 

tipicamente, 2x104 a SxtUb se potion on code pcidlllo. Las PBMC. se incuban 

an Ia ausoocia do compuestos do prueba a 37 °C en una atmosfera 

hurnidiflcada quo contene 5% CO2 durante 24 hens para perinitir Is 

estabilizacidn de Ins condiciones do cult3vo y, luego, se agregan isatoribina 

100 mieromolar, el ligando TLR7 y on eorrespondiente profÆrmaco de 

igando TLR7 a pacifies separados que contienon PBMC dot msmo 

donanto; so induyen controles no tratados. Las concentraciones do ligande 

TLR7 y ci profÆnnaco do ligando TLR7 pueden variarse para adaptor ci 

5 experimento particular y, en seguida, los cuftivos PI3MC so incuban a 37 OC 

on una atmósfera humidificada quo contiene 5% CO2 duraute on peilodo do 

tempo quo va desde dos hams a 48 horas. Durante Is inciibacimi so toman 

muestras del media sobrenadazne del cukivo do cØ1uas. Estas se analizan 

en cuanto a to  produccion do citocina mediocre ELISA. Adicionalmente, 

puede onalizarse mediante LC-MS In cantidad do ligando TLR7 y 

profªrmaco do  figando TLR7 que queda in  final do Is incubacimi. La 

producción do ekocina so caicuia  on relaciôn con is produccion on ci 

control isatoribina, uego de to sustracciOn do In producciOn do citocina en 

SOS coniroles sin tratar. Los resuitados do citoolna so coniparan pan 

detorminar Is masnitud on quo ci ligando TLR7 es mØs acdvo quo e 

correspandiente profÆ,maco do ligando TLR7. 

002861 For consiguente, si ci hgando ILk7 genera mÆs interferOn u 

(una citocina convenientemen(e cuantificada) quo el correspondiente 

profarmaco do ligando TLR7 luego do one duración similar do exposición y 

concentración, ci profÆrrnaco de ligando aR7 puefe considerarso 

profärmaco de Uganda TLR7 ’cnmascarado. La magnitud do reducciOrs on 

a produccion do citocina, que constituye "enmascaramiento, puede 5cr tan 

baja con,o can reducción del 25% on relacidri can ci TLR precursor, puesto 

quo esto produckia an incremento correspondiente on is dosis administrada 

para on nivel dodo do toierabiiklad. 
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[002871 Tablas 9 14 pwporcionan datos que i]ustran quo pueden 
L 

cnmascararse igandos TLR7 de multiples closes quimicas. Los ejemplos 

indicados demuestran on enmascaramiento sustanelal on relacOn con ci 

ligando de TLR precursor. Las sustituciones quimcas senaiadas son 

ejemplares y, en ninguna fom,a, resthctivas de In invencion, puesto quo 

sustitucones qumicas adicionales pueden exhibit igualmente 

enmascaramiento y se contempian on (a invenciOn. El enmascaramrento 

puede lograrse medicate In introduccidn do sustituciones on all Thargen de 

ubicaciones on ctaiquer lgando TLR7 y, como Se indica, puede 

ncorporarse en urn variedad de enlazamientos quimicos. Sc observarÆ que 

la sustituciôn y enlazamiento preferidos pueden variar pam ditbrentes 

ligandos TLR7 precursores, 

T*i 9: EJm)acaramientodeProfÆnnacosdeIsatoribina 

MojØcnla Cantidad de INPu on relacion 
precursora 

y 

sus Co,npuesto No. con la inducida pot 
pnaThrmacos isatoribina a lOU MM, % 

MolØcula precLIrwa 21 100 
Isatoribina 
flutàrmco: 24 
Ester de 

anuriOacklo 

Profrmaco 93 o 
Most 

Profrmacc: 77 0 
6-Etox 

Protmaco; 79 0 
6-Me to xi 
PtoirmacG: 84 0 
Amina 

Profrt,iace: 82 0 
Aminal 

ProMnirnco 85 0 
Dioxolenona 

1002881 La propiedad enmascarada de los profarmacos de isatoribina 

puede demostrarse on on analisis PBMC. Los ,suItados del anàflsis PBMC 



* 

(labIa 9) indican 3a vanldad de INFu liberado luego de to exposicwn del 

coinpuesto precursor y sus profÆnnacos durante B horas (val-satoribina, 24) 

o 24 horns (otros profinnacos) a Is concentración hujelal de IOU pM. La 

cantidad del INFrx iberado se norrnaiizó a la inducida per 100 PM de 

sotoribina a 100 pM en el mismo donante de sangre con el mismo tempo 

de exposkióir 

ThbIa 0: Enmascaramjento de Profarmacos de Loxoribina 

Molecula 
precnrsora 

’ 

susisatoribina profÆrmacos 

Compuesto No. 
Cmitidad de INFu en rejacion 

con a nducida por 
alOO pM, Ye 

MoJa} 17 50 

I oxori b na 
Profartrrno: 45 0 
6-EIox 

ProfÆrmaco; 43 0 
Deoxi 

…oInaco; 68 0 
V&iI ester 

(002891 La propiedad enmascarada de Ins profannacos de Ioxorbina 
* puede demostrarse en on anÆliss P8MG. Los resultados del aniisis P8MG 

(Tabla 10) niuestran In cantidad de INFa flberado luego de Ia exposiciOn 

del compuesto precursor y sus profârmac.os durante 24 horas a a 

concentraciOn inicial IOU MM. La cantIdad del INFa Siberado se normalith a 

)a inducida por 100 pM de isotoribina a 100 pM on a) mismo donante de 

sangre cone) misn,o tiempo de exposición, 

TaMp II: Enmasra,niento tie ProfÆrmaeos tie Imipuimod 



Molôcula Can(idad de INFa on relwibn precunolt 
y Compuestc, No, con a inducida pot 

SUS 

pro farmacos satoribina a lOG pM. % 

31 100 

I in qui mod 
Prlmaco1 34 

Perrti 
carbamato 
Profârm&o, 50 0 

Ed] carbamalo 

Resullados de dos experimentos con ties donantes diterentes 

002901 La propiedad enmascarada de los profÆrtnacos de indqumnDil 

� puede demostrarse en Un analisis PBMC. Los resultados del anØlisis PJ3MC 

(Tobin 11) muestran la cantidad de INFa liberado luogo de a exposciAn del 

compuesto precursor y sus profkmacos durante 24 horas a a concentration 

uncial 100 pM. La cantidad del INF’u liberado se normalzO a Ia inducida 

por 100 pM de isatoribina a 00 pM on el miarno donanle de sanwe con ci 

mismo tiempo de exposición. 

Tab(a(2:EnmascarmniertodeProfârmacs de Pquirpod 

MoIcu!a Teantidad do INLFu en relacion 
precursora 3 Compuesto No. con la inducida por 

sussaiorihina a 100pM. % 
pivIârmwos 

Moecuf a 39 95 
@ 

I pM 
precut SO a: 

Resiquimod 

Profrmac’E 38 9 4 loo Pm 
ELi! carbamato  

1002911 La propiedad enmascarada de los profÆrmacos de resiquirnod 

puede demostrarse on on anMisis PBMC. Los resultados del ardlisis PE3MC 

(Tabja 2) muestran )a cantidad de INErt liberado luego de Is eq,osc}ón 

del compucszo precursor y sus profarmacos durante 24 horas a las 



concentraciones iniciales del 6 tOO gM. La cantdad del NFa liberado 

normaiizó a la inducida por ZOO pM de isatotibina a 100 pM en et mismo 

donante de sangre con ci nIsmo tiempo de exposidØn. 

Tobin 13: £nmascaranp to de Prollemacos de Broagwrdna 

MolØcula 
precursors 

y 

sus 
profÆmiaoos 

Cantidad de INFa en reaeion 
Compuesto No, con a induvida pox 

isatoribüia a  100#M, % 

MolØcula precursora: 35 22 
Bropiri m na 

Prolwmaeo: 48 0 
Dcox 

Proftnnaco, 37 0 
IEoxi 

Proirx.iacc: 36 0 
NO carbamato 

Profnnaco: 49 o 
Ilentil 

carbamato  

fOO292 La propiedad enmascarada de profarmacos de bropirimina 

puede demostrarse en on anàlisis PBMC. Los resultados de( anälisis  PBMC 

(Tabla 13) cnucstran )a canlidad de D4fa liberado luego de ía exposicidn 

del compuesto precursor y sus profarmacos durante 24 horas a a 

concentraciOn nicia) de 100 p.M. La cantidad del ENFu Uberado se 

so normalize ala inducida por 100 pM de isatoribina a 100 pM en el rnsmo 

donante do sangre cone) inismo tiempo de exposieión. 

Table l4:Enrnascaraminjode Ins nsosdeAdenjna 

Moicuia Cantidad de lNPa en relacion 
precursora 

y Compuesto No. con Is inducida por 
Susiatorbna a 100 pM, % profÆmrncos  

Molecula 29 128 @0.1 pM 
precursolu 



ProfÆmixo: 
Metoxi 
of,maco 64 0 

@ i 

pM 
l3toxi 

Profnnaco 62 0@0IMM 
Deox 

Profarmaco: 51 is @ 32 pM 
EtI carhamato 

54 iSfi 10 pM 
Penti[ 

earbamato 

1002931 La prnpiedad enmascarada do Jos profhrmacos de adenina 

puede demostnrse on an anÆlsis P8MG. Los resuitados del anªi[sis PIMC 

(labIa 14) muestran Is cantidad do INFo liberado luego de Is exposicion del 

compuesto precursor y sus profÆnnaeos durante 24 horas a concentraciones 

iniciales difercntes espectheadas en ]a tabla. La cantidad del INFu liberado 

se normaUzO a Is inducida pot 100 pM de isatoribina a 100 pM on el mismo 

donante de sangre cone! misrno tie.mpo de exposiclØn. 

1002941 Los proIarmacos do lgando TLR7 pueden evaluarse asimismo 

in vifro con respecto a an conversion an ci ligando TLR7 precunor activo. 

Esta puede medhse medIanle incubacion del profarmaco on sangre, plasma, 

o on an cultivo celular de hepatocitos. A avervalos seleccionados de 

tiempo, so toman muestras parts determinar Is cantidad de profÆrrnaco 

restante y Is canlIdad Ic iigando TLR7 producida. Tales detertninaciones 

* se bacon fÆcilmerne con el empleo de herramientas anaRticas conocidas an 

ci one tales comm LC-MS. La deterininaciôn tie is  magnitud do conversion 

do Un profÆrmac.o de ligando TLR7 en ci tigando TLR7 precursor es âtl on 

Ia inter reacOn de Ins datos en donde ci enmaseararniento es evidento en 

üempos was corms, porn disminuye luego de incubaciones prolongadas en 

el ana}isis PBMC descrito aqui. La velocidad tie conversion del profarmaco 

on & ligando TLR7 puede determinarse pars garantizar quo too resultados 

do thlocIna surgen predominantemente de ia exposición at profdrrnaco mM 

quo tie Is exposiciAn al ligando TLR7 generado pot Is rÆpda conversion do) 

profàrmaco bajo Ins condiciones del experimento. 

65.1 mentaciOnjjoIógicae frofirmacosdeLgoLR7 



El 
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Ora)1ncxemept4a yEfectos 

Colaterales Disminuidos 

Disponibilidad Oral 

[002951 La biothspothbffldad mejorada de Ins profÆrmacos de ligando 

TLR7 puede vaiorarse realizando estudios in vivo. En tales experimentos, 

lea profªrmacos candidatos Se administran pot via oral a ratoncs, ratas, 

monos, y/o perms, y se toinan muestras de sangre en intervalos 

seleccionados. Las muestras de sangre Sc analizan en cuanto at profÆrmaco 

y a! ligando TLR7 deseado. Maestros adicionales do sangre 0 del higado 

panders analizarse con respects a is presencia de interferones y otras 

cftocinas quo indican in activacion funcional de Is ruta TLR7 in vivo. 

Candidates deseados demostrarân una expOsicdn sanguiflea a piofarmaco 

y demostraMn igualmente one exposiciOn sanguinea a! uganda TLR7 

deseado de &rededor de 30% a 99% de Is dosis aplicada, medida en una 

base molar. 

1002961 Un ejemplo representativo es el resultado oblenido con el 

profarinaco do ligando TLR7 vahisatoribina (24), el coal Sc describe a 

continuaciOn en ci ratØn y el peno generando eantidades significativas del 

ligando TLR7 precursor isatoribina (21) en Is sangre. VØase Solicitud do 

Patente de[as Estados Uthdos No. 10/305,061 (incorporada aqul pot 

referencia on so totalidad). 

0 

KM 

H2N N N H2N 

HOJ 
- 142N 

Hd tJH Hd bH 

21 24 

Concentraciones de Interferon a (Mu-lFN-u on Ratones 

1002971 El ratón normal proporciona un sistema ,til para la evaluaciAn 

del grado en el coal las invenciones descritas aqul aportan on meora 



imponte on Is adminstraciOn oral de 21 (isatoribina). No solo Sc pued 

medir In concentraconcs on ci plasma de Is isawribina provenientes de Is 

administration oral de dicho proThrmaoo(s), Mno que ademÆs Is extensiva 

investigatiOn inmunuaria realizada on & ratOn be proporconado reactivos 

apropiados para cuantificar Ins niveles de interferon a, una citocina tie 

interØs que refleja one de las actividades bioOgicas deseadas de Is  

satorib i na. 

1002981 Hemos usado ci sistema merino on one seæe de experimentos 

quo demuestran que 24, el ester de S-valina tie 21 (vth-isatoribina) produce 

una respuesla del interferOn sustancialmente mejorada some Is resuuante de 

Is admthistración tie isatoribina en si misma. 

� 
(002994 Table 15 registra los resuhados de on anÆlisis paw detectar is 

presencia de interferon a murino an ci plasma de ratones que Se recibierort 

dos veces dosis de isatoæbina, formulada en bicarbonato, en an nivel ic 50 

mg/kg por a via oral. Es evidento quo no podia medirse interferOn incluso 

Si Is dosis se repetia luego tie an intervalo tic cuatro horas. 

labIa 15: ConcentraciOn de Interferon a (Mu-IFN-&) on el Plasma (ngI 

on  tue ode Des p2sis Orales de 50 mLka tie IsatDribinar an 

Intervalo tie 4 Horas 

Tiempo, Ii Valor Individual Media SD 

S

 

Primers Dosis 

0.00 SQL’° BQL’2’ SQL’° 000 0.00 

003 SQL2’ SQL25"BQ050.00 0.00 
DOS SQL15BQ05SQL’ 0.00 0.00 

0.25 3QCO SQL 25 aQL2’ 000 0.00 
0.50 RQL2’ SQ05 SQL13 0.00 0.00 

IOU SQL21 9QL25 SQL25 0.00 0.00 

1.5u BQLIOU SQL" SQl 25 000 0.00 
2.00 SQL" SQL’5 BQL" 000 0,00 

300 SQL2’ SQL 2’ SQL" 0.00 0.00 

4.00 SQL 1’ SQL" SQL2’ 0.00 0,00 



Segi,nda Dosis 

4.03 SQ05 SQL2’ SQL2’ 0.00 0.00 
4.08 SQL15 8QL25

 
13QL25 0.00 0.00 

4.25 SQL15 SQL25 SQL 1’ 0.00 0.00 
4.50 BQL’° RQL37’5 SQL° 0.00 0.00 
Silo BQL’° 13QL5U BQL3° 0.00 0.00 
5.50 BQL775 SQL37" 13QL375 0,00 0,00 
6.00 BQL50 BQL4L3 8Q07’ 0.00 0.00 

’1.00 BQL5° RQL’ SQL50 0.00 0,00 
8.00 SQL’° SQL2’ SQL’’ GOt) 0.00 

Por debajo del Limite Cuantificado EIevBdo u pg/mL. BQL - 

1003001 labIa lb registra los resultados de analisis pan determinar 

interferon a murino an ci plasma de ratones qua recibieror, primero una 

dosis de bcarbonato y luego, cuatro horns mds tarde, soles adn,inislrô una 

dosis orai de isatoribina, tbnnulada an bicarbonate, an on nivel de mg/kg. 

Sc din cuenta do interferon on el plasma de cuatro ratones, incluidos dos 

que babian re.cihido In dosis de vehiculo bicarbonato. Todos(as valores 

relacionados an este experimento fueron bajos, y Ins nivelos informados dc 

interferon no fueron presentados consistonteniente para lodes los ties 

ratones evaluados en cada punlo de tempo, sugiriendo one estas seales 

pueden set artefzc.los provenientes de Is medicion cerca de los Ifinites 

inferiores del analisis. 

Tabla 16: ConcentraciOn de Interferon ct (Mu-flFN-o1dEasma (ngJmL 

Un Dois_ ti hicolo unaDoisds 50 rng&wt 

lsatonbina4Homsma’st&de 

Tempo, h Valor Individual Media SO 

OMO HQL BQL" BQL’ 0.00 0.00 

0.03 SQL’° 13Q0 BQL" 0.00 0.00 
0,08 SQL’° SQL ’° SQL’° 0.00 0.00 
0.25 BQL’° BQIY’ SQL’° 0,013 0,00 

0.50 BQLSU 8QL50 BQL’° 0.00 0.00 

1.00 BQIY’ 13QL50 BQL’°° 0,00 0,00 

1.50 SQL’° I3QL100 SQL’° 0.00 0,00 
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2.00 34.9 BQL7’ SQL25 11.6 20,15 
3.00 SQL" SQ05 0.00 0,00 

400 I3QLZS 35.4 BQL’° 11.8 2044 

Segunda Doss 

4.03 SQL25 SQL25 SQI}5 0.00 000 

4,08 SQL!’ BQL BQL 0.00 0.00 
4.25 SQL ’5 13QL25 SQL 25 0.00 0.00 

4,50 SQL’°° SQL15 133.2 44.4 76.90 
5.00 74.9 flQL50NR 37.5 52.96 
5,50 BQ050 BQL BQL2’ 0.00 000 

6.00 SQL25 HQL75 0.00 000 
7,00 SQL’° SQl?’ SQL 0,00 0.00 
8.00 SQL25 SQL25 SQL 25 0,00 (100 

BQL - Por debajo del Ltmie Cuanuficado Elevado C n pg/mL 

NR - No susceptible de inionnarse. 

1003011 Table I7 registra]as resultados de analisis para cleteetar 

interferon it marina on & plasma do ratones a Ina que Sc les administró 

oralmente val-isawribna, disuolta on bic.arbonato, an una dosis que es 

equivaiente a 50 tnglkg de isatoæbina sobre una base molar. Es evidente 

que el interferon Erie Eàdilmente  c.uantifjeahle a 1.0 hora, 1.5 horns, y 2.0 

horas despuØs de to dosifieaciOn. El interferon Sc detectó on todos Ins 

ratones examiriados on in punto do tiempo dado, indicando a conflabilidad 

del efecto luego de ]a adminislracian de In val-isatoribina. For to tanto uria 

sola administraciOn ut vai-isatoribina but superior a Una dosis Union o ma 

dosis repetida do isalonlanot. 

labia 17: ConcentraejAn en el Plasma (pg[mLl do InterferOn a (Mu-IFN-a) 

an Rawnes luego Ic urn Sola Dosis 73.0 mgjctde Val-Isatoribina 

Tiempo. Va’or Individual Media SD 

0.00 I3IäL’ 0,00 0,00 

0.25 SQL SQL SQL 0,00 000 

0.50 I3QL" RQL2’ SQL 0.00 0.00 

0,75 SQL SQL SQL2’ 0,00 0.00 

1.00 173.2 125.1 89,0 129.1 42,24 

1.50 202.9 145.9 294.8 214.5 75.13 
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2.00 49.2 137.9 139.3 108.5 51,33 
t

3.00 8Q0 NR NR 000 0.00 
4.00 BQL2’ 27.6 BQL 9,20 1590 
5.00 SQL 13QL25 SQL2’ 0.00 0.00 

BQL - For debajo del LlmiEecuantirwab)e <12.5 pg/niL 

SQL - Par debajo del limite Cuantificable Ekvado C ii pg/mL 

NR - No susceptible tie ofonnurse 

1003021 Los datos tabulados on Tablas 15, 16, y 17 pueden considerarse 

igualmente desde ci punto de vista de Is inciderocia do los niveles 

cuantificables do interferØn. Sc deteelo interferOn en el plasma de sOlo 4 de 

los 114 usados en los estudios de isatoribina, mientras que 10 do los 30 

ratones dosificados con val-isatoribina tuvieron interferon detectable on so 

plasma. Por consiguiente, ci profÆrmaco aumentO Ia proporcOn de ratones 

que exhibieron una respuesta de interferOn response de 4% a 30 % y a 

magnitud de ambas, ía respuesta promedo y a pitt, so incrementO ci doble 

(100%). 

1003031 En outs expermentos, los nivejes en Cl plasma tie isatoribina e 

interferOn a se midieron en racones quo so habIan dositleaclo con isatoribina 

por via naravenessa, y earns nve1es se compararon con Ins niveles; de 

isatoribina e interferOn u resuitantes luego de Is administracMn oral do val-

isatoribina. Earns datos so recopilan en Figure 1. En esta flgura es 

evidente one los niveles de interferOn a, inducidos pot val-isatoribina oral 

(tIvalisatortI) (con on equivalente molar tIe 50 mg/kg isatoribna), flieron 

similares al do Is isatoribina intravenosa (’isator’) a 25 mg/kg. Por 

oonsiguie.nle, Is val-isatoribina oral proporciona niveles de isatoribna e 

interferon que son aproxiroadamente 50% do los observados despus de Is 

administraciOn otravenosa do isertordama en si misma. 

Perm Sabueso 

J003041 Sc investiO el efecto de tin profÆrmaco (val-isatoribina, 24) 

sobre a eposiciOn sistŁmca a isatoribina (21) luego de la administraciOn 

oral a perros sabuesos. La isatoribina so preparO en soluciôn do bicarbonato 

do sodjo. La val-isatoribna y la isatoribina so prepararon como las 



sguientes formulaciones, las cuales so olieron par g&antzar Is 

solubiUdad: 

1003051 Fonnulación I: Isatoribina en soluciôn de bicarbonato de 

sodjo, l y 4 mg/rnL. 

100306 Focmulac}ón 2: Val-isatoribina an solucion sauna tamponada 

con fosfato, 1.62 y 6.48 mg’mL, equivalentes a I y 4 mg/rnL de isatoribina 

seine ma base mo)ar. 

(003071 Cuatro machos y cuatro hembras de perros sabuesos adultos 

con pesos entre 15 a 27 kg y de aproximadamente 1-2 aftos de edad so 

usaron a) comienzo del estiudlo. Los animales se divideron en 2 gropes do 

2 machos y 2 hembras cada limo. El material de prueba so admnistró pot 

� 

seeds gMtrica Ins Dias I y 8, dejando on periodo do repose farmacoiogico 

de I dias entre las admnistmciones. Sc recogieron rnuestras the sangre (2. 

mL) de cads animal previamente a a doss, 15,30 minutes, 1,23,4,6, 8 

10 horns en tubos con heparina de litio luego de cada dosis. H plasma Sc 

congelo a -70 °C hasta  ei anAlisis. Li plasma so analizO con respeeto at 

contenido de isatoribina mediante valoracIOn do 14PLC-MSIMS, 

1003081 Los parÆmetros farmacocinecos pan Is isatoribina resultantes 

de Is isatoribina o val-isawriNna en cada porro se resumen en Tablas 18 y 

19. Las proporciones para loss parÆmetros farmacocineticos que definen a 

concentraeiOn maxima (Cmax) y Is exposición total medida  came ci area 

bajo a eurva tiempo-conoontrathôn (AUC) para ci profannaco y Is  solución 

tie bearbonato con )a doss 50 niglkg se recapitulan en Tabla 20. Pam & 

proännaco 24, el indice Cmax foe 2.98 t 0.695 y ci induce AUC Se 2.32 – 

0.485. Estes resuhados indican que con can dosis de 50 mg/kg, ci 

pwfarrnaco vai-isatoribina proporcionô an  Cmax sustancialmente rods aim 

y ma mayor biodisponibilidad que Is isatoribina en soluciôn do 

bicarbonato. - 

003091 Los indices para Cmax y AUC pars ci profarmaco respec.to ala 

solueiôn de bicarbonate pam la dosis de iO mg/kg so resumon en Tabla 21. 

Para & profÆrmaeo, el indice Cmax the 224 – 0.249 y ci mndlee AUC foe 

182 – 0,529. Estos resultados indican quo con Una doss de 10 mg/kg, el 
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� .. (K protÆrmaeo va-.satonbtna proporconô on Umax ms cievado y una mayor 

biodisponibilidad que la isawribina on soluciOn de bicarbonato. 

003I0 Por consiguiente, In concentrac.iones mÆximas de isatoribina 

logradas luego de In dosificación  oral son por Jo moons ci doble, y In 

exposieión sistdmica a  la isatot1bna se incrementa on aproximadamente dos 

veces luego de a adnünistraciOn oral del profarinaco val-isatoribina, 

comparada con ’a isatoribina on si misma, con las dos dosis de 10 y 50 

mg/kg 

labia 18: ParØmetros Fannacocindtkos de la Isatoribina en Perros a los gue 

Se Admirfistro arm Doss do 50 mgLkg 

Dos ficacion 

rorTnwacon Isatoribina Val-

satoribina 

Anima’ No. Dosis, mg&g 

equivalcnl.e molar 

isatonbiria 

50 50 

Peno 3517322 Umax, ag/mi. 3038.7 21741.5 

Imax, Ii 0.50 0.50 

AUC(O-nfl, 52270 330381 

hg h/mL 

1112. h 6.4 2.4 

Pero 3521451 Umax, n&mL 33540 106S2.1 

Teas, h 1.00 1,00 

AUC0-infl. nzh/mL 9422.2 26552.7 

.6 
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Peno 3528707 Cmax, ag/niL S9)5.3 20340.6 4 
Tmx, h 0.50 050 

AVC(O-ifJ, ngh’mJ. 29701,7 53277.0 

11 Ii 2.2 2.3 

Perro 3532828 Cnmx. ng/mL 6134.7 159879 

Tinax, Ii 0.50 0.50 

AUC(o-inf). nghlrnL 12069.7 329S7.0 

TL,h 1.4 Lb 

Tabla 19: Parametros Eaimac4jcnØticos do )p isatoribina en Perros a 

se Administro arm Doss de ID mQ/k2 

Perode de 1 2 

Dosi ticaci on 

Fon,iulaciOn lsaturibna - Val-

iratoriNna 

AnimaUQo. Dosis,mgfkg 10 10 

equiva%ente molar 

isatoribina 

Perro 3524323 cmax, ng/mL 4091.3 8594.6 

Umax, h 1.00 0.50 

A13C(0-infl.ngIVmL 3305.8 37166.2 

Tca,h 2.1 33 

Ferro 3526402 C.mox, nz/mL 1859.5 4047.0 

Imax, h 1.00 3.00 

AtJC(0-inO, ngWmL 5774.4 10548.9 

Tu. h 1.6 2-2 

Pci’o 357450 Cmx, ng/mL 1620.3 4228.7 

lena h 0_SO 1.00 

AVC(04I), ngh’mL 4387.3 11159.0 



S 

2.3 

Peno 354708 Cmax, ngfmL 2751.2 5784.8 

imax, h 0.50 0,50 

A15C(0-inf), ng’k1rriL 7522.1 12259.1 

iw, 1 1.6 2.0 

Tabla 20: indice cM Pathmetros FanacocinØticos de la Isatoribina en Pern 

a os gac Se Admnistro una Dosis de 50ngg 

Formulación Isutoribina Vat-

siuoribina 

Animal No. 

PerTo 3517322 Indke Umax 1.00 3,86 

Indice AUC .00 2.7 

Peno 3521451 indice Cmax 1.00 3.38 

ndiec AUC I.W 2.82 

Perm 3528707 indice Cmax 1.00 2.28 

thd,ce AUC 1.00 1.79 

Peno 353282S indice Cmax 1.00 2.61 

Indice AUC I .00 233 

Media indico Cmax $ID 2.98 

SO indice Cmax N/D 0.695 

Media hidico AUC NJD 2.38 

SD indice AUC NO 0.485 

labia 2! _Indice de ParÆmetros FarmacockiØticos ie Ia Isa%orib.ina enperrQs 

alpsgue se AdministrO una Oasis cM 10 mz&g 



* 

rJ 
Formuiacidn Isatorjbb,a val. 

is at o ri F, in a 

Animal No. 

Penn 324523 indict Umax 1.00 2.10 

indice AUC Lon L29 

ftrro 3526402 lnd3ce Umax 1.00 2.8 

ndice AUC .00 2.20 

Fern 3527450 Indice Cmax 1.00 

Indica AUC 1.00 2.54 

Porn, 355708 indico Umax 1.00 2.08 

IndiceAflC .00 1.63 

Media fndice Conan N/fl 2.24 

SD indice Cmax NID 0.249 

Media Indice A1.3C N/I) L82 

SD Indice AUC N/B 0.529 

(0031 I] H profàrmaco val-isatoribina se prefiere por variae ra2ones. 

* Primero, & profÆrmaco so formula fÆcilmente pan pniporcionar una 

elevada proporeióo do agento acdvo. Esto se Iraduce en pequeos tatnanos 

do cªpsula pan one  dosis dada, lo cua) constituye one ventaja pan urx 

producto oral. Segundo, an las dosjs vloradas, la va-isatoribina 

proporciona niveles no e( plasma de isinoæbina quo estan bien dentro del 

margen closeable pan ci efecto biolOgico luego do )a admioistración oral, el 

coal noes ci caso para a isatoribina an si misnia. 

mono non ,o I u 

003121 Dc dos a cuatro monos cynomolgus machos o hembras so 

utilizaron en ei estudio de expermentac.i6n animal. El compuesto d& 
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fo,muIô en apropiado estudio so on veWeulo para admthistracion an mal 

oral o intravewsa, Los veh.iculos usados fijeron tampones acuosos o 

souciones que contenfan Cromophor, Los animales se dosificaron par 

sonda gÆstrica oral o iny000i6n intravenovsa rªpida para cada anIcuo de 

prueba. Se recogieron muesiras de sangre (aproximadamente 0.5 ML) an 

pumas de tiempo predetenninados (usualmeute, pro-dosis, 15, 30, 
y 

45 

minutes 
y 

a ), L5, 2, 25, 3, 4, 8 
y 

24 horas pos-dosis), Sc po&eron an tubes 

que contenian LOTA disodico. Las muestras se pusicron an hIelo h(medo 

uego de a recoieccion, 
y 

se separô el plasma en Ia forma anus rapids 

posibie. Las tnuestras dc plasma se pusieron an alicuotas en tifla sola 

ampolleta, 
y 

se almacenaron congeladas a aproxhnadaniente -20C hasta e 

despacho sabre hielo sew a! patrocinador. Se sumirüstrO alimento 
y 

agoa a 

(as animales aproximadamenle 4 hens despus de la dosis. 

003131 Las ,nuestras do plasma Sc analizaron con respecter a on 

profrtnaco 
y 

on compuesto precursor osando lØtnicas bien conocidas cM 

cuantifjcacon LCMSIMS can instrumentos triple quadrupok, es decir, 

Sciex API3000. Los resuaados de Is cuantiflcaciôn pam el compuesto 

precursor, surninistrado par administracion oral del compuesto precursor 

mismo o par so profÆrmaco adniinstrado oralmente, se utiHzaron para 

calcular los vaores del area-bajo-la-curva (AUC) do[ tiempo care a 24 

hong (P0 AUC0-24h), La comparacion tie los valores AUC, para ci 

compuoslo precursor administrado a a circulac.ión sistØmica, eon ci 

entregado por el pro%nnaco perinitid calculus Is biodisponibi!idad oral 

relative del profarmaco. Vase los rcsutados cousignados on las Tablas 22-

2. Cuando los dams AUC pan compuesto precursor entregado pot e 

compuesto precursor mismo uego de so administración intravenosa 

esthveron disponibies (AUC IV), permitieron caleular Is biodisponibilidad 

oral absolula dividiendo el P0 AUC (0-24h) pan el profªrmaco par a( IV 

AUC (0-24!,) para a molevula precursors. 
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Tpba 2: Biodisoonbilidad Oral do In isatorihina y gus Profarmacos en 

Maims 

I Molecula 
pcecursora y 

Rug 

profannaco 

estructun 

1 
Biodisponibilidad onil on 

mono cynomolgus. %  

Mckc&a 21 3 

Isatoribina 
hoIAnneo: 24 7-9 
Ester ic 

amnoacido 

PtoIiiivaco: 93 80 
Deoxi 

Promrmaco: 71 28 
ó13toxi 

ProfÆrnmco: 79 21 
64vleto,d 

raco, 84 14 
Amitia 

Profrmaco 82 4 
Amiim 

projirnsco 85 17 
cjioxoleriona 

Prornedjo do mÆhpIes experimentos con difererites doss. 

Tabta 23: Bodisponibilidad_Oral de Ia Loxoribina vsp PtofÆnnaoos en 

Mono 

E3i0&sponibilidad oral en precursoM)’ Compuesto No, 
St’s I I mono cynomolgus. % 

çrec&&ofl: 

Loxorib 
Prottnaco 45 
6-Eto,d 



.1 

PrcMrmeco; 43 13 1 
Deoxi 

Tabla 24: Bodispbflid Oral dcl Emipuimod V us ProfÆrmacos en 

Monos 

Moi óe.0 a 

sus 
protrinacos 

Compuesto Nono 
TBiodi5potnlnll.i&?,d oral enprecursora)’ 

cynogus, % 

MolØcula 31 too 
prCcUrsOra 

Ymiquimod AVC(0-24h) 9,0 

Profarmaco: 34 555 
Pentil AUC(U-24h) 50 

earl, amato 

Prottmaco: 50 234 
Etil earbamato AUC(O-24h) 21.1 

Tnbla 25: Biodisppnibilidad Oral de Ia BrQpjrimhmx!us.ProfÆrmacos en 

Mopos 

Molecula 
preciirsoru 

sus 
prof&rmaco 

Biodisponibilidad oral en 
Cornpuesto No. mono cynomolgus, % 

MolØcula 35 100 
preculsora: 

Bropirimina 

4$ 137*Profannaco 

Deoxi 

Prothinaco: 37 94 
Etoxi 

Pro Mrmaco: 36 33 
FAR carbamato 

Profrmaco: 49 6 
Penlil 

L.carbamaO 



* La biodsponbUidad oral quo supere el 100% puede asociarse con  

diferencias de gØnero, puesto quo el compuesto precursor se estudió en 

norms roaches y e wofªrnmco se estudio en monos hembra& 

labia_26jpthsronibilidpd_Oral de ProfÆrmacos do 4Sna en 

precursora 
y Compuestos No. Biodispoiibilidad oral en 

sus mono cynomolgus, 
% 

profÆrmatos 
Mokoufa 29 46 

precursot 

Prom,ao: 65 13 
Meroxi 

ProfÆrmco, 64 4.6 
Floxi 

62 0.7 
Ijeoxi 

prorÆrn,aco: 54 97 
Pcnæl 

carbamatci 

troinstia 

(003141 Los profÆmiacos do ligando TLRI do la invención demuostran 

asimismo cfectos toxicolOgicos inesperados y reduchios en gran medda y, 

en pardcular, irritabiiidad GI reducida. 

1003151 El tracto gastrointestinal (’GI") este recubierto con tejido 

sustanciaThiente inmunitarlo (por ejempio, parches do Peyer, etc.). Los 

profÆrmacos de igando TLR7 ofi-ecen a perspectiva do enmascarar Is 

estructura active a medida que ci agents pasa a travŁs del tejido linfoide que 

recubre e) inWstino, lo coal debe minimizar In aedvacion tie este tejido y, 

con eflo, reducir In irritabilidad GL 

(003)61 Robins et a!, han demostrado quo a elminaciôn del 5-

hidroxilo de nucleosido de isatoribina suprime In aetividad VØase Robins 

etal., Adv. Enzyme Regut, 29, 97-121 (1989) Sin enlrar en limitaciones 
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teórjcas pathculares, Sc ha planteado Is  hipótess de que ci bloqueo de k 
shio hidroxik par Is sustituciOn de on ester eliininaria anªlogamente to  

actvdad, peru permitiria el transporte an In circulation sistCmica, dondo ci 

ester de valina se descompondria y resuiraria en exposthon a a isatoribina. 

1003171 Haines dcscubierto quo to hipotesis Se continue. Se realizaron 

estudk,s females de toxicologia de isatoribina adnilnistrada per via 

intravenosa, e isatoribina y val-isatoribina, adminstradas par via oral, en 

perros sabuesos. Los resultados toxicolOgicos pan Is isatoribina 

administrada par via oral provienen de on estudio realizado IGN/Nucleic 

Acid Research Institute. 

[003181 tqosotros comparamos an ci pono in toxicologia oral dc 21 y 

24, y Is to,dcologia intravenosa de 21. Observamos que (a toxicologist oral 

de 24 fie mucho asks similar ala intravenosa de 21 cM Is oral do 21. En 

particular, (a toxicologia linnitante cM in dosis cM is oral 3 fie similar an 

natur&eza a lade inlravenosa 21, y ocurriô en exposiciones sanguineas que 

fueron simulates a las observadas luego de is intravenosa 21. En oonlraste, 

to oral 21 tuvo una toxicidad limitante diferente (lesiones gastrointestinales) 

y so to,dcidad as observe con one dosis inferior a is dosis tóxica de 

cua)quera de las dos. intravenosa 21 u oral 24. Igualmerite, se observO 

Ømesis en perros tratados con oral 21 con doss inferiores a la dosis de oral 

24 que resultarori an Ømesis. VØase Table 27. Sc conocen asimismo ones 

sjstemas pars Is evaluaciOn de Is droesis, ta’es coma Cr! hurones, quo 

permiten Is eotnpaxación de  Is admi&stracion oral e intravenosa cM 

eornpuestos. yeast, per ejemplo, Strominger N. eta!,, Brain Res. RuIi 5, 

445451 (2001), 

1003191 En cada case cE compuesto de admthistrO coma una solucion, 

par sends gasthea 0 par infusion intravenosa. Se evaluaron multiples 

parÆmeflOs, come es usual en on estudlo dc toxicologia. fn los estodios 

que proporcionan one exposiciOn poteitcial mfrs she a in isatt,ribina, Is  

concentración plasrnÆtica de la isatoribina Se evalue per an mØtodo LC/MS. 

Los notables resultados GI se calificaron y at enumeran en Tabla 27. 



IAkA 27: E1fectp sobre Ia Tolemncia GlenPenos IUeEO do Ia 

DosifitaclSn de Isatodbna (21)0 Val-Isatoribing (24, Catalogado or 

FxposithônSstØmJçJAUC) a Isatoribina en Estudios de Ioxicok,gfa. 

Chatorc&na Neal intoribinajv Val-Isatorna - 

Oral 

Dosis 

pIkaôa 
equivalenie 

de 
sator{bna 
(mg/l4) 

AUC014 

(gg.hr.ImJ) 

 

Emesis 
0 

ttatera 
fecal 
soeta 

Issiones 
0’ 

a lrritaoión  

 

Ernesis o 
materia 

fecal 
soelta 

 

Lesons 
0’ 

0 irritation 

 

Emejs e 
materia 

fecal 
svell 

 

Lesiones 
01 

IrritaciOn 

 

2.5 n.d Meg, Ne�. 

5 n.d. + Net. 

to n  . 4+ ++ 

8. 11.4 Neg, Neg. 

6  --1-5.6 Neg. Neg. 

2.5 195 Neg. Neg. 

32 313 

Neg. 

Neg, Neg, 

25 42.8 Neg. 

64 71 

-t 
Nag, Neg. 

130 75.3 

- - + 

Neg. 

50 87.8 + Neg,  

-T 260 127 1 Neg. 

390 ISO Nag 

00 _1 - 209 ++ I eg

(003201 Paw ba isatoribina administrada otalmente, los principales 

resultados se relacionaron eon Is tolerabilidad G, modida par nitabilidad 

01. Los signos elinicos anotados en Tabla 27 fueron Ømesis y/o materias 

ceeaes suekas. Estos signos c)thicos fueron mÆs frecuentes en ci grape 10 

mg/kg, y en on animal con esta dosis Se obscrvó una material fetal 

sanguiflolenta. La evaluation histopatolOgica aproximada del Iracto 01 

registró multiples lesiones rojas dispersas en a mucosa intestinal en cuatro 



ME 

de ocho penes con Is dosis do ID mg/kg. Ia coal en ía evaluatiOn 

microscØpica reveó eongestón celular y hemorragia, coma podria 

esperane pars on ptoccso inflamatorio localizado confinuo, Los efectos Cl 

estabiecieron ci NOAEL coma 5 mg’kg. 

0032I1 La isatoribina admthistxada par via ntravenosa result6 on 

Ømesis y/o materias fecales sooltas coma un haliazgo comn en perms; este 

efecto ocurriO con dosis aplicadas sostancialniente inS a(tas que la 

isatoribina administrada ontmentc. No se observaron lesiones en ci tracto 

(ii en la necropsia 0 to evaluación histapowl6gica de los tejidos. La 

tocixidad Cl no afectó el NOAEL, el coal Se estabeció come 125 mg/kg 

sabre Is base lc otros resultados. 

1003221 La val-isatoribina adruinistrada oraimente demostro an perfil 

de toxicologia similar a a isatoribina adrnbistrada par via intravenosa. 

Con dosis aplicadas ma’s alms, se observaron Ømesis y materiales fecaies 

suehas. No Sc detectaron icioncs UI, aunque ete flue Un foco do 

evaluaclón en ci presente estudio. Al igual que pars )a isatoribina 

admthjstrada par via intravenosa, ci NOAEL so estableciO sabre Is base do 

ob-os haflazgos. La corresjxrndencia do in toxicidad obsrvada con las 

exposithones sistmicas de isatoribina es do Sores en este estudio; ci 

umbra S Is AUG de isatoribina pan Ia observación do Ømesis y materias 

ca)es suehas es similar pans Is isatoribina adminisirada pot via 

intravenosa y a val-isatoribina administrada oraimente (labIa 27). 

(003231 Los dales en TaMa 27 indican quo Is val-isatoribina 

administmda oralrnen%e proporciona on pertB mejorado de to.dcidad so&e 

a isatoribina ad,ninistrada oralmente, y son consistentes con a hipOtesis de 

que ci enmascaramiento 9uimCo de hi actividad cM isawribirat Se produce 

sustituyendo quimicarnenhcc on ester en Is posiciOn 5-hi&oxilo del 

nucieOsido. Como Se ilustra en Tablas 9 a 14, es posible enmascarar 

qucrnicamente cualquier ligando TLR7 usando trna variedad de 

sustituyentos. H distho de esta sustiuicidn pam que sea escindible a la 

entrada en ci cuerpo produce Is  exposition sistCmica a Is actividad ÜBI del 

compuesto sin 1a toxicidad Cl limitante, resul(anto do ha esinjetura 



anatómwa  del tracto �1. Como se Rostra en las Tablas 22 a 25, es posible 1?J? 
disear a sustitueiôn qumica en on ligando TLR7 enmasoarado pam que 

sea esc.indibie dcspuºs de la administracion. Per corisiguiente, profiinnaeos 

de lipndo TLR7 enmascarado pueden generarse pan cualquier ligando 

TLR7. Esto permite In adrninstraciOn tie dosis que son sustanc{almente 

rods alms sabre una base molar de Ins; que, de otro modo, serian aceptables, 

con ci .resuitado de ma mayor eficacia y efectos coaterales reducidos, 

cutmdo se comparan con la administració.n del compuesto precursor "no 

enmascarado’ solo. 

6.6 Composin Oral 

1093241 labIa 28 ilustra una fonnulaciOn en boas y una formuación 

un&aria tie dosis simple que contienen 100 mg tie val-isatoribina. 

labia 29: Formulación para una tka de IOU m 

Mate,ial Porcernaje en PesjCaniWad Cantidad(kgflote) 

I Øn/bIeta) I _____ ____ _____ 
vI-isatorhina 40% 

_____ 
I OUbO 12000  

____ 

CeluIosaj53.5% {133.75 26.75 

MicrocristaHna NP 

Surfactante F-6 4.0% t7bo00
 2.00 

Pimonic 
croscannelosa 2.0% 5& 

SOdicu lipo A, NP 
Estearutode 1.25 025 

Magneso, NP  
Total 100.09/0 250.00 mg5000kg 

1003251 Los componentfrs celulosa microcristalina, croscamielosa 

sodim y val-isatoribina se pasan a travØs de on tamiz de tamafio de malls 

30 (airededor tie 430p a airededor de 655i4 I surfactante Pluronic F-

asfi 

(fabricado por JRH Biosciences, Inc. tie Lenexa, KS) so paso a travØs 

de Un tami2 tie taniaflo de maila 420 (aliededor tie ’tSlp a arededor do 



ego 

lO’tlp). El surfactante F-680 Moronic y 0.5 kgs de eroscarmejosa sddica 

Se cal-garon on on mezelador giratorio de dobe casco de 16 qt. y Se 

combinaron durante alrededor de 5 mirwtos. La mezcla so paso )uego a on 

mezelador loratorio de doble casco de 3 ft’ en donde se agrega Ia celulosa 

microcrjstalina y so mezcla durante airededor de 5 minutes. La talidomida 

Be agrega y se mezela durante 25 minutes mÆs. Este pre-mezela se pasa par 

tin compactador de coddles can on molino de martillos unido ala descarga 

� del coinpactador de rodillos y se regresa at mezolador giratorio. La 

croscarmelosa sØdica restante y el estearato de magnesia Sc agregan at 

mezokidor ghatorio y se nlezelan durante airededor de 3 minutes. La 

mezcla final se comprime en one prensa rotatoria con 250 mg por tablets 

(tamano de Into 200.000 tabletas). 
� 6.7 

1003261 Se preparO un concentrado combinando isatoribina y urn 

porciôn de )2.6 kg del tricioromonofluoroinetano on on recipiente seflado 

de acero inoxidable, equipado con un rnezclador de alta cizalladura. El 

proceso de mezclado Se ileva a cabo durante alrededor de 20 minutes. A 

continuacion se prepare to suspensiOn gruesa on ci recipiente sellado, 

combinando at coneentrado can ci resto de los propelentes en on tanque de 

producto a gronel que Se controla par temperatura entre 210 y270C 

presión controlada onto 2.8 a 4.0 BAR. Sc disenan envases aerosoies de 17 

ml con una vÆlvua dosificadora que entrega 100 inhalaciones de ia 

composicion de to invencMn. Coda envase se Ilena con Ins siguientes: 

val-isatoribina 00120 g 

tricloromonofluorometano 1.6960 g 

dklorodifluoromctano 

diciorotetrafluoroetano 1.5 766 g 

Total 7,0000 g 

6.8 CompostcionJntravcn 



1003271 La formulacion intravenosa se prepara reeonstituyendo on ’1 
compuesto de to invenci6n eon Un media Hquido apropiado, Ial como agua 

para inyeeeiOn (WFI) o una soluelOn de dextrosa a 5%. Una concentración 

deseada do ]a formu]aciôn intravenosa puede obtenerse reconstituyendo una 

cantidad apropada de tin compuesto do In invenci6n eon ml volumen 

adecuado de meclio ffquido. (ma COnCenEraCiIjH deseada de In fonnulaciôn 

intravenosa proporciona una cantidad tcrapØuticamente efectiva de an 

compuesto de la invención al paciente, preferibleniente Un mamifero, inns 

preferibiemente an humane, necesitado de la formulaciOn farmaceutica 

intravenosa y mantiene an nivel terapØuticamente efectivo de Un compuesto 

de. Is vivenci6n, on el paciente. La dosis que es terapØuticamente efectva 

dependerÆ de In velocidad a Ia Mal se enirega a fonnuIacOn intravenosa al 

paciente y la concentraciOn de In formu)athón intravenoso. 

[003281 Pot ejemplo, una ampoUa que contiene una composición (pot 

ejemplo, 50 mg de an compuesto de la invenciOn par arupoila) Sc 

reconstituye con una solución de dextrosa at 5% (14 ml de soluciOn de 

dextrosa al 5% pot ampolla) proporcionando Un torn! de 25 mL de solucion. 

La solucion reconstituida se incorpora on una solueión de dextrosa on can 

bolsita de infusOn y qs. (cantidad suficiente) porn SO mL, resultando on 

una solucioo que contonia 1 mg/ml de an compuesto de In invención apta 

pars administracion de infusiØn intravenosa. La concenlración preferida de 

un compuesto de la invenciOn en of media liq&do, on Is bolsita de infijsiOn, 

es de airededor de 0.001 a airededor de 3 mglml, preferibiemente airededor 

de 075 a airededor de I mg/mi. 

1003291 Lo anterior ha demostrado las earacteristicas importantes y 

pertinentes de Is presente inveneiôn. Pueden reaIiarse muchas 

modificaciones y variaciones de In presents invenciôn sin desviarse de an 
espiriw 

y âmbitu, como scrª evidente a las personas de habilidad on ci arte. 

Las incorporaciones especificas descritas aqui Se ofrecen a modo de 

ejemplo Unicamente, y In invenci6n Sc iinlicarÆ tan sob por )os tØrminos de 

las reivindicaciones anexas junto con ci Ætnbito completo de equivaientcs a 

Ins cuales dichas reivindicaciones estÆn autorizadas. 



Lo que se reivindica es: 

Un mØtodo & tratar um infeecion par ci virus de hepatitis C en un 

paciente, que comprende adininistrar at paciente necesitado de cilo una 

eantidad terapØutica o protHÆcticamente efectiva do un iigando TLR7 0 su 

sat, hidrato, 0 estereolsØmero faniacØuticamente aceptable. 

2. Un mØtodo de Iratar una infección per ci virus de hepatitis C en un 

paciente, que comprende administrar at pacente nccesitado do silo was 

cantidad terapØutica u profliÆcticamente efectiva the un ligando TLR7 o su 

83), hidrato, o estereoisOmero fannacuticamente aceptable, en donde el 

� (igando TLR7 Sc seecciona it anâlogos y derivados do guanosina, 

imidazoquinolina, adenina, y pirimidina. 

3. El mØtodo do Is rcivndicacion 2 en donde 0 ligando TLR7 Sc 

selŁcciona the 

a 
0 pI 

FIN NH: 
Rl 

HaN)T H2NIN 

Ho 
H0 

He 
fl d 

S 
la lb Ic 

IN 

h…N Th H,NSt 

HO pSN 

HI bH 

Id I If 

H 

’3’ 
HO 

Ig lb 



an donde: ??Wv 

cada Wes H, o un aquiIo sustituido o no susntuido, a)qoenilo, o alquinilo 

Ins cuales pueden intennunpirse par uno o mÆs beteroÆtoinos 0, S, oN, o on 

arilo sustituido o no sustituido o heteroarflo; 

es H, OH, SH, halo, o no alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o 

alqtânilo,)as cuaJes pueden interrumpirse par uno o mÆs heteroÆtomos 0, 

S. o N, 0 un -O-(afquiio) sustituido o no sustituido, -O-(ariloj, -’0.. 

(heteroarilo), -S-(alquilo), -S--(arilo), -S-(heteroarilo), arilo, o heteroarilo; 

es H, OH, 0 SH, 0 on aiquilo sustituido o no susUtuido, a)quenilo, 

aiquinilo, arilo. heteroarilo, -O-(alquilo), -O-(arilo), -O-(heteroari)o), 4-

(aiquiio), -S-(arilo), -S-(heteroarHo), -NH(alquilo), -NJ-1(arilo), - 

� NH(heteroarilo), -NH(R4)(alquilo), -NH(R4)(arilo), 

-NH(R4)(heteroarilo), on donde R4 es on aiquilo sustituido o no sustituido; 

X es 0 6 S; 

Y es H, halo, OR, OR4, SH, SR4, 0 no aiquilo sustiuido o no sustituido 

arilo; 

Z es H, halo, OH, OR’, SH, 6 SW; 

o so sal, hidrato, metabolito o estereoisómcro fannaceuticamente acepmble 

o mm sal farmacØuticamente aceptable o hdrato de dcho estereoisómero. 

4. 131 mewdo de IS reivindicación 2, en donde el ligando TLR7 Sc 
40 

selecciona de Formula IS, lb, Ic, 14 IS, If, 1g. y Ili, en donde R’ s H o on 

aiquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o a(quinilo; K2 es H, OH, halo, 

O no alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo, o 

-CH2-04alquilo); ft3 es H, OH, o SH, 0 on -O-(alquilo) sustituido o no 

susthuido, -5- (alquilo), o -NH(alqoilo); IX es 0 a S; Y es H, halo, OH, 

OR4, SH, 6 SR’; y Z es H, halo, OR OR4, SF!, o SR. 

5. El m&odo de IS reivindieacion 2, en donde ci ligando TLR7 se 

seleccioria de 



H2N ’N N H214 N 

HO 

wd b4 Nd tH HO bH 

NH2 

NH2 

NNH 

WM2 MH 

N 
CH2OCH2CH3 

N 

6, 131 mØrndo de a reivindicacô,i 2, en doSe el pthenle es humano. 

7. El metodo de la reivindicacidn 2, que comprende ademas 

admhiistrar un exdpiente poftador o veWeulo fan’naceuticamente 

aceptable. 

8. El metodo de In revindieacion 2, que comprende adcmas 

adminstrar tin agente terapeuco adicionai, 

9. LI mºtodo it la reiWndcaeion 8, en doMe ci agente terapØutico 

athciona) es un agente antivirico. 

0. El mØtodo de la rejvjndjcacion 2, en donde la dosis terapØutica 0 

profllÆcticamente efectiva es 000! a 100 mg/kg a! dia. 

IL El metodo de la reivindicaclØn 10, en donS la doS terapØutka o 



profilacticamente efectiva es airededor de 0.01 a 50mg/kg at dia. 

12. El mØtodo de a reivindicacion 11, en donde la dosis terapØudea o 

protilªeticamente efectiva es alrededor de Di a 20 mg/kg at dia. 

3. El mtodo de la reivindicacion 2, en doSe el ligando TLR7 Se 

admnistra por via parenteral. 

14. El mdtodo de to reivindicación 2, en donde 
& 

ligando TLR7 Se 

administra por via intravenosa. 

4 [5. El mtodo de Is reivindicaciOn 2, en donde ci ligando TLR7 Sc 

administra pot via oral. 

16. El mØtodo Ic Is r&vindicacion 2, on donde ci ligando TLR7 se 

administra par via mucosal. 

I IT. Un mØtodo de tratar ma infeccón pore! virus de hepatitis C en on 

I paciente, que comprende administraj  per via oral at paciente, necesitado de 

I eDo, on profarmaco de ligando TLR7 0 so sal, hidrato, o estereoisomero 

farinacØuticamertte aceptable, to donde Is administraeiOn oral del 

I profÆnrtaco de ligando TLR7 logra um concentración plasmÆtka 

I terapEuticamente efectiva del ligando TLR7, reduciendo at mismo tiempo 
I

 

Jos efectos colatera}es indeseabies asoojados con Is administración oral de 

I ligandos TLR7. 

IS, Un metodo de tratar una infección  per ci virus de hepatitis C en on 

paciente, que comprende administrar pot via oral at paciente, necesitado do 

ello, on profÆrmaco de ligando TLR7 enmascarado 0 so sal, hidrato, 0 

estereosomero farmace.uiicaniente aceptable, an donde Is admnistración 

oral del profammco de Ugando TLR7 enmascamdo Iogrn una concentration 

plasmatica terapØutieamente efectiva del ligando TLR7, reduciendo a 



nosmo tiempo los efectos colaterales irideseables asociados con q6f
 Lk 

administracion oral tie los lgandos TLR7. 

19. El mØtodo de la !ivindicadón IS, en donde a) profónnaco de 

ligando TLR7 enmascarado se selecciona the anÆiogos y derivados de 

guanosina, imidazoquinolina, adenina, y pirmkIina. 

20. El mØtodo tie Ia reivindicacioti 19, en donde el profarmaco as (a) 

una fractiOn amida, carbainato, o amidina luego de La conversion de on 

sustituyente amina de ligando TLR7, (b) una fraction ester, carbonato, 

carbamato, Øter, imidato, acetai. aminal, o cetal luego the la conversion do 

on sustituyente alcohol de ligando TLR7, (c) una fraction aceta) o cetal 

luego do )a conversion de im sustituyente ceto de ligando TLR7, (d) una 

fracejØn imidato luego de Ia conversion de on carbonilo tic ligando TLR7 

tie an sustituyontc condo, (e) una fracciOn desoxigenada luego de la 

conversion a0 on sustituyente oxo de ligando ELk7 pirimithna o guanosina, 

0 (i) arnica, 

21. El metodo do Ia reivindicac.iOn 20, en donde ci profØrmaco se 

selecciona do (a) una fractiOn carbamato luego de a conversion tie an 

sustituyente amina do ligando TLR7, (F’) una fraction ester, Øter, 0 aminal 

luego tie la conversion do on sustituyente alcohol tie uganda TLR7, o (a) 

una fracciOn deso,dgenada luogo de )a conversiOn de on sustituyente oxo tie 

ligando ILK? the pirimidina 0 guanosina. 

22. El niØtodo tie la reivindicaciOn IS, en donde el profth-maco del 

ligando TLRI enmascarado se so)ecciona de 
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en donde: 

cada R’ Cs II, o un akjuilo sustituido o no sustituido, alqueni(o, o aiquinilo 

Ins cuales pueden interrumpirse por uno o m6s heteroàtonws 0, S, 0 N, 0 00 

arilo sustituido o no sustituido o heteroarilo; 

es H, OH, SH, halo, a on aiquilo sustituido o no sustituido, alqueni)o, o 

aiquinilo, Ins cuales pueden haonumpirse por urn, o mM heteroatomos 0, 

S o N, 0 on -O-çalquilo) sustituido o no sustituido, -0-(arilo), -0-

(heteroarilo), -S-(alquilo), -S-(arilo), S-(heterogri1o), arilo, o he.teroarilo; 

es 1-!, OH, o SH, 0 on aiquilo sustituido o no sustituido, aiquenilo, 

aiquinilo, arilo, heteroarilo, -0-((quiIo), -0-(arilo),-O-(heteroacik), -5-



(alquio), -S-(anlo), -S-(heteroarilo), -NH(alquilo), -NH(arilo), 

MH(heteroarilo), -NH(R4XaIq&lo), -Nf-f(R4)( rib), o -N}3(R4)(heteroarilo); 

as in olquilo sustituido o no sustituido; 
RN Cs independientemente H, -C(0)(C1.i5alquito), 0 Un grupo aminoÆcido, 

r LJ, racØ:nico -C(0)CHNU2R9; 

Roes H, 

R’ es independientemente H 0 on -C(0)(Cl-I Salqtülo) SLIStitUidO o no 

sustitukic o -C(0)2(CjaiquiIo); 

Rs es ft -OH, -O-(thquilo), -00O2(C11galquilo), -OC(0)(CiiIquiJo), 0 on 

grupo aninoÆcido L-, a D-, racØmico -OC(0)CHN112R’; 

es l- lo on aIquilo susthuido o no sustitudo, C(0)CH(C1.6alquil)NH2 0-

C(0)CH(CI-12-ari))NH2; 

Cs independientemente I-i, Ci4aquiI0, Ci.,a}quenilo, C,7 alquini)o, - 

(CR’’R"),(CcC(o aribo), 

-(CR’ ’R’3)(C3-C1 cicSoalquilo), -(CR’1R’)1(C4-C10 heterociclico), - 

(CR’2R")1, OH, -(CR 2R3)oCO2C1i a thquilo, y 4CR"R’3)20N(R’4)CO2C - 

x alquilo, y SO,(arilo), 

on donde t Cs on entero quo Va de 0 a 6, a menos que Se inclique to contrario, 

y on donde his fracciones &quilo, &quenilo, a!quthilo, rn-Ho, cicioalqulo, y 

hetcrociolko ic los gnpos precedentes SC SuStituyen de manera opc(onal 

con sustituyentes seleccionados independentemente de halo, ciano, thEm, 

trifluorometilo, trifluotometoxi, CrC6 alquibo, C2-C6 aiquenilo. CrC6 

alquinilo, hdroxi, Cj-C6 alcoxi. -NH2, -NH-alquila, -N(atquil)2, -N[4-atijo, - 

N(Mquil)(arilo),-N(aril),, -NHCHO, -Nt-lC(0)!quilo, -NHC(0)arilo, 

N(a( quil )C(0)H, -N(a4u I )C( O)aJ qu So, -N( an I )C( 0)11, - 

N(ari I )C(0)a I q u Jo, -NHCO2aI qui lo, -N (alquil)C O1aquilo, - NHC(0 )NH2, - 

N(aquil)C(0)Nth, -NHC(0)NH-alquilo, -NHC(0) N(aIquiI)2, - 

M(aiquil)C(0)NH-alquilo, N(a)quil)C(0) N(alquil),, -NHS02-alquilo, - 

N(a)quil)S02-alquilo, -C(0)alquilo, -C(0)arlio, -OC(0)a(quilo, - 

OC(0)arilo, -0O2-aiqui(o, -COrarilo, CO2H, -C(0)NH, -C(0)NH-

aiquilo, -C(0)N(alqui))i, -C(0)N1-1-arilo, -C(0)N(aril)2, - 

C(0)N(a)quil)(arilo), -S(0)alquilo, -S(0)anilo, -SO2alquilo, -S01arilo, 



S02NH2, -SO2NH-alquilo. y -SO2N(alqui1)2; IR 
K" es independientemente H, Ci,alqullo, C3-C,ci&oa1juil0, o 

conjuntamente con nitrogono fonna on aniilo heterociclico do 5 6 6 

miembros; 

R 12 y R" son inependientemente H, C14 aiquilo, C2 alquendo, o 

aiquinilo; 

Cs I-i, C14 alquilo, o -C1-]1-arilo; 

XesOóS; 

Y es H, halo, OH, OW, SI-I, SR4, NH,, HR’, N(R4), O Un aiquilo 

sustituido one sustjtujdo o arilo; y 

Z as 8, halo, OR OR4, SR 6 SR’; 

o sat Sal, hidrato, metabolito o estereoisdmero ftirmaeØuticamente aceptab)e 

o una sal fannacutcamente aceptable o hidrato ic dicho estereoisOmero. 

23. El metodo de Is reivindicacidn 22, an donde R’ es H o on 

alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alqunilo; R’ I-], OH, halo, 

0 WI alquilo suslituido o no sustituido, alquenilo, 0 aquinilo, o -CH2-O-

(aiquilo); R3 es ft OH, a SH, 0 UR -O-(alquilo) sustituido o no sustituido, - 

S-(alquilo), o -NH(alquilo); R5 es independiernemenw H, -C(0)(C,. 

galquilo), o on grupo amh,oªcido L-, o D-, racdmico -C(0)CHNH,R, en 

a 

donde S9 es an alquilo no sustituido; R  as H 6 0fte, an donde R1  as 

ndependientemente Ct.6 alquilo, C3.7 aIquenio, C7 aIquini1o, - 

(CR2R’3)(C6-00 ado), -(CR’’R’3X(C4-C.,o heterociclico), y - 

(CR2R13)jN(R’4)CO  ,CI )g alquilo, en donde t es on entero que Va de 0 a4, 

a means que so indique In contrarlo, y en donde )as fraccones aiquilo, 

alquenUo, arilo, y be(erociclico do Ins grupos precedentes se sustituyen de 

manera opciona) con J a 3 sustituyentes seleccionados independientemente 

de halo, China, nitro, trifluorometilo, trifluorometo,d, CI -C6 aquilo, C2-C6 

alquenilo, C2-C6 aiquinilo, hidroxi, C1 -C6 alcoxi, -001-alqui)o, -0O2-aillo, - 

OC(0)alquilo, y -OC(0)aælo, yen donde R’2 yR" son independentemente 

H, C alquilo, 0 C24 alguenilo; y R’4 es El, -CH3, o -CH1C1-13; It’ es 

independientemente 1-10 on -C(0)(CI-laquilo) sustituido one sustituido 



0 -C(0)2(Ci,aiquilo); Rs es H, -OH, -O-(alquilo), -OCO,(Crtgaqui1o), o  

an grupo aniinoÆcido L- 0 D- racØmico oC(o)cHNllzR; X es 0 6 S; Y 

Cs N, halo, OH, Oft4, SH, ó SR4; y Z as 1-1, halo, 014, OR4, Sil, 6 SW. 

24, Fl rnetodo de ’a reivjndjcadOn 18, en donde el profØrmaco de 

ligando TLR7 enmascarado Se sefecciona de 
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25. El iMtodo de Is mivthdicación 18, en donde Is administracón oral 

del profannaco de ilgando TLR7 enmascarado logra mm concentraciOn 

plasrnÆtica efectiva in vivo del Uganda TLR7 que Cs 10% a 50001a de la 

exposkibn efectiva in vivo obtenida luego de administración oral  del 

ligando TLR7 solo. 

26. rn metodo de a reivindicacion IS, en donde a administraciOn anal 

del profarmaco de ligando TLR7 enmascarado logra una concentración 

plasmÆtica efectiva In vivo del ligando TLR7 que es 50% a 200% de a 



exposickin efectiva in v/ny obtenida luego de adn,inistradon oral delPV 

ligando TLR7 solo. 

27. El metodo de Is reivindicación 25, en donde IS administración oral 

del profÆnnaco do ligando TLR7 enmascarado logra una eoncentración 

plasinatica terapØuticamente efectiva del correspondiente ligando TLR7 sin 

causar irritaciôn gastrointestinal. 

28. El mŒtodo de Ia reivindicacion 18, en donde Is administracion oral 

del profarmaco de ligando ILk7 enmascarado reduce Ins efectos 

colateralos indescables on nn paciente, en relaeiôn eon Los efectos 

� colatera1es luego de IS adminstmción oral del ligando TLR7 solo. 

29. El mØtodo de IS reivindicacion 18, on donde Is adrninistracion oral 

del prof.iniiaco de ligando ILk] enmascarado reduce Ins efeetos 

colaterales indeseables en un 50% en tin paciente, en relacion con los 

efectos colaierMes luego tie is administraciôn oral del ligando TLR7 solo. 

30. El metodo de Is reivindicacion 18, en donde el efecto colateral es 

rritabilidad gastrointestinal, 

* 3 L El mºthdo de la reivindicacion 30, en donde irritabilidad es 

hemorragi a. 

32. El metodo de IS reivindicacton 30, en donde irritabilidad son 

(esiones, 

33. El mdtodo de )a reivindicación 30, en donde irritabilidad Cs Ømesis. 

34. El mØtodo de IS reivindkacion 18, en donde el paciente es humano. 

35. El m&odo de la reivindicación IS, que comprende ademªs 



admnistrar on excipiente, portador o vehicuk, farroaccitaicannente 

aceptable. 

36. Fl mØtodo de Ia reivindicación 18, que eornprende ademÆs 

administrar no agenre terapØutico adicional. 

37. El metodo de la reivindicacion 36, en doodo ol agente terapeutico 

adcional Cs an agente anthIrico. 

38. El metodo de la reivindicaciori 18, on donde a doss EerapØutica 0 

proilaetieamente efeetiva es 0.001 a lOOrngJkg aI dia. 

39. Fl metodo de Ia reivindicacion 38, on donde to dosis teraputiea 

profilac.ticamente efeetiva es alre4edor do 0.1 a25 mg/kg at dia. 

40. El mØtodo de to iivindicacibn 39, an donde la dosis terapØutica ci 

profilÆcdcamente efectiva ea alrededor de I a 20 mg/kg at dia. 

41. El metodo de la reivndicación IS, en donde & profarmaco de 

ligando TLR7 enmascarado Sc administra par via parenteral. 

42. El metodo tie Ia reivindicacion 41. on donde ci profÆrmaco de 

igando TLR7 enmascarado se administra por via intravenosa, 

43. rn mØtodo de la reivindicacion 18, an donde e] profAn’naco de 

uganda TLR7 eninasoarado se administra par via oral, 

44. El metodo de la reivindkaciAn 18, on donde ci profÆrmaco do 

ilgando TLR7 enmascarado so adrninistra par via mucosal, 

45. Un mØtodo pam Iratar enfermedades sensibles a inmunoterapia, 

reduciendo at mismo tiempo efeetos colaterales ndeseables asodados con 



agentes inmimitarlos, que comprende administrar per via oral ! 

profÆnnaeo do ligando TLR7 a un paciente necesitado de ;nmunoterapia, en 

donde el pro fam,ac.o de ligando TLR7 enmascarado logra una 

concentración plasmetica terap&iticamente etbctiva do un figando TLR7 en 

& paciente. 

46. El maodo de La reivfr,dicaciori 45, on donde ci profrmaco do 

ligando TLR7 enmascarado Se selecciona de analogos y derivados do 

guanosina, imidazoquinoina, adenina, y pirimidina. 

47. El inetodo Ac Is reivindieaciOri 45, en donde el profthmaco es (a) 

una fi’acción amida, carbamao, o a,ndina luego de Ia conversion de an 

sustituyente amina de ligando TLR7, (b) una fraccion ester, earbonato, 

carbamato, Øter, imidato, acetal, amin, a cot& luego de Ia conversion do 

on sustituyen!e alcohol do ligando TLR7, (c) una fraccion acetal o cetal 

luego do la conversiOn de an sustituyente ceto do ligando TLR7, (d) mu 

fraccion imidato loogo do Ia conversiOn de an carbonilo do ligando TLR7 

de un sustituyente atnido, (e) una fracción desoxigenada  luego do Ia 

conversion do un susfltuyente oxo do ligando TLR7 de pirirndina o 

guanosina, o(f) amina. 

48. El metodo do la reivindicacIon 47, en donde ci profarmaco so 

selecciona do (a) una fraccion carbamato luego de a conversiOn dc un 

sustfluyente amina do ligando TLR7, (b) una ftacciOn ester, &er, o aminal 

luego de la conversiOn Ac un sustituyente alcohol do figando TLR7, a (e) 

mm fracciOn desoxigenada luego do la conversiOn de an oxo sustituycnte do 

ligando TLR7 de pirimidina 0 guanosina. 

49. El mdtodo de la reiviridicaciOn 45, en donde ci profarmaco do 

ligando TLR7 enmascarado so selecciona do 
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en donde: 

cada R’ as 1-1, 0 on aquiIo sustituido o no sustituido, alquenilo, o aiquinilo, 

los c.uales pueden internimprse por uno 0 mÆs heteroÆtornos 0, S. 6 N, DUn 

arilo susfltuido o no sustituido o beteroarijo; 

P.’ es H, OH, SM, halo, o on aquUo susttuido o no sustituido, alquenilo, 0 

aiquinito, Jos cu&es pueden intemunpirse por Imo o mÆs beteroatomos 0, 

o N, o an -0-(alquilo) sustituido o no sustituido, -0-(ariio), -0-

(hctcroarilo), -S-(a)quilo), S-(adlo), -S-(beteroarflo), arilo, o heteroarilo; 

es H, 01-I, 0 SR. o on aiquilo sustituido o no susttuido, aquonilo, 

alquinilo, arilo, heteroarilo, -O--(aiquilo), -O-(arilo),-O-Qeteroarilo), -S 

(aiquilo), -S-(arilo), -S-(hetcroarilo), -NH(alquilo), -NH(arilo), - 



r 

Si 

NF(heteroari)o -NH(R4)(alquiJo), NH(R4)(a6]o), o -NW 4)(heieroarilo); 

Wes on aiquilo sustituido o no susticuido; 

K5 es independeritemente I-I -C(0)(C1.iatquilo), o on grupo aminoacido L-, 

oD-, racØmico -C(0)Cl-INH2R9; 

H6 es H, OR’°, 6 MR’ 1)2; 

Cs independientemente H 0 on -C(0)(Cl-I8alquilo) sustituido o no 

sustkuido o -C(0)2(C1.ja!quiio); 

ft5 es H, -OH, -O-(alquilo), -00O2(Cii8alquo), -OC(0)(Ctrgalquilo), o in 

gmpo aminocido L-, oD-, racØmico -OC(0)CHNI-{2W; 

R9 as H, o on aiquilo sutituido o no sustituido, CCH(Ci4alquil)NH2, o - 

C(0)CH(CH2-aril)NH2; 

H’° es  independientemente H, Ci.6alquilo, C37atquenilo, C37 aiquinilo, - 

(CR’2R’3)(C6-C10 adlo), -(CR’2R’3),(C3-C10 cicloalquilo), -(CIt’21113)t(C4 

C10 heterocicfico), -(CR’2R’3)1014, 4CR’2R’3),CO2Cr aIqui(o y - 

(CR’R13)>0N(R’4)CO2C118alquilo, y S02(arilo), en doSe E Cs an entero 

que Va de 0 a 6, a menos que Se unique to contrarlo, y on donde las 

fracciones a(quilo, aiquenilo, aiquinilo, arilo, citloalquilo, y heterocielico 

de los grupos precedentes se sustituyen de inanra opcional con 

sustluyenes seleccionados independentemente de halo, ciano, nitro, 

triflUoronietilo, trifluorometoxi, Cj-C6alquijo, C2-C6alquenilo, C,-C 

aiquinilo, hidroxi, C1-C6 alcoxi, -NH1, -NH-alqui)o, -N(aiqui)o)2, -NH-ari!o, 

-N(alquil)(ari(o), -N(arDo), -NHCHO, -NFIC(0)aquilo, -M-[C(0)arilo, - 

N(aI qul l)C (0)H, -N(al qul I )C (0)alqui lo, -N (ad I )C (0)1-I, - 

N(aril)C(0)alquilo, -NHCO2alquilo, -N(alquil)CO2alquiIo, -NHC(0)NH2, - 

N(a)quI)C(0)N}42, -NHC(0)NH-alquilo, -NHC(0) N(alquilo)z, - 

N(alquil)C(0)NH-a)quUo, N(alquil)C(0) N(alquilo),, -NHS02-alquilo, - 

N(aIqui!)SOraiquflo, -C(0)alqudo, -C(0)arilo, -OC(0)alquilo, - 

QC(0)arilo, -0O2-alquilo, -0O2-ari!o, -0O2FI, -C(0)NH2, -C(0)NH-

alqui(o, -C(0)N(alquil0)2, -CNH-ariIo, -C(0)N(aril0)21 - 

C(0)N(alquilari1o), -S(0)alquilo, -S(0)arilo, -SO1aquilo, -SO2arilo, - 

S02NH1, -SO2NH-alquilo, y -S01N(a1qui)o)1; 

R" es !ndependientemente H, C.14 aiquilo. C,-Ciocicoalquilo, 0 



conjuntamente con nitrOgeno forina un anillo heterociclico de 5 6 6 

m embros 

R 12 y it’3 son independientemente H, Cc.6 aquilo, C3, aJquenilo, o 

alquniIo; 

K’4 es I-i, Ci6 alquilo, o -CH2-arilo; 

X es 0 6 5; 

V es f-i, halo, OH, OR4, SI-i, SR, NI-I1, NHR4, N(114)2, o an alquilo 

sustituido o no sustituido o arilo; y 

Z es H, halo, On, OW, SM, ó  SR; 

o gu sal, hidrato, metaboilto o estereoisómero farmaceuticamente aceptable 

o una sal farinacuticamente aceptable o hidrato de theho estereoisômero. 

50. El mØtodo de la reivindicacion 49, on donde K’ es H 0 on alquilo 

sustituido o no svstitoido, alquenilo, a alquinilo; R2 es H, OH, halo, o un 

alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, a alquinila, 6 -CH,-O(aiqui)o); 

fl.3 CS H, 011, 6 SF1, o on -O-(alquilo) sustituido o no sustituido, -S-(alquiio), 

o -NH(alquilo); it5 Cs independienternente H, -C(0)(Ci1alquilo), 0 on 

grupo aminoªcklo L-, o D-, racØnilco -C(0)CHNH,R9, on donde R9 Cs un 

alquilo no sustituido; R°es Rd OR10, on donde it’° es independientemente 

C- alquilo, 423., alquenilo, C37 alquinilo, -(CR"R")t(C-C,0 arilo), - 

p 
(CR’’R’3)(C4-C,o heterociclico), y -(CR"R")>0N(R’4)CO2C118 alquilo, on 

W donde t es on entero QUt. Va de 0 a 4, a menos que SC indique In contrario, y 

on donde as cracciones alquilo, alquenilo, arilo, y helerociciic.o de los 

grupos precedentes se sustituyen de manera opciona con I a 3 sustkuyenEes 

sejeccionados independjentemente de halo, ciano, nitro, trifluorotnetilo, 

triUuoromctox, CI -C6 aIqUJJO, C2-CI aiquenilo, C,-C6 alquinilo, hidrox, Ci-- 

C6 aleoxi, -CO,-aiqui!o, -COrarilo, -OC(0)aJquo, y -OC(0)arilo, y on 

donde R’2 y H3 wn independientemente i-i, Ci alquilo, a C?.6 alquenilo; y 

it14 es H. CHI, 6 -CH2CH3; it7 es independientemente Ho on -C(0)(Cl-

I8alquilo) sustituido o no sustituido 6 -C(0)2(C,4salquilo); R3 es H, -OH, - 

0-(alquilo), -00O2(C,.ialquilo), 0 on gnipo aminoÆcido L-, 0D-, racdmico 

-OC(0)Cl-INH,R’; X es 06 5; Yes F!, halo, OH, OR’, SH, 6 sit4; y Z Cs 
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H, halo, Oil, OW, SF!, 
a 

SR4. 

Si, El n,Øtodo de la reivindicaciOn 45, en donde el profârmaco de 

igando TLR7 enniascarado se selecciona do 
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52. El mØtodo de ia reivindicaoOn 45, on donde In enfermedad es una 

infeecOn virica. 

53. LI mØtodo do la ,eivindicaciOn 52, on donde a Inlección virca 

se(ecciona de un virus ADN a ARN, incluidos adenovirus, citomegalovirus, 



0 

virus de Is hepatitis A (HAy), hepadnavinis incluido ci virus cia Is hepatitis 

B (HBV). flavivirus ineluido el virus do is fiebre amarilla, hcpacivrus 

incluido ci virus cia In hepatitis C (Rev), herpes simplex tipo I y 2, herpes 

zoster, hcrpcsvirus 6 humano, virus do (a inmunodeficiencia humans (HIV), 

virus de papiloma 3,umano (FIPV), virus de la influerem A, virus de to 

influenza B, sarampión, virus de Is parainfluenza, pestivirns, poliovirus, 

poxvirus (ncluido ci virus de to viruela y de hi viruela de los carries), 

rinovirus, coronovirus, virus rospiraoæo sincitial (RSV), mUltiples farnilias 

de virus que causan fiebres hemorragicas, uncluidos los Arenavirus, los 

virus Bw,ya y Filovirus, y Irna game de encefalitis viricas causadas par 

virus de ADN yARN. 

54. El m&odo do la reivindieacion 45, on donde a enfermedad Cs un 

cancer. 

55. El mØtodo de to reivindicacion 45, on donde a administraciOn oral 

del profÆrtnaco de ligando TLR7 enmascarado logra one concentraciOn 

pasmatica efectiva in viva del ligando TLR7 qua es l0?/o a 500% do Is 

exposicion efectiva in viva obtenida luego de administración oral del 

ligando ILk? solo. 

56. El metodo de Is reivindicacion 55, en donde to administracion oral 

del profÆrmaco do ligando TLRI enmascarado Iogm una conccn%ración 

plasmÆtica efectiva in viva del ligando TLR7 que es 50% a 200% de is 

cxposicion eIectiva in viva obtenida luego de administradon oral del 

Uganda TLR7 solo. 

57. El mØtodo cia Is reivindicaciOn 56, on donde Ia administraciôn oral 

del profarmaco de ligando TLR7 enmascarado logra una concentración 

plastnÆtica terapiutkamente efectiva del correspondiente ligando TLR7 sin 

causar irritación gastrointestinal. 



$3. El mØtodo de la reivindicacian 45, en donde a administracion oral 

del profirmaco de ligando TLR7 enmascarado reduce los efectos 

colaterales indeseables en on paciente, on relación con los efectos 

colaterales luego do Is  admirüstración aS del igando TLR7 solo. 

59. El mØtodo do a reivindicaciAn 45, en donde is administración orai 

del proftmaco de ligando TLR7 entuascarado reduce ios efectos 

colaterales indeseables en on 50% en on paciente, en relaciOn con los 

efectos colaterales luego de Is administracion oral del ligando TLR7 solo. 

60. El mdtodo de Is revinthcathon 45 en donde el efecto colateral es 

� irritabilidad gastrointestinal. 

61. El metodo de is reivindicaciOn 60, en donde a irritabilidad es 

hemorragia. 

62. El mtodo S Ia i’eivindkacion 60, en donde a irætabilidad son 

lesiones. 

63. El yndtodo de Is reivindicación 60, en donde a irdtabilidad es 

mesis. 

64. El mØtodo ic la reivindkaciUn 45,00 donde el paciente es humano. 

65. El mØtodo de Ia reivindicación 45, que comprende ademÆs 

admiræstrar on excipiente, portador o vehiculo fannacØuticanieine 

aceptable. 

66. El niØtodo S la reivindicación 45, que comprende ademas 

administrar on agents terapdutico adicional. 

67. El mthodo de la reivincUcación 66, en donde ei agente terapeutico 



adicional es an agente antivco. 

68. El m&odo de Ia reivindicaciLrn 45, en donde In dosis terapØutica 

profilÆcticamente efectiva Cs 0.001 a I OOmgftg at dia. 

69. El mØtodo tie la reivindicacion 68, on donde In dosis terapØutica a 

profilacticamente efectiva es a(rededor de OW a  5 mg’kg a) dia. 

70. Fl metodo do a reivindicación 69, on donde la dosis terapØutica o 

profBcticamente efeetiva es airededor de 0.1 a 20 mg/kg al dia. 

� 71 E( mtodo de to i-eivindicaoion 45, en donde el profarmaco tie 

ligando TLR7 enmascarado so adujinisna por via parenteral. 

72. El metodo tie la reivindicaclØn IL en donde el profannaco do 

ligando TLR7 enmascarado Sc admüiistra per via intravcnosa. 

73. LI mØtodo tie Ia reivindicación 45, on donde el protärrnaco de 

)iando TLR1 enniasearado Sc administra por via oral. 

74. El metodo de la reivindicadOn 45, on donde ci profÆrmaco de 

igando TLR7 enmascarado Sc administra por via mucosal. 



EXTRACTO BE LA INVENCLON 

1003311 Este invencôn se refirn-e a mØtodos para tartar 0 prevenir 

infecciones pot ci virus cM Ia hepatitis C an mamife.ros usando ligandos de 

Receptor Tipo Peaje (ILk) 7 y sus profÆrmacos. MÆs particularmente, esta 

nvenciôn se retaciona con mØtodos de administrar par via onil um cantidad 

terapØuticamcnte efectiva de one o niªs profarrnacos de hgando TLR7 para 

ci Iratamiento 0 preveneión cM infección v(rica pot  hepatitis Ct La 

administración oral de estos ligandos inniunomoduiadores cM ILk7 y sus 

proIÆrmacos a un masniIero provee cantidades teraputicarncnte efecthas y 

reducidos efeetos colaterales indeseabtes. 
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This International Searching Authority found multiple (groups of) 
Inventions in this International application as follow: 

]. claims: 1-44 

Methods of treating hepatitis C infections using T1R7 
ligands. 

2. claims 45-74 

Methods of treating diseases responsive to (onunctherapy 
using 6masked liii 14and prodrugs’. 

- 

S 
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PURThEN JNPORMATION COt4TIHL!ED FROM PCT/ISN flo I 

Continuation of Box II.2 

Claims Nos.: 217-21,26-3345-48,52-74 

Present claims 2, 17-21, 26-33, 45-48 and 52-74 relate to a product 
defined by reference to a desirable characteristic or property, namely 

’a (I,asked) TLR7 ligand prodrug’ (claims 17-21, 45-48 52-74) 
’wherein the oral administration of the ER7 ligand prodrug 

� 
administration of TLR7 ligands’ (claims 17, 18); 
’anal ogs and derivatives of guanosine, lmidazoquinol be adenine, and 
pyrimldine’ (claims 2, 19, 46); 
after conversion of a TLR7 ligand amine/alcohol/keto/amido/oxo 

substltuent’ (claims 20-21. 47-48); 

’wherein the oral administration upon oral administracton of the 
TLR7 ligand alone’ (claims 25-3, 55-74); 

’diseases responsive to immunotherapy’ (claims 45-48); 

The tiair*s cover all products having this characteristic or 
property, whereas the application provides support within the meaning of 
Art. 6 PCT and/or disclosure within the meaning of Art. 5 FCT for only a 
very limited numSer of such products. In the present case, the claims so 
lack support, and the application so lacks disclosure, that a meaningful 
search over the whole of the claimed Scope Is impossible. 

Independent of the above reasoning, the claflu also lack clarity (Art. 6 
� PCT). An attempt is wade to define the product by reference to a result 

to be achieved. Again, this lack of clarity in the present case is such 
as to render a meaningful search over the whole of the claimed scope 
impossible. 

Claims 22, 47 are unclear to as far as metabolites of the disclosed 
compounds are concerned, This feature has not been searched. 

Consequently, the search has been carried out for those parts of the 
claims which appear to be clear, supported and disclosed, namely those 
parts relating to the products as disclosed in the claims 3-5, 22-24 and 
49-5I (excluding ’metaboutes thereof’) 

The applicant’s attention Is drawn to the fact that claims relating to 
inventions in respect of which no international search report has been 
established need not be the subact of an International preliminary 
examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant is advised that the EPO 
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority Is 
normally not to carry out a preliminary exmntnatfon on matter which has 
not been searched. This is the case Irrespective of ,tether or not the 
claims are amended following receipt of the search report or during any 
Chapter 11 procedure. If the application proceeds into the realm,,) phase 
before the E?Q, the applicant is reminded that a search way be carried 
out during examination before the tro (see Era guideline C-fl, 8.5), 
should the problems which 1S to the Article 11(2) daclaratico be 
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FIX RANEY. AX.; HMIATME, tIC.; HONG, 1. 1-44 
HIP DART 2003; Frontiers In drug 
deve)op,et for viral hepatitis 
EXPERT OPINION ON INVESTIGATIONAL DRUGS, 
vol. 33, no. 3, 2004. pages 289-293, 
XP 00 1203944 
page 291, column I, line 7 - line 24 

P,X MEALY, )l.E.t "Isatorlbtne’ 1-44 
DRUGS OF THE FIXTURE, 
vol. 29, no. 5, 2004, page 626, 
XP009040479 
See Izstorib1ne", especially footnote I 
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P,X MEALY, N.E. "A%A-97P 2-44 
DRUGS OF THE FUTURE, 
vol. 29, no. S 2064, page 507 

00 9046480 
See ’ANA-Y?I’  especially footnote I 

--
VS S Mi 426 A (ROBINS ROLNLD K ET AL) 174 
20 August 1991 (1991-08-20) 
abstract 
column 4  line 41 - line 46 
column 5, line 13 - line 15 
examples 149 
claims 2-23 

40 p3/045968 A (NlAYSPHARMCEUTICA1S 1-74 
INC) 5 June 2063 (2003-06-05) 
cited in the application 
abstract 
page 1, line 9- Tine 14 
page 3, Tine 22- pap 6, line 20 
page 39, lIne 20- page 43, line 19 
claims 2-11 

US 4 880 784 A (ROBIN; ROLAND K CT AL) 
14 November 1989 (1989-11-14) 
cited In the application 
abstract 
column 3, lire 45 - line 43 
column 4, Tine 12 -line 16 
examples 1-43 
clams 10,16 

A MICHAEL, M.A. El Al. ATkyTpurtnes as 1-44 
Imfaunepotenti ating Agents: Synthesis and 
Antiviral Activity of Certain 
Alkylguaninos’ 
JOURNAL OF )ffOICINAL CHEMISTRY, 
vol. 36, no. 22 1993, pages 3431-3436, 
XP 00 2 307 48 2 
cited in the application 
abstract 
page 3431, colutn 
table 2 
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LEE, J. fl AL:’Molecular basis for the 1-44 
imunostmu1athry actt vtty of guanine 
nucleoside analogs: Activation of 
Toll -like receptor 74 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY or 
SCIENCES, 
Vol. 100, no. 11, 
27 May 2003 (2003-05-27), pages 6646-6661, 
XF002307483 
abstract 
figure 1 
page 6649, column i 
figure 6 
table I 

REZTZ A.B. El AL.: Small -Molecule 45-74 
tmmunostfmlants. Synthesis and Activity 
of 78-Oisubstttuted Guanoslnes and 
Structurally Related Compounds 
J. MED. CHEM., 
vol. 37, no. 21, 1994, pages 3561-3578, 
XP002316151 
cited In the application 
abstract 
tables 1-5 
figure I 
page 3669, ConcIusIons’ 

A IkHOOES 2.:"Discovery of 45-74 
Immunopotentlatory arugs: current and 
future strategies’ 
CLIW. EX?. IMMWiOL. 
Vol. 110, 2002, pages 363-359, XP00Z316252 
abstract 
Introduction 
page 365, colwaN 1, line 27 

- line 33 
pace 357 

- page 353 
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I. WM regard to the language, this opŁon ha, been estais’ied on the Weed the (n.temathfl& StaOn in 
Me *IIdO$ In v.tti it was ft)ed, ufle3S othor.qlae lndtated underthi. Men. 
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WNW wiOh is be anguape ol a%mnslsIon kirnhed r the jxltposee St ThtemainsI sewth 
(under Rules IZS ,M2ab)). 

2. WRIT rega’d to any nhlciettide andjer amino well sequence dscbsod Th The InlematnaI Sp$WNR and 
necoss.sy to me cffinied lnver4ion, this opltn 105 been ssIblsI,od on the basis of: 

a type ol nietoria: 

0 asequrce 

o lthMS) relatea laths sequence ti9 

b.tormatotmteOF. 

o Inw*tenf3m1at 

O ftcompA.rceadableTom, 

0. fime a! (Wm}sh 

o cameiqed the international odcation as tuet 

C ed logeiher with the lnternatone aricbcat*3n ipuwr readab). form. 

o hjmlsbsd subseJentIy to Viii Autonty !or die purpcees of suroii. 

3. 0 In adalon. MM case Thai liON ffian one vorSn or cops O a sequence UsWig ntrW.WG relating thereto 
. M been Mec or fumlsM4 tbi required staleynenjs that %I Indomiatbi in e subetvenTtoratna 

toplea is ioemmo (0 01st h the jpp}lcaVon as flied or does not o beyond the app4ice1bn SI Rest,55 
aporopthte, vista k,mlsheo. 

4. Mfllb,al comments: 
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WRI1TEN OPINION OF ThE international apØcaon No. 
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTMS200428236 

Box No. II NonneUlshment of opinion with ngrd to novelty. inventive stOp sod lridu.*vlsl 
appircaDlrny 

The questions wi,sIIier tho Claimed invonflon appears to be novet, to invoje an ftwetffive step (to he non 
ONJOU4 V to be industhay applicable have not been examined in reapectot 

the entwe iMarnan aloallon. 

0 claims Nos. 1-74 

the said ThIerI,aSonai apØoatn, or the said claims Not 1-74 relate to the bo*ig*ectmaer wtcb 
es not require an innemational preliminary examiriatb (spI*t 

see eeprate slact 

the dasvrW, cans or drawing. (h*a2o pwVcvJar &omens below) or said cIaino Not 
17-2145-4852-74 amso uncloarThst no meaningfoi opinion Ccu be tomiod (SPeOW) 

so. separate shest 

o the Ql&rns, or sad claims Has. are so Indequate scipported by the desc,*ton that no rneanlrigtul opinion 
ct.jId be format 

U no Intornaffonaf search repofl has been estabshsc Jar the wh&e application actor said dame Nos. 

O the nvcleoticle AncWt amino ecJ Sequence listing does not comply with the standard pro’ded for 
Cot the Adn*iistrate Inspuctons In mat: 

tile written tam C has flat been Wmlehed 

Q doasaotmpwftIubesIandaid 

thewmpciterreadablafonrn 0 hasnotbeenfuniifled 

S. £3 does not nny w the standard 

o tt,e%ablea tolats to the nucteoWe anr amino ead sequence stln ho computer renbie form oniy, do 
riot comp wfth the tecIincaI reqcxh-ements provided to, in Annex C-bisof the AdminSWaWe neltuOtlons. 

0 SeeSepOIteS)IOeItOflJnb&detAflS 
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WRii itw OPINION OPINE lotemflonalapłcation No. 
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCflUS2004028236 

Box NO. IV Lack et w*y DI Invention 

1. 0 in ren&e to the nvltori Fern PCTASA,206) top aflthnaI roes. (lie &Wlfiwint has: 

pSaIonaUen 

peidsnaISsundorp,ote.t 

0 aatpdaArJonaItoo 

2. 11* Aothory found that the requirement of uny of Irwenton not compedvdth and clioso nolW ivfle 
The aplr4Ican to pay addflkioaJ fees. 

3. This AuthoAtyoonslda, Thai the requirornontof unity of Inventn fl acconiance wftji Rule 731, 13.2 aJ,d lass 

O compNedwftl, 

not corn?ed with er(M rW$wing ’anon,: 

Ieq SopeiM sa..t 

4, Conseqieny, tIe repo’t has been estabsIioł In respect Of The foIlowIn partz Of (lie fl*m8ra aP*aIIOfl: 

aUpwts. 

U the parts m tt osms Nos. 

Box No. V Reasoned statement under now 43b1s1(e)(t) with iegardto nov4ty, Inventive step Or 
I.fl,strIal pfloabIly; CRflIons ama oxplanatlons supponlT. suI’ MStWneat 

� 
I, Statement 

Nove*y(N) Yes: Claims 
No: Claims 1-74 

weplive step IS) Yes: Clefrne 
No: CIalma 1-74 

loduetilal açtoabIif (?Al Yes: Clakms 
14o: Claftno 1-74 

2. Cltatbna and expienatne 

See separate esel 



S 
WRTEN OPINION OF THE ntrngonoi 9tn No. 
INTERNATIONAL SEARCHING AUThORITY PCTM52004026236 

Box No. VI CrUIn document. cNed 

1. CettaIn IxibIisfted docurneits (fllea 45b&I and 7O.lO 

mm/or 

2. Non-written disclosures fRuies 4BbIs.1 and Th.9 

*etovm 210 

Box Ho, VIII Cnttstn oSetvation* on the r?teInnlonai opplicetlon 

The following observations an ti’s clamy of tbo Sims description, and drawlna or on the qassUon wfteTh.t the 
ecalme are rc& aupporiod by the dewt*ion, are made: 

ass eparwoi sheet 



WRITTEN OPINION OF THE international Application W. 
NTERNAIIONAL SEARCHING 
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT(U$2004/028236 

The following documents are cited; 

Dl RANEY. A.K. HAMATAKE, 9K.; HONG, Z: ’HEP DART 2003: FrQriers in 
drug development for viral hepatis" EXPERT OPINION ON 
INVESTIGATIONAL DRUGS, vol. 13, no. 3,2004, pages 289-293, 
XP001202944 

1)2: MEALY, N.E.: "IsatorroolnW DRUGS OF THE FUTURE, vol. 29 no. 5, 20114, 
page 526, XP009040479 

� 

03: MEALY. r4.E.:*ANA9Tl DRUGS OF THE FUTURE, voi. 29, no. 5,2004, 
page 507, XP009040480 

04: US-A-5 041 426 (ROBINS ROLAND 1< LI AL) 20 August 1991 (1991-06-20) 
05: WO 03/045966 A (ANADYS PHARMACEUTICALS)NC) 5 June 2003 (003-

08-O5) 
06: US-A-4 660 184 (ROBINS ROLAND K El AL) 14 November 1989 (1989-1-

14) 
07: MICHAEL, M.A. El AL.: "Afl,ylpu,ines as Immunepotentiadng Agents: 

Synthesis and Anders? Activity of Certain Aiiq4guanine&’ JOURNAL OF 
MEDICINAL CHEMISTRY. vol. 36, no. 22, 1993, pages 3431-3436. 
XP002307482 

08: LEE, J. El AL: Molecular basis tot the immuncallmulatory activity Of 
guanine nucleoside analogs: Activation of Tall-Ike reoeptor 7’ 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, vol. 100, 

� 

no. 1127 May 2003(2003-05-27), pages 6646-6651 XP002301483 
09: REITZ, At ET AL.: Small-Molecule Immurnistimulam. Synthesis and 

Activity at 18-Disubstituted Guanosines and Structurally Related 
Compounds  J. MED. CHEM., vol. 37, no. 21,1994, pages 3661-3578, 
XP0023 16151 

Section III 
I. Claims 1-74 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by 

the provisions of Rule 61.1(lv) POT. CansoquenVy, no opinion will be formulated 
tMth respect to the industrial applicability of the subject-matter of those claims Act 

3()(a)(1) PCI), 

2. The follo,6ng Opinion relates solely to that subject-matter whidi was searched 
(Rule Gel(s) PCT). 
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WRITTEN OPINION OF THE womrsonsi .pØcolon M. 
INTERNATIONAL SEARCHING 
AUThORtfl’ (SEPARATE SHEET) PCT,U82004/028238 

Sectloo IV 
3 This Authority considers that there are 2 inventions covered by the claims 

indicated as Iohows 

I: Claims 1-44 directed to methods of treating hepatitis C infections using ICR 
Uganda. 
It: Claims 45-74 directed to methods of treating diseases responsive to 
)mmunotherapy using masked TLR ligand prodrugs’. 

The reasons for which the inventions are not so linked as to lumn a single general 
Inventive concept, as required by Rule 13.1 POT, were given during the search 
phase on Form PCTdSN2O6, 

Section V 
4. Clsims 1-74 do not meet the requirements of Mt. 33(2)-(3) PCT. 

4.1 S 
The subject-matter of claims 144 is disclosed In 04’D6 (Art. 33(2) PCT). See the 
Passages cited in the International Search Report. 

4.2 Invention It 
The subject-matter of claims 45-74 Is disclosed in 04,05 and 09 (Art. 33(2) PCT). 
See the passages cited In the International Search Report. 

4.3 There does not appear to be any novel subjeotmatter in the claims which could 
be regarded as being inventive (Art. 33(3) PCT). 

S. For the assessment or the present claim 1-74 on the question whether they are 
Industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The 
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The GPO, 
o, example, does not recognize as Industrially applicable the subject-matter of 

claims to the use at a compound in medics treatment, but may allow, however, 
claims to a known compound for that use in medical treatment and the use of such 
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment 

Section VI 

.- ------
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Docket: 22222-00024-%qD1 

IN THE UNITED STATES RECEIVING OFFICE 
UNDER THE PATENT 000?ER&TXQN TREATY 

In re Application of: ANAYs PaAilACEUT1C1LS, INC. 

Int’l Appin. No. PCt/Us2004/029235 

Int’l Filing Date 01 September 2004 

For; Administration of 1197 Ligands and Frodruga Thereat 
for Treatment of infection by Hepatitis C Virus 

BEQUEST FOR RECTIFICATION or AN OSVIOUS WOK 

� 
U1WIR PCT RITZ 91 

MS PCP 
Commissioner for Patents 
P.O. Box 1450 
Alexandria, VA 2233-450 
Attn.’ RO/US 

Sir 

Applicant submits herewith replacement page number 1 of 

the Request to rectify an inadvertent error. As reflected on 

the replacement page, Devran K. Averett should be listed as 

applicant and inventor" for the purposes of ’the United 

States of America only." 

No fee is believed due in connection with this paper. 

In the event any fee variance exists, please Charge the fee 

to our Deposit Account No. 22-0185. A duplicate copy of this 

letter is enclosed for that purpose. 

Respectfully submitted, 

Dated: OdIt1i71 52’74d 
Mark J. ?ino, a q. No. 43B58 
Connofly Soy, Nuts flP 
1990 14 Street, NW., Suite 800 
Washington, DC 20036-3425 
202 331-7111 
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f. Coun&y, United States of America 
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2. has been signed byATTA !-11L91 

3. acting in the capacity of Notary Public, State of California 

4. beam the seal/stamp of AFTA FILIAL, Notary Public, 
State of California do 

CERTIFIED 

5 At Sacramento, California 

6. the 28th day of October 2004 

7. by Deputy Secretary of State, State o 
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9. Seat/stamp: 

10. Signature 
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CDnvenciOn cia La Heys del 5 de Octubre cia 1961) 

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 
Este documenlo pCiblico 

2, he side firmado par AlTA HILAL 

3. actuando en capacidad de Notorfo PUbco, Estado do California 

4. IIe’js el sello de: AUrA HILAL, Notarial Pimlico, 
Estado de California 

CERTi 

5. an Sacramento California 

6. & 26 de Octubre do 2004 

7, par Secretaro do Estado LrIcargado, 

B. No 214075 

9. Seflo 

KEVIN SHELLEY (Firma) 
KEVIN SHELLEY 
Secretarin de Estado 


