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ADMINISTRATION OF TLR7 LIGANDS AND PRODRUGS TH OF
FOR TREATMENT OF CTION BY HEPATITIS C VIR

[0001] This application claims the benefit of U.S. Provisional Application No.
60/500,339, filed September 5, 2003, U.S. Provisional Application No. 60/518,996, filed
November 10, 2003, and U.S. Provisional Application No. 60/518,997, filed November 10,
2003. -

1.  FIELD OF THE INVENTION

[0002] This invention relates to methods for treating or preventing hepatitis C virus
infections in mammals using Toll-Like Receptor (TLR)7 ligands and prodrugs thereof.
More particularly, this invention relates to methods of orally administering a therapeutically
cffective amount of one or more prodrugs of TLR7 li.gands for the treatment or prevention
of hepatitis C viral infection. Oral administration of these TLR7 immunomodulating
ligands and prodrugs thereof to a mammal provides therapeutically effective amounts and
reduced undesirable side effects.

2, BACKGROUND OF THE INVENTION

[0003] Immunomodulation by small molecules can be achieved by identifying
compounds that bind and activate Toll-Like Receptors (TLRs). TLRs play an important
role in innate immune responses in mammals and are often the first line of defense against
pathogens such as bacteria and viruses. The various TLRs vary in their abundance in
different mammalian cell types and also vary regarding the molecular structures that bind
the TLR and activate signaling pathways. These signaling pathways lead to the range of
responses associates with innate immunity.

[0004] TLRs detect PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) and stimulate
immune cells via the MyD88-dependent interleukin 1 receptor (IL-1R)-TLR signaling
pathway, which leads to activation of the transcription factor NF-kxB2. Ten functional
family members of TLRs (TLR1 to TLR10) have been identified in humans. Akira S. et
al., Nature Immunol., 2, 675-680 (2001). TLR2, TLR4, and TLRS are crucial for the
recognition of peptidoglycan, lipopolysacharide, and flagellin. Hayashi, F. ef al., Nature,
410, 1099-1103 (2001). TLR6 associates with TLR2 and recognizes lipoproteins from
mycoplasma. Ozinsky, A., ef al., Proc. Natl. Acad. Sci USA., 97, 13766-13771 (2000).
TLRY detects bacterial DNA containing unmethylated CpG motifs and TLR3 activates
immune cells in response to double-stranded RNA. Hemmi, H. et al., Nature, 408, 740-745
(2000).

[0005] A number of compounds, including guanosine analogs, substituted
pyrimidines, and imidazoquinolines have been reported as ligands for TLR7. See, e.g.,
Hemmi et al., Nature Immunol., 3, 196-200 (2002) (imiquimod and R-848 (resiquimod));
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Jurk et al., Nat. Immunol., 3, 499 (2002) (R-848); and Lee et al., Proc. Natl. Acad. Sgi USA,
100, 6646-6651 (2003) (wherein guanosine analogs loxoribine, 7-thia-8-oxoguanosine
(isatoribine), and 7-deazaguanosine, and the imidazoquinolines imiquimod and R-848
(resiquimod) selectively activate TLR7).

[0006] Prior to being linked as potential TLR7 ligands, guanosine analogs and other
D- and L-purine nucleosides have been the subject of considereble research the past two
decades. See, e.g., Reitz et al., J. Med. Chem., 37, 3561-78 (1994); Michael et al., J. Med.
Chem., 36, 3431-36 (1993) (immunomodulatory guenosine analogs having substituents at
the 7-and/or 8-positions); Patent No. 5,821,236 to Krenitsky ef al. (disclosing 6-alkoxy
derivatives of arabinofuranosyl purine derivatives that are useful for tumor therapy); U.S.
Patent No. 5,041,426 to Robins et al. (certain pyrimido[4,5-d]pyridimine nucleosides are
disclosed in as being effective in treatment against L1210 in BDF1 mice); Revankar ef al.,
J. Med. Chem., 27, 1489-96 (1984) (3-Deazaguanine nucleosides and nucleotides
demonstrating sislniﬁcmt broad spectrum antiviral activity against certain DNA and RNA
viruses);

[0007] A number of compounds known to be immunostimulants have recently been
identified in the literature as TLR7 ligands, see, e.g., Heil et al., Eur. J. Immunol., 33(11),
2987-97 (2003), Lore et al., J. Immunol., 171(8), 4320-8 (2003), Nagase et al., J.
Immunol., 171(8), 3977-82 (2003), Mohty et al., J. Immunol., 171(7), 3385-93 (2003),
Pinhal-Enfield, et al., Am. J. Pathol., 163(2), 711-21 (2003), Doxsee et al, J. Immunol.,
171(3), 1156-63 (2003), Bottcher et al,, Neurosci. Lett., 344(1), 17-20 (2003), Kaisho et al.,
Curr. Mol. Med., 3(4), 373-85 (2003), Okada et al., Eur. J. Immunol., 33(4), 1012-9 (2003),
Edwards et al., Eur. J. Immunol., 33(4), 827-33 (2003), Akira et al., Immunol. Lett., 85(2),
85-95 (2003), Ito et al., Hum. Immunol., 63(12), 1120-5 (2002), Rothenfusser et al., Hum.
Immunol., 63(12), 1111-9 (2002), Yamamoto et al., J. Immunol., 169(12), 6668-72 (2002),
Gibson et al., Cell Immunol., 218(1-2), 74-86 (2002), Homg et al., Nature, 420 (6913),
329-33 (2002), Yamamoto et al., Nature, 420(6913), 324-9 (2002), Applequist ef al., Int.
Immunol., 14(9), 1065-74 (2002), Sato et al., Int. Immunol., 14(7), 783-91 (2002); Jurk et
al,, Nat. Immunol., 3(6), 499 (2002); Hornung et al., J. Immunol., 168(9), 4531-7 (2002),
Hemmi et al., Nat. Immunol., 3(2), 196-200 (2002); Bruno et al., Eur. J. Immunol., 31(11),
3403-12 (2001); Jarrossay et al., Eur. J. Immunol., 31(11), 3388-93 (2001); Miettinen et al.,
Genes Immun., 2(6), 349-55 (2001), Chuang et al., Eur. Cytokine Netw., 11(3), 372-8
(2000), and Du et al., Eur. Cytokine Netw., 11(3), 362-71 (2000).

l0008] These TLR7 ligands are known to stimulate immune responses in vitro and
in animal species, and this has led to testing of the uses of these compounds for several
therapeutic uses, including antiviral and cancer therapies. These compounds have been
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characterized as analogs or derivatives of a) guanosine, b) imidazoquinoline, and c)
pyrimidine. See Akira, Current Opinion, 15, 5-11 (2003). One member (imiquimod) of
the imidazoquinoline chemical class has been found effective for treating topical genital
infections by papilloma virus. A second member of the imidazoquinoline class,
resiquimod, has been tested for the treatment of HCV, but this compound failed to show
anti-HCV effect at tolerated oral doses. Pockros ef al., Gastroenterology, 124 (Suppl 1), A-
766 (2003).

i0009] Thus, while there has been some limited use of TLR7 ligands for the
treatment of immunological disease and viral infections; see, e.g., U.S. Patent Nos. .
5,041,426 and 4,880,784 to Robins et al. (3-8-D-ribofuranosylthiazolo[4,5-d]pyridimines
demonstrating significant immunoactivity, including murine spleen cell proliferation and in
vivo activity against Semliki Forest virus); United States Patent Application Publication
No. US 2003/0199461 and WO 03/045968 to Averett et al. (3-8-D-
ribofuranosylthiazolo[4,5-d]pyrimidine nucleosides demonstrating activity against acute
and chronic infections of both RNA and DNA viruses); to date ligands have proved
ineffective for the treatment or prevention of Hepatitis C virus.

{0010] It is also known that the oral administration of many purine nucleoside
analogs are subject to difficulties arising from poor absorption, poor solubility, or
degradation in the digestive tract as a result of acidic or alkaline conditions or the action of
enzymes, and/or combinations of these phenomena. Thus there remains a need for purine
nucleoside analogs with improved oral availability and administration that are used to
modulate aspects of the immune systern.

[0011] Moreover, immunomodulatory nucleosides have relatively poor oral
tolerability when compared to that of the intravenous route. Also, the gastrointestinal tract
presents a particular tolerability barrier to immunologic agents by virtue of the large
amount of immune tissue associated with the intestinal wall (i.e., gut). Although thisis an
important biologic mechanism for preventing invasion of the body by gut flora, the immune
tissue also may become preferentially affected after oral administration of
immunomodulatory compounds because of the high local concentrations of the
administered compound in the gut. This leads to undesirable side effects, for example in
the case of immune activating agents there is observed gastroenteritis and localized
hemorrhagic effects.

[0012] A solution to the problem of effective oral delivery of immunomodulators is
not evident in the literature. Available evidence indicates that systemic levels of
administered drugs in this class have been limited by gastrointestinal toxicities arising after



low oral doses. Therefore there remains a need for immunomodulating TLR7 ligands that
have improved oral availability and reduced gastrointestinal irritancy.

3. SUMMARY OF THE INVENTION

31 TLR7Ligands
[0013] This invention encompasses novel methods for the treatment or prevention
of hepatitis C viral infection, and novel pharmaceutical compositions which utilize TLR7
ligands or pharmaceutically acceptable salts, hydrates, metabolites or stereoisomers thereof,
[0014] In one embodiment, the invention encompasses a method of treating or
preventing a hepatitis C virus infection in a patient in need thereof comprising
administering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
TLR?7 ligand or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, metabolite or stereoisomer
thereof or & pharmaceutically acceptable salt or hydrate of said stereoisomer.
[0015] In another embodiment, the invention encompasses a method of treating or
preventing a hepatitis C virus infection in a patient in need thereof comprising
administering 1o the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
TLR?7 ligand selected from annlo.gu and derivatives of a) guanosine b) imidazoquinoline c)
adenine, and d) pyrimidine.
[0016] In another embodiment, the invention encompasses a method of treating or
preventing a hepatitis C virus infection in a patient in need thereof comprising
administering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
TLR7 ligand selected from

-
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wherein:

each R' is H, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, which may be
interrupted by one or more O, S, or N heteroatoms, or a substituted or unsubstituted aryl or
heteroaryl;

R?is H, OH, SH, halo, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, which
may be interrupted by one or more O, S, or N heteroatoms, or a substituted or unsubstituted
-O-(alkyl), -O-(aryl), -O-(heteroaryl), -S-(alky]), -S-(aryl), -S-(heteroaryl), aryl, or
heteroaryl;

R® is H, OH, or SH, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl,
heteroaryl, -O-(alkyl), -O-(aryl), -O-(heteroaryl), -S-(alkyl), -S-(aryl), -S-(heteroaryl),
-NH(alkyl), -NH(aryl), -NH(heteroaryl), -NH(R")(alkyl), -NH(R")(ary1), or
-NH(R*)(heteroaryl), wherein R* is a substituted or unsubstituted alkyl;

XisQorS;

Y is H, halo, OH, OR*, SH, SR*, or a substituted or unsubstituted alkyl or aryl;

Z is H, halo, OH, OR*, SH, or SR*;
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or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, metabolite or stereoisomer theréf ora
pharmaceutically acceptable sall or hydrate of said sterecisomer.

[0017] In another embodiment, the invention encompasses a method of treating or
preventing a hepatitis C virus infection in a patient in need thereof comprising
administering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
TLR7 ligand selected from Formula Ia, Ib, Ic, 1d, Ie, If, Ig, and Th, wherein R' is Hor a
substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl; R? is H, OH, halo, or a substituted or
unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, or —CH;-O-(alkyl); R? is H, OH, or SH, or 8
substituted or unsubstituted -O-(alkyl), -S-(alkyl), or -NH(alkyl); X is O or S; Y is H, halo,
OH, OR*, SH, or SR*; and Z is H, halo, OH, OR", SH, or SR*.

[0018] In another embodiment, the invention encompasses a method of treating or

preventing a hepetitis C virus infection in a patient in need thereof comprising
administering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
TLR7 ligand selected from

|
70 H,Nﬁli LI

HaN

wd b, nd b nd oW

o H.m\/\OfIS-W

X Q
Br

g?% éj;}m.om

or & pharmaceutically acceptable salt, hydrate, metabolite or stereoisomer thereof.

[0019] In one aspect, the invention encompasses & method for treating or preventing
hepatitis C virus infection in.a mammal in need thereof, preferably in a human in need
thereof.

[0020] In an alternative embodiment, the invention encompasses a method for

treating or preventing hepatitis C virus infection in a patient in need thereof, comprising



administering to the patient a therapeutically or prophylactically etfecﬁvem

TLR7 ligand and a pharmaceutically acceptable excipient, carrier, or vehicle.

[0021] In an alternative embodiment, the invention encompasses a method for
treating or preventing hepatitis C virus infection in a patient in need thereof, comprising
administering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
TLR7 ligand orally, mucosally, topically or transdermally.

[0022] In a preferred embodiment, the invention encompasses a method for treating
or preventing hepatitis C virus infection in a patient in need thereof, comprising
ildminist'ering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
TLR?7 ligand parenterally.

[0023] In a separate embodiment, the invention encompasses a method for treating
or preventing hepatitis C virus infection in a patient in need thereof, comprising
administering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
TLRY7 ligand and an additional therapeutic agent, preferably an additional antiviral or
immunomodulatory agent.

[0024] The invention also encompasses pharmaceutical compositions suitable for
parenteral administration to a patient comprising a therapeutically or pharmaceutically
acceptable amount of a TLR?7 ligand of the invention in a sterile form; pharmaceutical
compositions suitable for oral administration to a patient comprising a therapeutically or
pharmaceutically acceptable amount of a TLR7 ligand of the invention, wherein such
compositions are formulated to reduce exposure of the subepithelial immune anatomy to
the TLR7 ligand while improving systemic absorption of the TLR7 ligand; pharmaceutical
compositions suitable for mucosal administration to a patient comprising a therapeutically
or pharmaceutically acceptable amount of a TLR7 ligand of the invention, wherein such
compositions are formulated to reduce exposure of the subepithelial immune anatomy to
the TLR7 ligand while improving systemic absorption of the TLR7 ligand; and
pharmaceutical compositions suitable for topical administration to a patient comprising a
therapeutically or pharmaceutically acceptable amount of a8 TLR7 ligand of the invention,
wherein such compositions are formulated to reduce exposure of the subepithelial immune
anatomy to the TLR7 ligand while improving systemic absorption of the TLR7 ligand.
Depending on the specific tissue to be treated, additional components, such as penetration
enhancers, may be used prior to, in conjunction with, or subsequent to treatment with active
ingredients of the invention. In a preferred embodiment, each of these compositions is in
single unit dosage form and comprising an amount of active ingredient sufficient to treat or
prevent human infection by hepatitis C virus.



[0025] In a specific embodiment, the invention encompasses a pharmaceutigal
composition comprising a TLR7 ligand selected from analogs and derivatives of a
guanosine, b) imidazoquinoline, ¢) adenine, and d) pyrimidine.
[0026] In another specific embodiment, the invention encompusses a
pharmaceutical composition comprising a TLR7 ligand selected from Formulas Ia, Ib, Ic,
Id, Ie, If, Ig, and Ih, or a pharmacentically acceptable salt, hydrate, metabolite or
stereoisomer thereof or a pharmaceutically acceptable salt or hydrate of said stereoisomer.
32 TLR7 Ligand Prodrugs
10027] ' This invention also encompasses novel methods for the treatment or
prevention of hepatitis C viral infection, and novel pharmaceutical compositions which
utilize TLR7 ligand prodrugs or pharmaceutically acceptable salts, hydrates, metabolites or
stereoisomers thereof.
[0028] This invention also encompasses novel methods of treating diseases
responsive to immuno therapy with immunologic agents, comprising orally administering a
TLR7 ligand prodrug to a patient in need of immuno therapy, wherein the TLR7 prodrug
achieves a therapeutically effective plasma concentration of the TLR7 ligand in the patient.
{0029] In one embodiment, the invention encompasses a method of treating a
hepatitis C virus infection in a patient comprising orally administering to the patient a
TLR7 ligand prodrug or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, or stereoisomer
thereof, wherein the oral administration of the TLR7 ligand prodrug achieves a
therapeutically effective plasma concentration of the TLR7 ligand while reducing
undesirable side effects associated with TLR7 ligands. In a preferred embodiment, the
TLR7 ligand prodrug is a masked TLR7 ligand prodrug.
[0030] In another embodiment, the invention also encompasses a method of treating
diseases responsive to immuno therapy while reducing undesirable side effects associated
with immunologic agents, comprising orally administering 8 TLR7 ligand prodrugto a
patient in need of immuno therapy, wherein the TLR7 prodrug achieves a therapeutically
effective plasma concentration of the TLR7 ligand in the patient. In a preferred
embodiment, the TLR7 ligand prodrug is a magked TLR7 ligand prodrug.
[0031] In another embodiment, the oral administration of the TLR7 ligand prodrug
improves the in vivo bioavailability of the TLR7 ligand. In a preferred embodiment, the
oral administration of the TLR7 ligand prodrug achieves an in vivo effective plasma
concentration of the TLR7 ligand that is 10% to 500% of the effective in vivo exposure
obtained upon oral administration of the TLR7 ligand alone. In another preferred
embodiment, the oral administration of the masked TLR?7 ligand prodrug achieves an in

-
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vivo effective plasma concentration of the TLR7 ligand that is 50% to 200% of the effective
in vivo exposure obtained upon oral administration of tﬁe TLR?7 ligand alone.

[0032] In another embodiment, the oral administration of the TLR7 ligand prodrug
reduces adverse side effects. In a preferred embodiment, the side effect comprises
gastrointestinal irritancy, wherein gastrointestinal irritancy comprises hemorrhage, lesions,
and emesis.

[0033] - In another embodiment, the TLR7 ligand prodrug improves oral availability
i)y at least 25% and reduces gastrointestinal irritancy by at least 50% in a patient relative to
the oral administration of the TLR7 ligand alone. In another embodiment, the TLR7 ligand .
prodrug improves oral availability by at least 50% and reduces gastrointestinal irritancy by
such that other toxicities become limiting in a patient relative to the oral administration of
the TLR7 ligand alone.

[0034] In a preferred embodiment, the TLR7 ligand prodrug achieves a
therapeutically effective plasma concentration that is 25% to 200% of the effective in vivo
concentration of the TLR7 ligand in a patient after oral administration, with minimal
gastrointestinal irritancy.

[0035] In one embodiment, the methods of the invention encompass administering
to a patient in need thereof a therapeutically or prophylactically effective amount of a
prodrug of a TLR7 ligand selected from analogs and derivatives of &) guanosine, b)
imidazaquinoline, ¢) adenine, and d) pyrimidine.

[0036] In another embodiment, the methods of the invention encompass
administering to a patient in need thereof a therapeutically or prophylactically effective
amount of a prodrug of a TLR7 ligand selected from analogs and derivatives of a)
guanosine, b) imidazoquinoline, c) adenine, and d) pyrimidine, wherein the prodrug is an
(a) amide, carbamate, or amidine moiety after conversion of a TLR7 ligand amine
substituent, (b) ester, carbonate, carbamate, ether, imidate, acetal, aminal, or ketal moiety
after conversion of a TLR7 ligand alcohol substituent, (c) acetal or ketal moiety after
conversion of a TLR7 ligand keto substituent, (d) imidate moiety after conversion of a
TLR7 ligand carbonyl of an amido substituent, (e) deoxygenated moiety after conversion of
a TLR7 ligand oxo substituent of pyrimidine or guanosine, or (f) amine.

[0037] In another embodiment, the methods of the invention encompass
administering to a patient in need thereof a therapeutically or prophylactically effective
amount of a prodrug of a TLR7 ligand selected from
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wherein:

each R' is H, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, which may be
interrupted by one or more O, S, or N heteroatoms, or a substituted or unsubstituted aryl or
heteroaryl;

R? is H, OH, SH, halo, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, which
may be interrupted by one or more O, S, or N heteroatoms, or a substituted or unsubstituted
-O-(alkyl), -O-(aryl), -O-(heteroaryl), -S-(alkyl), -S-(aryl), -S-(heteroaryl), aryl, or
heteroary);

R’ is H, OH, or SH, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl,
heteroaryl, -O-(alkyl), -O-(aryl), -O-(heteroaryl), -S-(alky!), -S-(aryl), -S-(heteroaryl), -
NH(alkyl), -NH(ary), -NH(heteroaryl), -NH(R*)(alkyl), -NH(R")(aryl), or
-NHR)(heteroaryl);

R" is a substituted or unsubstituted alky!;

R’ is independently H, ~C(O)(C;-1salkyl), or a racemic, L-, or D- amino acid group



—C(O)CHNH,R?; w
R%is H, OR'?, or NR'");

R’ is independently H or a substituted or unsubstituted —-C(O)(C:-1salkyl) or —C(0)2(C:-
1salkyl);

R® is H, —OH, -O-(alkyl), -OCO;(C;-1salkyl), ~OC(OXCi-1salkyl), or a racemic, L-, or D-
amino acid group -OC(O)CHNH;R!;

R’ is H, or a subatituted or unsubstituted alkyl, C(O)CH(C;.¢ alkyl)NHa, or —C(O)CH(CH;-
a!yl)NHé;

R'is independently H, C,.¢ alkyl, C;.7 alkenyl, Cs7 alkynyl, {CR?R'*)(Cs-Ci0 aryl),
«(CRZR¥)(C;3-Cp cycloalkyl), {(CR'ZR'*)(C4-Cio heterocyclic), -(CR'’R"*)»1OH,
«(CR'R™);0C0,C; .15 alkyl, and -(CRZR")ogN(R')CO;C,.1q alkyl, and SOy(aryl),
wherein t is an integer from 0 to 6 unless otherwise indicated, and wherein the alkyl,
alkenyl, alkynyl, aryl, cycloalkyl, and heterocyclic moieties of the foregoing groups are
optionally substituted with substituents independently selected from halo, cyano, nitro,
:triﬂuommethyl, trifluoromethoxy, C,-Cs alkyl, C2-Cs alkenyl, C;-Cg alkynyl, hydroxy, C;-
Cs alkoxy, -NH;, -NH-alkyl, -N(alkyl);, -NH-aryl, -N(alkyl)(aryl), -N(aryl);, -NHCHO,
-NHC(O)alkyl, -NHC(O)aryl, -N(alkyl)C(O)H, -N(alky!)C(O)alkyl, -N(ary})C(O)H,
-N(aryl)C(O)alkyl, -NHCO;alkyl, -N(alkyl)COjalkyl, -NHC(O)NH;, -N(alkyl)C(O)NH;,
-NHC(O)NH-alkyl, -NHC(O) N(alkyl);, -N(alkyl)C(O)NH-alkyl, N(alkyl)C(O) N(alkyl),
-NHSO;-alkyl, -N(alkyl)SO;-alkyl, -C(Q)alkyl, -C(Q)aryl, -OC(0)alkyl, -OC(O)aryl, -
CO;-elkyl, -CO,-aryl, -CO;H, -C(O)NHj;, -C(O)NH-alkyl, -C(O)N(alkyl);, -C(O)NH-aryl,
-C(O)N(aryl)s, -C(O)N(alkyl)(aryl), -S(O)alky], -S(O)aryl, -SOzalkyl, -5Ozaryl, -SO;NH;, -
SO;NH-alkyl, and -SO;N(alkyl);;

R'! is independently H, C1.¢ alkyl, C3-Cyp cycloalkyl, or together with nitrogen forms & 5-
or 6-membered heterocyclic ring;

R'? and R" are independently H, C,_s alkyl, Cz.¢ alkenyl, or Ca.5 alkynyl;

R™ is H, C,. alkyl, or -CHz-aryl;

XisOorS;

Y is H, halo, OH, OR*, SH, SR*, or a substituted or unsubstituted alkyl or aryl; and

Z is H, halo, OH, OR*, SH, or SR*;

or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, metabolite or stereoisomer thereof or &
pharmaceutically acceptable salt or hydrate of said stereoisomer.

[0038] In another embodiment, the invention encompasses a method of treating or
preventing a hepatitis C virus infection in a patient in need thereof comprising
administering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
TLR?7 ligand selected from Formula Ila, I, Iic, IId, Ile, IIf, Ig, and ITh, wherein R is H or



a substituted or unsubstituted alky}, alkenyl, or alkynyl; R? is H, OH, halo, or a substituted
or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, or -CHa-O-(alkyl); R}isH, OH, or SH, ora
substituted or unsubstituted -O-(alkyl), -S-(alkyl), or -NH(alkyl); R’ is independently H,
—C(0)(C;-1salkyl), or a racemic, L-, or D- amino acid group —-C(O)CHNH;R?, wherein R’
is an unsubstituted alkyl; R® is H or OR'®, wherein R' is independently C,. alkyl, Cs.;
alkenyl, Cs.y alkynyl, -(CR'*R'*)(Cs-Cy0 aryl), (CR'2R"*)(C4-C10 heterocyclic), and
-(CRR®)oN(R")CO,C,. 14 alkyl, wherein t is an integer from 0 to 4 unless otherwise
{ndicated. and wherein the alkyl, alkenyl, aryl, and heterocyclic moieties of the foregoing

groups are optionally substituted with 1 to 3 substituents independently selected from halo, .

cyano, nitro, triflucromethyl, triflucromethoxy, C;-C alkyl, C;-Cs alkenyl, C;-Cg alkynyl,
hydroxy, C,-Cs alkoxy, -CO-alkyl, -CO,-aryl, -OC(0O)alkyl, and -OC(Q)aryl, and wherein
R'? and R" are independently H, C,.¢ alkyl, or C,.¢ alkenyl; and R'*is H, -CH;, or
~CH,CH; R is independently H or a substituted or unsubstituted —C(O)(C;-1salkyl) or
-'-C(O);(Cl-ualkyl); R? is H, ~OH, -O-(alkyl), -OCO;(C;-1salkyl), or a

racemic, L-, or D- amino acid group —-OC(O)CHNH;R'; X is O or S; Y is H, halo, OH,
OR‘,

SH, or SR and Z is H, halo, OH, OR*, SH, or SR".

[0039] In specific embodiment, the invention encompasses a method of treating or
preventing a hepatitis C virus infection in a patient in need thereof comprising
administering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
prodrug of a TLR7 ligand selected from
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or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, or stereoisomer thereof or a
pharmaceutically acceptable salt or hydrate of said stereoisomer.
[0040] In another preferred embodiment of the invention, the TLR7 ligand prodrug
is an amino acid ester prodrug of the TLR7 ligand. In another preferred embodiment, the
amino acid ester prodrug of the TLR7 ligand is a valyl ester.
[0041] In one embodiment of the invention, R is not a racemic, L-, or D- amino
acid group —C(O)CHNH;R’. In another embodiment, R® is not a racemic, L-, or D- amino
acid group —-C(O)CHNH;R® when the TLR7 ligand prodrug is selected from a compound of
Formula ITh.
[0042] In another alternative embodiment, the invention encompasses a method for
treating or preventing hepatitis C virus infection in a patient in need thereof, comprising
administering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
prodrug of a TLR7 ligand and a pharmaceutically acceptable excipient, carrier, or vehicle.
[0043] In a separate embodiment, the invention encompasses a method for treating
or preventing hepatitis C virus infection in a patient in necd thereof, comprising
administering to the patient a therapeutically or prophylactically effective amount of a
prodrug of a TLR7 ligand and an additional therapeutic agent, preferably an additional
antiviral or immunomodulatory agent.
[0044] The invention also encompasses pharmaceutical compositions suitable for
parenteral administration to a patient comprising a therapeutically or pharmaceutically
acceptable amount a prodrug of a TLR7 ligand of the invention in a sterile form;
pharmaceutical compositions suitable for parenteral administration to a patient comprising
a therapeutically or pharmaceutically acceptablc amount of a prodrug of a TLR7 ligand of
the invention; pharmaceutical compositions suitable for mucosal administration to a patient
comprising a therapeutically or pharmaceutically acceptable amount of a prodrug of a
TLR7 ligand of the invention; and pharmaceutical compositions suitable for topical
administration to a patient comprising a therapeutically or pharmaceutically acceptable
amount of a prodrug of a _TLR’I ligand of the invention. Depénding on the specific tissue to
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be treated, additional components, such as penetration enhancers, may be used prior to, in
conjunction with, or subsequent to treatment with active ingredients of the invention. Ina
preferred embodiment, each of these compositions is in single unit dosage form and
comprising an amount of active ingredient sufficient to treat or prevent human infection by
hepatitis C virus,

[0045] In a specific embodiment, the invention encompasses a pharmaceutical
composition comprising a prodrug of a TLR7 ligand selected from Formula IIa, IIb, IIc, I1d,
le, IIf, Tig, and ITh, or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate or stercoisomer thereof
br a pharmaceutically acceptable salt or hydrate of said stereoisomer.

[0046] In another embodiment of the invention, and depending on the specific
tissue to be treated, additional components including, but not limited to penetration
enhancers, molecules which target the area of the infection and molecules which reduce the
in vivo toxicity of the prodrug of a TLR7 ligand may be used prior to, in conjunction with,
or subsequent to treatment with one or more prodrugs of TLR7 ligands of the invention.
[0047] The TLR7 ligand prodrugs are useful as immune system enhancers and have
certain immune system properties including modulation, mitogenicity, augmentation,
and/or potentiation or they are intermediates for compounds that have these properties. The
compourxis are expected to express effects after administration to a mammal on at least one
of the cell populations characterized as the naturel killer cells, macrophages, dendritic cells,
and lymphocyte cells of the immune system of a host. Because of these properties they are
useful as an anti-infective including, but not limited to antiviral agents, and as antitumor
agents or as intermediates for the same. They can be used to treat an affected host by
serving as the active ingredients of suitable pharmaceutical compositions.

[0048] In one aspect of the invention, TLR7 ligand proiirugs are utilized to treat the
full range of viral diseases in mammals by administering to the mammal a therapeutically
effective amount of the compounds. Viral diseases contemplated to be treated with TLR7
ligand prodrugs include acute and chronic infections caused by both RNA and DNA
viruses. Without limiting in any way the range of viral infections that may be treated,
TLR?7 ligand prodrugs are particularly useful in the treatment of infections caused by
adenovirus, cytomegalovirus, hepatitis A virus (FLAV), hepatitis B virus (HBV),
flaviviruses including Yellow Fever virus, hepacivirus including hepatitis C virus (HCV),
herpes simplex type 1 and 2, herpes zoster, human herpesvirus 6, human immunodeficiency
virus (HIV), human papilloma virus (HPV), influenza A virus, influenza B virus, measles,
pareinfluenza virus, pestivirus, poliovirus, poxvirus (including smallpox and monkeypox
virus), rthinovirus, coronovirus, respiratory syncytial virus (RSV), milltiple families of
viruses that cause hemorrhagic fevers, including the Arenaviruses (LCM, Junin virus,
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Machupo virus, Guanarito virus, and Lassa Fever), the Bunyaviruses (Hanta viruses and
Rift Valley Fever) and Filoviruses ( Ebola and Marburg virus), a range of viral
encephalitides including West Nile virus, LaCrosse virus, Califomia Encephalitis virus,
Venezuelan Equine Encephalitis virus, Eastern Equine Encephalitis virus, Western Equine
Encephalitig virus, Japanese Encephalitis virus, Kysanur Forest virus, and tickborne viruses
such as Crimean-Congo Hemorrhagic fever virus.

[0049) In another aspect of the invention, TLR7 ligand prodrugs are utilized to treat
bacterial, fungal, and protozoal infections in mammals by administering to the mammal a
ithempeﬁtically effective amount of the prodrugs. The full range of pathogenic
microorganisma is contemplated to be ireatable by the TLR7 ligand prodrugs of the present
invention, including without limitation those organisms that are resistant to antibiotics. The'
ability of TLR7 ligand prodrugs to activate multiple components of the immune system
bypasses resistance mechanisms commonly found to reduce susceptibility to antibiotica,
and thus treatment of infections in a mammal caused by such resistant microorganisms by
TLR7 ligand prodrugs is a particular utility of the present invention.

[0050] In another aspect of the invention, TLR7 ligand prodrugs are utilized to treat
tumors in mammals by administering to the mammal a therapeutically effective amount of
the prodrugs. Tumors or cancers contemplated to be treated include both those arising from
aberrations in normal cellular processes as well as those caused by virus, and the effect may
involve inhibiting the spread of cancerous cells, accelerating the killing of cancerous cells,
inhibiting transformation of virus-infected cells to a neoplastic state, inhibiting the spread
of viruses from transformed cells to other normal cells, and/or arresting the growth of virus-
transformed cells. The prodrugs of TLR7 ligands are expected to be useful against a broad
spectrum of tumors including but not limited to carcinomas, sarcomas, and leukemias.
Included in such a class are mammary, colon, bladder, lung, prostate, stomach, and
pancreas carcinomas and lymphoblastic and myeloid leukernias.

(0051) In another aspect of the invention, a method of treating 8 memmal comprises
administering a therapeutically and/or prophylactically effective amount of a
pharmaceutical containing a TLR7 ligand prodrug of the invention. In this aspect the effect
may relate to modulation of some portion of the mammal's immune syatem, especially
modulation of cytokine activities of Thl and Th2, including but not restricted to the
interleukin family, ¢.g., IL-1 through JL-12, and other cytokines such as TNF alpha, and
interferons including interferon alpha, interferon beta, and interferon gamma, and their
downsteam effectors. Where modulation of Thl and Th2 cytokines occurs, it is
contemplated that the modulation may include stimulation of both Thl and Th2,
suppression of both Thl and Th2, stimulation of either Th1 or Th2 and suppression of the
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other, or a bimodal modulation in which one effect on Th1/Th2 levels (such as gengéralized
suppression) occurs at a high concentration, while another effect (such as stimulation of
either Thl or Th2 and suppression of the other) occurs at a lower concentration.
[0052] In another aspect of this invention, pharmaceutical compositions containing
& prodrug of a TLR7 ligand arc administered in therapeutically effective doses to a mammal
that is receiving immunomodulatory drugs not included in this invention. In a preferred
aspect, the doses of the immunomodulatory drug are reduced below their customary
effective dose, to reduce adverse effects. In a second preferred aspect, the
iimmunémodulatory drug is used at its customary dose, but with an improved therapeutic
cffect when a prodrug of a TLR7 ligand is also administered.
[0053] In enother aspect of the invention, pharmaceutical compositions containing a
prodrug of a TLR7 ligand are administered in a therapeutically effective dose to a mammal
that is receiving anti-infective drugs not included in this invention. In a preferred aspect of
this invention, the pharmaceutical compositions containing a prodrug of a TLR7 ligand are
:administered in a therapeutically effective dose with anti-infective drug(s) that act directly
upon the infectious agent to inhibit the growth of or kill the infectious agent.

4. BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0054] Figure 1 is a graphical depiction of plasma levels of isatoribine and
interferon alpha in mice.
[ooss] Figure 2 is a graphical depiction of Viral Load Changes in HCV infected

Patients receiving isatoribine.

5. DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
5.1 DEFINITIONS

[0056] Where the following terms are used in this specification, they are used as
.’ defined below:

[0057} The terms “comprising” and “including™ are used herein in their open, non-

limiting sense.

[0058] The term “nucleoside” refers to a compound composed of any pentose or

modified pentose moiety attached to a specific position of a heterocycle or to the natural

position of a purine (9-position) or pyrimidine (1-position) or to the equivalent position in

an analog.
[0059] The term “purine” refers to nitrogenous bicyclic heterocycles.
[0060] The term “D-nucleosides™ refers to the nucleoside compounds that have a D-

ribose sugar moiety (e.g., Adenosine).

-
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[0061] The term *“L-nucleosides” refers to the nucleoside compounds that have a L-
ribose sugar moiety.

[0062] The term “immunomodulator” refers to natural or synthetic products capable
of modifying the normal or aberrant immune system through stimulation or suppression..
[0063] The term “NOAEL” is the No Observed Adverse Event Level, which is a
toxicology term for the dose of drug that results in no significant toxicity under the
.specified conditions of dose level, frequency, duration in a selected species.
' [0064] “Ligand” means a low molecular weight molecule capable of binding to a
biologic receptor. A ligand may be either an agonist or an antagonist, or may have no
effect.

[006S] An “agonist” is a ligand that, upon binding, stimulates the receptor to exert a
biologic response that is consistent with the normal biologic activity of the receptor.
{0066] An “antagonist” is a ligand that, upon binding, causes the receptor to not
“exert the normal biologic activity of the receptor.

[0067] The term “mammal” includes both animals and humans.

[0068] The term "preventing” refers to the ability of a compound or composition of

the invention to prevent a disease identified herein in mammals diagnosed as having the
disease or who are at risk of developing such disease. The term also encompasses
preventing further progression of the disease in mammals who are already suffering from or
have symptoms of such disease.

[0069] The term “treating” refers to:

@) preventing a disease, disorder, or condition from occurring in a
mammal that may be predisposed to the disease, disorder and/or condition, but has not yet
been diagnosed as having it;

(i)  inhibiting the disease, disorder, or condition, i.e., arresting its
development; and

(iii) relieving the disease, disorder, or condition, i.e., causing regression
of the discase, disorder, and/or condition.

[0070] The terms “o* and “#” indicate the specific stereochemical configuration of
a substituent at an asymmetric carbon atom in a chemical structure as drawn.
[0071] The terms “patient” or “subject” mean an animal (¢.g., cow, horse, sheep,

pig, chicken, turkey, quail, cat, dog, mouse, rat, rabbit, guinea pig, etc.) or a mammal,
including chimeric and transgenic animals and mammals. In the treatment or prevention of
HCV infection, the term “patient” or “subject” preferably means a monkey or a human,
most preferably a human. In a specific embodiment the patient or subject is infected by or
exposed to the hepatitis C virus. In certain embodiments, the patient is & human infant (age

-"’
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0-2), child (age 2-17), adolescent (age 12-17), adult (age 18 and up) or m 70 and
up) patient. In addition, the patient includes immunocompromised patients such as HIV
positive patients, cancer patients, patients undergoing immunotherapy or chemotherapy. In
a particular embodiment, the patient is a healthy individual, i.e., not displaying symptoms
of other viral infections,
10072} The term a “therapeutically effective amount” refers to an amount of the
TLR7 ligand or prodrug of a TLR7 ligand of the invention sufficient to provide a benefit in
the trestment or prevention of viral disease, to delay or minimize symptoms associated with

t viral infection or viral-induced disease, or to cure or ameliorate the disease or infection or

cause thereof. In particular, a therapeutically effective amount means an amount sufficient
to provide a therapeutic benefit in vivo. Used in connection with an amount of a compoun;!
of the invention, the term preferably encompasses a non-toxic amount that improves overall
therapy, reduces or avoids symptoms or causes of disease, or enhances the therapeutic
cflicacy of or synergies with another therapeutic agent.

- [0073] The term a “prophylactically effective amount” refers to an amount of a

compound of the invention or other active ingredient sufficient to result in the prevention of
infection, recurrence or spread of viral infection. A prophylactically effective amount may
refer to an amount sufficient to prevent initial infection or the recurrence or spread of the
infection or a diseasc agsociated with the infection. Used in connection with an amount of .
a compound of the invention, the term preferably encompasses a non-toxic amount that
improves overall prophylaxis or enhances the prophylactic efficacy of or synergizes with
another prophylactic or therapeutic agent.

10074} The term “in combination” refers to the use of more than one prophylactic
and/or therapeutic agents simultaneously or sequentially and in 2 manner that their
respeclive effects are additive or synergistic.

[0075] The term “;;hmnlceuﬁcally acceptable salts” refer to salts prepared from
pharmaceuticelly acceptable non- toxic acids or bases including inorganic acids and bases
and organic acids and bases. If the inventive TLR7 ligand prodrug is a base, the desired
phermaceutically acceptable salt may be prepared by any suitable method available in the
arl, for example, treatment of the free base with an inorganic acid, such as hydrochloric
acid, hydrobromic acid, suifuric acid, nitric acid, phosphoric acid and the like, or with an
organic acid, such as acetic acid, maleic acid, succinic acid, mandelic acid, fumaric acid,
malonic acid, pyruvic acid, oxalic acid, glycolic acid, salicylic acid, a pyranosidyl acid,
such as glucuronic acid or galacturonic acid, an alpha-hydroxy acid, such as citric acid or
tariaric acid, an amino acid, such as aspartic acid or glutamic acid, an aromatic acid, such as

I;enzoic acid or cinnamic acid, a sulfonic acid, such as p-toluenesulfonic acid or
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ethanesulfonic acid, or the like. If the inventive TLR7 ligand prodrug is an acid, the
desired pharmacentically acceptabie sait may be prepared by any suitable method, for
example, treatment of the free acid with an inorganic or organic base, such as an amine
(primary, secondary or tertiary), an alkali metal hydroxide or alkaline earth metal
hydroxide, or the like. Ilustrative examples of suitable salts include organic salts derived
from amino acids, such as glycine and arginine, ammonia, primary, secondary, and tertiary

_ amines, and cyclic amines, such as piperidine, morpholine and piperazine, and inorganic
" salts derived from sodium, calcium, potassium, magnesium, manganese, iron, copper, zinc,

aluminum and lithium. '
[0076] The term "prodrug” is intended to mean any chemical entity that after
administration is converted via metabolic actions or solvolysis to a different chemical entity
that retains biological activity.

. {0077] The term "TLR7 ligand prodrug" is intended to mean any chemical entity
' that after administration is converted via metabolic actions or solvolysis to a different

chemical entity that retaing biological activity and that is a ligand for TLR7. A TLR7
ligand prodrug may itself be a ligand for TLR?, or it may be "masked" in that it does not
function efficiently as a TLR7 ligand.

[0078) The term "masked TLR? ligand prodrug" is intended to mean any chemical
entity that after administration is converted via metabolic actions or solvolysis to a different
chemical entity that retains biological activity and that is a ligand for TLR7, and where the
administered chemical entity is a less efficient ligand for TLR7 than the chemical entity
arising from metabolic conversion or solvolysis. '

[0079] The term “a pharmaceutically active metabolite” is intended to mean a
pharmacologically active product produced through metabolism in the body of a specified
compound or salt.thereof. Afier entry into the body, most drugs are substrates for chemical
reactions that may change their physical properties and biologic effects. These metabolic
conversions, which usually affect the polarity of the TLR7 ligand, alter the way in which
drugs are distributed in and excreted from the body. However, in some cases, metabolism
of a drug is required for therapeutic effect. For example, many anticancer drugs of the anti-
metabolite class must be converted to their active forms after they have been transported
into a cancer cell.

[0080] As used herein, unless otherwise specified, the term *“alkyl” means a
saturated straight chain or branched non-cyclic hydrocarbon having from 1 to 20 carbon
atoms, preferably 1-10 carbon atoms and most preferably 1-4 carbon atoms. Representative
saturated straight chain alkyls include -methyl, -ethyl, -n-propyl, -n-butyl, -n-pentyl, -n-
hexyl, -n-heptyl, -n-octyl. -n-nonyl and -n-decyl; while saturated branched alkyls include -

-
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isopropyl, -sec-butyl, -isobutyl, -tert-butyl, -isopentyl, 2-methylbutyl, 3-methylbutyl, 2-
methylpentyl, 3-mcthylpentyl, 4-methylpenty], 2-methylhexyl, 3-methylhexyl, 4-
methylhexyl, 5-methylhexyl, 2,3-dimethylbutyl, 2,3-dimethylpentyl, 2,4-dimethylpentyl,
2,3-dimethylhexyl, 2,4-dimethylhexyl, 2,5-dimethylhexyl, 2,2-dimethylpentyl, 2,2-
dimethylhexyl, 3,3-dimtheylpentyl, 3,3-dimethylhexyl, 4,4-dimethylhexyl, 2-ethylpentyl, 3-
ethylpentyl, 2-ethylhexyl, 3-ethylhexyl, 4-ethylhexyl, 2-methyl-2-ethylpentyl, 2-methyl-3-
ethylpentyl, 2-methyl-4-ethylpentyl, 2-methyl-2-ethylhexyl, 2-methyl-3-ethylhexyl, 2-
methyl-4-ethylhexyl, 2,2-diethylpentyl, 3,3-diethylhexyl, 2,2-diethylhexyl, 3,3-diethylhexyl
and the like. An alkyl group can be unsubstituted or substituted.

[0081] As used herein, unless otherwise specified the term “aryl” means a
carbocyclic aromatic ring containing from 5 to 14 ring atoms. The ring atoms of &
carbocyclic aryl group are all carbon atoms. Aryl ring structures include compounds
having one or more ring structures such as mono-, bi-, or tricyclic compounds as well as
benzo-fused carbocyclic moieties such as 5,6,7,8-tetrahydronaphthyl and the like.
Preferably, the aryl group is a monacyelic ring or bicyclic ring. Representative aryl groups
include phenyl, tolyl, anthracenyl, fluorenyl, indenyl, azulenyl, phenanthrenyl and
naphthyl. A carbocyclic aryl group can be unsubstituted or substituted.

[0082] The term “substitutéd™ means that the specified group or moiety bears one or
more substituents. The term "unsubstituted” means that the specified group bears no
substituents. A “substituted alkyl” or “substituted aryl” is substituted by one or more
substituents including halogen (F, Ci, Br, or I), lower alkyl (C,.), -OH, -NO3, -CN, -CO;H,
-O-lower alkyl, -aryl, -aryl-lower alkyl, -CO,CH,, -CONH;, -OCH2CONHj, -NHj, -
SO;NHj;, haloealkyl (e.g., -CF3, -CH3CF3), -O-haloalkyl (e.g., -OCF;, -OCHF3), and the like.
[0083] As used herein and unless otherwise indicated, the term “optically pure” or
“stereomerically pure” means a composition that comprises one stereoisomer of a
compound and is substantially free of other stereoisomers of that compound. For example,
a stereomerically pure compound having one chiral center will be substantially free of the
opposite enantiomer of the compound. A typical stereomerically pure compound comprises
greater than about 80% by weight of one stereoisomer of the compound and less than about
20% by weight of other stereoisomers of the compound, more preferably greater than about
90% by weight of one stereoisomer of the compound and less than about 10% by weight of
the other sterecisomers of the compound, even more preferably greater than about 95% by
weight of one stereoisomer of the compound and less than about 5% by weight of the other
stereoisomers of the compound, and most preferably greater than about 97% by weight of
one stereoisomer of the compound and less than about 3% by weight of the other
stereoisomers of the compound. Since many of the compounds of the invention comprise
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saccharides which can exist in cither the D or L forms, the invention encompasses etther or
both D and L sugars. As such, for example, a stereomerically pure D sugar will be
substantially free of the L form. In an alternative embodiment, the use of L forms of a
TLR7 ligand will be substantially free of the D form. Thus, the methods and compositions
disclosed herein include in an alterative embodiment the use of such levorotatory sugars
or polymers made therefrom.

[0084] The compounds of the invention may exhibit the phenomenon of
tautomerism. While Formulas I and II cannot expressly depict all possible tautomeric
f!on:ns, it is to be understood that Formula 1 is intended to represent any tautomeric form of
the depicted compound and are not to be limited merely to a specific compound form ]
depicted by the formula drawings. For example, it is understood that regardless of whether
or not the substituents are shown in their enol or their keto form, they represent the same

compound (as shown in the Formula IIa example below).
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5.2  Identification of TLR7 Ligands
[0085] Known TLR?7 ligands include, but are not limited to (1) guanosine analogs,
such as 7-deazaguanosine and related compounds, including but not limited to those
described in Townsend, J. Heterocyclic Chem, 13, 1363 (1976), and Seele, et al, Chem.
Ber., 114(10), 3395-3402 (1981); 7-allyl, 8-0xo-guanosine (loxorabine) and related
compounds, including but not limited to those described in Reitz, et al., J. Med. Chem, 37,
3561-3578 (1994); 7-methyl, 9-deazaguanosine and related compounds including, but not
limited to, those described in Girgis et al., J. Med. Chem., 33, 2750-2755 (1990); 8-
bromoguanosine and other 8-halogen substituted purines compounds including, but not
limited to, those described in United States Patent No. 4,643,992; 6-amino-9-benzyl-2-
butoxy-9H-purin-8-ol, and other 2, 6, 8, 9 -substituted purines including, but not limited to,
those described in Hirota et al., J. Med. Chem., 45, 5419-5422 (2002), Henry et al., J. Med.
Chem., 33, 2127-2130 (1990), Michael et al., J. Med. Chem., 36, 3431-3436 (1993),
Fumneaux et al., J. Org. Chem., 64 (22), 8411-8412 (1999), Barrio et al; J. Org. Chem., 61,
6084-6085 (1996), United States Patent No. 4,539,205, United States Patent No. 5,011,828,
United States Patent No. 5,041,426, United States Patent No. 4,880,784, and International
Patent Application Publication Nos. WO 94/07904; (2) imidazoquinolines, including but
not limit.ed to 1-(4-amino-2-ethoxymethyl-imidazo[4,5-c]quinolin-1-yl)-2-methyl-propan-

-
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2-ol (imiquimoid), as described in International Patent Application Publication No. WO
94/17043; 1-isobutyl-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-ylamine (resiquimoid) as described in
International Patent Application Publication No. WO 94/17043 and United States Patent
Application Nos. 10/357,777 (United States Patent Application Publication No. US
2003/0195209), 10/357,733 (United States Patent Application Publication No. US
2003/0186949), 10/358,017(United States Patent Application Publication No. US
2003/0176458), 10/357,995(United States Patent Application Publication No. US
2003/0162806), 10/165,222 (United States Patent Application Publication No. US

2003/01 60764), 10/011,921(United States Patent Application Publication No. US
2003/0065005) and 10/013,059 (United States Patent Application Publication No. US
2002/0173655); United States Patent No. 5,395,937; International Patent Application
Publication No. WO 98/17279; and (3) pyrimidine derivatives, including but not limited to
2-amino-6-bromo-5-phenyl-3 H-pyrimidin-4-one (bropirimine), and similar substituted
pyrimidines including, but not limited to, those described in Wierenga et al., J. Med. Chem,
23, 239-240 (1980), Fan et al., J. Heterocyclic Chem., 30, 1273 (1993), Skilnick et al., J.
Med. Chem., 29, 1499-1504 (1986), Fried, et al., J. Med. Chem., 23, 237-239 (1980), and
Fujiwara et al., Bioorg. Med. Chem. Lest., 10(12) 1317-1320 (2000). The entireties of each
of the patents, patent publications and publications identified herein are incorporated herein
by reference.

[0086] -  In addition to the above TLR7 ligands, additional TLR7 ligands can be
readily identified by known screening methods. See, e.g., Hirota et al., J. Med. Chem., 45,
5419-5422 (2002); and Akira S. et al., Immunology Letters, 85, 85-95 (2003). Using a
variant of one of these known screening methods (as described in Section 6.1), analogs and
derivatives of adenine were also identified as TLR7 ligands. Adenine derivatives known in
the art are described in European Patent Application Publication Nos. EP 1 035 123, EP 1
043 021, and EP 0 882 727; United States Patent No. 6,376,501; United States Patent No.
6,329,381; United States Patent No.6,028,076, and United States Patent Application
Publication No. US 2003/0162806.

[0087) The TLR7 ligands of Formulas Ia-Th can be synthesized using methods
known to one of skill in the art, particularly in light of the references and patents listed

above.

5.3  Preparation of TLR7 Ligand Prodrugs
[0088] The TLR7 ligand prodrugs of the invention are prepared by making an (a)
amide, carbamate, or amidine moiety after conversion of a TLR7 ligand amine substituent,
(b) ester, carbonate, carbamate, ether, imidate, acetal, or ketal moiety after conversion of a
TLR7 ligand alcohol substituent, (c) acetal or ketal moiety after conversion of a TLR7
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ligand amine substituent, (d) imidate moiety after conversion of a TLR7 ligand carbonyl of
an amido substituent, (¢) deoxygenated moiety after conversion of a TLR7 ligand oxo
substituent of pyrimidine or guanosine, or (f) amine. For example, TLR7 ligand prodrugs
are prepared by either (1) converting an hydroxyl (OH) substituents of the TLR7 ligand into
an amino acid ester, or (2) making an amine substituent of the TLR7 ligand into an amide
or carbamate. The process for preparing prodrugs is well known in the art and is described
by Burger’s Medicinal Chemistry and Drug Chemistry, 1, 172-178, 949-982 (1995). See
also Bertolini ef al.,J. Med. Chem., 40, 2011-2016 (1997); Shan, et al., J. Pharm. Sci., 86
(7), 765-767; Bagshawe, Drug Dev. Res., 34, 220-230 (1995); Bodor, Advances in Drug
Res., 13, 224-331 (1984); Bundgaard, Design of Prodrugs (Elsevier Press 1985); Larsen,
Design and Application of Prodrugs, Drug Design and Development (Krogsgaard-Larsen et
al., eds., Harwood Academic Publishers, 1991); Dear et al., J. Chromatogr. B, 748, 281-
293 (2000); Spraul et al., J. Pharmaceutical & Biomedical Analysis, 10, 601-605 (1992);
and Prox et al., Xenobiol., 3, 103-112 (1992).

[0089] Schemes 1-18 show a general procedure to prepare representative
compounds of Formula IT.
[0090] Schemes 1-6 describe how 5’-amino acid esters can be synthesized from

analogs and derivatives of guanogine.
Scheme 1
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Townserd, JHC, 13,
1076, 1383

Geala, ot ol, Chem. Ber.,
114, 10, 1991, 3385-3402

a) 2,2-dimethaxypropans, acstons, DMSO, MaBO3yH, 0 °C
b) BOC-NHCHRCOH, EDC, DMAP, PhMe, 0 °C - 1t
¢) anh. HCI, PrOAc, PrOH
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1) 2,2-dimesthaxypropane, scetone, DMSO, MeSO,H. 0 °C
b) BOC-NHCHR'COzH, EDC, DMAP, PhMa, 0°C - it
¢) anh. HCI, PrOAe, PrOH
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9 10 11 12
Girgla, ot al. JMC, 33, 1800, 2780-2785

) 2,2-dmsthoxypropans, aceiohe, DMGO, WeBO,H, 0 °C
i b) BOC-NHCHR'COZH, EDC, DMAP, PhMe, 0°C - it
c) anh. HCl, PrOAe, PrOH

13 14 15 16

§-bromoguenosine [303138-78-0]
commarcially avallabie

8) 2,2-dimethoxypropane, acelone, DMSO, MeSOgH, 0 °C
b) BOC-NHCHR'COzH, EDC, DMAP, PhMe, 0 °C - it
c) anh. HCY, /PrOAc, PrOH

[0091) In a typical synthetic route, the 2',3'-hydroxyl groups of the f-D-ribose
moiety of Formulaa Ia, Ib, Id, Te, or Ih can first protected, preferably with an acetonide as
shown for 2, 6, 10, or 14. The free 5'-hydroxyl can then be subjected to a variety of
esterification methods with a N-protected amino acid to form 3, 7, 11, or 15. The nitrogen
of the amino acid ester and the 2',3'-hydroxyls of the ribose unit can then be subjected to
various deprotection conditions, preferably concurrently, followed by salt formation of the
free amine of the amino acid ester as illustrated for 4, 8, 12, or 16.

Scheme 5
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17 13 19 0
Raitz, ol ai, JMC, 37, 1994, 3891-35T0

a) W. acstone, DMF, MeB0sH, 0°C
b) BOG-NHGHR‘OO;H. EDC, DMAP, PhMa, 0 °C - 1t
¢) AcCl, CHsOM

Scheme 6

21 F 7 1 24
Kinl, et al, JMC, 34, 1901, 3008-3010

8) 2,2-dimethaxypropane, acatone, DMBO, MeSOyH, 0 °C
b) BOC-NHCHR'CO5H, EDC, DMAP, PhMe, 0 °C - 1t
c) enh. HCI, PrOAc, PrOH

[0092] In the synthetic routes shown in Schemes 5 and 6, the 2',3"-hydroxyl groups
of the B-D-ribose moiety of compound 17 and 21 were first protected with an acetonide to
form 18 and 22 respectively. The free 5™-hydroxyl was then subjected to esterification with
a N-tert-butoxycarbonyl valipe to form 19 and 23 respectively. The nitrogen of the amino
acid ester and the 2',3'-hydroxyls of the ribose were concurrently deprotected forming the
hydrochloride salts as illustrated for 20 and 24.

[0093] Schemes 7 and 8 describe how carbamates and carbonates can be
synthesized from analogs and derivatives of adenine.
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17 28 (Example of 1I)
a) HOBT, DMF,CHaCla, 0 °C
b) TFA, CHzCl, 09C - 1t

[0094) In a typical synthetic route, the amino group of Formula If can be subjected
to a variety of conditions with carbonates or chloroformates to form carbamates. In the
case of 27, the N-terminal protected amine of the resuiting amino acid ester can be
subjected to deprotection conditions to form salts such as 28.

‘1“»?%

Foianges

29 a0
Kurimots, o al, Bloorg. Med. Chem.,
12, 2004, p.1091-1088

a) CgH130C(O)CI, (IPr)2NEt, CH,Clp, MeOH, DMAP, 0-35 °C

[0095] In Scheme 8 the hydroxyl group of adenine derivative 29 was esterified with
n-hexyl chlorofomate to give carbonate 30.
[0096] Schemes 9 and 10 describes how carbamates and can be synthesized from

imidazoquinoline analogs.
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_[0057] In a typical synthetic route, the amino group of analogs of Formula Ic can be

'subjecled to a variety of conditions with carbonates, pyrocarbonates or chloroformates to

form carbamates.

31 W baToes u
a) [CsH110C(O))120, NEts, CHCl3, 40 °C
[0098] In Scheme 10 imidazoquinoline 31 was treated with n-pentyl pyrocarbonate
to give pentyl carbamate 34.
[0099] Schemes 11-12 described how to synthesize carbamates and imidates of
pyrimidines of formula Ig,
cheme 11
0
iﬂ. Et0” “NH
NZ“NH N®“NH
oY ——
r
kL] 36 (Exermple of Ilg)
Wierenga ot al, JMC, 23, Fan atal, JHC, 30,
1880, 236-240 1089, 1273-12768
8} [EtO(CO)L0. NEt3, DMF, 85 °C
[00100] In a typical synthesis of carbamates, the amino group of 35 was subjected to

ethyl pyrocarbonate under conditions shown above to form carbamate 36.
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Wierenga et al, JMC, 23,
1980, 238-240

a) polymer supported PPhs, EtOH, DEAD, THF, rt
100101] In a typical synthesis of imidates, the amino group of 35 was subjected to
ethyl alcohol under Mitsunobu type conditions shown above to form ethoxy derivative 37.

[00102] Scheme 13 describes how carbamates and can be synthesized from ‘
imidazoquinoline analogs.
Scheme 13
NH; ElOiNH
61")—/*/ E0,00 NI.: "
N , ioiuene, N
Lé :y"rc -nt Lé
H OH
lcctaidas, at o,
s aow'dr m:; o 39 (Example of T¢)

[00103] In a typical synthetic route, the amino group of a derivative of Formula I¢
can be subjected to a variety of conditions with carbonates, pyrocarbonates or
chloroformates to form carbamates.
[00104] Scheme 14 shows a general procedure for preparing 7-allyl-2-Amino-9-8-D-
ribofuranosyl-7,9-dihydro-purin-8-one.

‘Scheme 1



8) Acy0, DMAP, NE1,, CHyON

b) POCk, 75 °C
c) Zn-Cu, AcOH, 70°C

d) K,COs3, CH;OH, 1t

[00105] In a typical synthetic routes, 7-allyl-2-amino-9-p-D-ribofuranosyl-7,9-
dihydro-1H-purine-6,8-dione 17, was protected at the 2',3',5"-hydroxyl groups of the f-D-
ribose, preferably with acyl groups as shown for 40, can be subjected to a variety of
conditions to convert the carbonyl at the C-6 position to various groups, including but not
limited to halogen, as shown for 41, that are susceptible to reduction. Following reduction
under hetero- or homogeneous reaction conditions, the 2',3',5"-hydroxyls of the ribose unit
are then subjected to appropriate deprotection conditions, to produce 43, Compound 43 can
further be appropriately modified if so desired.

[00106] Scheme 15 shows a general procedure for preparing 7-allyl-2-Amino-6-
ethoxy-9-8-D-ribofuranosyl-7,9-dihydro-purin-8-one.
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i &) polymer supportad PPh,, EXOH, DEAD, THF, rt
b) K2COy, CHsOH, rt
[00107] In a typical synthetic route, 40 can be subjected to a variety of conditions to .

convert the carbonyl at the C-6 position to various imido-ethers, including but not limited
to ethyl, as shown for 44. The 2',3",5’-hydroxyls of the ribose unit are then subjected to
appropriate deprotection conditions, to produce 45. Compound 45 can further be
appropriately modified if so desired.

[00108]  Scheme 16 describes how cthers can be synthesized from analogs and

derivatives of adenine.
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62
Kurimots, ot &, Bloorg. Med. Chem.,
12, 2004, p.1091-1009

!) Bl'z. CHQCh

b) NeOEt, EtOH )
[00109] In a typical synthetic route, the adenine derivative can be halogenated at C-
8. The halogen can then be displaced with an appropriate alkoxide to form derivatives such

as 64.

[00110] Scheme 17 shows a general procedure for preparing 7-allyl-2-Amino-6-
substituted alkoxy-9-p-D-ribofuranosyl-7,9-dihydro-purin-8-ones.
Scheme 17

-
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a) Et,SICI, Imidazrole, DMF, it

b) (}?Lj'“ , polymer supported PPhy, DEAD, THF, 1t

c) HF:NEl, CHyOH, rt

{00111] In a typical synthetic route, the hydroxyl groups on ribose of 17 can be
protected as silyl ethers. The carbonyl at the C-6 position of 69 can be subjected to & varicty
of conditions to convert the carbonyl to various imido-ethers, including but not limited to
the ether of 4-hydroxymethyl-5-methyl-[1,3]dioxol-2-one, as shown for 70. The 2',3",5°-
hydroxyls of the ribose unit are then subjected to appropriate deprotection conditions, to
produce 71.

[00112] Scheme 18 shows a general procedure for preparing 7-allyl-2-Amino-6-
substituted alkoxy-9-B-D-ribofuranosyl-7,9-dihydro-purin-8-ones.

Scheme 18
e J wymy oy
Hﬂiﬁ" ° . H.:iNJI}.O, _bv . th
Ew!bltf beies Epsd  bae, W8 B

8) HOCH,N({CHy)CO4Et, polymer supported PPhy, DEAD, THF, rt
b) HF-NEty, CHyOH, it
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[00113] The carbonyl at the C-6 position of 69 can be subjected to a variety of
conditions to convert the carbony] to various imido-ethers, including but not limited to the
ether of N-methyl-N-(hydroxymethyl)urcthane, as shown for 72. The 2',3",5’-hydroxyls of
the ribose unit are then subjected to appropriate deprotection conditions, to produce 73.
Compound 73 can further be appropriately modified if so desired.

54 METHODS OF TREATMENT AND PREVENTION OF
HEPATITIS C VIRAL INFECTIONS

[00114] The present invention provides methods for treating or preventing a hepatitis
é virus infection in a patient in need thercof.
[00115] The present invention further provides methods for introducing a )
therapeutically effective amount of a TLR7 ligand or a prodrug thereof, or combination of
such ligands and prodrugs into the blood stream of a patient in the treatment and/or
prevention of hepatitis C viral infections.
[00116] The magnitude of a prophylactic or therapeutic dose of a TLR7 ligand or
TLR7 ligand prodrug of the invention or a pharmaceutically acceptable salt, solvate,
hydrate, or stereoisomer thereof in the acute or chronic treatment or prevention of an
infection will vary, however, with the nature and severity of the infection, and the route by
which the active ingredient is administered. The dose, and in some cases the dose
frequency, will also vary according to the infection to be treated, the age, body weight, and
response of the individual patient. Suitable dosing regimens can be readily selected by
those skilled in the art with due consideration of such factors.
[00117] The methods of the present invention are particularly well suited for human
patients. In particular, the methods and doses of the present invention can be useful for
immunocompromised patients including, but not limited to cancer patients, HIV infected
patients, and patients with an immunodegencrative disegse. Furthermore, the methods can
be useful for immunocompromised patients currently in a state of remission. The methods
and doses of the present invention are also useful for patients undergoing other antiviral
treatments. The prevention methods of the present invention are particularly useful for
patients at risk of viral infection. Thesc patients include, but are not limited to health care
workers, ¢.g., doctors, nurses, hospice care givers; military personnel; teachers; childcare
workers; patients traveling to, or living in, foreign locales, in particular third world locales
including social aid workers, missionaries, and foreign diplomats. Finally, the methods and
compositions include the treatment of refractory patients or patients resistant to treatment
such as resistance to viral polymerase inhibitors, protease inhibitors, etc.
Doses
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[00118] Toxicity and efficacy of the compounds of the invention can be determined
by standard pharmaceutical procedures in cell cultures or experimental animals, e.g., for
determining the LDsg (the dose lethal to 50% of the population) and the EDso (the dose
therapeutically effective in 50% of the population). The dose ratio between toxic and
therapeutic effects is the therapeutic index and it can be expressed as the ratio LDyy/EDsy.
[00119] The data obtained from the cell culture assays and animal studies can be
used in formulating a range of dosage of the compounds for use in humans, The dosage of
such compounds lie preferably within a range of circulating concentrations that include the
EDsp w1th little or no toxicity. The dosage may vary within this range depending upon the
dosage form employed and the route of administration utilized. For any compound used in
the method of the invention, the therapeutically effective dose can be estimated initially
from cell culture assays., A dose may be formulated in animal models to achieve a
circulating plasma concentration range that includes the ICsp (i.e., the concentration of the
test compound that achieves a half-maximal inhibition of symptoms) as determined in cell
culture; alternatively, the dose of the TLR7 ligand prodrug may be formulated in animal
models to achieve a circulating plasma concentration range of the TLR7 ligand that
corresponds to the concentration required to achieve a fixed magnitude of response. Such
information can be used to more accurately determine useful doses in humans. Levels in
plasma may be measured, for example, by high performance liquid chromatography.
[00120] The protocols and compositions of the invention are preferably tested in
vitro, and then in vivo, for the desired therapeutic or prophylactic activity, prior to use in
humans. For example, in vitro assays which can be used to determine whether
administration of a specific therapeutic protocol is indicated, include in vitro cell culture
assays in which cells that are responsive to the effects of the TLR7 ligands are exposed to
the ligand and the magnitude of response is measured by an appropriate technique. The
assessment of the TLR7 ligand potency is then evaluated with respect to the TLR7 ligand
prodrug potency, and the degree of conversion of the TLR7 ligand prodrug. Compounds
for use in methods of the invention can be tested in suitable animal model systems prior to
testing in humana, including but not limited to in rats, mice, chicken, cows, monkeys,
rabbits, hamsters, etc. The compounds can then be used in the appropriate clinical trials.
[00121] The magnitude of a prophylactic or therapeutic dose of a prodrug of a TLR?
ligand of the invention or a pharmaceutically acceptable salt, solvate, hydrate, or
stereoisomer thereof in the acute or chronic treatment or prevention of an infection or
condition will vary with the nature and severity of the infection, and the route by which the
active ingredient is administered, The dose, and perhaps the dose frequency, will also vary
according to the infection to be treated, the age, body weight, and response of the individual



patient. Suitable dosing regimens can be readily selected by those skilled in the art with
due consideration of such factors. In one embodiment, the dose administered depends upon
the specific compound to be used, and the weight and condition of the patient. Also, the
dose may differ for various particular TLR7 ligands prodrugs; suitable doses can be
predicted on the basis of the aforementioned in vitro measurements, in particular by use of
such measurements of the TLR7 ligand to which the TLR7 ligand prodrug is related, and on
the basis-of animal studies, such that smaller doses will be suitable for those TLR7 ligand
;')rodrugs that show effectiveness at lower concentrations than other TLR7 ligand prodrugs

when measured in the systems described or referenced herein. In general, the dose per day .

is in the range of from about 0.001 to 100 mg/kg, preferably about 1 to 25 mg/kg, more
preferably about 5 to 15 mg/kg. For treatment of humans infected by hepatitis C viruses,
about 0.1 mg to about 15 g per day is administered in about one to four divisions & day,
Prefembly 100 mg to 12 g per day, more preferably from 100 mg to 8000 mg perday. Ina
preferred embodiment for compounds such as prodrugs of 3-p-D-ribofuranosylthiazolo[4,5-
d]pyrimidines from 200 mg to 8000 mg per day is administered in about one to four
divisions a day. Additionally, the recommended daily dose ran can be administered in
cycles as single agents or in combination with other therapeutic agents. In one
embodiment, the daily dose is administered in a single dose or in equally divided doses. In
a related embodiment, the recommended daily dose can be administered once time per
week, two times per week, three times per week, four times per week or five times per
week.

[00122] In a preferred embodiment, the compounds of the invention are administered
to provide systemic distribution of the compound within the patient. In a related
embodiment, the compounds of the invention are administered to produce a systemic effect
in the body.

[00123] In another embodiment the compounds of the invention are administered via
oral, mucosal (including sublingual, buccal, rectal, nasal, or vaginal), parenteral (including
subcutaneous, intramuscular, bolus injection, intraarterial, or intravenous), transdermal, or
topical administration. In a specific embodiment the compounds of the invention are
administered via mucosal (including sublingual, buccal, rectal, nasal, or vaginal), parenteral
(including subcutaneous, intramuscular, bolus injection, intraarterial, or intravenous),
transdermal, or topical administration. In a further specific embodiment, the compounds of
the invention are administered via oral administration. In a further specific embodiment,
the compounds of the invention are not administered via oral administration.

[00124] Different therapeutically effective amounts may be applicable for different
infections, as will be readily known by those of ordinary skill in the art. Similarly, amounts
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sufficient to treat or prevent such infections, but insufficient to cause, or sufficient>
reduce, adverse effects associated with conventional therapies are also encompassed by the
above described dosage amounts and dose frequency schedules.

Combination Therapy
[00125] Specific methods of the invention further comprise the administration of an

additional therapeutic agent (i.e., a therapeutic agent other than a compound of the
invention). In certain embodiments of the present invention, the compounds of the
invention can be used in combination with at least one other therapeutic agent. Therapeutic
dgents in-clude, but are not limited to antibiotics, antiemetic agents, antidepressants, and
antifungal ugenfs, anti-inflammatory agents, antiviral agents, anticancer agents,
immunomodulatory agents, f-interferons, alkylating agents, hormones or cytokines. In a
preferred embodiment the invention encompasses the administration of an additional
therapeutic agent that is HCV specific or demonstrates anti-HCV activity.

[00126] The TLR7 ligands prodrugs of the invention can be administered or
formulated in combination with antibiotics. For exemple, they can be formulated with a
macrolide (e.g., tobramycin (Tobi®)), a cephalosporin (e.g., cephalexin (Keflex®),
cephradine (Velosef®), cefuroxime (Ceftin®), cefprozil (Cefzil®), cefaclor (Ceclor®),
cefixime (Suprax®) or cefadroxil (Duricef®)), a clarithromyein (e.g., clarithromycin
(Biaxin®)), an erythromycin (e.g., erythromycin (EMycin®)), a penicillin (e.g., penicillin
V (V-Cillin K® or Pen Vee K®)) or a quinolone (e.g., ofloxacin (Floxin®), ciprofloxacin
(Cipro®) or norfloxacin (Noroxin®)),aminoglycoside antibiotics (e.g., apramycin,
arbekacin, bambermycins, butirosin, dibekacin, neomycin, neomycin, undecylenate,
netilmicin, paromomycin, ribostamycin, sisomicin, and spectinomycin), amphenicol
antibiotics (e.g., azidamfenicol, chloramphenicol, florfenicol, and thiamphenicol),
ansamycin antibiotics (e.g., rifamide and rifampin), carbacephems (e.g., loracarbef),
carbapenems (e.g., biapenem and imipenem), cephalosporins (e.g., cefaclor, cefadroxil,
cefamandole, cefatrizine, cefazedone, cefozopran, cefpimizole, cefpiramide, and
cefpirome), cephamycins (e.g., cefbuperazone, cefmetazole, and cefminox), monobactams
(e.g., aztreonam, carumonam, and tigemonam), oxacephems (e.g., flomoxef, and
moxalactam), penicillins (e.g., amdinocillin, amdinocillin pivoxil, amoxicillin,
bacampicillin, benzylpenicillinic acid, benzylpenicillin sodium, epicillin, fenbenicillin,
floxacillin, penamccillin, penethamate hydriodide, penicillin o-benethamine, penicillin 0,
penicillin V, penicillin V benzathine, penicillin V hydrabamine, penimepicycline, and
phencihicillin potassium), lincosamides (e.g., clindamycin, and lincomycin), amphomycin,
bacitracin, capreomycin, colistin, enduracidin, enviomycin, tetracyclines (e.g., apicycline,
chlortetracycline, clomocycline, and demeclocycline), 2,4-diaminopyrimidines (e.g.,
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brodimoprim), nitrofurans (e.g., furaltadone, and furazolium chloride), quinolones and
analogs thereof (e.g., cinoxacin,, clinafloxacin, flumequine, and grepagloxacin),
sulfonamides (e.g., acetyl sulfamethoxypyrazine, benzylsulfamide, noprylsulfamide,
phthalylsulfacetamide, sulfachrysoidine, and sulfacytine), sulfones (e.g., diathymosulfone,
glucosulfone sodium, and solasulfone), cycloserine, mupirocin and tuberin.

{o0127] . The TLR7 ligand prodrugs of the invention can also be administered or
formulated in combination with an antiemetic agent. Suitable antiemetic agents include,
l;ut are not limited to, metoclopromide, domperidone, prochlorperazine, promethazine,
chlorpromazine, trimethobenzamide, ondansetron, granisetron, hydroxyzine, acethylleucine ,
monoethanolamine, alizapride, azasetron, benzquinamide, bietanautine, bromopride,
buclizine, clebopride, cyclizine, dimenhydrinate, diphenidol, dolasetron, meclizine,
methallatal, metopimazine, nabilone, oxyperndyl, pipamazine, scopolamine, sulpiride,
tetrahydrocannabinols, thiethylperazine, thioproperazine, tropisetron, and mixtures thereof.
[00128] The TLR7 ligand prodrugs of the invention can be administered or
formulated in combination with an antidepressant. Suitable antidepressants include, but are
not limited to, binedaline, caroxazone, citalopram, dimethazan, fencamine, indalpine,
indeloxazine hydrocholoride, nefopam, nomifensine, oxitriptan, oxypertine, paroxetine,
sertraline, thiazesim, trazodone, benmoxine, iproclozide, iproniazid, isocarboxazid,
nialamide, octamoxin, phenelzine, cotinine, rolicyprine, rolipram, maprotiline,
metralindole, mianserin, mirtazepine, adinazolam, emitriptyline, amitriptylinoxide,
amoxapine, butriptyline, clomipnmine.-demexiptiline. desipramine, dibenzepin,
dimetacrine, dothiepin, doxepin, fluacizine, imipramine, imipramine N-oxide, iprindole,
lofepramine, melitracen, metapramine, nortriptyline, noxiptilin, opipramol, pizotyline,
propizepine, protriptyline, quinupramine, tianeptine, trimipramine, adrafinil, benactyzine,
bupropion, butacetin, dioxadrol, duloxetine, etoperidone, febarbamate, femoxetine,
fenpentadiol, fluoxetine, fluvoxamine, hematoporphyrin, hypericin, levophacetoperane,
medifoxamine, milnacipran, minaprine, moclobemide, nefazodone, oxaflozane, piberaline,
prolintane, pyrisuccideanol, ritanserin, roxindole, rubidium chloride, sulpiride,
tandospirone, thozalinone, tofenacin, toloxatone, tranylcypromine, L-tryptophan,
venlafaxine, viloxazine, and zimeldine.

[00129] The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with an antifungal agent. Suitable antifungal
agents include but are not limited to amphotericin B, itraconazole, ketoconazole,
fluconazole, intrathecal, flucytosine, miconazole, butoconazole, clotrimazole, nystatin,
terconazole, tioconazole, ciclopirox, econazole, haloprogrin, naftifine, terbinafine,
undecylenate, and griseofuldin.
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[00130]  The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with an anti-inflammatory agent. Useful anti-
inflammatory agents include, but are not limited to, non-steroida! anti-inflammatory drugs
such as salicylic acid, acetylsalicylic acid, methyl salicylate, diflunisal, salsalate, olsalazine,
sulfasalazine, acetaminophen, indomethacin, sulindac, etodolac, mefenamic acid,
meclofenamate sodium, tolmetin, ketorolac, dichlofenac, ibuprofen, naproxen, naproxen
sodium, fenoprofen, ketoprofen, flurbinprofen, oxaprozin, piroxicam, meloxicam,
;mpimxica:n, droxicam, pivoxicam, tenoxicam, nabumetome, phenylbutazone,
oxyphenbutazone, antipyrine, aminopyrine, apazone and nimesulide; leukotriene
antagonists including, but not limited to, zileuton, aurothioglucose, gold sodium thiomalate
and auranofin; steroids including, but not limited to, alclometasone diproprionate,
amcinonide, beclomethasone dipropionate, betametasone, betamethasone benzoate,
betamethasone diproprionate, betamethasone sodium phosphate, betamethasone valerate,
;'.lobetasol proprionate, clocortolone pivalate, hydrocortisone, hydrocortisone derivatives,
desonide, desoximatasone, dexamethasone, flunisolide, flucoxinolide, flurandrenolide,
halcinocide, medrysone, methylprednisolone, methprednisolone acetate,
methylprednisolone sodium succinate, mometasone furoate, paramethasone acetate,
prednisolone, prednisclone acetate, prednisolone sodium phosphate, prednisolone tebuatate,
prednisone, triamcinolone, triamcinolone acetonide, triamcinolone diacetate, and
triamcinolone hexacetonide; and other anti-inflammatory agents including, but not limited
to, methotrexate, colchicine, allopurinol, probenecid, sulfinpyrazone and benzbromarone.
[00131] The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with another antiviral agent. Useful antiviral
agents include, but are not limited to, protease inhibitors, nucleoside reverse transcriptase
inhibitors, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors and nucleoside analogs. The
antiviral agents include but are not limited to zidovudine, acyclovir, gangcyclovir,
vidarabine, idoxuridine, trifluridine, levovirin, viramidine and ribavirin, as well as
foscarnet, amantadine, rimantadine, saquinavir, indinavir, amprenavir, lopinavir, ritonavir,
the alpha-interferons, beta-interferons, gamma-interferons, adefovir, clevudine, entecavir,
and pleconaril.

[00132] The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with an immunomodulatory agent.
Immunomodulatory agents include, but are not limited to, methothrexate, leflunomide,
cyclophosphamide, cyclosporine A, mycophenolate mofetil, rapamycin (sirolimus),
mizoribine, deoxyspergualin, brequinar, malononitriloamindes (e.g., leflunamide), T cell
receptor modulators, and cytokine receptor modulators, peptide mimetics, and antibodies
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(e.g., human, humanized, chimeric, monoclonal, polyclonal, Fvs, ScFvs, Fab or F(ab)2
fragments or cpitope binding fragments), nucleic acid molecules (c.g., antisense nucleic
acid molecules and triple helices), small molecules, organic compounds, and inorganic
compounds. Examples of T ceil receptor modulators include, but are not limited to, anti-T
cell receptor antibodies (e.g., anti-CD4 antibodies (e.g., cM-T412 (Bocringer), [IDEC-
CE9.1® (IDEC and SKB), mAB 4162W94, Orthoclone and OKTcdr4a (Janssen-Cilag)),
anti-CD3 antibodies (e.g., Nuvion (Product Desigh Labs), OKT3 (Johnson & Johnson), or
Rituxan (IDEC)), anti-CDS5 antibodies (¢.g., an anti-CDS ricin-linked immunoconjugate),
anti-CD7 antibodies (e.g., CHH-380 (Novartis)), anti-CD8 antibodies, anti-CD40 ligand
monoclonal antibodies (e.g., IDEC-131 (IDEC)), anti-CD52 antibodies (e.g., CAMPATH
1H (llex)), anti-CD2 antibodies, anti-CD11a antibodies (¢.g., Xanelim (Genentech)), and
anti-B7 antibodies (e.g., IDEC-114 (IDEC)) and CTLA4-immunoglobulin., Examples of
cytokine receptor modulators include, but are not limited to, soluble cytokine receptors
(e.g., the extracellular domain of a TNF-orreceptor or a fragment thereof, the extracellular
domain of an IL-18 receptor or a fragment thereof, and the extraceliular domain of an IL-6
receptor or a fragment thereof), cytokines or fragments thereof (e.g., interleukin (IL)-2, 11.-
3, IL-4, IL-S, TL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, 1L-11, IL-12, IL-15, TNF-, interferon (IFN)-q,
IFN-A, IFN-y, and GM-CSF), anti-cytokine receptor antibodies (e.g., anti-IFN receptor
antibodies, anti-IL-2 receptor antibodies (¢.g., Zenapax (Protein Design Labs)), anti-IL-4
receptor antibodies, anti-IL-6 receptor antibodies, anti-IL-10 receptor antibodies, and anti-
IL-12 receptor antibodies), anti-cytokine antibodies (e.g., anti-IFN antibodies, anti-TNF-a
antibodies, anti-IL-18 antibodies, anti-IL-6 antibodies, anti-]L-8 antibodies (e.g., ABX-IL-8
(Abgenix)), and anti-IL-12 antibodies).

[00133] The TLR7 ligands or TLR ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with an agent which inhibits viral enzymes,
including but not limited to inhibitors of HCV protease, such as BILN 2061 and inhibitors
of NS5b polymerase such as NM107 and its prodrug NM283 (Idenix Pharmaceuticals, Inc.,
Cambridge, MA). .

[00134] The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with an agent which inhibits HCV polymerase
such as those described in Wu, Curr Drug Targets Infect Disord. 2003;3(3):207-19 or in
combination with compounds that inhibit the helicase function of the virus such as those
described in Bretner M, et al Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids. 2003;22(5-8):1531,
or with inhibitors of other HCV specific targets such as those described in Zhang X.
IDrugs. 2002;5(2):154-8.



[00135] The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with an agent that inhibits viral replication.
[00136] The TLR7 ligands or TLR ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with cytokines. Examples of cytokines include,
but are not limited to, interleukin-2 (IL-2), interleukin-3 (IL-3), interleukin-4 (IL-4),
interleukin-5 (IL-5), interleukin-6 (1L-6), interleukin-7 (IL-7), interleukin-9 (IL-9),
interleukin-10 (IL-10), interleukin-12 (IL-12), interleukin 15 (IL-15), interleukin 18 (TL-
is), platelet derived growth factor (PDGF), erythropoietin (Epo), epidermal growth factor
(EGF), fibroblast growth factor (FGF), granulocyte macrophage stimulating factor (GM-
CSF), granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), macrophage colony stimulating
factor (M-CSF), prolactin, and interferon (IFN), e.g., IFN-alpha, and IFN-gamma).
[00137] - The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with hormones. Examples of hormones include,
but are not limited to, luteinizing hormone releasing hormone (LHRH), growth hormone
(GH), growth hormone releasing hormone, ACTH, somatostatin, somatotropin,
somatomedin, parathyroid hormone, hypothalamic releasing factors, insulin, glucagon,
enkephalins, vasopressin, calcitonin, heparin, low molecular weight heparins, heparinoids,
synthetic and natural opioids, insulin thyroid stimulating hormones, and endorphins.
[00138] The TLR7 ligands or TLR7 ligand-prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with S-interferons which include, but are not
limited to, interferon beta-1a, interferon beta-1b.

[00139] The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with a-interferons which include, but are not
limited to, interferon alphs-1, interferon alpha-2a (roferon), interferon alpha-2b, intron,
Peg-Intron, Pegasys, consensus interferon (infergen) and albuferon.

[00140]) The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with an absorption enhancer, particularly those
which target the lymphatic system, including, but not limited to sodium glycocholate;
sodium caprate; N-lauryl-y-D-maltopyranoside; EDTA; mixed micelle; and those reported
in Muranishi Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst,, 7-1-33, which is hereby incorporated by
reference in its entirety. Other known absorption enhancers can also be used. Thus, the
invention also encompasses a pharmaceutical composition comprising one or more TLR7
ligand prodrugs of the invention and one or more absorption enhancers.

[00141] The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention can be
administered or formulated in combination with an alkylating agent. Examples of
alkylating agents include, but are not limited to nitrogen mustards, ethylenimines,
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methylmelamines, alkyl sulfonates, nitrosoureas, triazenes, mechlorethamine,
cyclophosphamide, ifosfamide, melphalan, chlorambucil, hexamethylmelaine, thiotepa,
busulfan, carmustine, streptozocin, dacarbazine and temozolomide.

[00142] The compounds of the invention and the other therapeutics agent can act
additively or, more preferably, synergistically. In a preferred embodiment, a composition
comprising a compound of the invention is administered concurrently with the
administration of another therapeutic agent, which can be part of the same composition or
in a different composition from that comprising the compounds of the invention. In another
embodiment, a compound of the invention is administered prior to or subsequent to
administration of another therapeutic agent. In a separate embodiment, a compound of the
invention is administered to a patient who has not previously undergone or is not currently
undergoing treatment with another therapeutic agent, particularly an antiviral agent.
100143] In one embadiment, the methods of the invention comprise the
.administration of one or more TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention
without an additional therapeutic agent.
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P EUTICAL COMPOSITION DOSAGE FORM

{00144) Pharmaceutical compositions and single unit dosage forms
comprising a TLR7 ligand or prodrug of the invention, or a pharmaceutically acceptable
salt, hydrate or stereoisomer thereof, are also encompassed by the invention. Individual
dosage forms of the invention may be suitable for oral, mucosal (including sublingual,

buccal, rectal, nasal, or vaginal), parenteral (including subcutaneous, intramuscular, bolus
injection, intraarterial, or intravenous), transdermal, or topical administration.
Pharmaceutical compositions and dosage forms of the invention typically also comprise
bne or more pharmaceutically acceptable excipients. Sterile dosage forms are also
contemplated.

[00145] In an alternative embodiment,a pharmaceutical composition encompassed by'
this embodiment includes a TLR7 ligand or prodrug of the invention, or a pharmaceutically
acceptable sait, hydrate or stercoisomer thereof, and at least one additional therapeutic
agent. Examples of additional therapeutic agents include, but are not limited to, those listed
above in section 5.2.2.

[00146] The composition, shape, and type of dosage forms of the invention will
typically vary depending on their use, For example, a dosage form used in the acute
treatment of a disease or a related disease may contain larger amounts of one or more of the
active ingredients it comprises than a dosage form used in the chronic treatment of the same
disease. Similarly, a parenteral dosage form may contain smaller amounts of one or more
of the active ingredients it comprises than an oral dosage form used to treat the same
disease or disorder.

[00147] These and other ways in which specific dosage forms encompassed by this
invention will vary from one another will be readily apparent to those skilled in the art.

See, e.g., Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th ed., Mack Publishing, Easton PA
(1990). Examples of dosage forms include, but are not limited to: tablets; caplets;
capsules, such as soft elastic gelatin capsules; cachets; troches; lozenges; dispersions;
suppositories; ointments; cataplasms (poultices); pastes; powders; dressings; creams;
plasters; solutions; patches; acrosols (e.g., nasal sprays or inhalers); gels; liquid dosage
forms suitable for oral or mucosal administration to a patient, including suspensions (e.g.,
aqueous or non-aqueous liquid suspensions, oil-in-water emulsions, or a water-in-oil liquid
emulsions), solutions, and elixirs; liquid dosage forms suitable for parenteral administration
to a patient; and sterile solids (e.g., crystalline or amorphous solids) that can be
reconstituted to provide liquid dosage forms suitable for parenteral administration to a
patient.



2

[00148] Typical pharmaceutical compositions and dosage forms comprise one or
more carriers, excipients or diluents. Suitable excipients are well known to those skilled in
the art of pharmacy, and non-limiting examples of suitable excipients are provided herein.
Whether a particular excipient is suitable for incorporation into a pharmaceutical
composition or dosage form depends on a variety of factors well known in the art including,
but not limited to, the way in which the dosage form will be administered to a patient. For
gxample, oral dosage forms such as tablets may contain excipients not suited for use in
i:arenternl dosage forms. The suitability of a particular excipient may also depend on the
specific active ingredients in the dosage form. |

[00149] This invention further encompasses anhydrous pharmaceutical compositions
and dosage forms comprising active ingredients, since water can facilitate the degradation
of some compounds. For example, the addition of \n;nter (e-g-, 5%) is widely accepted in
the pharmaceutical arts as a means of simulating long-term storage in order to determine
Ehancteristics such as shelf-life or the stability of formulations over time. See, e.g., Jens T.
Carstensen, Drug Stability: Principles & Practice, 2d. Ed., Marcel Dekker, NY, NY, 1995,
pp- 379-80. In effect, water and heat accelerate the decomposition of some compounds.
Thus, the effect of water on a formulation can be of great significance since moisture and/or
humidity are commonly encountered during manufacture, handling, packaging, storage,
shipment, and use of formulations.

[00150] Anhydrous pharmaceutical compositions and dosage forms of the invention
can be prepared using anhydrous or low moisture containing ingredients and low moisture
or low humidity conditions.

J00151] An anhydrous pharmaceutical ct;mposiﬁon should be prepared and stored
such that its anhydrous nature is maintained. Accordingly, anhydrous compositions are
preferably packaged using materials known to prevent exposure to water such that they can
be included in suitable formulary kits. Examples of suitable packeging include, but are not
limited to, hermetically sealed foils, plastics, unit dose containers (e.g., vials), blister packs,
and strip packs.

[00152] The invention further encompasses pharmaceutical compositions and dosage
forms that comprise one or more eompc;unds that reduce the rate by which an active
ingredient will decompose. Such compounds, which are referred to herein as “stabilizers,”
include, but are not limited to, antioxidants such as ascorbic acid, pH buffers, or salt
buffers.

[00153]) Like the amounts and types of excipients, the amounts and specific types of
active ingredients in a dosage form may differ depending on factors such as, but not limited
to, the route by which it is to be administered to patients. However, typical dosage forms of
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the invention comprise TLR7 ligand prodrugs of the invention, or a pharmaceutically
acceptable salt, hydrate, or stereoisomers thereof comprise 0.1 mg to 1500 mg per unit to
provide doses of about 0.01 to 200 mg/kg per day.
Oral Dosage Forms
[00154] Pharmaceutical compositions of the invention that are suitable for oral
administration can be presented as discrete dosage forms, such as, but are not limited to,
tablets (e.g., chewable tablets), caplets, capsules, and liquid.s (e.g., flavored syrups). Such
Idosage forms contain predetermined amounts of active ingredients, and may be prepared by
methods of pharmacy well known to those skilled in the art. See generally, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 18th ed., Mack Publishing, Easton PA (1990).
[00155] Typical oral dosage forms of the invention are prepared by combining the
active ingredient(s) in an intimate admixture with at least one excipient according to

. Fonventional pharmaceutical compounding techniques. Excipients can take a wide variety
of forms depending on the form of preparation desired for administration. For example,

- excipients suitable for use in oral liquid or aerosol dosage forms include, but are not limited
to, water, glycols, oils, alcohols, flavoring agents, preservatives, and coloring agents.
Examples of excipients suitable for use in solid oral dosage forms (e.g., powders, tablets,
capsules, and caplets) include, but are not limited to, starches, sugars, micro-crystalline
cellulose, diluents, granulating agents, lubricants, binders, and disintegrating agents.
[00156] Because of their ease of administration, tablets and capsules represent the
most advantageous oral dosage unit forms, in which case solid excipients are employed. If
desired, tablets can be coated by standard aqueous or nonaqueous techniques. Such dosage
forms can be prepared by any of the methods of pharmacy. In general, pharmaceutical
compositions and dosage forms are prepared by uniformly and intimately admixing the
active ingredients with liquid carriers, finely divided solid carriers, or both, and then
shaping the product into the desired preseniation if necessary.

[00157] For example, a tablet can be prepared by compression or molding.
Compressed tablets can be prepared by compressing in a suitable machine the active
ingredients in a free-flowing form such as powder or granules, optionally mixed with an
excipient. Molded tablets can be made by molding in a suitable machine a mixture of the
powdered compound moistened with an inert liquid diluent.

[00158] Examples of excipients that can be used in oral dosage forms of the
invention include, but are not limited to, binders, fillers, disintegrants, and lubricants.
Binders suitable for use in pharmaceutical compositions and dosage forms include, but are
not limited to, corn starch, potato starch, or other starches, gelatin, natural and synthetic
guma such as acacia, sodium alginate, alginic acid, other alginates, powdered tragacanth,
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guar gum, cellulose and its derivatives (e.g., ethyl cellulose, ceflulose acetate,
carboxymethyl cellulose calcium, sodium carboxymethyl cellulose), polyvinyl pyrrolidone,
methyl celluloae, pre-gelatinized starch, hydroxypropyl methyl cellulose, (e.g., Nos. 2208,
2906, 2910), microcrystalline cellulose, and mixtures thereof.

[00159] Examples of fillers suitable for use in the pharmaceutical compositions and
dosage forms disclosed herein include, but are not limited to, talc, calcium carbonate (e.g.,
granules or powder), microcrystalline cellulose, powdered cellulose, dextrates, kaolin,
mannito, silicic acid, sorbitol, starch, pre-gelatinized starch, and mixtures thereof. The
binder or filler in pharmaceutical compositions of the invention is typically present in from
about 50 to about 99 weight percent of the pharmaceutical composition or dosage form.
[00160] Suitable forms of microcrystalline cellulose include, but are not limited to,
the materials sold as AVICEL-PH-101, AVICEL-PH-103 AVICEL RC-581, AVICEL-PH-
;105 (available from FMC Corporation, American Viscose Division, Avicel Sales, Marcus
Hook, PA), and mixtures thereof. A specific binder is a mixture of microcrystaliine
cellulose and sodium carboxymethyl cellulose sold as AVICEL RC-581. Suitable
anhydrous or low moisture excipients or additives include AVICEL-PH-103™ and Starch
1500 LM.

[00161] Disintegrants are used in the compositions of the invention to provide tablets
that disintegrate when exposed to an aqueous environment. Tablets that contain too much
disintegrant may disintegrate in storage, while those that contain too little may not
disintegrate at a desired rate or under the desired conditions. Thus, a sufficient amount of
disintegrant that is neither too much nor too little to detrimentally alter the release of the
active ingredients should be used to form solid oral dosage forms of the invention. The
amount of disintegrant used varies based upon the type of formulation, and is readily
discernible to those of ordinary skill in the art. Typical pharmacentical compositions
comprise from about 0.5 to about 15 weight percent of disintegrant, specifically from about
1 to about 5 weight percent of disintegrant.

[00162] Disintegrants that can be used in pharmaceutical compositions and dosage
forms of the invention include, but are not limited to, agar-agar, alginic acid, calcium
carbonate, microcrystalline celluloss, croscarmellose sodium, crospovidone, polacrilin
potassium, sodium starch glycolate, potato or tapioca starch, pre-gelatinized starch, other
starches, clays, other algins, other celluloses, gums, and mixtures thereof.

[00163] Lubricants that can be used in pharmaceutical compositions and dosage
forms of the invention include, but are not limited to, calcium stearate, magnesium stearate,
mineral oil, light mineral oil, glycerin, sorbitol, mannitol, polyethylene glycol, other
glycols, stearic acid, sodium lauryl sulfate, talc, hydrogenated vegetable oil (e.g., peanut
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oil, cottonseed oil, sunflower oil, sesame oil, olive oil, com oil, and soybean oi;?zg
stearate, ethyl oleate, ethyl laureate, agar, and mixtures thereof. Additional lubricants
include, for example, a syloid silica gel (AEROSIL 200, manufactured by W.R. Grace Co.
of Baltimore, MD), a coaguiated aerosol of synthetic silica (marketed by Degussa Co. of
Plano, TX), CAB-O-SIL (a pyrogenic silicon dioxide product sold by Cabot Co. of Boston,
MA), and mixtures thereof. If used at all, lubricants are typically used in an amount of less
than about 1 weight percent of the pharmaceutical compositions or dosage forms into which
they are incorporated.

Q. elayed Release Dosage Formns

[00164) Active ingredients of the invention can be administered by controlled release ,
r.neans or by delivery devices that are well known to those of ordinary skill in the art.
Examples include, but are not limited to, those described in U.S. Patent Nos.: 3,845,770;
3,916,899; 3,536,809; 3,598,123; and 4,008,719, 5,674,533, 5,059,595, 5,591,767,
5,120,548, 5,073,543, 5,639,476, 5,354,556, and 5,733,566, cach of which is incorporated
herein by reference. Such dosage forms can be used to provide slow or controlled-release
of one or more active ingredients using, for example, hydropropylmethyl cellulose, other
polymer matrices, gels, permeable membranes, osmotic systems, multilayer coatings,
microparticles, liposomes, microspheres, or a combination thereof to provide the desired
release profile in varying proportions. Suitable controlled-release formulations known to
those of ordinary skill in the art, including those described herein, can be readily selected
for use with the active ingredients of the invention. The invention thus encompasses single
unit dosage forms suitable for oral administration such as, but not limited to, tablets,
capsules, gelcaps, and caplets that are adapted for controlled-release.

{00165} All controlled-release pharmaceutical products have a common goal of
improving drug therapy over that achieved by their non-controlled counterparts. Ideally,
the use of an optimally designed controlled-release preparation in medical treatment is
characterized by a minimum of drug substance being employed to cure or control the
condition in a minimum amount of time. Advantages of controlled-release formulations
include extended activity of the drug, reduced dosage frequency, and increased patient
compliance. In addition, controlled-release formulations can be used to affect the time of
onset of action or other characteristics, such as blood levels of the drug, and can thus affect
the occurrence of side (e.g., adverse) effects.

[00166) Most controlled-release formulations are designed to initially release an
amount of drug (active ingredient) that promptly produces the desired therapeutic effect,
and gradually and continually release other amounts of drug to maintain this level of
therapeutic or prophylactic effect over an extended period of time. In order to maintain this
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constant level of drug in the body, the drug must be released from the dosage form et a rate
that will replace the amount of drug being metabolized and excreted from the body.
Controlled-release of an active ingredient can be stimulated by various conditions
including, but not limited to, pH, temperature, enzymes, water, or other physiological
conditions or compounds. .

Parenteral Dosage Forms

[00167]- Parenteral dosage forms can be administered to patients by various routes
includ.ing. but not limited to, subcutaneous, intravenous (including bolus injection),
intramuscular, and intraarterial. Because their administration typically bypasses patients’
natural defenses against contaminants, parenteral dosage forms are preferably sterile or
capable of being sterilized prior to administration to a patient. Examples of parenteral
dosage forms include, but are not limited to, solutions ready for injection, dry and/or
lyophylized products ready to be dissolved or suspended in a pharmaceutically acceptable
vehicle for injection (reconstitutable powders), suspensions ready for injection, and
emulsions.

[00168] Suitable vehicles that can be used to provide parenteral dosage forms of the
invention are well known to those skilled in the art. Examples include, but are not limited
to: Water for Injection USP; aqueous vehicles such as, but not limited to, Sodium Chloride
Injection, Ringer's Injection, Dextrose Injection, Dexirose and Sodium Chloride Injection,
and Lactated Ringer's Injection; water-miscible vehicles such as, but not limited to, ethyl
alcohol, polyethylene glycol, and polypropylene glycol; and non-aqueous vehicles such as,
but not limited to, corn oil, cottonseed oil, peanut oil, sesame oil, ethyl oleate, isopropyl
myristate, and benzyl benzoate. X

[00169] Compounds that increase the solubility of one or more of the active
ingredients disclosed herein can also be incorporated into the parenteral dosage forms of
the invention.
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Transdermal Dosage Forms )<
{00170) Transdermal dosage forms include “reservoir type” or “matrix type” patches,
which can be applied to the skin and wom for a specific period of time to permit the
penetration of a desired amount of active ingredients.

[00171] Suitable excipients (e.g., carriers and diluents) and other materials that can
be used to provide transdermal and topical dosage forms encompassed by this invention are
well known to those ekilled in the pharmaceutical arts, and depend on the particular tissue
to which a given pharmaceutical composition or dosage form will be applied. With that
Fect in n'iind, typical excipients include, but are not limited to, water, acetone, ethanol,
cthylene glycol, propylene glycol, butane-1,3-diol, isopropyl myristate, isopropyl palmitate,
mineral oil, and mixtures thereof,

[00172) Depending on the specific tissue to be treated, additional components may
be used prior to, in conjunction with, or subsequent to treatment with active ingredients of
the invention. For example, penetration enhancers can be used to assist in delivering the
active ingredients to the tissue. Suitable penetration enhancers include, but are not limited
to: acetone; various alcohols such as ethanol, oléyl, and tetrahydrofuryl; alkyl sulfoxides
such as dimethyl sulfoxide; dimethyl acetamide; dimethyl formamide; polyethylene glycol;
pyrrolidones such as polyvinyl.pyrrolidone; Kollidon grades (Povidone, Polyvidone); urea;
and various water-soluble or insoluble sugar esters such as Tween 80 (polysorbate 80) and
Span 60 (sorbitan monostearate).

[00173] The pH of a pharmaceutical compogition or dosage form, or of the tissue to
which the pharmaceutical composition or dosage form is applied, may also be adjusted to

improve delivery of one or more active ingredients. Similarly, the polarity of a solvent
carrier, its ionic strength, or tonicity can be adjusted to improve delivery. Compounds such
as stearates can also be added to pharmaceutical compositions or dosage forms to
advantageously alter the hydrophilicity or lipophilicity of one or more active ingredients so
as to improve delivery. In this regard, stearates can serve as a lipid vehicle for the
formulation, as an emulsifying agent or surfactant, and us a delivery-enhancing or
penetration-enhancing agent. Different salts, hydrates or solvates of the active ingredients
can be used to further adjust the properties of the resulting composition.

Topical Dosage Forms

[00174) Topical dosage forms of the invention include, but are not limited to,
creams, lotions, ointments, gels, solutions, emulsions, suspensions, or other forms known to
one of skill in the art. See, e.g., Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th eds., Mack
Publishing, Easton PA (1990); and Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, 4th ed.,
Lea & Febiger, Philadelphia (1985).



[00175] Suitable excipients (¢.g., carriers and diluents) and other mteﬁalﬁ
be used 10 provide transdermal and topical dosage forms encompassed by this invention are
well known to those skilled in the pharmaceutical arts, and depend on the particular tissue
to which a given pharmaceutical composition or dosage form will be applied. With that
fact in mind, typical excipients include, but are not limited to, water, acetone, ethanol,
ethylene glycol, propylene glycol, butane-1,3-diol, isopropyl myristate, isopropyl palmitate,
mineral gil, and mixtures thereof.

[00176] . Depending on the specific tissue to be treated, additional components may
i)e used prior to, in conjunction with, or subsequent to treatment with active ingredients of
the invention. For example, penetration enhancers can be used to assist in delivering the
active ingredients to the tissue. Suitable penetration enhancers include, but are not limited .
to: acetone; various alcohols such as ethanol, oleyl, and tetrahydrofuryl; alkyl sulfoxides
such as dimethyl sulfoxide; dimethyl acetamide; dimethyl formamide; polyethylene glycol;
i)yrrolidones such as polyvinylpyrrolidone; Kollidon grades (Povidone, Polyvidone); urea;
and various water-soluble or insoluble sugar esters such as Tween 80 (polysorbate 80) and
Span 60 (sorbitan monostearate).

Mucosal Dosage Forms

[00177] Mucosal dosage forms of the invention include, but are not limited to,
ophthalmic solutions, sprays and aerosols, or other forms known to one of skill in the art.
See, e.g., Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th eds., Mack Publishing, Easton PA
(1990); and Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, 4th ed., Lea & Febiger,
Philadelphia (1985). Dosage forms suitable for treating mucosal tissues within the oral
cavity can be formulated as mouthwashes or as oral gels. In one embodiment, the aerosol
comprises a carrier. In another embodiment, the aerosol is carrier free.

[00178] The TLR7 ligands or TLR7 ligand prodrugs of the invention may also be
administered directly to the lung by inhalation. For administration by inhalation, a TLR7
ligand can be conveniently delivered to the lung by a number of different devices. For
example, a Metered Dose Inhaler (“MDTI"") which utilizes canisters that contain a suitable
low boiling propellant, e.g., dichlorodifluoromethane, trichlorofluoromethane,
dichlorotetrafluoroethane, carbon dioxide or other suitable gas can be used to deliver a
TLR7 ligand directly to the lung. MDI devices are available from a number of suppliers
such as 3M Corporation, Aventis, Boehringer Ingleheim, Forest Laboratories, Glaxo-
Wellcome, Schering Plough and Vectura.

[00179] Alternatively, a Dry Powder Inhaler (DPI) device can be used to administer
a TLR7 ligand to the lung (see, e.g., Raleigh er al., Proc. Amer. Assoc. Cancer Research
Annual Meeting, 1999, 40, 397, which is herein incorporated by reference). DPI devices



X7

typically use a mechanism such as a burst of gas to create a cloud of dry powder inside a
container, which can then be inhaled by the patient. DPI devices are also well known in the
art and can be purchased from & number of vendors which include, for example, Fisons,
Glaxo-Wellcome, Inhale Therapeutic Systems, ML Laboratories, Qdose and Vectura. A
popular variation is the multiple dose DPI (“MDDPT") system, which allows for the
delivery of more than one therapeutic dose. MDDPI devices are available frorn companics
such as AstraZeneca, GlaxoWellcome, IVAX, Schering Plough, SkyePharma and Vectura,
For example, capsules and cartridges of gelatin for use in an inhaler or insufflator can be
formulated containing a powder mix of the compound and a suitable powder base such as
lactose or starch for these systems.

[00180] Another type of device that can be used to deliver a TLR7 ligand or TLR7
ligand prodrug to the lung is a liquid spray device supplied, for example, by Aradigm
Corporation. Liquid spray systems use extremely small nozzle holes to aerosolize liquid
drug formulations that can then be directly inhaled into the lung.

[oo181] In a preferred embodiment, a nebulizer device is used to deliver TLR7
ligands or TLR ligand prodrugs to the lung. Nebulizers create aerosols from liquid drug
formulations by using, for example, ultrasonic energy to form fine particles that can be
readily inhaled (See e.g., Verschoyle et al., British J. Cancer, 1999, 80, Suppl 2, 96, which
is herein incorporated by reference). Examples of nebulizers include devices supplied by
Sheffield/Systemic Pulmonary Delivery Ltd, Aventis, and Batelle Pulmonary Therapeutics.
See U.S. Pat. Nos. 5,954,047; 5,950,619; 5,970,974, which are herein incorporated by
reference.

[00182] In a particularly preferred embodiment, an electrohydrodynamic (“EHD")
acrosol device is used to deliver TLR7 ligands and TLR? ligand prodrugs to the lung. EHD
aerosol devices use electrical energy to aerosolize liquid drug solutions or suspensions (see,
e.g., Noakes ef al., U.S. Pat. No. 4,765,539; Coffee, U.S. Pat. No., 4,962,885; Coffee, PCT
Application, WO 94/12285; Coffee, PCT Application, WO 94/14543; Coffee, PCT
Application, WO 95/26234, Coffee, PCT Application, WO 95/26235, Coffee, PCT
Application, WO 95/32807, which are herein incorporated by reference). The
electrochemical properties of the TLR7 ligands and TLR7 ligand prodrugs formulation may
be important parameters to optimize when delivering this drug to the lung with an EHD
aerosol device and such optimization is routinely performed by one of skill in the art. EHD
acrosol devices may more efficiently delivery drugs to the lung than existing pulmonary
delivery technologies. Other methods of intra-pulmonary delivery of TLR7 ligand and
TLR7 ligand prodrugs will be known to the skilled artisan and are within the scope of the

invention.
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[00183] Liquid drug formulations suitable for use with nebulizer; and liquid spray
devices and EHD aerosol devices will typically include a TLR? ligand or TLR7 ligand
prodrug with a pharmaceutically accepiable carrier. Preferably, the pharmaceutically
acceptable carrier is a liguid such as alcohol, water, polyethylene glycol ora
perfluorocarbon. Optionally, another material may be added to alter the aerosol properties
of the solution or suspension of the TLR7 ligand or prodrug of a TLR7 ligand. Preferably,
this material is liquid such as an alcohol, glycol, polyglycol or a faity acid. Other methods
of forrmilating liquid drug solutions or suspension suitable for use in acrosol devices are
=known to those of skill in the art (see, e.g., Biesalski, U.S. Pat. Nos. 5,112,598; Biesalski,
5,556,611, which are herein incorporated by reference) A TLR7 ligand or prodrug of a
TLR7 ligand can also be formulated in rectal or vaginal compositions such as suppositories.
or retention enemas, e.g., containing conventional suppository bases such as cocoa butter or
other glycerides.

, [00184] In addition to the formulations described previously, a8 TLR7 ligand or TLR7
ligand prodrug can also be formulated as a depot preparation. Such long acting
formulations can be administered by implantation (for example subcutaneously or
intramuscularly) or by intramuscular injection. Thus, for example, the compounds can be
formulated with suitable polymeric or hydrophobic materials (for example, 2s an emulsion
in an acceptable oil) or ion exchange resins, or as sparingly soluble derivatives, for
example, as a sparingly sc-)luble salt.

[00185] Alternatively, other pharmaceutical delivery systems can be employed.
Liposomes and emulsions are well known examples of delivery vehicles that can be used to
deliver TLR7 ligands and TLR?7 ligand prodrugs. Certain organic solvents such as
dimethylsulfoxide can also be employed, although muﬂy at the cost of greater toxicity. A
TLR7 ligand or prodrug of a TLR7 ligand can also be delivered in a controlled release
system. In one embodiment, a pump can be used (Sefton, CRC Crit. Ref Biomed Eng.,
1987, 14, 201; Buchwald et al., Surgery, 1980, 88, 507; Saudek et al, N. Engl. J. Med,,
1989, 321, 574). In another embodiment, polymeric materials can be used (see Medical
Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Fla.
(1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen
and Ball (eds.), Wiley, New York (1984); Ranger and Peppas, J. Macromol. Sci. Rev.
Macromol. Chem., 1983, 23, 61; see also Levy et al., Science, 1985, 228, 190; During et
al., Ann, Neurol., 1989,25,351; Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 71, 105). In yet another
embodiment, a controlled-release sysiem can be placed in proximity of the target of the
compounds of the invention, e.g., the lung, thus requiring only a fraction of the systemic
dose (see, e.g., Goodson, in Medical Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp.
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115 (1984)). Other controlled-release system can be used (see, ¢.g. Langer, Science, 1990,
249, 1527).

[00186) Suitable excipients (e.g., carriers and diluents) and other materials that can
be used to provide mucosal dosage forms encompassed by this invention are well known to
those skilled in the pharmaceutical arts, and depend on the particular site or method which a
given pharmaceutical composition or dosage form will be administered. With that fact in
mind, typical excipients include, but are not limited to, water, ethanol, ethylene glycol,
propylene glycol, butane-1,3-diol, isopropyl myristate, isopropyl palmitate, mineral oil, and
iixtures thereof, which are non-toxic and pharmaceutically acceptable. Examples of such
additional ingredients are well known in the art. See, e.g., Remington’s Pharmaceutical

Sciences, 18th eds., Mack Publishing, Easton PA (1990).

[00187] The pH of a pharmaceuticel composition or dosage form, or of the tissue to
which the pharmaceutical composition or dosage form is applied, can also be adjusted to
improve delivery of one or more active ingredients. Similarly, the polarity of a solvent
carrier, its ionic strength, or tonicity can be adjusted to improve delivery. Compounds such
as stearaies can also be added to pharmaceutical compositions or dosage forms to
advantageously alter the hydrophilicity or lipophilicity of one or more active ingredients so
as to improve delivery. In this regard, stearates can serve as a lipid vehicle for the
formulation, as an emulsifying agent or surfactant, and as a delivery-enhancing or
penetration-enhancing agent. Different salts, hydrates or solvates of the active ingredients
can be used to further adjust the properties of the resulting composition.

KITS

[00188] The invention provides a pharmaceutical pack or kit comprising one or more
containers comprigsing a TLR7 ligand prodrug useful for the treatment or prevention of a
Hepatitis C virus infection. In other embodiments, the invention provides a pharmaceutical -
pack or kit comprising one or more containers comprising a TLR7 ligand prodrug useful for
the treatment or prevention of a Hepatitis C virus infection and one or more containers
comprising an additional therapeutic agent, including but not limited to those listed in
section 5.2.2 above, in particular an antiviral agent, an interferon, an agent which inhibits
viral enzymes, or an agent which inhibits viral replication, preferably the additional
therapeutic agent is HCV specific or demonstrates anti-HCV activity.

[00189] The invention also provides & pharmaceutical pack or kit comprising one or
more containers comprising one or more of the ingredients of the pharmaceutical
compositions of the invention. Optionally associated with such container(s) can be a notice
in the form prescribed by a governmental agency regulating the manufacture, use or sale of
pharmaceuticals or biological products, which notice reflects approval by the agency of
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manufacture, use or sale for human administration.

ASSAYS

[00190] The TLR7 ligands, TLR ligand prodrugs, compositions and dosage forms of
the invention can be tested in vitro or in vivo by a variety of methods known in the art to
test activity. See, for example, the methods discussed below and used throughout the
examples.

[00191] - A range of assays for the purpose of evaluating TLR7 activity are available,
and are described in the following publications, each of which is incorporated-by-reference:
Hirota et al., J. Med. Chem., 45, 5419-5422 (2002); and Akira S. et al., Immunology .
Letters, 85, 85-95 (2003). For example, one system useful for the assay of TLR7 ligands is
where the gene for TLR7 is cloned by methods known to those of skill in the art and
transfected into an appropriate cell type such that TLR7 is expressed and coupled to a
NFkB-luciferase reporter plasmid. In this cell system, exposure to TLR7 ligand prodrugs
-in cell culture results in a measurable luminescence signal. See, e.g., Lee ef al., Proc. Nat.
Acad. USA, 100, 6646-6651 (2003); Hemmi et al., Nat. Immunol., 3, 196-200 (2002); and
Jurk et al., Nat. Immunol., 3, 499 (2002) (wherein the Lee et al., Hemmi et al., and Jurk ez
al., references are all incorporated herein by reference).

[00192] Another example of an in vitro method is to expose humen peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) to the candidate TLR7 ligand prodrug for a predetermined
interval (e.g., 2 hours to 24 liours), followed by measurement of immunologic activity.
Such immunologic activity may include induction of the synthesis of cytokines, which can
be measured in the culture supernate by ELISA assay of the cytokine protein, such as a
Type 1 interferon (interferon alpha, interferon beta) or Type 2 interferon (interferon
gamma), Alternatively, the PBMC can be harvested after incubation with the candidate
TLR?7 ligand prodrug, the PBMC RNA extracted, and the level of induction of immune
system genes determined by RNAse protection assays of the extracted RNA. Genes
typically induced include 2°5°-OAS, or interferon gamma, but a range of cylokines can be
measured. See, e.g., Hirota et al., . Med. Chem., 45, 5419-5422 (2002).

[00193] RNAse protection assays (RPA) are a method known in the art wherein
RNA analytes are quantitated by first hybridi.zing them to a radioalabeled RNA sequence
gpecific for the analyte RNA, followed by digestion with enzymes that selectively degrade
single stranded RNA. The sample is then submitted to gel electrophoresis under conditions
that resolve the hybridized, protected double stranded RNA. The gel is then
autoradiographed to reveal the location and intensity of the bands. These can be
quantitated by methods well known in the art. Multiple analyte RNA species can be
simultaneously assayed, if the protected fragments are sufficiently different in size to allow

-
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their separation by gel electropharesis. Comparison of the levels of an analyte RNA to
control RNA species that is expressed at constant levels in cells provides an internal control
that enable changes in levels of the analyte RNA species to be monitored even if the total
amount of RNA varies. Such RNAse protection assays can be performed as follows:
[00194] RNA is purified from PMBC pellets using the “RNAeasy” kit (Qiagen),
according to the manufacturer’s instructions. Template sets may be obtained from
PharMingen (BD Biosciences); a useful set that is commercially available from this
supplier contains materials allowing the assay of TNF-g, IL12 p35, IP10, IL-1a, IL-1b, IL-
&, Interferon gamma, and the control RNA species L32 and GAPDH. This template set
contair;s DNA that is appropriate for synthesis of the proper RNA probe for each of the
listed genes.

[00195] Probe synthesis is performed using the PharMingen in vitro transcription kit
provided in the kit. The reaction contains RNase inhibitor; transcription buffer; 50 ng of
the tempate set; 0.1375 mM of each of rGTP, rCTP, rATP; 0.003 mM rUTP;10 mM DTT,
0.010 mCi of [alpha 32P] UTP, and 20 Units of T7 RNA polymerase in a volume of 20
microliters. The reaction mixture is incubated for one hour at 37 °C, and then stopped by
addition of 2 units of RNAse free DNAse, with an additional incubation of 30 minutes at 37
°C. The RNA probes synthesized in this incubation are extracted once with 5.2 mM EDTA,
25 p) of Tris Saturated phenol, 25 uL of chloroform, and 4 ug of yeast tRNA, and then
extracted with 50 pL of chloroform. The RNA is precipitated by addition of 50 uL of 4M
ammonium acetate and 250 uL of ice-cold 100% ethanol, and after incubation at -80 °C for
30 minutes the preparation is centrifuged at high speed for 30 minutes. The pellet is
washed in 100 % ethanol, and after removal of the ethanol the probe is resuspended and
used in the RNAse protection incubation.

[00196} The RNAse protection assay uses the probe material prepared above and
RNA extracted from PBMC. The PBMC RNA is washed in 100% ethanol, quantitated by
absorbance at 260 nm. The RPA is performed as described in the protocol provided in the
PharMingen RiboQuant kit. Eight uL. of the PBMC RNA samples are mixed with the 2 L
of the probe set in a thin-walled PCR tube, mixed well, briefly centrifuged and then
overlaid with mineral oil. The tube is then placed in a 90 °C PCR block, cooled to 56 °C,
and incubated for 16 hours. The samples are then cooled to 37 °C and RNAse A and
RNAse T1 are added. The mixture is incubated for 45 minutes at 30 °C, and the reaction
stopped with a mix of protease K and yeast tRNA. The RNA is extracted with phenol-
chloroform, and then precipitated from the phenol-chloroform with ammonium acetate-
ethanol. The pellet is washed with ethanol and resuspended in buffer for electrophoresis.
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The samples are analysed by gel electrophoresis by methods well known in molecular
biology.

[00197] A number of assays may be employed in accordance with the present
invention in order 1o determine the degree of anti-viral activity of a compound of the
invention such as cell culture, animal models, and administration to human subjects. The
assays described herein may be used to assay viral growth over time to determine the
growth characteristics of a virus in the presence of a compound of the invention.

i001 98] In another embodiment, a virus and a compound of the invention are
administered to animal subjects susceptible to infection with the virus. The incidence,
severity, length, virus load, mortality rate of infection, etc. can be compared to the
incidence, severity, length, virus load, mortality rate of infection, etc. observed when
subjects are administered the virus alone (in the absence of a compound of the invention).
Anti-virus activity of the compound of the invention is demonstrated by a decrease in
incidence, severity, length, virus load, mortality rate of infection, etc. in the presence of the
compound of the invention. In a specific embodiment, the virus and the compound of the
invention are administered to the animal subject at the same time. In another specific
embodiment, the virus is administered to the animal subject before the compound of the
invention. In another specific embodiment, the compound of the invention is administered
to the animal subject before the virus.

[00199] In another embodiment, the growth rate of the virus can be tested by
sampling biological fluids/clinical samples (e.g., nasal aspirate, throat swab, sputum,
broncho-alveolar lavage, urine, saliva, blood, or serum) from human or animal subjects at
multiple time points post-infection either in the presence or absence of a compound of the
invention and measuring levels of virus. In specific embodiments, the growth rate of a
virus is assayed by assessing the presence of virus in a sample after growth in cell culture,
growth on a permissible growth medium, or growth in subject using any method well-
known in the art, for example, but not limited to, immunoassay (e.g., ELISA; for discussion
regarding ELISAs see, e.g., Ausubel et al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular
Biology, Vol. I, John Wiley & Sons, Inc., New York at 11.2.1), immunofluorescent
staining, or immunoblot analysis using an antibody which immunospecifically recognizes
the virus to be assayed or detection of a virus-gpecific nucleic acid (e.g., by Southern blot
or RT-PCR analysis, ctc.). '

[00200] In a specific embodiment, viral titers can be determined by obtaining
biological fluids/clinical samples from infected cells or an infected subject, preparing a
serial dilution of the sample and infecting a monolayer of cells that are susceptible to
infection with the virus (e.g. primary cells, transformed cell lines, patient tissue samples,

-
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etc) at a dilution of the virus that allows for the emergence of single plaques. The ’lnques
can then be counted and the viral titer expressed as plaque forming units per millfliter of
sample.

[00201) In one specific embodiment, the growth rate of a virus in a subject can be
estimated by the titer of antibodies against the virus in the subject. Antibody serum titer
can be determined by any method well-known in the art, for example, but not limited to, the
amount of antibody or antibody fragment in serum samples can be quantitated by, e.g.,
ELISA.

[00202] Additionally, in vivo activity of a TLR7 ligand or prodrug of a TLR7 ligand
can be determined by directly administering the compound to a test animal, collecting
biological fluids (e.g., nasal aspirate, throat swab, sputum, broncho-alveoler lavage, urine,
saliva, blood, or serum) and testing the fluid for anti-virus activity.

[00203] In embodiments where samples to be assayed for virus levels are biological
fluids/clinical samples (e.g., nasal aspirate, throat swab, sputum, broncho-alveolar lavage,
urine, saliva, blood, or serum), the samples may or may not contain in tact cells. Samples
from subjects containing intact cells can be directly processed, whereas isolates without
intact cells may or may not be first cultured on a permissive cell line (e.g. primary cells,
transformed cell lines, patient tissue samples, etc) or growth medium (e.g., LB broth/agar,
YT broth/agar, blood agar, etc.). Cell suspensions can be cleared by centrifugation at, e.g.,
300xg for 5 minutes at room tempersture, followed by a PBS, pH 7.4 (Cat++ and Mg++
free) wash under the same conditions. Cell pellets can be resuspended in a small volume of
PBS for analysis. Primary clinical isolates containing intact cells can be mixed with PBS
and centrifuged at 300xg for 5 minutes at room temperature. Mucus is removed from the
interface with a sterile pipette tip and cell pellets can be washed once more with PBS under
the same conditions. Pellets can then be resuspended in a small volume of PBS for
analyzis.

[00204] In another embodiment, a compound of the invention is administered to a
human subject infected with a virus. The incidence, severity, length, viral load, mortality
rate of infection, etc. can be compared to the incidence, severity, length, viral load,
mortality rate of infection, etc. observed in human subjects infected with a virus in the
absence of a compound of the invention or in the presence of a placebo. Anti-viral activity
of the compound of the invention is demonstrated by a decrease in incidence, severity,
length, viral load, mortality rate of infection, etc. in the presence of the compound of the
invention. Any method known in the art can be used to determine anti-viral activity in a
subject such as those described previously.
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[00205] Additionally, in vivo activity of a TLR7 ligand or prodrug of TLR7 ligand
can be determined by directly administering the compound to an animal or human subject,
collecting biological fluide/clinical samples (e.g., nasal aspirate, throat swab, sputum,
broncho-alveolar lavage, urine, saliva, blood, or serum) and testing the biological
fluids/clinical samples for anti-viral activity (e.g., by addition to cells in culture in the
presence of the virus).

[00206) - "I‘he foregoing has demonstrated the pertinent and important features of the
f:resent invention. One of skill in the art will be appreciate that numerous modifications
and embodiments may be devised. Therefore, it is intended that the appended claims cover,
all such modifications and embodiments.

6. EXAMPLES
[00207] The following examples are for the purpose of illustration only and are not
, intended as limiting the scope of the invention.

61  TLR7Ligand Identification
[00208] There are three known chemical classes of TLR7 ligands: guanosines,
imidazoquinolines, and pyrimidines (see Section 5.2). As described above, additional
TLR?7 ligands are readily identified by known screening methods. For example, adenine
analogs and derivatives were identified as TLR ligands by using the following screening
procedure. See Tables 1 and 2.

A stable HEK293-hTLR?7 cell line was obtained from Invivogen (San Diego,
California), transfected with pNiFty2-Luc, an NF-kB inducible luciferase reporter plasmid
(Invivogen) and (dual) stable transfectants selected. The resultant dual (hTLR7/pNiFty2-
Luc) cell lines were functionally tested by response to loxoribine and isatoribine as
measured by fold luciferase induction relative to a no drug control. The C23 line was
chosen due to its satisfactory response and sensitivity profile with these (and other) TLR7
agonists. The biological rationale which connects TLR7 engagement and NF-kB activation
has met with widespread acceptance (for a review, see Akira S. et al., Immunol. Leit., 85,
85-95 (2003))
and as a consequence the HEK293-TLR-NF-kB inducible reporter system is accepted as a
standard assay which has been consistently used to assay TLR(7) agonists, in either
transient or stable system format. See, e.g., Hemmi H. et al., Nat. Immunol., 3, 196-200
(2002); Jurk M. et al., Nat. Immunol., 3, 499 (2002); and Lee J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA , 100, 6646-51 (2003).

[00209] For a typical C23 assay, cells are seeded at 6x10° cells/well in 96 well plates
and 4-24 hours later are treated with varibus concentrations of compound. After 2-48 hours
exposure the cell monolayers are lyzed with passive lysis bu'ﬁ‘er (Promega) and the firefly
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luciferase assay carried out using the luciferase assay reagent (Promega) as specified by the
manufacturer. Relative luciferase activities are expressed as folds of induction compared to
the no drug control. A two-fold induction over background is considered a bona fide TLR7
agonist, dependent on this being a statistically significant increase.

Table 1; Isatoribine Activates Human TLR7 in HEK293 Assay
Compound concentration, uM
Compound No.
. 50 100 250 500
21 31 34 6.2 10.9
(*0.2) *0.1) (0.5 &0.7)

Table 2; Adenine Derivative Activates Human TLR7 in HEK293 Assay

Compound concentration, uM
Compound No.
1.0 32 10 32
29 208 373 47.5 484
(£ 1.1) (£0.5) (=0.2) (= 04)

[00210] In Table 1, isatoribine, was added to C23 cells for forty-eight hours, and the
cells were then harvested and assayed for luciferase activity. Each time-point was assayed
in triplicate. The data displayed is the mean fold induction compared to the no drug control,
together with the standard deviation in parentheses.

[00211] In Table 2, an adenine derivative 29 was added to C23 cells for twenty-four
hours, and the cells were then harvested and assayed for luciferase activity. Each time-point
was assayed in triplicate. The data dispiayed is the mean fold induction compared to the no
drug contro), together with the standard deviation in perentheses.

6.2 TLR7 Ligands Tested ag anti-HCV Agents
HCV Viral Load Reduction

[00212] Isatoribine investigational drug product was supplied as a 1 mg/mL solution
in sterile normal saline contained in a 50 mL vial. Isatoribine was administered in humans
by intravenous infusion once daily for 7 days, at 200, 400, 600 or 800 mg per dose. All

doses were administered by constant rate infusion over a 60-minute period, except the 800

mg dose was administered over an 80-minute period. The flow rate for each dose was as



follows: 3.33 mL/min for the 200 mg dose; 6.67 mL/min for the 400 mg dose; 8.33
mL/min for the 500 mg dose; or 10.0 mL/min for the 600 mg and 800 mg dose.

[00213] Four to twelve patients were enrolled in each of the dose groups (200 mg,
400 mg, 600 mg and 800 mg per dose) and received once daily intravenous infusions for 7
days. Prior to dosing, a blood sample was drawn from each patient for assessment of the
genotype of the HCV virus.

{00214] - Plasma HCV RNA was determined at baseline (an average of 2 pre-
treatment measurements taken on Day -1 or pre-treatment and on Day 1) and once daily

prior to the start of the first daily isatoribine intravenous infusion on Days 2 through 7 for .

these daily (x7 days) dosing groups. See Figure 2. The viral load was measured by the
branched DNA method (Versant™ v3.0 bDNA assay, Bayer Diagnostics). For plasma
HCV RNA, the maximum change from the pre-treatment baseline was estimated using log-
transformed values.
i00215] Plasma HCV RNA decreased over the course of isatoribine treatment, with
the larger changes generally occurring in patients who received the higher daily doses
(Figure 2). Eight of 12 patients who received isatoribine 800 mg QD x 7 days showed a
plasma viral load decrease of more than 0.5 log'l 0 units, with a mean change in these 12
patients of -0.76 logl0 units and range of —2.85 to +0.21 logl0 units. This decrease in viral
load was statistically significant for the 800 mg QD dose group (p=0.008). Plasma viral
load declines generally reversed upon cessation of treatment.

HCV Replicon-Based Viral Bioassay
[00216] It has been demonstrated that HCV replicons are highly sensitive to the
inhibitory effecta of interferon-a and interferon~y. Therefore the HCV replicon becomes a
very useful system for measuring the amount of biologically active interferons in
supernatants from human PBMCs stimulated with a TLR7 agonist. A quantitative assay
was developed which is based on measuring the activity of the luciferase reporter gene that
was integrated into an HCV replicon. By using this system, interferons from TLR7
agonist-treated PBMCs were measured and their inhibitory activity was assessed using the
luciferase reporter replicon.
[00217] Human PBMCs isolated from a healthy donor were placed in replicate cell
culture wells (5 x 10° cells per well). The PBMCs are incubated in the absence of test
compounds at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% COz for 24 hours to allow
stabilization to the culture conditions, and then the TLR7 ligand or a drug free control is
added to replicate wells containing PBMCs from the same donor. The concentrations of
TLR7 ligand may be varied to suit the particular experiment, and the PBMC cultures are
then incubated at 37 °C in a humidified atmosphere contrining 5% CO; for eight hours.
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Samples of cell culture supernatant are taken at the eight hour time point (or twenty four
hour time point in case of Loxoribine and its prodrugs) from TLR7 ligand treated and
control wells and arc assayed for interferon-alpha production by ELISA. Supemnatants
from compound-treated cells and a no-drug control were diluted at 1:10, 1:100, and 1:1000
in RPMI media and applied to a 96-well plate of Huh7 hepatocyte cells containing the
luciferase reporter replicon. Cells were incubated for 48 hours at 37 °C in a tissue culture
incubator.

[00218] After the incubation period, the 96-well plates are washed 2X with PBS and
are lyued with passive lysis buffer (Promega). Plates are shaken at room temperature for 20
minutes and standard luciferase assay reagent (Promegs) is added to each well by injection
and the plate is read on an Lmax luminometer (Molecular Devices). The raw relative light
units are converted to a percent inhibition that is compared to the no-drug control wells to
determine the level of inhibition observed in the replicon assay. The estimated maximal
concentration of interferons required to inhibit HCV replicon replication was determined to
be at a 1:10 dilution of supernatant of PBMC-stimulated cells which fell within our test
range of the dilution series. For all TLR7 agonists tested, 100% inhibition was observed on
the luciferase reporter replicon system at the 1:10 dilution.

[00219] The data presented in Tables 3-8 represents the inhibition of the HCV
replicon system by the supernatant collected after exposure of PBMC cells to the
compound at an initial concentration for the incubation time indicated and diluted as
specified in the first column (“PBMC exposed to compound”). A supernatant collected
from PBMC cells non-exposed to the compound and diluted as specified in the first column
was used as a control (“Blank supernatant”), The PBMC cells were isolated from a single
blood donor as specified.

Table 3: Anti of Isatoribine in the in vitro HCV Replicon Bi

No. 1

Incubation time: 8 hours
Initial concentration: 100 uM
Blood donor number: FL72035

HCYV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supernatant to compound
1:100 0 100
1:1000 0 94

No. 2

Incubation time: 8 hours

Initial concentration: 100 uM
Blood donor number: FL75287

HCYV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supernatant to compound




1:10 0 100
1:100 0 87
1:1000 0 6
No. 3
Incubation time: 24 hours
Initial concentration: 100 uM
Blood donor number: FL75864
HCV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supetnatant to compound
1:10 0 100
1:100 23 99
1:1000 0 64

No. 1

Incubation time : 24 hours
Initial concentration: 100 uM
Blood donor number: FL75864

HCV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supernatant to compound

1:10 0 100
1:100 23 74
1:1000 0 17
Table 5: Antiviral Effect i
No. 1
Incubation time: 8 hours
Initial concentration: 3.2 uM
Blood donor number: F1.75287
HCV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC | PBMC exposed
supernatant to compound
1:10 0 100
1:100 0 100
1:1000 0 89
No. 2
Incubation time: 8 hours
Initial concentration: 3.2 uM
Blood donor number: FL75287
HCV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supernatant to compound
1:10 3 100
1:100 13 75
1:1000 l 1

icon Bioassa'




Incubation time: 8 hours
Initial concentration: 10 uM

Blood donor number: FL.75287 _
HCYV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supemnatant 10 compound
1:10 0 100
1:100 0 98
1:1000 0 21
No. 2
Incubation time: 8 hours
Initial concentration: 10 uM
Blood donor number: FL75287 )
HCV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supermnatant 10 compound
1:10 3 100
1:100 13 38
1:1000 3 6

Incubation time: 8 hours
Initial concentration: 100 uM
Blood donor number: FL.72035

| HCV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supernatant to compound
1:1¢ 0 100
1:100 0 95
1:1000 0 0
No. 2

Incubation time: 8 hours
Initial concentration: 100 uM
Blood donor number: FL.72036

HCV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supernatant to compound
1:10 0 100
1:100 ] 95
1:1000 0 33

No. 1

Incubation time: 8 hours
Initial concentration: 0.1 uM
Blood donor number: F1.76418

Form of the compound: a TFA salt

HCV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supernatant 1o compound
1:10 0 100




1:100 3 73
1:1000 3 0
No. 2
Incubation time: 8 hours
Initial concentration: 0.1 uM
Blood donor number: FL76418
Form of the compound: a TFA salt
. HCV replicon inhibition, %
Dilution of Blank PBMC PBMC exposed
supefnatant to compound
1:10 0 100
1:100 3 64
1:1000 3 9

6.3  Preparation of TLR7 Ligand Prodrugs
[00220] Compounds of the invention can be synthesized using the methodology

described in Schemes 1-18 above. Unless otherwise indicated all temperatures are set forth
in degrees Celsius and all parts and percentages are by weight. Reagents are purchased
from commercial suppliers such as Aldrich Chemical Company or Lancaster Synthesis Ltd.
and are used without further purification unless otherwise indicated. Tetrahydrofuran
(THF) and N,N-dimethylforamide (DMF) are purchased from Aldrich in Sure Seal bottles
and used as received. Unless otherwise indicated, the following solvents and reagents are
distilled under a blanket of dry nitrogen. THF and Et;0 are distilled from Na-
benzophenone ketyl; CH;Cl; (DCM), diisopropylamine, pyridine and Et;N are distilled
from CaHj; MeCN is distilled first from P2Os, then from CaHz; MeOH is distilled from
Mg; PhMe, EtOAc and i-PrOAc are distilled from CaH,; TFAA was purified via simple
atmospheric distillation under dry argon.

The reactions set forth are done generally under a positive pressure of argon at an
ambient temperature (unless otherwise stated) in anhydrous solvents, and the reaction flasks
are fitted with rubber septa for the introduction of substrates and reagents via syringe.
Glassware is oven dried and/or heat dried. The reactions are assayed by TLC and
terminated as judged by the consumption of starting miaterial. Analytical thin layer
chromatography (TLC) is performed on aluminum-backed silica gel 60 F254 0.2 mm plates
(EM Science), and visualized with UV light (254 nm) followed by heating with commercial
ethanolic phosphomolybdic acid. Preparative thin layer chromatography (TLC) is
performed on aluminum-backed silica gel 60 F254 1.0 mm plates (EM Science) and
visualized with UV light (254 nm). HPLC is performed on a Waters Micromass ZQ) system
consisting of a model 2525 binary gradient pump with an Alltech model 800 ELSD detector
and a Waters model 996 photodiode array detector.

[00221] Work-ups are typically done by doubling the reaction volume with the

reaction solvent or extrigtion solvent and then washing with the indicated aqueous
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solutions using 25% by volume of the extraction volume unless otherwise indicated.
Product solutions are dried over anhydrous Na;SO4 and/or MgaSO, prior to filtration and
evaporation of the solvents under reduced pressure on a rotary evaporator and noted as
solvents removed in vacuo. Column chromatography is completed under positive pressure
using 230400 mesh silica gel or 50-200 mesh neutral alumina. Hydrogenolysis is done at
the pressure indicated in the examples or at ambient pressure. -

[00222] "H-NMR spectra is recorded on a Varian Mercury-VX400 instrument
operating at 400 MHz and '>*C-NMR spectra are recorded operating at 75 MHz. NMR
ispectra are obtained as CDCl; solutions (reported in ppm), using chloroform as the
reference standard (7.27 ppm and 77.00 ppm), CD;0D (3.4 and 4.8 ppm and 49.3 ppm),

.DMSO-dg, or intenally tetramethylsilane (0.00 ppm) when appropriate. Other NMR

solvents are used as needed. When peak multiplicities are reported, the following
abbreviations are used: s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), m (multiplet), br
(broadened), dd (doublet of doublets), dt (doublet of triplets). Coupling constants, when

:given, are reported in Hertz (Hz).

{00223] Infrared (IR) spectra are recorded on a Thermo Nicolet Avatar 370 FT-IR as
neat oils or solids, and when given are reported in wave numbers (cm™). Mass spectra
reported (+)-ES Thermo Finnegan LCQ LC/MS conducted by the Analytical Chemistry
Department at Anadys Pharmaceuticals, Inc. Elementa] analyses are conducted by the
Atlantic Microlab, Inc. in Norcrags, GA or by NuMega, in San Diego, CA. Melting points
(mp) are determined on an open capillary apparatus, and are uncorrected.

[00224] The described synthetic pathways and experimental procedures utilize many
common chemical abbreviations, THF (tetrehydrofuran), DMF (N,N-dimethylformamide),
EtOAc (ethyl acetate), DMSO (dimethyl sulfoxide), DMAP (4-dimethylaminopyridine),
DBU (1,8-diazacyclo[5.4.0Jundec-7-ene), DCM (4«(dicyanomethylene)-2-methyl-6-(4-
dimethylamino-styryl)-4-H-pyran), MCPBA (3-chloroperoxybenzoic acid), EDC (1-(3-
dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride), HATU (O-(7-azabenzotriazol-
1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafiuorophosphate), HOBT (1-hydroxybenzotriazole
hydrate), TFAA (trifluoroacetic anhydride), pyBOP (benzotriazol-1-
yloxy)tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate), DIEA (diisopropylethylamine),
and the like.

Example 1: 7-Allyl-2-amino-9-B-D-ribofuranosyl-7,9-dihydro-purin-8-one (43)
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Ho  bH
Step 1: Preparation of 7-Allyl-2-amino-9-(2',3',5 "-tri-O-acetyl-f-D-ribofuranosyl)-7,9-
dihydro-1H-purine-6,8-dione (40)
[00225) A heterogeneous mixture of 7-allyl-2-amino-9-B-D-ribofuranosyl-7,9-
dihydro-1H-purine-6,8-dione 17 (1.00 g, 2.95 mmol, prepared according to Reitz et al.,
JMC, 37, 3561-3578 (1994)), DMAP (0.036 mg, 0.29 mmol) and NEt; (2.05 mL, 14.74
mmol) was stirred in dry acetonitrile (25 mL). Acetic anhydride (0.862 mL, 9.13 mmol)
was added slowly to the suspension and the reaction mixture was stirred at ambient
temperature for 16 h. The solvent was remaved under vacuum and the residue dissolved in
dichloromethane (DCM). The organic phase was then washed with saturated aqueous
sodium bicarbonate (NaHCOs), brine and thereafter dried with anhydrous magnesium
sulfate (MgSQOs). The solvent was concentrated under vacuum and dried at room
temperature under high vacuum to give 1.33 g of 40 (97%) as a pale yellow solid: 'H NMR
(400 MHz, CDCl;) 6 6.12 (t, /= 6.0 Hz, 1H), 6.01 (d, /= 3.6 Hz, 1H), 5.89 (m, 1H), 5.82
(t, /= 6.0 Hz, 1H), 5.39 (brs, 2H), 5.21 (m, 2H), 4.58 (br 5, 2H), 4.51 (m, 1H), 4.32 (m,
2H), 2.16 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 2.10 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]" 466.2 m4.
Step 2: Preparation of 7-Allyl-2-amino-6-chloro-9-(2',3",5 "-tri-O-acetyl-§-D-
ribaofuranosyl)-7,9-dihydro-purin-8-one (41)
[00226] Compound 40 (0.65 g, 1.39 mmol) was dissolved in phosphorus oxychloride
(10 mL) and heated to 75 °C for 16 h. The reaction mixture was concentrated under vacuum
and the crude product dissolved in DCM. The mixture was then washed with NaHCO,
solution, brine, dried (MgSO4) and filtered. The filtrate was concentrated under vacuum
and purified by flash chromatography using 10 to 50% gradient of ethyl acetate in hexanes.
Removal of the solvent afforded 280 mg (41%) of the desired product 41: "H NMR (400
MHz, CDCl;) 6 6.04 (d, J=4.0 Hz, 1H), 6.03 (1, /=5.6 Hz, 1H), 5.87 (m, 1H), 5.86 (, /=
5.6 Hz, 1H), 5.18 (m, 4H), 4.59 (d, /= 8.0 Hz, 2H), 4.45 (d, /= 7.6 Hz, 1H), 4.31 (m, 2H),
2.10 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.04 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]" 484.2 mA.
Step 3: Preparation of 7-Allyl-2-amino-9-(2°,3 ', 5 -tri-O-acetyl-f-D-ribofuranosyl)-7,9-
dihydro-purin-8-one (42)
[00227) Compound 41 (0.27 g, 0.56 mmol) was dissolved in acetic acid and Zn-Cu
couple was added to the solution. The mixture was heated at 70 °C for 18 h. The suspended
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particles were filtered off and the filtrate concentrated under vacuum. The residue was
purified by flash chromatography using 10% to 100% gradient of ethyl acetate in hexanes.
The solvent was removed to give 150 mg (60 %) of 42 as off-white solid: "H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 6.05 (t, /= 4.0 Hz, 1H), 6.03 (d, /= 4.0 Hz, 1H), 5.87 (t, /= 6.0 Hz, 1H),
5.83 (m, 1H), 5.48 (br 8, 2H), 5.33 (s, 1H), 5.29 (d, /= 5.6 Hz, 1H), 4.49 (d, J=3.2 Hz,
1H), 4.46 (d, /= 3.2 Hz, 1H), 4.41 (d, /= 5.6 Hz, 2H), 4.27 (m, 2H), 2.12 (s, 3H), 2.10 (s,
3H), 2.05 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]" 450.0 m/z.

Step 4: Preparation of 7-Allyl-2-amino-9-f-D-ribofuranosyl-7,9-dikydro-purin-8-one (43)
[00228] To a solution of 42 (0.13 g, 0.29 mmol) in methanol (4 mL) was added solid
K2CO; (0.024g, 0.17 mmol) and the reaction stirred at ambient temperature for 18 h. To the .
cloudy mixture was added Amberlite CG-50 (0.5 g) and stirred till neutral and filtered. The
filtrate was concentrated to give an off-white solid, which was washed with water and dried
under high vacuum to give 93.5 mg of pure 43 in quantit.ative yield as an off white solid: 'H
NMR (400 MHz, ds-DMSO) & 7.88 (s, 1H), 6.33 (br s, 2H), 5.85 (m, 1H), 5.66 (d, /= 6.0
Hz, 1H), 5.30 (d, /= 5.6 Hz, 1H), 5.20 (s, 1H), 5.16 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 5.01 (d,/=4.8
Hz, 1H), 4.89 (q, /= 5.6 Hz, 1H), 4.75 (br s, 1H), 4.35 (d, /= 5.2 Hz, 2H), 4.10(t, /=84
Hz, 1) 3.80 (q, J= 3.6 Hz, 1H), 3.57 (m, 1H), 3.44 (m, 1H). MS (H)-ES [M+H]" 324.1 m/z.
Example 2: 7-Allyl-2-amino-6-ethoxy-9-B-D-ribofuranosyl-7,9-dlhydro-purin-8-one

45)
CHC /,//
H,NJ..\\N l N>=°

~)

HO OH
Step 1: Preparation of 7-Allyl-2-amino-G-ethoxy-9-(2",3",5 "tri-O-acetyl-f3-D-
ribofuranosyl)-7,9-dihydro-purin-8-one (44)
[00229] To a solution of 40 (0.30 g, 0.64 mmol) in dry THF (15 mL) was added
polymer-supported triphenylphosphine (0.89 g, 1.93 mmol) and EtOH (0.1 mL, 1.93
mmol) at room temperature. To the stirring mixture was added diethyl azodicarboxylate
(0.12 mL, 0.77 mmol) and stirring continued for 18 h. The spent polymer support was
filtered ofF and the solvent removed under vacuum. The residue was then purified by flash
chromatography using 10 to 50% gradient of ethyl acetate in hexanes. Removal of the
solvent afforded 85 mg (26%) of the desired product 6 as a clear oil: 'H NMR (400 MHz,
CDCly) § 6.07 (d, /= 4.0 Hz, 1H), 6.06 (d, /= 4.0 Hz, 1H), 6.01 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 5.96
(t, /= 6.0 Hz, 1H), 5.87 (m, 1H), 5.14 (d, /= 2.2 Hz, 1H), 5.15 (m, 1H), 4.80 (br 5, 2H),
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4.46 (m, 4H), 4.37 (q, /= 7.2 Hz, 2H), 4.29 (m, 2H), 2.09 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.04 (s,
3H), 1.35 (1, J = 7.6 Hz, 3H); MS (+)-ES [M+H]" 494.1 m/%.

Step 2: Preparation of 7-Allyl-2-amino-6-ethoxy-9-f-D-ribofuranosyl-7,9-dikydro-purin-
§-one (45)

[00230] To a solution of 44 (0.084 g, 0.17 mmol) in methanol (4 mL) was added
solid K;CO; (0.014g, 0.17 mmol) and the reaction stirred at ambient temperature for 1 h.
To the cloudy mixture was added Amberlite CG-50 (0.5 g) and stirred till neutral and
filtered. ':I‘he filtrate was concentrated and purified by flash chromatography using 100%
DCM to 10 % of methanol in DCM. Removal of the solvent afforded 62 mg of 7 (99%) es a
clear oil: 'H NMR (400 MHz, CDC1,) § 5.97 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 5.93 (m, 1H), 5.25 (d, /=
32.4, Hz, 1H), 5.21 (s, 1H), 5.02 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 4.62 (br 3, 2H), 4.47 (d, /= 5.6 Hz, .
2H), 4.25-4.45 (m, 3H), 4.21 (g, /=6.8 Hz, 2i-l), 3.77 (ABq, Avap=0.14, Jap = 12.4 Hz,
2H), 1.37 (t, J = 6.8 Hz, 3H), 1.27 (t, 7.6, 2H); MS (+)-ES [M+H]" 368.0 m~.

Example 3: 5-Bromo-4-ethoxy-6-phenyl-pyrimidin-2-ylamine (37)
; CHyC!
Br

N7

N
HN" °N

Step 1: Preparation of 5-Bromo-4-ethoxy-6-phenyl-pyrimidin-2-ylamine (37)

[00231] In a manner similar to step 2 of Example 2 was prepared the title compound
as a white solid from 2-amino-5-bromo-6-phenyl-3H-pyrimidin-4-one 35 (Wierenga, et al.,
JMC, 23, 239-240 (1980)) in 13% yield: '"H NMR (400 MHz, CDCI;) § 7.61 (m, 2HO, 7.42
(m, 3H), 5.15 (br s, 2H), 4.23 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.4 (t, 6.8 Hz, 3H); MS (+)-ES [M]"
294.1 [M+2] " 296.0 m/z. Elemental analysis for C;;H;2BrN;O: cale’d: C, 49.00; H, 4.11; N,
14.29; found: C, 48.94; H, 4,18, N, 14,01,

Example 4: 4-(2-Amino-5-bromo-6-phenyl-pyrimidin-4-yloxymethyl)-S-methyl-
[1,3])dioxol-2-one (46)

Step 1: Preparation of 4-(2-Amino-5-bromo-6-phenyl-pyrimidin-4-yloxymethyl)-5-methyl-
[1,3]dioxol-2-one (46)

27
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[00232] In a manner similar to step 2 of Example 2 was prepared the title compound
as & white solid from 2-Amino-5-bromo-6-phenyl-3H-pyrimidin-4-one 35 in 4% yield: 'H
NMR (400 MHz, CDCl,) & 7.62 (m, 2H), 7.45 (m, 3H), 5.18 (s, 2H), 5.07 (8, 2H), 2.26 (s,
H); MS (+)-ES [M]"378.2 [M+2]" 380.1 m/z. Elemental analysis for C;sH;2BrN;04: calc’d:
C. 47.64; H, 3.20; N, 11.11; found: C, 46.98; H, 3.23; N, 10.70.

Example 5: 5-Bromo-4-phenyl-pyrimidin-2-ylamine (48)

Step 1: Preparation of 4-Phenyl-pyrimidin-2-ylamine (47)

[00233) To a solution of bromobenzene (4.43 mL, 42.06 mmol) in dry THF (100
mL) at -78 °C was added BuLi (394 mL, 63.08 mmol) and the mixture left to stir at —78 °C
for 2 h. To this was added 2-aminopyrimidine (2.0 g, 21.03 mmol) in hot toluene (80 mL)
over a 15 minutes period. The mixture was refluxed for 16 h and allowed to cool to room
temperature and carefully quenched with aqueous NaHCO;. The mixture was filtered and
the filtrate concentrated under vacuum. The residue was then dissolved in DCM and
washed with aqueous NaHCO, brine and dried (MgS04). The solvent was removed to
afford 350 mg of 47 (10%) as a pale yellow solid: "H NMR (400 MHz, CDCls) 5 8.32 (d, J
= 4.8 Hz, 1H), 7.97 (m, 2H), 7.45 (m, 3H), 7.02 (J = 4.8 Hz, 1H). 5.27 (br 3, 2H); MS (+)-
ES [M+H]" 172.2 m/z.

Step 2: Preparation of 5-Bromo-4-phenyl-pyrimidin-2-ylamine (48)

[00234] Compound 47 (0.30 g, 1.75 mmol) was dissolved in glacial acetic acid (15
ml) and warmed to 45 °C. Br (0.09 mL, 1.75 mmol) was added slowly. The resulting
mixture was then allowed to stir at room temperature for 3 h. The solvent was removed
under vacuum to a solid residue. This was then transferred onto a filter funnel and washed
with DCM, followed by water. The remaining solid was then dried under high vacuum for
16 h to give 197 mg of 13 (45%) as a pale yellow solid: 'H NMR (400 MHz, d;-DMSO) &
8.40 (s, 1H), 7.61 (m, 2H), 7.45 (m, 3H), 6.96 (s, 2H); MS (+)-ES [M] * 250.0 [M+2]"
252,0 m/z. Elemental analysis for C,oHyBrNj: calc’d: C, 48.02; H, 3.22; Br, 31.95; N,
16.80; found: C, 47.91; H, 3.28; Br, 32.15; N, 16.80.

Example 6: (5-Bromo-6-oxo-4-phenyl-1,6-dihydro-pyrimidin-2-yl)-carbamic acid ethyl
ester (36)



Step 1: Preparation of (5-Bromo-6-oxo-4-phenyl- 1,6-dihydro-pyrimidin-2-yl)-carbamic
acid ethyl ester (36)

To a solution of 35 (0.25g, 0.94 mmol) in DMF (8 mL) was added NEt; (0.14 mL,
0.99 mmol) and diethyl pyrocarbonate (0.27 mL, 1.89 mmol). The reaction mixture was
maintained at 65 °C for 20 h, The solvent was removed and the residue treated with DCM.
The resulting mixture was filtered to remove the remaining starting material 35 and the
filtrate washed with aqueous NaHCO,, brine and dried (MgSO,). The filtrate was
concentrated and purified by HPLC (Thomson ODS-A 100A 5u 150 x 21.2 mm column;
flow rate = 30 mL/min; CH,CN with 0.05 % TFA (A), Water with 0.05 % TFA (B); Make
up pump flow = 0.9 mL/min; Make up pump mobile phase; MeOH with 0.05% TFA using
a gradient system as follows: t=0; 15 % A, 85 % B; t = 3.0 min; 15 % A, 85 % B; t=9.5
min; 70 % A,30% B; t=10.0 min; 100% A, 0% B; t=12.0 min; 100% A,0%B; t=
12.5 min; 15 % A, 85 % B; t = 15.0 min; 15 % A, 85 % B.) to afford 54 mgs of 36 (17%) as
a clear oil: 'H NMR (400 MHz, CDC13) § 7.66 (m, 1H), 7.44 (m, 3H), 4.26 (g, /= 7.6 Hz,
2H), 1.32 t, J= 6.8 Hz, 3H); MS (+)-ES [M]" 338.1 [M+2]* 340.0 m/. Elemental analysis
for Cy3H;2BrN;Os: calc’d: C, 46.17; H, 3.58; N, 12.43; found: C, 46.43; H, 3.74; N, 11.95.
Example 7: (5-Bromo-6-oxo0-4-phenyl-1,6-dihydro-pyrimidin-2-yl)-carbamic acid

pentyl ester (49)
o

O HN la'
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Step 1: Preparation of (5-Bromo-6-oxo-4-phenyl-1,6-dihydro-pyrimidin-2-yl)-carbamic
acid pentyl ester (49) _

[00235] In a menner similar to step 1 of Example 6 the title compound was prepared
from 35 and dipentyl pyrocarbonate as a clear oil in 9% yield after HPLC purification
(Thomson ODS-A 100A 5 150 x 21.2 mm column; flow rate = 30 mL/min; CHsCN with
0.05 % TFA (A), Water with 0.05 % TFA (B); Make up pump flow = 0.9 mL/min; Make
up pump mobile phase; MeOH with 0.05% TFA using a gradient system as follows: t = 0;
35%A,65%B;t=3.0min; 35% A, 65%B; t=10min; 100% A, 0 % B; t = 12.0 min;
100 % A, 0% B; t = 12.5 min; 35 % A, 65 % B; t = 15.0 min; 35 % A, 65 % B.). 'H NMR
(400 MHz, CDCI;) 6 7.69 (br s, 1H), 7.67 (m, 2H), 7.43 (d, /= 2.0 Hz, 3H), 4.17 (t, J=17.2

Y



Hz, 2H), 1.64 (t, J= 6.8 Hz, 2H), 1.34 (m, 4H), 0.92 (t, /= 6.4 Hz, 3H); MS (+)-BS [M]"
380.1 [M+2]" 382.1 ms&.
Example 8: (1-Isobutyl-1H-imidazo|4,5-c]quinolin-4-yl)-carbamic acid pentyl ester

(34)
NS W

5

Step 1: Preparation of (1-Isobutyl-1H-imidazo{4, 5-c]quinolin-4-yl)-carbamic acid pentyl
ester (34)

[00236] To a suspension of 1-Isobutyl-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-ylamine 31
(0.15 g, 0.62 mmol, prepared according to the procedure given in W094/17043) in CHCl,
(5 mL) was added NEt; (0.09 mL, 0.65 mmol) and dipentyl pyrocarbonate (0.231 g, 0.94
mmol). The mixture was stirred at 40 °C for 60 h. The reaction mixture was washed with
aqueous NaHCO;, brine and dried over MgSO,. The filtrate was concentrated and purified
by flash chromatography using a 10% to 70% gradient of ethy] acetate in hexanes to give
50.5 mg of 34 (23%) as a white solid: '"H NMR (400 MHz, CDCls) 5 8.31 (br s, 1H), 8.15
(t,J=8.0 Hz, 2H), 7.85 (t, /= 7.2 Hz, 1H), 7.77 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 4.43 (d, J= 7.6 Hz,
2H), 4.36 (t, J= 1.2 Hz, 2H), 2.31 (m, 1H), 1.75 (t, J= 6.8 Hz, 2H), 1.36 (m, 4H), 1.06 (d,
J= 6.4 Hz, 6H), 0.89 (t, J= 6.8 Hz, 2H); MS (+)-ES [M+H]" 355.3 m/z.

Example 9: (1-Isobutyl-1H-imidazo[4,5-c]qninolin-4-yl)-carbamic acid ethyl ester (50)

~Ay

Step 1: Preparation of (1-Isobutyl-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-yl)-carbamic acid ethyl
ester (50)

[00237] In a manner similar to step 1 of Example 8 was prepared the title compound
as a white solid from 31 and diethyl pyrocarbonate in 67% yield as a white solid: 'H NMR
(400 MHz, CDCl;) & 9.32 (br s, 2H), 8.2 (d, J= 8.0 Hz, 2H) 8.12 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.83
(t, J=7.2 Hz, 1H), 7.74 (t, J = 8.0 Hz,1H) 4.43 (m, 4H), 2.35 (m, 1H), 1.39 (t, /= 7.2 Hz,
3H), 1.08 (d, /= 6.4 Hz, 6H); MS (+)-ES [M+H]" 313.2 mA.

Example 10: Carbonic acld 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9 H-purin-8-yl
ester ethyl ester (51)
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Step 1: Preparation of Carbonic acid 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-§-
Yl ester ethyl ester (51)

[00238] 6-Amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-8-ol, 29 (11.75 mg,
0.027 mmol, prepared according to the procedure described by Kurimots, et al., Bicorg.
Med. Chem., 12, 1091-109 (2004) was suspended in CH;Clz (0.6 mL) and cooled to 0 °C.
DIEA (11.96 uL, 0.068mmol) and ethyl chloroformate (3.86 mg, 0.036 mmol, added as a
10% by volume solution in dichloromethane) were then added to the suspension. The
reaction mixture was stirred at 0 °C for 10 minutes then allowed to warm to room
temperature for 15 minutes. TLC of the reaction mixture shows that starting material
remained. The reaction mixture was heated to 35 °C, DMAP (cat.), methanol (60 uL
portions) was added to dissolve 29, and additional aliquots of ethyl chloroformate (3.86 mg,
0.036 mmol, added as a 10% by volume solution in dichloromethane) were added until the
reactions was complete. The crude mixture was purified by flash chromatography using a 0
to 100% gradient of ethyl acetate in hexane. The desired peaks were collected and
concentrated in-vacuo to yield 8.5 mg (80%) of compound 51 as & white solid: 'H NMR
(400 MHz, CDCl,) 8 7.45 (d, J = Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.98 (s, 2H), 4.46 (m, 4H), 3.74
(m, 2H), 3.42 (s, 2H), 1.46 (t, 3H); MS [M+H]+ m/z 388.3.

[00239] Examples 11-20 were prepared from 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-
ethoxy)-9H-purin-8-ol, 29 and the appropriate chloroformate according to the procedure
described in Example 10.

Example 11: Carbonic acld 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-8-yl

ester propyl ester (52)
NHs /—/
»—}

rcﬁ

86% yield as a white solid: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.45 (d, /= 6.4 Hz, 2H), 7.27
(m, 3H), 4.98 (5, 2H), 4.46 (m, 4H), 3.74 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.42 (8, 3H), 1.46 (1, J= 7.6
Hz, 3H); MS [M+H]* m/ 402.2.

-
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Example 12: Carbonic acid 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-8-yl

t&f’(

I

=[002.40] 92% yield as a white solid: 'H NMR (400 MHz, CDCl;) § 7.45 (d, T = 6.4
Hz 2H), 7.27 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.45 (m, 2H), 4.17 (d, ] =7.4 Hz, 2H), 3.73 (t, ] = 4.8
Hz, 2H), 3.4 (s, 3H), 2.15 (m, 1H), 1.06 (d, ] = 6.8 Hz, 6H); MS [M+H]+ m/z 416.3.
Example 13: Carbonic acid 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-8-yl
ester pentyl ester (54)

PR
79

[00241] 92% yield as a white solid: '"H NMR (400 MHz, CDCly) 5 7.45 (d, ] =6.4
Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.45 (t, ] = 4.8 Hz, 2H), 439 (t, ] = 7.2 Hz, 2H), 3.73
(1, J = 5.2 Hz, 2H), 3.4 (s, 3H), 2.15 (m, 1H), 1.82 (m, 2H), 1.40 (m, 4H), 0.93 (t, J=6.8
Hz, 3H); MS [M+H]+ m/z 430.2.

Example 14: Carbonic acid allyl ester 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-
purin-8-yl ester (55)

[00242] 93% yield as a white solid: 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.46 (d, J = 6.0
Hz, 2H), 7.25 (m, 3H), 6.0 (m, 1H), 5.5 (m, 1H), 5.35 (m, 1H), 4.99 (s, 2H), 4.89(d, ] = 2.4
Hz, 2H), 4.46 (t, ] = 4.8 Hz, 2H), 3.74 (d, ] = 5.2 Hz, 2H), 3.42 (s, 3H); MS [M+H]+ m/z
400.2.
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Example 15: Carbonic acid 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-8-yl

PR
r Cﬁ

i00243] 98% yield as a white solid: 1H "H NMR (400 MHz, CDCly) § 7.4 (d, ] =
6.0 Hz, 2H), 7.25 (m, 3H), 4.98 (s, 2H), 4.45 (m, 4H), 3.63 (t, ] = 5.2 Hz, 2H), 3.42 (s, 3H),,
1.99 (m, 4H); MS [M+H]+ m/z 450.2.

Example 16: Carbonic acid 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-8-yl
ester butyl ester (57)

[00244] 100% yield as a white solid: '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.45 (d, J = 6.0
Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.46 (m, 2H), 441 (t, ] =4.4 Hz, 2H),3.73 (t, ] = 7.2
Hz, 2H), 3.42 (s, 3H), 1.79 (m, 2H), 1.48 (m, 2H), 0.96 (t, ] = 7.6 Hz, 3H); MS [M+H}+
m/z 416.2.

Example 17: Carbonic acid 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-8-yi
ester phenyl ester (58)

Jr»}p

[00245] 100% yield as a white solid: lH NMR (400 MHz, CDCl;) 5 7.52(d, ] =6.8
Hz, 2H), 7.41 (m, 2H), 7.30 (m, 3H), 7.25 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.47 (t, ] = 4.8 Hz, 2H),
3.75 (t, ] = 4.8 Hz, 2H), 3.43 (s, 3H); MS [M+H]+ m/z 436.2.

Example 18: Carbonic acid 6-amino-9-benzy}-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-8-yl
ester 2,2-dimethyl-propyl ester (59)
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[00246] 100% yield as a white solid: '"H NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.43 (d, 2H),
7.25 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.47 (t, 2H), 4.08 (s, 2H), 3.75 (t, 2H), 3.42 (s, 3H), 1.07 (s,
9H), MS-[M+H]+ m/z 430.2,

El' ample 19: Carbonic acld 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-8-yl
ester heptyl ester (60)

NH, o

L0
7S

[00247] 100% yield as a white solid: "H NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.45 (d, } = 6.0
Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.46 (t, ] = 5.2 Hz, 2H), 4.39 (t, ] = 7.2 Hz, 2H), 3.74
(t, ] =5.2 Hz, 2H), 3.42 (s, 3H), 1.8 (m, 2H), 1.4 (m, 2H), 1.3 (m, 6H) 0.87 (t, ] = 7.2 Hz,
3H); MS [M+H]+ m/z 458.3.

Examplc 20: Carbonic acid 6-amino-9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-8-yl
ester hexyl ester (30)

pt
Il

[00248] 74% yield as a white solid: '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 7.45 (d, T =5.6
Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.98 (s, 2H), 4.45 (t, ] = 4.8 Hz, 2H), 4.41 (t, ] = 6.8 Hz, 2H), 3.73
(t, ] =4.4 Hz, 2H), 3.42 (s, 3H), 1.81 (m, 2H), 1.34 (m, 2H), 1.31 (m, 2H), 1.26 (m, 2H),
0.89 (t, =2 Hz, 3H); MS [M+H]+ m/z 444.4.

[00249] Examples 22 and 23 were prepared from 9-benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-
9H-purin-6-ylamine, 62, via 9-benzyl-8-bromo-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-6-ylamine,



63 and sodium ethoxide or methoxide respectively according to the procedures of Kurimota

et al., Bioorg. Med. Chem., 12, 1091-1099 (2004).

Example 21: 9-Benzyl-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-6-ylamine (62)
NH;

NT 2
Ho):m\’IEWP
- Cﬁ |
[00250] 100% yield as a brown solid: 1HNMR (400 MHz, CDCl3) & 7.59 (s, 1H),
7.27 (m, 5H), 5.83 (s, 2H), 5.26 (s, 2H), 4.49 (t, /= 4.8 Hz, 2H), 3.75 (1, /= 5.2 Hz, 2H),

3.41 (s, 3H); MS [M+H]* m/z 300.2.
Example 22: 9-Benzyl-8-ethoxy-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-6-ylamine (64)

[00251) 91% yield as a brown solid: 1H NMR (400 MHz, dg-DMSO0) 5 7.24 (m,
2H), 7.24 (m, 3H), 5.00 (s, 2H), 4.42 (m, 2H), 4.27 (t, /= 4.8 Hz, 2H), 3.58 (1, /= 4.8 Hz,
2H), 3.26 (s, 3H), 1.32 (t, J= 7.2 Hz, 3H); MS [M+H]* m/z 344.1.

Example 23: 9-Benzyl-8-methoxy-2-(2-methoxy-ethoxy)-9H-purin-6-ylamine (65)

[00252] 91% yield as a brown solid: |H NMR (400 MHz, dg-DMSQ) & 7.28 (m,
2H), 7.22 (m, 3H), 6.86 (s, 2H), 5.01 (s, 2H), 4.26 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.58 (t,
J = 4.8 Hz, 2H), 3.25 (s, 3H); MS [M+H]+ m/z 330.2.

Example 24: 7-Allyl-2-Amino-9-(5’-0-L-valinyl-B-D-ribofuranocsyl)-7,9-dihydro-1H-
purine-6,8-dione (68)

-
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Step 1: Preparation of 7-Allyl-2-amino-9-(2",3 ‘-O-isopropylidene-B-D-ribofuranosyl)-7,9-
dihydro-1H-purine-6,8-dione (66)

[00253] Compound 17 (0.17g, 0.49 mmol) was dissolved in DMF (4.0 mL) and
ecetone (3.0 mL) was added to the solution. To the mixture was added 2,2~
dimethoxypropane (0.18 mL, 1.47 mmol) and MeSO,H (0.02 mL, 0.05mmol). The reaction
mixture was stirred at ambient temperature for 20 h and quenched with saturated aqueous
NaHCO;. The aqueous phase was then extracted (4x) with CH;Cly. The combined organic
phase was dried (MgSQ,), filtered and concentrated under vacuum to afford 130 mg of 66
in 70% yield as a white solid: 'H NMR (400 MHz, CDs0OD) & 5.97 (d, J=2.4 Hz, 1H),
5.93 (m, 1H), 5.34 (dd, /= 4.4, 2.0 Hz, 1H), 5.15 (m, 1H), 5.12 (dd, J= 7.6, 1.2 Hz, 1H),
4.98 (m, 1H), 4.52 (d, J = 5.6, 2H), 4.16 (m, 1H), 3.71 (m, 2H), 1.56 (s, 3H), 1.36 (s, 3H);
MS (+)-ES [M+H]* 380.0 m/.

Step 2: Preparation of 7-Allyl-2-amino-9-(2°,3 -O-isopropylidene-5 '-N-tert-
butaxycarbonyl—L-valinyl)-ﬂ-D-riboﬁcmnosyI)—7.9—dibydm—.lH—purine—_6. 8-dione (67)
[00254]) . A mixture of 66 (0.13 g, 0.34 mmol), BOC-Valine {(0.08 g, 0.36 mmol),
EDC (0.07g, 0.38 mmol), DMAP (0.05g, 0.38 mmol) in THF (8.0 mL) and pyridine (0.8
mL) under N atmosphere was stirred at ambient temperature for 16 h. The solvents were
removed under vacuum and the residue dissolved in EtOAc. The organic phase was washed
with saturated aqueous NaHCQ,, brine, dried (MgSO,) and filtered. The filtrate was
concentrated under vacuum and the purified by flash chromatography using a 2% to 5%
gradient of MeOH in CH;Cl, to give 180 mg of 67 (91%) as pale yellow solid: 'H NMR
(400 MHz, CDCls) & 6.07 (s, 1H), 5.80 (m, 1H), 5.56 (br s, 2H), 5.41 (d, J = 5.6 Hz, 1H),
5.15 (m, 3H), 4.97 (br s, 1H), 4.53 (br s, 2H), 4.46 (m, 1H), 4.32 (m, 2H), 4.20 (m, 1H),
2.11 (m, 1H), 1.56 (s, 3H), 1.44 (s, 9H), 1.36 (s, 3H), 0.93 (d, /= 6.8 Hz, 3H), 0.84 (d, /=
6.8 Hz, 3H); MS (+)-ES [M]" 578.9 m~.

Step 3: 7-Allyl-2-Amino-9-(5 '-O-L-valinyl- B-D-ribofuranosyl)-7,9-dihydro-1 H-purine-6,8-
dione (68)

[00255] To a solution of 67 (0.18 g, 0.311 mmols) in MeOH (10 mL) was added
AcCl (0.86 mL, 12.07 mmol) under N; atmosphere. The reaction mixture was left to stir at
ambient temperature for 18 h and thereafter carefully neutralized with saturated aqueous
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NaHCOs. To the mixture was added silica gel and concentrated under vacuum. The residue
was purified by flash chromatography using a 10% to 20% gradient of MeOH in CH,Cl; to
give B0 mg of 68 (59%) as a white solid: 'H NMR (400 MHz, d;-DMSO) & 6.72 (br s, 2H),
5.84 (m, 1H), 5.59 (d, /= 4.8 Hz, 1H), 5.43 (d, J=5.6 Hz, 1H), 5.15 (br s, 1H), 5.07 (d, /=
12 Hz, 1H), 5.0 (d, /= 18.8 Hz, 1H), 4.77 (q, /= 4.8 Hz, 1H), 4.36 (m, 3H), 4.26 (1, /=44
Hz, 1H), 4.20 (m, 1H), 3.93 (m, 1H), 3.57 (br 5, 1H), 2.01 (m, 1H), 0.86 (d, /= 4.4 Hz,
3H), 0.85 (d, J=5.2 Hz, 3H); MS (+)-ES [M+H]" 439.1 mA.

Exmlg 25; 7-Allyl-2-amino-9-f-D-ribofuranosyl-6-(S-methyl-2-0x0-[1,3]dioxol-4-
ylmethoxy)-7,9-dlhydro-purin-8-one (71)

i_{ .
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Step 1: Preparation of 7-Allyl-2-amino-9-(2°,3",5 -tris-O-triethylsilanyl-p-D-
ribofuranosyl)-7,9-dihydro-1 H-purine-6,8-dione (69)
[00256] To a solution of 17 (0.46 g, 1.36 mmol) and imidezole (0.93 g, 13.64 mol) in
DMEF (13 mL) was added chlorotriethylsilane (0.92 mL, 5.46 mmol) dropwise and stirred at
ambient temperature for 2.5 h. The reaction mixture was treated with saturated aqueous
NaHCO; and the resulting two phases separated. The aqueous phase was washed with
diethyl ether (2x). The organic layers were combined and washed with water, dried
(MgSO4) and concentrated after filtration. The residue was purified by flash
chromatography using a 2% to 10% gradient of MeOH in CH,C]; to give 830 mg of 69
(89%) as pale yellow oil: '"H NMR (400 MHz, CDCl;) § 5.92 (m, 1H), 5.85 (d, /=6.8 Hz,
1H), 5.3 (m, 1H), 5.15 - 5.23 (m, 2H), 5.09 (br s, 2H), 4.54 (d, /= 4.4 Hz, 2H), 4.33 (m,
1H), 3.98 (m, 1H), 3.67 — 3.80 (m, 2H), 0.85 — 1.02 (m, 26H), 0.48 — 0.71 (m, 19H): MS
(+)-ES [M]' 682.6 m/%.
Step 2: Preparation of 7-Allyl-2-amino-9-(2°,3 ", 5 "-tris-O-triethylsilanyl-f-D-
ribofuranosyl)-6-(5-methyl-2-oxo-[1, 3] dioxol-4-ylmethoxy)- 7,9-dihydro-purin-8-one (70)
[00257] In a manner similar to Step 1 of Example 2, compound 70 was prepared
from compound 69 and 4-hydroxymethyl-5-methyl-[1,3]dioxol-2-one (prepared according
to the procedure of Alepegiani, Syn. Comm., 22(9), 1277-82 (1992)) in 5% yield as a white
solid after HPLC purification (Thomson ODS-A 100A 5u 50 x 21.2 mm column; flow rate



= 30 mL/min; CH3CN with 0.05 % TFA (A), Water with 0.05 % TFA (B); Make ﬂmp
flow = 1.0 mL/min; Make up pump mobile phase; McOH with 0.05% TFA using a gradient
system as follows: t =0; 50 % A, 50 % B; t = 2.0 min; 50 % A, 50 % B; t = 5.0 min; 100 %
A,0%B;t=9.5min; 100 % A, 0% B; t = 10.0 min; 50 % A, 50 % B; t = 13.0 min; 50 %
A, 50 % B.); MS (+)-ES [M]"* 794.1 mA.

Step 3: Preparation of 7-Allyl-2-amino-9-f-D-ribofuranosyl-6-(5-methyi-2-oxo-

[1.3] dioxol-4-ylmethoxy)-7,9-dihydro-purin-8-one (71)

[00258) To a solution of 70 (9.0 mg, 0.012 mmol) in MeOH (1.5 mL) was added
3HF'NEt; (0.01 mL, 0.07 mmol) and stirred at ambient temperature for 16 h, The solvent

was removed under vacuum and the residue purified by flash chromatography. The desired

product was eluted with 2% to 5% gradient of MeOH in CH2Cl; to afford 3.26 mg of 71
(64%) as white solid: 'H NMR (400 MHz, CDC};) 5.96 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 5.85 (m, 1H),
5.17 (m, 4H), 496 (t, J= 7.2 Hz, 1H), 4.47 (d, /= 6.0 Hz, 2H), 4.25 (J= 5.2 Hz, 1H), 4.24
(s, 1H), 3.81 (ABq, Avap =0.17, Jas = 11.6 Hz, 2H), 2.22 (s, 3H): MS (+)-ES [M+H]"
452.4 m/z.

Example 26: (7-Allyl-2-amino-9-B-D-ribofuranosyl-8-oxo-8,9-dihydro-7H-purin-6-
Yloxymethyl)-methyl-carbamic acid ethyl ester (73)

BV
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Step 1: Preparation of (7-Allyl-2-amino-9-(2°3",5 "-tris-O-triethylsilanyl--D-
ribofuranosyl)-8-oxo-8,9-dihydro-7H-purin-6-yloxymethyl)-methyl-carbamic acid ethyl
ester (72)
[00259] In a manner similar to Step 1 of Example 2 compound 72 was prepared in
4% yield from compound 69 and N-methyl-N-(hydroxymethyl)urethane (Kelper, JOC, 52,
1987, p.453-455) as a white solid after HPLC purification: '"H NMR (400 MHz, CDCl,) §
5.94 (m, 1H), 5.82 (d, /= 6.4 Hz, 1H), 5.53 (br 5, 1H), 5.23 — 5.29 (m, 2H), 5.15(t,/=9.6
Hz, 1H), 4.57 (d, J= 5.2 Hz, 2H), 4.35 (br 5, 1H), 4.21 (m, 2H), 3.96 (br 8, 1H), 3.73 (m,
2H), 3.06 (s, 3H), 1.30 (m, 4H), 0.87 - 1.01 (m, 24H), 0.57 — 0.68 (m, 19H): MS (+)-ES
[M+H]* 797.7 m/z.
Step 2: Preparation of (7-Allyl-2-amino-9-f-D-ribofuranosyi-8-oxo-8,9-dihydro-7H-purin-
6- yloxymethyl)-methyl-carbamic acid ethyl ester (73)

£l
-
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[00260] In a manner similar to Step 3 of Example 25 was prepared the title
compound 73 in 64% as a white golid after HPLC purification (Thomson ODS-A 100A 5u
50 x 21.2 mm column; flow rate = 30 mL/min; CH3CN with 0.05 % TFA (A), Water with
0.05 % TFA (B); Make up pump flow = 1.0 mL/min; Make up pump mobile phase; MeOH
with 0.05% TFA using a gradient system as follows: t=0; 50 % A, 50 % B; t = 2.0 min; 50
% A, 50% B; t = 5.0 min; 100 % A, 0% B; t=9.5 min; 100 % A, 0 % B; t = 10.0 min; 50
% A, 50 % B; t=13.0 min; 50 % A, 50 % B.). 'H NMR (400 MHz, CDCl,) § 5.92 (m, 1H),
592 (d,J=17.6 Hz, 1H), 5.51 (m, 2H), 5.22 (d, /= 15.6 Hz, 1H), 5.16 (d, /= 9.2 Hz, 1H),
4921, J=72Hz, 1H), 4.57 (d, J= 6.0, 2H), 4.40 (d, /= 6.0, 1H), 421 (m, 3H), 3.79
(ABq, Avap =0.178, Jag = 14.0 Hz, 2H), 3.06 (s, 3H), 1.31 (t, /= 7.2 Hz, 3H): MS (+)-ES
[M]" 455.4 mf. '
Example 27: S-Amino-3-(5’-0-L-valinyl-8-D-ribofuranosyl)thiazolo[4,5-d}pyrimidine-
2,7-dione Dihydrochloride (24)

H Niﬂ I }=o
.
AN He oM

Step 1. Preparation of 5-Amino-3-(2°, 3'-O-isopropylidene--D-ribofuranosyl)

thiazolo[4,5-d] pyrimidine-2,7-dione (22)

[00261] To a heterogeneous mixture of 21 (5.37 g, 17.0 mmol, prepared according to
the procedure given in U.S. Patent No. 5,041,426 (Example 2), which is incorporated by
reference in its entirety) in acetone (40 mL) contained in a 250 mL Morton flask was added
successively 2,2-DMP (6.26 mL, 50.9 mmol), DMSO (6.6 mL), and MeSO3H (220 pL,
3.39 mmol) at room temperature The reaction mixture was stirred vigorously, becoming
homogeneous and golden yellow as the diol was consumed. TLC analysis (Si0, 10%
MeOH-CHCl,) indicated reaction completion after 6 h. Undissolved solids were removed
vin gravity filtration using fluted Whatman type 1 filter paper. This was followed by
pouring of the filtrate into 10 volumes of ice water (~400 mL), resulting in immediate
precipitation of a white solid. After a brief period of stirring, NaHCO; (285 mg, 3.39
mmol) dissolved in water (10 mL) was added to neutralize the MeSO;H. Vigorous stirring
in the Morton reactor was continued for 15 min, whereupon the mixture was filtered
through a coarse scintered glass funnel. The solid material was washed with ice water (100
mL), air dried, then dried further under high vacuum at 65 °C, affording 5.36 g (88%) of
the acetonide 22 as a white solid: mp 280-81 °C; 'H (DMSO-dy) & 1.28 (s, 3H), 1.47 (s,



3H), 3.43-3.55 (m, 2H), 3.95-3.99 (m, 1H), 4.77-4.80 (m, 1H), 4.88-4.91 (m, 1H), 5.24-
5.26 (m, 1H), 5.99 (s, 1H), 6.97 (br s, 2H), 11.25 (s, 1H).

Step 2: Preparation of 5-Amino-3-(2',3’-O-isopropylidene —5 '-N-tert-
butoxycarbonyl-L-valinyl)-f-D-ribofuranosyl)-thiazolo[4,5-d] pyrimidine-2,7-dione

(23)

[00262] To a solution of N-butoxycarbonyl-(L)-valine (671 mg, 2.81 mmol) in THF
(9 mL) at 0 °C was added EDC (588 mg, 3.07 mmol). The resultant homogeneous mixture
was stirred 45 min at 0 °C, at which point it had become heterogeneous, and solid acetonide
2 from Step 1 abave (1.00 g, 2.81 mmol) was added as one portion. Subsequently added
was solid DMAP (522 mg, 4.27 mmol). The reaction mixture was permitted to reach room
temperature, and stirred an additional 5 h, whereupon it was concentrated at 25 °C via
rotary evaporation to a yellow syrup. The residue was dissolved in EtOAc (50 mL),
partitioned with 1 N HCI (10 mL) followed by neutralization of acid with saturated aqueous
NaHCO; (10 mL). The acidic aqueous phase was further extracted with EtOAc (2 x 50
mL), and then partitioned with the basic aqueous phase. The combined organic phases
were dried over Na;SO,, filtered through a shori pad of Si0;, and concentrated, affording
1.480 g (96%) of Boc-protected amino acid ester 23 as a foam: mp 158 °C (dec); 'H
(CDCl,) & 0.86 (d, J= 7.0, 3H), 0.95 (d, /= 7.0, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.44 (s, 9H), 1.56 (s,
3H), 1.75 (br s, 1H), 2.08-2.19 (m, 1H), 4.20-4.24 (m, 2H), 4.30-4.37 (m, 1H), 4.56 (dd, /=
11.0, 5.9, 1H), 4.96 (dd, J=6.2, 3.7, 1H), 5.11 (br d, J= 8.8, 1H), 5.29 (br d, /= 6.6, 1H),
5.88 (br s, 2H), 6.23 (s, 1H).

Step 3: Preparation of 5-Amino-3-(5'-O-L-valinyl-B-D-ribofuranosyl)thiazolo[4,5-
d]pyrimidine-2, 7-dione Dihydrochloride (24)

[00263] A stream of HC] gas was passed through a bubbler of concentrated H,SOq,
and subsequently directed (via fritted dispersion tube) into a 250 mL 3-neck Morton flagk
containing dry isopropyl acetate (80 mL) at 0 °C until a saturated solution was obtained.
To this was added a solution of the Boc-amino acid ester from Step 2 above (5.53 g, 9.95
mmol) in isopropyl acetate (30 mL), resulting in the formation of a white solid precipitate
within 5 min. To this was added 10% (v/v) IPA (11 mL). The reaction mixture was
warmed to room temperature, then stirred 12 h. The heterogeneous reaction mixture was
diluted with dry toluene (100 mL). Filtration using a medium pore scintered glass funnel
under N provided an off-white, amorphous solid. Trituration of the solid in dry THF was
followed by filtration and vacuum drying at 65 °C, affording 3.677 g (81%) of the title
compound 24 as a white solid: mp 166-68 °C (dec); 'H (DMSO-ds) 8 0.90 (d, J = 7.0, 3H),
0.94 (d, /=17.0, 3H), 2.14-2.18 (m, 1H), 3.83-3.85 (m, 1H), 3.96-4.00 (m, 1H), 4.23-4.28
(m, 2H), 4.42 (dd, J=11.7, 3.4, 1H), 4.75 (dd, /= 10.3, 5.5, 1H), 5.81 (d, /= 4.4, 1H),
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6.46 (br 5, 3H), 7.23 (br 5, 2H), 8.47 (s, 3H), 11.5 (br s, 1H). Elemental analysis for
CisHaiNsO+S = 2ZHCI: cale’d: C, 36.89; H, 4.75; Cl, 14.52; N, 14.34; §, 6.57; found: C,
37.03: H, 4.74; Cl, 14.26; N, 14.24; S, 6.42.

Example 28: 5-Acetylamino-3-(2°,3°,5’-tr|-O-acetyl-f-D-ribofuranosyl)thiazolo[4,5-
d]pyrimidine-2,7(6H)-dione (74)
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Step 1: Preparation of 5-Acetylamino-3-(2',3",5 -tri-O-acetyl--D-
ribofuranosyl)thiazolo[4,5-d]pyrimidine-2, 7(6H)-dione (74)
[00264] Anhydrous 21 (8.0 g, 39.5 mmol) was dissolved in dry pyridine (65 mL).
DMAP (3.1g, 25.3 mmol) and scetic anhydride (19.1 mL 202.4 mmol) were added
scquentially. The reaction was allowed to progress for 2 h at room temperature, whereupon
it was quenched with saturated NaHCO; (100 mL) and extracted with DCM (3 x 200 mL).
The organic phase was concentrated, and then triturated with ether. This provided 12.5 g
(103%) of slightly impure S-acetylamino-3-(2,3,5-tri-O-acetyl-B-D-ribofuranosyl)thiazolo-
[4,5-d]pyrimidin-2,7(6H)-dione as a white solid 74: mp 246.7-248.1 °C; Ry= 0.20 (SiO,,
50% EtOAc-CHCl;); 'H NMR (400MHz, de-DMSO) 8 12.23 (s, 1H), 11.85 (s, 1H), 5.97
(m, 2H), 5.48 (t, J= 6, 1H), 4.35-4.40 (m, 1H), 4.25-4.31 (m, 1H), 4.08-4.18 (m, 1H), 2.49
(s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 2.00 (s, 3H).
Example 29: 5-Amino-3-(2°,3°,5°-tri-O-acetyl-B-D-ribofuranocsyl)thiazolo[4,5-

d]pyrimidine-2,7(6H)-dlone (75)
A
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Step 1: Preparation of 5-Amino-3-(2’,3",5 "-tri-O-acetyl-f-D-ribofuranosyl)thiazolo[4, 5-
d]pyrimidine-2,7(6H)-dione (75)
[00265] To a suspension of 21 (5.00 g, 15.8 mmol) in acetonitrile (160 mL) at ¢ °C

was added successively Et;N (11.0 mL, 79.0 mmol), DMAP (195 mg, 1.59 mmol), and
Acy0 (4.47 mL, 47.4 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h,
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whereupon it was concentrated to a brown syrup. The residue was purified by flash column
chromatography (silica, MeOH/CHCIj = 1-10%) to afford 6.22 g (89%) of triacetate 75 as a
white solid: mp 198-199 °C; 'H (400 MHz, d-DMSO0) & 11.34 (s, 1H), 7.02 (br s, 2H), 5.90
(m, 2H), 5.51 (t, J= 6.0 Hz, 1H), 4.36 (dd, /= 12.4, 3.2 Hz, 1H), 4.21 (m, 1H), 4.08 (q, /=
6.0 Hz, 1H), 2.06 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.00 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]" m/z 443.3.
Example 30: 5-Amino-7-ethoxy-3-f-D-ribofuranosyl-thiazolo|4,5-d]pyrimidin-2-one
n
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Step 1: Preparation of 5-Acetylamino-7-ethoxy-3-(2',3",5 "-tri-O-acetyl-f-D-
ribofuranosyl)-thiazolo[4, 5-d]pyrimidin-2-one (76)

[00266] In a manner similar to Example 2, step 1, 76 was prepared from 74 and
ethanol in 72% yield as a white foam: MS (+)-ES [M+H]* m/z 513. Rr= 0.45 (75% Ethyl
acetate-CHCI;).

Step 2: Preparation of 5-Amino-7-ethoxy-3-§-D-ribofuranosyl-thiazolo[4,5-d]pyrimidine-
2-one (77)

[00267] In a manner similar to Example 2, step 2, the title compound was prepared
from 76 in 65% yield as a white solid: 'H NMR (400 MHz, ds-DMSO) & 6.87 (s, 2H), 5.85
(d, /=4.8 Hz, 1H), 5.27 (d, /= 5.6 Hz, 1H), 4.96 (d, /= 5.2 Hz, 1H), 4.78 (m, 1H), 4.66
(m, 1H), 4.36 (m, 2H), 4.09 (m, 1H), 3.74 (m, 1H), 3.58 (m,1H), 3.40 (m, 1H), 1.29 (m,
3H); MS (+)-ES [M+H]" m/z 445, [2M+H]" m/z 689. Re= 0.2 (50% THF-CHCl;).
Elemental Analysis for C;3H;¢N40¢S-0.25 HzO: calc’d: C, 41.31; H, 4.77; N, 16.06; S,
9.19. Found: C, 41.24; H, 4.71; N, 15.89; S, 9.06.

Example 31: 5-Amino-7-methoxy-3-pB-D-ribofuranosyl-thiazolo[4,5-d]pyrimidin-2-one
(79)

CHy0
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Step 1: Preparation of 5-Acetylamino-7-methoxy-3-(2',3',5 -tri-O-acetyl-f3-D-
ribofuranosyl)-thiazolo[4,5-d] pyrimidin-2-one (78)
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[00268] In a manner similar to Example 2, step 1, 77 was prepared from 74 and
methanol in 65% yield as a white foam: MS (+)-ES [M+H]" 499. Ry=0.5 (75% Ethyl
acetate-CHCl;).

Step 2: Preparation of 5-Amino-7-methoxy-3-f-D-ribofuranosyl-thiazolo[4,5-d] pyrimidin-
2-one (719)

[00269] In a manner similar to Example 2, step 2, the title compound was prepared
from 78 in 78% yield as a white solid: 'H NMR (400 MHz, d;-DMSO) 5 6.91 (s, 2H), 5.86
(d, J=5.2 Hz, 1H), 5.28 (d, J=5.2 Hz, 1H), 4.96 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.77 (m, 1H), 4.66
{m, 1H), 4.09 (m, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.75 (m, 1H), 3.56 (m, 1H), 3.43 (m, 1H); MS (+)-ES
[M+H]" 331. Ry=0.2 (50% THF-CHCl;). Elemental Analysis for C;1H;4N404S-0.25 H;0:
calc'd: C, 39.46; H, 4.37; N, 16.73; 8, 9.58. Found: C, 39.59; H, 4.17; N, 16.55; S, 9.52. '
Example 32: (5-Amino-2-0x0-3-B-D-ribofuranosyl-2,3-dihydro-thiazolo[4,5-
d]pyrimidin-7-yloxymethyl)-carbamic acid ethyl ester (82)
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Step 1: Preparation of 5-Amino-3-(2°,3°,5 -tris-O-triethylsilanyl-f-D-ribofuranosyl)-
thiazolo[4,5-d] pyrimidin-2,7-dione (80)
[00270] To a suspension of 21 (1.00 g, 3.16 mmol) in DMF (20 mL) at room
temperature was added successively imidazole (753 mg, 11.06 mmol), DMAP (39 mg, 0.32
mmol), and chiorotriethylsilane (1.64 mL, 9.80 mmol). The reaction mixture was stirred at
room temperature for 2 h, whereupon it was quenched by saturated NaHCO, solution (20
mL). The mixture was extracted with CHCI; (3 x 20 mL), dried over MgSO, and
concmti-nted. The residue was purified by flash column chromatography (silica,
MeOH/CHCls = 1-5%) to afford 1.91 g (92%) of compound 80 as a white solid: 'H (400
MHz, dg-DMSO) 5 5.99 (5, 1H), 5.62 (br 8, 2H), 5.19 (dd, /=4.4, 6.0 Hz, 1H), 4.35 (dd, J
= 2.8, 4.4 Hz, 1H), 3.99 (m, 1H), 3.77 (dd, /= 7.6, 10.8 Hz, 1H), 3.68 (dd, /= 4.8, 10.4 Hz,
1H), 1.10 (t, /= 7.1 Hz, 3H), 0.96 (t, /= 7.1 Hz, 3H), 0.89 (t, /= 7.1 Hz, 3H), 0.68 (g, /=
7.1 Hz, 2H), 0.61 (q, J=7.1 Hz, 2H), 0.54 (m, 2H); MS (+)-ES [M+H]* m/ 660.0.
Step 2: Preparation of 5-Amino-3-(2°,3",5 "-tris-O-triethylsilanyl-§-D-ribofuranosyl)- 2,3-
dihydro-thiazolo[4,5-d] pyrimidin-7-yloxymethyl)-carbamic acid ethyl ester (81)
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[00271] In a manner similar to Step 1 of Example 2, compound 81 was prepared
from 80 and N-cthylurethane as a white solid in 31% yield: [M+H]" 760.5; '"H NMR (400
MHz, CDCl3) 8 6.43 (br s, 2H), 6.09 (t, /= 7.6 Hz, 1H), 594 (d, /= 6.0 Hz, 1H), 5.31 (4, J
= 4.8 Hz, 2H), 5.19 (dd, J=6.0, 4.8 Hz, 1H), 4.35 (dd, /= 4.8, 2.8 Hz, 1H),4.19(q, /= 6.4
Hz, 2H), 3.98 (m, 1H), 3.76 (dd, J= 10.8, 7.6 Hz, 1H), 3.68 (dd, /= 10.4, 4.8 Hz, 1H), 1.29
(t, /= 6.8 Hz, 3H), 1.02 (t, /= 8.0 Hz, 3H), 0.96 (t, /= 7.6 Hz, 3H), 0.90 (t, /= 8.0 Hz,
3H), 0.69 (q, /= 8.0 Hz, 2H), 0.61 (q, /= 8.0 Hz, 2H), 0.55 (m, 2H); [M+H]" 760.5.

Step 3: Preparation of (5-Amino-2-oxo-3--D-ribofuranosyl-2,3-dihydro-thiazolo[4, 5-
Eijmrimidin- 7-yloxymethyl)-carbamic acid ethyl ester (82)

[00272] A solution of 81 (244 mg, 321 umol), SM HF in pyridine (321 uL, 1.60
mmol) and THF (3.20 mL) were stirred at room temperature for 5 h. Removal of the
solvents under vacuum left a residue that was purified by flash chromatography (SiO,, 10%
MeOQH-CHCl,) to afford 82 (119 mg, 90%) as a white solid: 'H NMR (400 MHz, ds-
DMSO) & 8.43 (br s, 1H), 7.76 (br s, 2H), 5.82 (d, /= 5.2 Hz, 1H), 5.78 (s, 2H), 5.32 (d, J
= 5.6 Hz, 1H), 5.24 (dd, /= 6.0, 4.8 Hz, 1H), 5.00 (d, /= 5.6 Hz, 1H), 4.82 (q, /= 5.6 Hz,
1H), 4.68 (1, J = 6.0, 1H), 4.11 (g, J= 5.2 Hz, 1H), 4.09 (q, /= 7.2 Hz, 2H), 3.78 (q, /= 5.6
Hz, 1H), 3.60 (m, 1H), 3.46 (m, 1H), 1.21 (t, J= 7.2 Hz, 3H); [M-+H]" 418.2.

Example 33: (5-Amino-2-0x0-3-B-D-ribofuranosyl-2,3-dihydro-thiazolo[4,5-
d]pyrimidin-7-yloxymethyl)-methyl-carbamic acid ethyl ester (84)
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Step 1: Preparation of (5-Amino-2-oxo0-3-(2',3",5 '-iri-O-acetyl-p-D-ribofuranosyl)-2, 3-
dihydro-thiazolo[4,5-d] pyrimidin-7-yloxymethyl)-methyl-carbamic acid ethyl ester (83)
[00273] In a manner similar to Example 2, step 1, compound 83 was prepared from
75 and N-methyl-N-(hydroxymethyl)urethane as a white solid in 24% yield: Rr=0.4 (33%
EtOAc-CHCl); 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 5 11.49 (br s, 1H), 6.08 (d, /= 4.0 Hz, 1H),
5.75 (t, J= 6.0 Hz, 1H), 5.53 (s, 2H), 4.49 (dd, /= 13.5, 8.4 Hz, 1H), 4.30 (m, 5H), 3.62 (q,
J=17.2 Hz, 2H), 2.30 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 1.36 (t, /= 6.8 Hz,
3H), 1.20 (t, J= 6.8 Hz, 3H); [M+H]" 614.2.

Step 2: Preparation of (5-Amino-2-oxo-3--D-ribofuranosyl-2, 3-dikydro-thiazolo[4, 5-

d] pyrimidin-7-yloxymethyl)-methyl-carbamic acid ethyl ester (84)

a0
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[00274] In a manner similar to Example 1, step 4, the title compound was prepared
from 83 as a white solid in 20% yield: 'H NMR (400 MHz, dg-DMSOQ) b 7.86 (br s, 2H),
5.82 (d, /= 4.8 Hz, 1H), 5.47 (8, 2H), 5.31 (d, J= 5.2 Hz, 1H), 5.00 (d, J= 5.6 Hz, 1H),
482 (g, J= 5.2 Hz, 1H), 4.67 (q, /= 5.6 Hz, 1H), 4.18 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 4.12 (m, 1H),
3.78 (q, J = 6.0 Hz, 1H), 3.60 (m, 1H), 3.47 (m, 1H), 3.30 (5, 3H), 1.27 (t, J = 6.8 Hz, 3H);
[M+H]" 432.3.

Example 34: 5-Amino-7-(5-methyl-2-ox0-[1,3]dioxol-4-ylmethoxy)-3-(2',3*,5’-tri-O-
ncetyl-ﬂ:-D-rlbofuranosyl)-thia:olo[4,5-d]pyrlmidln—2—one (85)

Al DA

Step 1: Preparation of 5-Amino-7-(5-methyl-2-oxo-{1,3] dioxol-4-ylmethaxy)-3-(2',3",5 -
tri-O-acetyl- f-D-ribofuranosyl)-thiazolo[4,5-d] pyrimidin-2-one (85)

[00275] To a solution of triacetate 75 (1.55 g, 3.50 mmol) in THF (50 mL) at 0 °C
was added polymer supported-triphenylphosphine (4.95 g, 10.50 mmol, Argonaut). To this
mixture was added 4-hydroxymethyl-5-methyl-[1,3]dioxol-2-one (0.91 g, 7.00 mmol),
prepared according to the procedure of Alepegiani, Syn. Comm., 22(9), 1277-82 (1992)
Diethyl azodicarboxylate (0.73 ml, 4.60 mmol) was then added dropwise. The resulting
mixture was stirred at room temperature for 48 h, filtered and washed with MeOH and
CHC);. The filtrate was concentrated and purified by flash column chromatography (silica,
acetone/CHCl, = 10-20%) to afford dioxolone derivative 85 (1.38 g, 71%) as white solid:
'H (400 MHz, ds-DMSOY); & 7.06 (s, 2H), 6.00 (d, J=4.0 Hz, 1H), 5.92 (dd, /= 6.6, 4.4
Hz, 1H), 5.56 (t, J= 6.4 Hz, 1H), 5.30 (s, 2H), 4.38 (dd, J=11.6, 3.6 Hz, 1H), 425 (1,/ =
3.6 Hz, 1H), 4.10 (q, /= 6.0 Hz, 1H), 2.23 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.00 (s, 3H);
MS (+)-ES [M+H]* m/z 555.3. Elemental Analysis calc’d for C3;H2N4012S-Me;CO: C,
47.06; H,4.61; N, 9.15; §, 5.23. Found: C, 47.25; H, 4.37; N, 9.53; §, 5.52.

Example 35: S-Amino-7-(5-methyl-2-oxo-[1,3]dioxol-4-ylmethoxy)-3-B-D-
ribofuranosyl-thiazolo[4,5-d] pyrimidin-2-one (87)
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Step 1: Preparation of 5-Amino-7-(5-methyl-2-axo-[1,3]dioxol-4-yimethaxy)-3-(2"3".5 -
tris-O-triethylsilanyl-p-D-ribofuranosyl)-thiazolo[4, 5-d] pyrimidin-2-one (86)

[00276] In a manner similar to Example 34, compound 86 was prepared from 80 and

4-hydroxymethyl-S-methyl-[1,3]dioxol-2-one as a white solid in 45% yield: '"H NMR (400
MHz, CDCly) 8 6.06 (d, J= 6.0 Hz, 1H), 5.21 (dd, J=6.0, 4.8 Hz, 1H), 5.18 (d,/=13.2 Hz,
2H), 4.94 (br s, 2H), 4.38 (dd, J=4.8, 2.8 Hz, 1H), 4.00 (m, 1H),3.79 (dd, /= 11.2, 8.0
Hz, 1H), 3.69 (dd, J= 10.8, 5.2 Hz, 1H), 2.23 (s, 3H), 1.02 (¢t, J= 8.0 Hz, 3H), 0.96 tJ=
7.6 Hz, 3H), 0.89 (t, /= 8.4 Hz, 3H), 0.70 (q, /= 7.6 Hz, 2H), 0.61 (q, /= 8.0 Hz, 2H),
0.53 (m, 2H); [M+H.]+ 771.5.

Step 2: Preparation of 5-Amino-7-(5-methyl-2-oxo-{1,3] dioxol-4-ylmethoxy)-3-p-D-
ribofuranosyl-thiazolo[4,5-d]pyrimidin-2-one (87)

[00277] In a manner similar to Steps 3 of Example 32, the title compound was
prepared from 86 as a white solid in 89% yield: 'H NMR (400 MHz, d-DMSO) & 7.03 (br
s, 2H), 5.90 (d, J=5.2 Hz, 1H), 5.33 (s, ZH), 5.02 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.83 (q, /= 5.6 Hz,
1H), 4.71 (t, J= 6.0 Hz, 1H), 4.14 (g, /= 5.2 Hz, 1H), 3.80 (q, /= 4.8 Hz, 1H), 3.62 (m,
1H), 3.47 (m, 1H), 2.27 (s, 3H); [M+H]" 429.2.

Example 36: 5-Amino-3-B-D-ribofaranosyl-3H-thiazolo-[4,5-d]pyrimidin-2-one (90)
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Step 1: Preparation of 5-Amino-7-thiaxo-3-(2',3",5 -tri-O-acetyl-p-D-ribofuranosyl)-
thiazolo[4,5-d] pyrimidin-2-one (88)
[00278] To a solution of 75 (1 g, 2.26 mmol) in pyridine (50 mL) was added at room
temperature P3S4(2.13 g, 4.79 mmol). The solution was refluxed gently (bath temperature
130 — 140 °C) for 29 h. The reaction mixture was evaporated to dryness in vacuo. The
excess P,S; was decomposed by the addition of H;0 (40 mL) at 60 °C. The mixture was

Q’l/
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stirred for 1 h at 60 °C and then cooled to room temperature. The mixture was extracted
with CHCl; (3 x 40 mL). The dried (MgSO,) organic layer was evaporated to yield a syrup,
which was purified by flash column chromatography (silica, acetone/CHC]l; = 15%) to
afford 0.93 g (90%) of 88 as a yellow solid: 'H (400 MHz, ds-DMSO) 5 12.50 (s, 1H), 7.35
(br s, 2H), 5.89 (m, 2H), 5.51 (t, J= 6.4 Hz, 1H), 4.36 (dd, /= 12.0, 4.0 Hz, 1H), 4.24 (m,
1H), 4.10 (q, /= 6.0 Hz, 1H), 2.07 (s, 3H), 2.06 (8, 3H), 2.01 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]"
m/z 459.3.

Step 2: Preparation of 5-Amino-3-(2'3",5 -tri-O-acetyl-p-D-ribofuranosyl)-3H-
thiazolo[4,5-d] pyrimidin-2-one (89)

[00279] A suspension of Raney® 2800 nickel (3 big spatula, pre-washed with H,0,
MeOH and acetone) in acetone (50 mL) was stirred at refluxing for 1 h. Triacetate 88 (0.93 .
£, 2.03 mmol) was subsequently added into the above suspension at reflux. The mixture
was stirred for 5 min, cooled to room temperature over 30 min, The reaction was quenched
by bubbling H3S (g) into the mixture for 2 h. The resulting mixture was filtered through a
ghort pad of Celite® and washed with EtOH. The filtrate was concentrated and purified by
flash column chromatography (silica, MeOH/CHCl, = 1-2%) to afford 0.52 g (60%) of 89
as a white solid: mp 121-123 °C; 'H (400 MHz, d-DMSO) 5 8.38 (s, 1H), 6.93 (s, 2H),
6.03 (d, /= 3.6 Hz, 1H), 5.93 (dd, J = 6.4, 3.6 Hz, 1H), 5.58 (t, /= 6.0 Hz, 1H), 4.38 (dd, J
= 11.6, 3.6 Hz, 1H), 4.26 (m, 1H), 4.11 (q, J = 6.0 Hz, 1H), 2.08 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.00
(s, 3H); MS (+)-ES [M+H]" m/z 427.2. Elemental Analysis calc'd for CisHsN40sS-0.5
CH;0H:0.25 H,0: C, 44.34; H, 4.62; N, 12.54; S 7.17. Found: C, 44.54; H, 4.88; N, 12.16;
S, 7.17.

Step 3. Preparation of 5-Amino-3--D-ribofuranosyl-3H-thiazolo[4, 5-d] pyrimidin-2-one
(90)

[00280) To a solution of 89 (0.52 g, 1.22 mmol) in MeOH (20 mL) was added
K;CO; (25 mg, 0.18 mmol). The reaction was stirred at room temperature overnight, then
neutralized with AcOH (21 uL, 0.36 mmol). The resulting mixture was stirred at room
iemperature for additional 30 min, concentrated, and triturated with HaO (2 ml) to afford
0.33 g of compound 90 (89%) as & white solid: mp 220 °C (Dec); 'H (400 MHz, d¢-
DMSO) 5 8.34 (s, 1H), 6.85 (s, 2H), 5.90 (4, /= 4.8 Hz, 1H), 5.31 (d, /= 5.6 Hz, 1H), 4.98
(d, J=5.6 Hz, 1H), 4.81 (q, /= 5.2 Hz, 1H), 4.67 (t, /= 6.0 Hz, 1H), 4.11 (q, /= 5.2 Hz,
1H), 3.77 (dd, J = 10.8, 4.8 Hz, 1H), 3.58 (m, 1H), 3.4 (m, 1H); MS (+)-ES [M+H]" m&
301.1. Elemental Analysis cale’d for CyoH;;N40sS-0.3 H;0: C, 39.29; H, 4.15; N, 18.33; S
10.49. Found: C, 39.51; H, 4.18; N, 17.95; S, 10.27.

-
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Example 37: S5-Amino-3-(2',3’-di-0-acetyl-§-D-ribofuranosyl)-3H-thiazolo[4,5-

d]pyrimidin-2-one (93)
NfIs: o
H,N’l*n N

Acd  Dbac
Step 1: Preparation of 5-Amino-3-(5 '-O-tert-butyl-dimethylsilanyl-B-D-ribofuranosyl)-3H-
thiazolo[4,5-d] pyrimidin-2-one (91)
[00281] To a solution of 90 (0.68 g, 2.28 mmol) in DMF (10 mL) was added
imidazole (0.54 g, 7.93 mmol) and tert-butyldimethylsityl chloride (0.68 g, 4.56 mmol)
sequentially. The reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h, at which point it
was concentrated and purified by flash column chromatography (silica, MeOH/CHCl;;
gradient = 5-20%) to afford 0.49 g (52%) 91 as a white solid: 'H (400 MHz, d;-DMSO)
5 8.33 (s, 1H), 6.87 (s, 2H), 5.90 (d, /= 4.0 Hz, 1H), 5.33 (d, J= 5.6 Hz, 1H), 5.00 (d, /=
5.2 Hz, 1H), 4.79 (q, /= 5.2 Hz, 1H), 4.16 (q, /= 5.2 Hz, 1H), 3.77 (m, 2H), 3.64 (dd, J=
12.0, 7.2 Hz, 1H), 0.84 (s, 9H), 0.00 (s, 6H); MS (+)-ES [M+H]" m/z 415.4.
Step 2: Preparation of 5-Amino-3-(2°,3 di-O-acetyl, 5'-O-tert-butyl-dimethylsilanyl-p-D-
ribofiranosyl)-3H-thiazolo[4,5-d]pyrimidin-2-one (92)
[00282] To a solution of 91 (0.20 g, 0.48 mmol) in acetonitrile (5 mL) at 0 °C was
added successively Et3N (0.26 mL, 1.86 mmol) and Ac;0 (91 pL, 0.96 mmol). The
reaction mixture was stirred at room temperature for 24 h, whereupon it was concentrated
and purified by flash column chromatography (silica, acetone/CHCly: gradient = 5-10%) to
afford 0.22 g (92%) of 92 as & white solid: 'H (400 MHz, ds-DMSO) & 8.36 (s, 1H), 6.90 (s,
2H), 6.00 (m, 2H), 5.57 (t, J= 6.0 Hz, 1H), 4.07 (g, /= 5.2 Hz, 1H), 3.77 (m, 2H), 2.07 (s,
3H), 2.06 (s, 3H), 0.83 (s, 9H), 0.00 (d, J= 2.4 Hz, 6H); MS ()-ES [M+H]" m/z 499.5.
Step 3: Preparation of 5-Amino-3-(2°,3 '-di-O-acetyl-f-D-ribofuranosyl)-3H-thiazolo[4,5-
d]pyrimidin-2-one (93)
[00283] To a solution of 92 (0.22 g, 0.44 mmol) in THF (5 mL) in a plastic vial was
added HF/pyridine (0.70 mL). The reaction was stirred for 2h, concentrated and purified by
flash column chromatography (silica, MeOH/CHClj: gradient = 5-10%) to afford 0.17 g
(100%) of the title compound as a white solid: mp 109-111 °C; H (400 MHz, d.-DMSO)
& 8.37 (s, 1H), 6.91 (s, 2H), 6.00 (m, 2H), 5.48 (t, /= 6.0 Hz, 1H), 4.91 (t, /= 6.0 Hz, 1H),
4.04 (dd, /= 10.4, 6.0 Hz, 1H), 3.64 (m, 1H), 3.52 (m, 1H), 2.08 (s, 3H), 2.05 (s, 3H); MS
(+)-ES [M+H]" m/z 385.3. Elemental Analysis calc’d for C4HgN4058-0.5 CH,0H-0.2
CHCly: C, 41.61; H, 4.32; N, 13.21; S 7.56: Found: C, 41.73; H, 4.29; N, 12.86; S, 7.33.
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Example 38: [2-Ethoxymethyl-1-(2-hydroxy-2-methyl-propyl)-1H-imidazo|4,5-
c]quinolin-4-yl}-carbamic acid ethyl ester (39)

’AOiNH
N ] N\)_}:cu,cn,
N

X

.=S‘tep 1: Preparation of [2-Ethoxymethyl-1-(2-hydroxy-2-methyl-propyl)-1 H-imidazo[4,5-
[00284) In a manner similar to step 1 of Example 8 except, substituting MeOH as the
solvent, was prepared the title compound from 1-(4-amino-2-ethoxymethyl-imidazo[4,5-
c]quinolin-1-yl)-2-methyl-propan-2-ol (38) (prepared according to the procedure given in
International Publication No. WO 94/17043) and diethyl pyrocarbonate as an oil in 39%
yield: "H NMR (400 MHz, CDCls) & 8.36 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
7.70 (t, /= 7.2 Hz, 1H), 7.61 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 4.96 (br s, 2H), 4.80 (s, 2H), 4.39 (q, /=
7.2 Hz, 2H), 3.62 (q, /= 7.2 Hz, 2H), 1.40 (t, J=7.2 Hz, 3H), 1.36 (br 5, 6H), 1.24 (t, /=
6.8 Hz, 3H); MS (+)-ES [M+H]" 387.4 m/.

6.4  Masking Effect of TLR7 Ligand Prodrugs
[00285] A typical experiment would use human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) isolated from a healthy donor and placed in replicate cell culture wells; typically,
2x10° to 5x10° cells are placed in each well. The PBMC are incubated in the absence of
test compounds at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CQj; for 24 hours to
allow stabilization to the culture conditions, and then 100 micromolar isatoribine, the TLR7
ligand and a corresponding TLR7 ligand prodrug are added to separate wells containing
PBMC from the same donor; untreated controls are included. The concentrations of TLR7
ligand and TLR7 ligand prodrug may be varied to suit the particular experiment, and the
PBMC cultures are then incubated at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO;
for a period of time ranging from two hours to 48 hours. Samples of cell culture supernate
media are taken during the incubation. These are assayed for cytokine product.ioﬁ by
ELISA. Additionally the amount of TLR7 ligand and TLR7 ligand prodrug remaining at
the end of the incubation may be assayed by LC-MS. Cytokine production is calculated
relative to production in the isatoribine control, following subtraction of the cytokine
production in untreated controls. The cytokine results are compared to determine the extent
that the TLR7 ligand is more active than the corresponding TLR7 ligand prodrug.
[00286] Thus, if the TLR7 ligand generates more interferon alpha (a conveniently
measured cytokine) than does the corresponding TLR7 ligand prodrug afier a similar
duration of exposure and concentration, the TLR7 ligand prodrug may be deemed a
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“masked” TLR7 ligand prodrug. The magnitude of reduction in cytokine production that
constitutes “masking” may be as little as a 25% reduction relative to the parent TLR, since
this would afford a corresponding increase in administered dose for a given level of
tolerability.
[00287] Tables 9 through 14 provide data illustrating that TLR7 ligands of multiple
chemical classes can be masked. The examples shown demonstrate substantial masking
relative to the parent TLR7 ligand. The chemical substitutions shown are exemplary, and
in no way restrictive of the invention, since additional chemical subatitutions may also
éxhibit masking and are contemplated in the invention. Masking can be achieved by
introduction of substitutions at a range of locations on any TLR7 ligand, and as shown can
incorporate a variety of chemical linkages. It will be appreciated that the preferred
substitution and linkage may vary for different parent TLR7 ligands.

Table 9;: Masking of Isatoribine Prodrugs

Parent Compound No. Amount of INFa relative to thet
molecule and induced by isatoribine at 100 xM,
its prodrugs %
Parent rm'ilu:a:h: 21 100
Isatoribine

Prodrug:

Amino 24 1
acid ester

Prodrug:

Deoxy 93 0

Prodrug:
6-Ethox n 0

Prodrug:
6-Mecthoxy 79 0

Prodrug: .

Aminal 84 0

Prodrug:

Aminal 82 0
Diaxolenone 85 0

[00288] The masked property of isatoribine prodrugs can be demonstrated in a
PBMC assay. The results of the PBMC assay (Table 9) show the amount of INFa released
after exposure of the parent compound and its prodrugs for either 8 hours (val-isatoribine,

-~
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24) or 24 hours (other prodrugs) at the initial concentration of 100 uM. The amount of the
released INFa was normalized to that induced by 100 uM of isotoribine at 100 uM in the

same blood donor with the same exposure time.

Table 10: Masking of Loxoribine Prodrugs

Parent moleculs Compound No. Amount of INFa relative to that
end [ts prodrugs induced by isatoribine at 100 uM,
; %
Parent molecule:
Loxoribine 17 50
Prodrug:
6-Ethoxy 45 0
Prodrug:
Deoxy 43 0
Prodrug:
Valyl ester 68 0

[00289] The masked property of loxoribine prodrugs can be demonstrated in a
PBMC assay. The results of the PBMC assay (Table 10) show the amount of INFa released
after exposure of the parent compound and its prodrugs for 24 hours at the initial
concentration 100 gM. The amount of the released INFa was normalized to that induced by
100 uM of isotoribine at 100 uM in the same blood donor with the same exposure time.

T 11: ing of Imiquimod P
Amount of INFa relative to that

:‘:;T; ;‘ﬂm“: Compound No. induced by inm::bine at 100 zM,
Parent molecule: .
Imiquimod 31 60-76

Prodrug: 0

Pentyl 34
carbamate

Prodrug:

Ethyl S0 0
carbamate

" Results of two experiments with three different donors

[00290] The masked property of imiquimod prodrugs can be demonstrated in a
PBMC assay. The results of the PBMC assay (Table 11) show the amount of INFa released -
after exposure of the parent compound and its prodrugs for 24 hours at the initial
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concentration 100 uM. The amount of the released INFa was normalized to that induced by
100 uM of isatoribine at 100 uM in the same blood donor with the same exposure time.

Table 12: Mpasking of Resiquimod Prodrugs
Parent Compound No. Amount of INFa relative to that
molecule and induced by isatoribine at 100 xM,
its prodrugs %
Parent
molecule: 39 S @1uM
Resiquimod
Prodrug: 38 9 @ 100 uM
Ethyl
Carbamate
‘_ [00291] The masked property of resiquimod prodrugs can be demonstrated in a

PBMC assay. The results of the PBMC assay (Table 12) show the amount of INFa released
after exposure of the parent compound and its prodrugs for 24 hours at the initial
concentrations of either 1 or 100 uM. The amount of the released INFa was normalized to
that induced by 100 uM of isatoribine at 100 M in the same blood donor with the same

exposure time.
Table 13: Masking of Bropirimine Pro
Perent molccule Compound No. Amount of INFa relative to that
end s prodrugs induced by isatoribine at 100 uM,
%
Parent molecule:
a Brcpivimiag 35 22
Prodrug:
Deoxy 48 0
Prodrug:
Ethoxy 37 0
Prodrug: 36 0
Ethyl
carbamate
Prodrug: Q
Penty 9
carbamate
[00292] The masked property of bropirimine prodrugs can be demonstrated in &

PBMC assay. The results of the PBMC assay (Table 13) show the amount of INFa released
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after exposure of the parent compound and its prodrugs for 24 hours at the initial

concentration of 100 uM. The amount of the released INFa was normalized to that induced

by 100 uM of Isatoribine at 100 uM in the same blood donor with the same exposure time.
Table 14; Masking of Adenine Prodrugs

i | OO e, | A
%

Parent molecule 29 128@0.1zM
Methox 65 0@100.:M

Eht:::y 64 - 0@ 10 gM

B::';r 62 0@0.1 uM

E;:;T 51 18 @32 uM
carbonate

1';';;':;1 84 15@ 10 M
carbonate

[00293] The masked property of adenine prodrugs can be demonstrated in a PBMC
assay. The results of the PBMC assay (Table 14) show the amount of INFa released after
exposure of the parent compound and its prodrugs for 24 hours at different initial
concentrations specified in the table. The amount of the relcased INFa was normalized to
that induced by 100 M of isatoribine at 100 zM in the same blood donor with the same
exposure time.

[00294] TLR?7 ligand prodrugs can also be assessed in vitro for their conversion to
the active parent TLR7 ligand. This can be measured by incubation of the prodrug in
blood, plasma, or in a cell culture of hepatocytes. At selected time intervals, samples are

_ taken to determine the amount of prodrug remaining and the amount of TLR7 ligand

produced. Such determinations are readily made by use of analytical tools known in the art
such as LC-MS. The determination of the extent of conversion of a masked TLR7 ligand
prodrug to the parent TLR7 ligand is useful in interpreting data wherein masking is
apparent at shorter times but diminishes upon long incubations in the PBMC assay
described herein. The rate of conversion of the prodrug to the TLR7 ligand may be

-
-
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- determined to ensure that the cytokine results arise predominately from exposure to prodrug
: rather than from exposure to TLR7 ligand generated by rapid conversion of the prodrug
under the conditions of the experiment.
i 6.5 Biological Testing of TLR7 Ligand Prodrugs Demonstrating
n vailability an ide-Effects
Oral Availsbility '
.[00295] The improved bioavailability of TLR7 ligand prodrugs can be assessed by
.perfonning studies in vivo. In such experiments, the candidate prodrugs are administered
by oral administration to mice, rats, monkeys, and/or dogs, and blood samples are taken st .
sclected intervals. The blood samples are analysed for both the prodrug and the desired
TLR7 ligand. Additional blood or liver samples may be analyzed for the presence of
_ interferons and other cytokines that indicate functional activation of the TLR7 pathway in
" vivo, Desired candidates will demonstrate a blood exposure to the prodrug and also
demonstrate a blood exposure to the desired TLR7 ligand of about 10% to 99% of the
applied dose, as measured on a molar basis.
[00296] A representative example is the result obtained with the TLR7 ligand
; prodrug val-isatoribine (24), which as described below in the mouse and dog generated
significant amounts of the parent TLR7 ligand isatoribine (21) in the blood. See U.S.
Patent Application No. 10/305,061 (incorporuted herein by reference in its entirety).

. e “>=o ,"Ljf>=°

21
Alpha (Mu-IFN I ions in Mice

[00297] The normal mouse provides a useful system for the assessment of the degree

to which the inventions described herein provide material improvement in the oral delivery
of 21 (isatoribine). Not only can one measure the plasma concentrations of isatoribine
arising from oral administration of the said prodrug(s) but also the extensive immunological
research conducted in the mouse has provided reagents suitable for measuring the levels of
interferon alpha, a cytokine of interest reflecting one of the desired biologic activities of
isatoribine.

[00298] We have used the murine system in a series of experiments that demonstrate
that 24, the 5’-valine ester of 21 (val-isatoribine) elicits an interferon response substantially
improved over that resultmg from administration of isatoribine itself,



[00299] Table 15 records the results of an assay for murine interferon alpha in the
plasma of mice that were dosed two times with isatoribine, formulated in bicarbonate, at a
level of 50 mg/kg by the oral route. It is evident that no interferon was measurable even
when the dose was repeated after an interval of four hours.

Table 15;: Int n a ~TFN. i 'ml.) in Mice Followi
Two Oral § s of Isgtoribine 4 Hours
Time, h Individual Value Mean SD
i First Dose
0.00 BQL® BQL'Y BQL® 0.00 0.00
0.03 BQLY BQL™® BQL® 0.00 0.00
0.08 BQLY BQLY BQLY 0.00 0.00
0.25 BQL¥® BQL® BQLY 0.00 0.00
0.50 BQL® BQL® BQL® 0.00 0.00
1.00 BQLY BQLY BQLY 0.00 0.00
1.50 BQL'® BQL® BQL* 0.00 0.00
2.00 BQL® BQL™ BQLY 0.00 0.00
3.00 BQL® BQL® BQLY 0.00 0.00
4.00 BQL¥ BQLY BQLY 0.00 0.00
Second Dose
4.03 BQL® BQLY BQLY 0.00 0.00
4.08 BQLY BQLY BQLY 0.00 0.00
425 BQL*® BQLY BQL® 0.00 0.00
4,50 BQLY BQL¥ BQL¥® 0.00 0.00
5.00 BQL¥® BQL® BQL® 0.00 0.00
5.50 BQL"® BQL™* BQLY? 0.00 0.00
6.00 BQL® BQL*Y BQL™! 0.00 0.00
7.00 ﬁQL"' BQL® BQLY 0.00 0.00
8.00 BQL¥® BQLY BQL® 0.00 0.00

BQL" - Below Elevated Qusntifiable Limit < n pg/mL.
[00300] Table 16 records the results of assays for murine interferon alphn in the
plasma of mice that first were dosed with bicarbonate and then four hours later were dosed
orally with isatoribine, formulated in bicarbonate, at a level of 50 mg/kg. Interferon was
reported in the plasma from four mice, including two that had received the bicarbonate
vehicle dose. All the values reported in this experiment were low, and the reported
interferon levels were not consistently reported for all three mice assessed at each time
point, suggesting that these signals may be artifacts arising from measurement near the
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lower limits of the assay.

Table 16: In n Alpha (Mu-IFN-a) Plasma Con tion 'mL) in Mice Followi
One Vehicle Dose and One 50 m Doses of Isatoribine 4 Hours Later

Time, h Individual Value Mean SD
First Dose
0.00 BQL® BQL™ BQL™* 0.00 0.00
0.03 BQL® BQL® BQL™? 0.00 0.00
0.08 BQL¥® BQL¥ BQL® 0.00 0.00
0.25 BQL® BQL®? BQL® 0.00 0.00
0.50 BQL* BQL* BQL* 0.00 0.00
1.00 BQL® BQL¥ BQL'™ 0.00 0.00
1.50 BQL*® BQL'™ BQL”® 0.00 0.00
2.00 349 BQL® BQL® 11.6 20.15
3.00 BQLY BQL® BQLY 0.00 0.00
4.00 BQL® 35.4 BQL™ 11.8 20,44
Second Dose
4,03 BQL® BQLY BQLY 0.00 0.00
4.08 BQLY BQL® BQLY 0.00 0.00
4.25 BQLY BQLY BQL® 0.00 0.00
4.50 BQL'® BQL® 133.2 44.4 76.90
5.00 749 BQL® NR 375 52.96
5.50 BQL™ BQL™ BQLY 0.00 0.00
6.00 BQL® BQL™ BQL” 0.00 0.00
7.00 BQL¥ BQL¥ BQLY 0.00 0.00
8.00 BQL® BQL*® BQLY 0.00 0.00

BQL" - Below Elevated Quantifiable Limit < n pg/mL.,

NR - Not reportable.
[00301] Table 17 records the results of assays for murine interferon alpha in the
plasma of mice that were dosed orally with val-isatoribine, dissolved in bicarbonate, at a
dose that is equivalent to 50 mg/kg of isatoribine on 2 molar basis. It is evident that
interferon was readily measurable at 1.0 hour, 1.5 hours, and 2.0 hours after dosing.
Interferon was detected in all mice assayed at a given time point, indicatling the reliability
of the effect following val-isatoribine administration. Thus a single administration of val-
isatoribine was superior to either a single dose or a repeated dose of isatoribine.

Table 17: Plasma Conc i of Interfi Al u-IFN-¢) in Mice
Following a Single 73.0 mg/kg Dose of Val-lsatoribine

Time, h Individual Value Mean SD
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Time, h Individual Value Menn SD
0.00 BQL BQL'S BQLY 0.00 0.00
0.25 BQL BQL BQL 0.00 0.00
0.50 BQL? BQL¥ BQL 0.00 0.00
0.75 BQL BQL BQL? 0.00 0.00
1.00 173.2 125.1 89.0 129.1 4224
1.50 2029 1459 2948 214.5 75.13
2.00 492 1379 1383 108.5 51.33

a0 BQL® NR . MR 0.00 0.00
4.00 BQLY 216 BQL 9.20 15.90
5.00 BQL BQL¥ BQL® 0.00 0.00

BQL - Below the Quantifiable Limit < 12.5 pg/mL
BQL" - Below the Elevated Quantifiable Limit < n pg/mL

NR - Not Reportable
[00302] The data tabulated in Tables 15, 16, and 17 may be also considered from the

point of view of the incidence of measurable interferon levels. Interferon was detected in
the plasma of only 4 of the 114 mice used in the studies of isatoribine, whereas 10 of the 30
mice dosed with val-isatoribine had detectable interferon in their plasma. Thus, the
prodrug increased the proportion of mice exhibiting an interferon response from 4% to 30
% and the magnitude of both the average and peak response was increaged twofold (100%).
[00303] In other experiments, plasma levels of isatoribine and interferon alpha were
measured in mice that were dosed with isatoribine by the intravenous route, and these
levels were compared to the levels of isatoribine and interferon alpha arising after oral
administration of val-isatoribine. These data are summarized in Figure 1. In this figure it is
evident that the levels of interferon alpha induced by oral val-isatoribine (*val-isator™) (at
50 mg/kg isatoribine molar equivalent) was similar to that from intravenous isatoribine
(“isator”) at 25 mg/kg. Thus, oral val-isatoribine provides levels of isatoribine and
interferon that are approximately 50% of those observed after intravenous administration of
isatoribine itself. .

Beagle Dog

[00304] The effect of a prodrug (val-isatoribine, 24) on the systemic exposure to
isatoribine (21) after oral administration to beagle dogs was investigated. Isatoribine was
prepared in sodium bicarbonate solution. Val-isatoribine and isatoribine were prepared as
the following formulations, which were chosen to ensure solubility:

[00305] Formulation 1: Isatoribine in sodium bicarbonate solution, 1 and 4 mg/mL.
[00306] Formulation 2: Val-isatoribine in phosphate buffered saline, 1.62 and 6.48
mg/mL, equivalent to 1 and 4 mg/mL of isatoribine on a molar basis.

e
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[00307) Four male and four female adult beagle doga weighing between 15 to 27 kg
and approximately 1-2 years old were used at the beginning of the study. The animals were
divided into 2 groups of 2 males and 2 females each, The test material was administered by
gavage on Days 1 and 8, allowing a 7 day washout period between administrations. Blood
samples (2 mL) were collected from each animal at predose, 15, 30 minutes, 1,2, 3, 4,6, 8
and 10 hours into lithium heparin tubes after each dosing. The plasma was frozen at —70
{C until'analysis. The plasma was analyzed for isatoribine by an HPLC-MS/MS assay.
[00308] The pharmacokinetic parametcrs for isatoribine arising from isatoribine or
val-isatoribinc in each dog are summarized in Tables 18 and 19. The ratios for the key
pharmacokinetic parameters defining the maximum concentration {(Cmax) and total
exposure as measured by the area under the time-concentration curve (AUC) for the
prodrug and the bicarbonate solution at the 50 mg/kg dose are summarized in Table 20.

For the prodrug 24, the Cmax ratio was 2.98 & 0.695 and the AUC ratio was 2.38 + 0.485.
These results indicate that at 50 mg/kg dose, the prodrug val-isatoribine provided
substantially higher Cmax and greater bioavailability than isatoribine in bicarbonate

solution.

[00309) The ratios for the Cmax and AUC for the prodrug to the bicarbonate solution

for the 10 mg/kg dose are summarized in Table 21. For the prodrug, the Cmax ratio was
2.24 £ 0.249 and the AUC ratio was 1,82 & 0.529. These results indicate that at 10 mg/kg
dose, the prodrug val-isatoribine provided higher Cmax and greater bioavailability than
isatoribine in bicarbonate solution.

[00310] Thus, the maximum concentrations of isatoribine achieved after oral dosing
are at least doubled, and the systemic exposure to isatoribine is enhanced by approximately
2-fold following oral administration of the prodrug val- isatoribine, compared to isatoribine

itself, at both 10 and 50 mg/kg dose.
Table 18: Pharmacokinetic Parameters of Isatoribine jn Dogs dosed at 50 mg/kg
Dosing Period 1 2
Formulation Isatoribine Val-
isatoribine
Animal Number Dose, mg/kg 50 50
molar equivalent
isatoribine
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Dog 3517322 Cmax, ng/mL 3038.7 117415

Tmax, h 0.50 0.50
AUC(0-inf), 15227.0  33038.1
ng-h/mL

T1/2,h 6.4 2.4

Dog 3521451 Cmax, ng/mL 33540 10652.]

Tmax, h 1.00 © 1.00
AUC(0-inf), ngVmL 94222  26552.7
T k 1.9 1.6
Dog 1528707 Cmax, ng/mL  8915.3 20340.6
Tmax, h 0.50 0.50
AUC(0-inf), ngymL 297017  53273.0
Tush 2.2 23
Dog 3532828 Cmax, ng/mL.  6134.7 15987.9
Tmax,h  0.50 0.50
AUC(0-inf), ng-h/ml.  12069.7 32987.0
Tlﬂo h 1|4 1.6
able 19: kinetic Param of Isatoribine in Dogs Dosed at 1
Dosing Period 1 2
Formulation Isatoribine Val-
igatoribine
Doss, mg/kg molar 10 10

Animal Number  equivalent isatoribine

Dog 3524523 Croax,ng/mL 40915  8594.6
Tmax,h  1.00 0.50

AUC(0-inf), ng/mL 133058  17166.2
T 21 17
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Dog 3526402 Cmax, ng/ml.  1859.5 4047.0

Tmax,h  1.00 1.00
AUC(0-inf), ngh/ml 57744 105489
Twh 1.6 2.2
Dog 357450 Coax,ng/mL 16203 42287
Tmax,h  0.50 1.00
AUC(0-inf), ngh/mL. 43873  11158.0
Twh 15 2.3
Dog 354708 Cmax,ng/ml. 27812 57848
Tmax,h  0.50 0.50
AUC(0-inf), ngvmL 75221  12259.1
Twh 16 2.0

Table 20: Ratio of Pharmacokinetic Parameters of Isatoribine in Dops Dosed a m

Formulation  Isatoribine Val-

isatoribine
Animal Number
Dog 3517322 Cmax Ratio 1.00 3.86
AUC Ratio 1.00 2.17
Dog 3521451 Cmax Ratio 1.00 3.18
AUC Ratio 1.00 2.82
Dog 3528707 Cmax Ratio 1.00 2.28
AUC Ratio 1.00 1.79
Dog 3532828 Cmax Ratio 1.00 2.61
AUC Ratio 1.00 2.73

Mean Cmax Ratio N/A’ 2.98



SD Cmax Ratio N/A 0.695 \
Mean AUC Ratio N/A 238
SD AUC Ratio N/A 0.485

E : Formulation Isatoribine Val-

isatoribine
Animal Number

Dog 3524523 Cmax Ratio 1.00 2.10
AUC Ratio 1.00 1.29

Dog 3526402 Cmax Ratio 1.00 2.18
AUC Ratio L.00 220

Dog 3527450 Cmax Ratio 1.00 2.61
AUC Ratio 1.00 2.54

Dog 355708 Crmax Ratio 1.00 2.08
AUC Ratio 1.00 1.63

Mean Cmaz Ratio N/A 224
SD Cmax Ratio N/A 0.249

Mean AUC Ratio N/A 1.82

SD AUC Ratio N/A 0.529

[00311] The prodrug val-isatoribine is preferred for several reasons. First, the

prodrug is easily formulated to provide a high proportion of active agent. This results in
small capsule sizes for a given dose, which is an advantage for an oral product. Second, at
the doses tested, val-isatoribine provides plasma levels of isatoribine that are well within
the range desirable for biologic effect after oral administration, which is not the case for
isatoribine itself.
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Cynomolgus Monkey

[00312] From two to four male or female cynomolgus monkeys were used on the
animal testing study. The study compound was formulated in a vehicle appropriate for
animal oral or intravenous administration. The vehicles used were either as aqueous
buffTers or a solutions containing Cremophor. Animals were dosed via oral gavage or
intravenous bolus injection for each test article. Blood samples (approximately 0.5 mL)
were collected at predetermined time points (usually, pre-dose, 15, 30, and 45 minutes and
at 1,1.5,2,2.5, 3, 4, 8 and 24 hours post-dose), placed into tubes containing disodium
EDTA. The samples were placed on wet ice following collection, and plasma scparated as -
rapidly as possible. The plasma samples were aliquoted into a single vial, and stored frozen
at approximately -20°C until shipped on dry ice 10 the Sponsor. Animals were given food
and water approximately 4 hours afler the dose.

[00313] The plasma samples were analyzed for a prodrug and a parent compound
using well-known LCMS/MS quantitation techniques by triple quadrupole instruments, i.e
Sciex AP13000. The quantitation results for the parent compound delivered by oral
administration of the parent compound itself or by its prodrug administered orally were
used to calculate the area-under-the-cureve (AUC) values from time zeto to 24 hours (PO
AUCO0-24h). The comparison of the AUC values for the parent compound delivered into
systemnic circulation with that delivered by the prodrug allowed calculating relative oral
bioavalibility of the prodrug. See results provided in Tables 22-26. When the AUC data
for the parent compound delivered by the parent compound itself after its intravenous
administration were available (AUC IV), it allowed calculating the absolute oral
bioavailability by deviding the PO AUC (0-24h) for the prodrug by the IV AUC (0-24h) for
the parent moleclule.

T Structure Oral bicavailability
in cynomolgus monkey,
%
Parent molecule: 21
Isatoribine 3
Prodrug: .
Amino 24 7-9
acid ester
Prodrug:
Deoxy 93 80
Prodrug- .
6-Ethoxy. Ly 28



G-mtrl“x:;xy L 21
Aminal LY 14
Aminal 82 4

Dioﬁ::lme:;me 85 17

" Average of multiple experiments at different doses.

Table 23: bioavailabili Loxoribipe and its Pro in Monke
s oty | Compound No. Oral bioavailability
in cynomolgus monkey,
%

Purent molecule:
Loxoribine 17 2

Prodrug:
6-Ethoxy 45 9

Prodrug: 13

Deoxy 43
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Table 24: ioavailability of Imiquimod its P in Mo
i s proiregs | Compound No. Oral bicavailability
in cynomolgus monkey,
%
Parent molecule: 100
AUC(0-24h) =9.0
Prodrug: 555
Penty 34
carbamate AUC(0-24h) = 50
- 234
Ethyl 50 AUC(0-24h) = 21.1
carbamate :

Table 25: Oral bioavailability of Bropirimine and its Pro in Monk

:‘;T“t molecule Compound No. Oral bioavailability
in cynomolgus
monkey,
%
Parent molecule: LT ] 100
Bropirimine
: 48 137
Deoxy
37 94
Ethoxy
36 33
Ethyl
carbamate
Prodrug: 49 6
Penty
carbamate

* The oral bioavailability exceeding 100% may be associated with gender differences since
the parent compound was studied in male monkeys and the prodrug was studied in female

monkeys.
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Table 26: bioavailabili Adenine in Monke
i im oy | Compound No. Oral bioavailability
in cynomnolgus monkey,
%
Prodrug:
Methox 65 1.3
i Prodrug;
Ethoxy 64 4.6
Prodrug:
Deoxy 62 0.7
Prodrug:
carbonate

Reduction of Gastrointestinal Irritancy

[00314] TLR?7 ligand prodrugs of the invention also demonstrate unexpected and
greatly reduced toxicology effects, and in particular reduced GI irritancy.

{00315] The gastrointestinal (“GI™) tract is lined with substantial immune tizsue
(e.g., Peyer’s paiches, etc.). TLR7 ligand prodrugs offer the prospect of masking the active
structure as the agent passes through lymphoid tissue lining the gut, which should minimize
activation of this tissue and thereby reduce GI irritancy.

[00316]) Robins et al. have shown that elimination of the 5°-hydroxyl of isatoribine
nucleoside eliminates activity. See Robins et al., Adv. Enzyme Regul., 29, 97-121 (1989).
Without being limited to any particular theory, it was hypothesized that blockade of this
hydroxyl site by an ester substitution would similarly eliminate activity but allow transport
in the systemic circulation, where the valine ester would be cleaved and result in exposure
to isatoribine.

[00317] We have found that the hypothesis was confirmed. Formal toxicology
studies of intravenously administered isatoribine and orally administered isatoribine and
val- isatoribine were conducted in beagle dogs. The toxicology results for orally
administered isatoribine are from a study conducted by [ICN/Nucleic Acid Research
Institute.

[00318] We compared in the dog the oral toxicology of 21 and 24, and the
intravenous toxicology of 21. We observed that the oral toxicology of 24 was much more
like intravenous 21 than it was like oral 21. In particular, the dose limiting toxicology of



oral 3 was similar in nature to that of intravenous 21, and occurred at blood AQ}%
were gimilar to those observed after intravenous 21. In contrast, oral 21 had a different
limiting toxicity (gastrointestinal lesions) and this toxicity was observed at a dose lower
than the toxic dose of either intravenous 21 or oral 24. Also, emesis was observed in dogs
treated with oral 21 at doses lower than the dose of oral 24 that resulted in emesis. See
Table 27. Other systems for assessment of emesis also are known, such as in ferrets,
allowing comparison of oral and intravenous administration of compounds. See, e.g.,

. Strominger N. et al., Brain Res. Bull, 5, 445-451 (2001).

| [00319] In each case the compound was administered as a solution, by gavage or by
intravenous infusion. Multiple parameters were assessed, as is customary in a toxicology -
study. In the studies providing higher potential exposure to isatoribine, the plasma
concentration of isatoribine was assessed by a LC/MS method. The notable GI findings
were graded and are listed in Table 27.

: TABLE 27; Effect on GI Tolerance in Dogs after Dosing of Jsatoribine (21) or Val-

jbine (24 ed emic Exposure (AUC) to Isatoribine in Toxj tudie
Orel Isatoribine IV Isatoribine Oral Val-
) Isatoribine
Imtoribine | AUCga4ny | Emesis Gl Emesis Gl Emesis GI
equivalent { (sehr/ml) | or |lesionsor| or |lesionsor| or |lesionsor
.:p::d loose | Irritation | loose | irritation | loose | irritation
(ma/kg) stool stool stool
2.5 nd Neg. Neg.
5 n.d. + Neg.
10 nd. ++ ++
8.1 11.4 Neg. Neg.
16 15.6 Neg. Neg.
12.5 19.5 Neg. Neg.
32 31.7 Neg. Neg.
25 42.8 Neg. Neg.
64 71 Neg. Neg.
130 753 + Neg.
50 878 + Neg.
260 127 ++ Neg.
390 180 ++ Neg.

A
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Oral Isatoribine IV Isatoribine Oral Val-
Isatoribine

160 209 . ++ Neg.

[00320] For orally administered isatoribine the principal findings were related to GI
tolerability as measured by Gl imritancy. The clinical signs noted in Table 27 were emesis
and/or loose stools. These clinical signs were more frequent in the 10 mg/kg group, and in
one animal at this dose a bloody stool was noted. Gross histopathologic evaluation of the
GI tract noted multiple, gcattered red lesions on the intestinal mucoss in four of eight dogs
at 10 mg/kg, which on microscopic evaluation revealed cellular congestion and
hemorrhage, as might be expected for an ongoing localized inflammatory process. The GI '
effects established the NOAEL as 5 mg/kg.

100321} Intravenously administered isatoribine resulted in emesis and/or loose stools
as a common finding in dogs; this effect occurred at substantially higher applied doses than
orally administered isatoribine. No lesions were seen in the GI tract either at necropsy or
histopathologic evaluation of tissues. The GI toxicity did not affect the NOAEL, which
was established as 12.5 mg/kg on the basis of other findings.

[00322] Orally adminisiered val-isatoribine demonstrated a toxicology profile similar
to intravenously administered isatoribine. At higher applied doses, emesis and loose stools
were observed. No GT lesions were found, although this was a focus of evaluation in this
study. As for intravenously administered isatoribine, the NOAEL was established on the
basis of other findings. The correspondence of observed toxicity to systemic exposures of
isatoribine is of interest in this study; the threshold of isatoribine AUC for observation of
emesis and loose stools is similar for intravenously administered isatoribine and orally
administered val-isatoribine (Table 27).

[00323) The data in Table 27 indicate that orally administered val-isatoribine
provides an improved toxicity profile over orally administered isatoribine, and is consistent
with the hypothesis that chemical masking of the activity of isatoribine is afforded by
chemically substituting an ester at the 5’-hydroxyl position of the nucleoside. As illustrated
in Tables 9 through 14, it is possible to chemically mask any TLR7 ligand using a variety
of substituents. Engineering this substitution to be cleavable upon entry into the body
affords systernic exposure to the useful activity of the compound without the limiting GI
toxicity arising from the anatomical structure of the GI tract. As illustrated in Tables 22
through 25, it is possible to design the chemical substitution on a masked TLR7 ligand to
be cleavable after administration. Thus, masked TLR7 ligand prodrugs can be generated
for any TLR7 ligand. This enablea administration of doses that are substantially higher on
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a molar basis than otherwise would be acceptable, with the result of great-e}ﬁcacy and

reduced side effects when compared to administration of the parental “unmasked”
compound alone.

6.6  Oral Composition
[00324] Table 28 illustrates a batch formulation and a single dose unit formulation

containing 100 mg of val-isatoribine.

Table 28: Formulation for 100 mg tablet

i|Material Percent by Weight |Quantity (mg/tablet) |Quantity (kg/batch)
val-isatoribine 40% 100.00 20.00
Microcrystalline 53.5% 133.75 26.75
Cellulose, NF
Pluronic F-68 4.0% 10.00 2.00
Surfactant '
:|Croscarmellose 2.0% 5.00 1.00
Sodium Type A,NF |
Magnesium Stearate, |0.5% 1.25 0.25
NF
Total . 100.0% 250.00 mg 50.00 kg
[00325) The microcrystalline cellulose, croscarmellose sodium, and val-isatoribine

components are passed through a #30 mesh screen (about 430u to about 6554). The
Pluronic F-68® (manufactured by JRH Biosciences, Inc. of Lenexa, KS) surfactant is
passed through a #20 mesh screen (about 457u to about 1041). The Pluronic F-68®
surfactant and 0.5 kgs of croscarmellose sodium are loaded into a 16 qt. twin shell tumble
blender and are mixed for about 5 minutes. The mix is then transferred to a 3 cubic foot
twin shell tumble blender where the microcrystalline cellulose is added and blended for
about 5 minutes. The thalidomide is added and blended for an additional 25 minutes. This
pre-blend is passed through a roller compactor with a hammer mill attached at the discharge
of the roller compactor and moved back to the tumble blender. The remaining
croscarmellose sodium and magnesium stearate is added to the tumble blender and blended
for about 3 minutes. The final mixture is compressed on a rotary tablet press with 250 mg
per tablet (200,000 tablet batch size).

6.7 Mucosal Composjtion
{00326} A concentrate is prepared by combining isatoribine, and a 12.6 kg portion of
the trichloromonofluoromethane in a sealed stainless steel vessel equipped with a high
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shear mixer. Mixing is carried out for about 20 minutes. The bulk suspension is then
prepared in the sealed vessel by combining the concentrate with the balance of the
propellants in a bulk product tank that is temperature controlled to 21° to 27°C. and
pressure controlled to 2.8 to

4.0 BAR. 17 ml aerosol containers which have a metered valve which is designed to
provide 100 inhalations of the composition of the invention. Each container is provided
;with the.following:

val-isatoribine 0.0120 g

trichloromonofluoromethane 1.6960 g

dichlorodifluoromethane 3.7028g

dichlorotetrafluoroethane 1.5766 g

total 7.0000 g
6.8 trav mposition

[00327] The intravenous formulation is prepared by reconstituting a compound of the
invention with an appropriate liquid medium, such as water for injection (WFI) or & 5%
dextrose solution. A desired concentration of the intravenous formulation can be obtained
by reconstituting an appropriate amount of & compound of the invention with an
appropriate volume of liquid medium. A desired concentration of the intravenous
formulation provides a therapeutically effective amount of a compound of the invention to
the patient, preferably a mammal, more preferably a human, in need of the intravenous
pharmaceutical formulation and maintains a therapeutically effective level of 2 compound
of the invention in the patient. The dose which is therapeutically effective will depend on
the rate at which the intravenous formulation is delivered to the patient and the
concentration of the intravenous formulation.

[00328] For example, one vial containing a composition (e.g., 50 mg of a compound
of the invention per vial) are reconstituted with a 5% dextrose solution (14 ml of 5%
dextrose solution per vial) yielding & total of 25 mL of solution. The reconstituted solution
is incorporated into a dextrose solution in an infusion bag and q.8. to 50 mL, resulting in a
solution containing 1 mg/ml of & compound of the invention suitable for intravenous
infusion administration. The preferred concentration of a compound of the invention in the



X1
liquid medium, in the infusion bag, is about 0.001 to about 3 mg/mli, preferably about 0.75
to about 1 mg/ml.
[00329] The foregoing has demonstrated the pertinent and important features of the
present invention. Many modifications and variations of the present invention can be made
without departing from its spirit and scope, as will be apparent to those skilled in the art.
The spegific embodiments described herein are offered by way of example only, and the
invention is to be limited only by the terms of the appended claims along with the full
'scope of equivalents to which such claims are entitled.
[00330] All references cited herein are incorporated herein by reference in their
-enﬁrety and for all purposes to the same extent as if each individual publication or patent or
patent application was specifically and individually indicated to be incorporated by
reference in its entirety for all purposes.

¢
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What is claimed is: /\

1. A method of treating a hepatitis C virus infection in a patient comprising
administering to the patient in need thereof a therapeutically or prophylactically effective
amount of a TLR7 ligand or a pharmaceutically acceptable salt, hydmte, or sterecisomer

thereof.

2. A method of treating a hepatitis C virus infection in a patient comprising
?dministering to the patient in need thereof a therapeutically or prophylactically effective
amount of a TLR7 ligand or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, or stereoisomer
thereof, wherein the TLR7 ligand is sclected from analogs and derivatives of guanosine,
imidazoquinoline, adenine, and pyrimidine.

3 The method of claim 2 wherein the TLR7 ligand is selected from

A e

HaN " I N?Tm
HO’\(iJ » H ’ ) ]
wd b CHL .
Ia b Ic
0O R! N
HN H 3
HaN I H:NLNI >_Y NHz N
eeq
Ho ® 3
HJ H ? : 3
Id Ie If
H
NH2 jI
Jo
R and M
Hd ’
Ig Ih

wherein:
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each R’ is H, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, which may be
interrupted by one or more O, S, or N heterostoms, or a substituted or unsubstituted aryl or
heteroaryl;

R? is H, OH, SH, halo, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, which
may be interrupted by one or more O, S, or N heteroatoms, or a substituted or unsubstituted
-O-(alkyl), -O-(ary), -O-(heteroaryl), -S-(alkyl), -S-(aryl), -S-(heteroaryl), aryl, or
heteroaryl;

R’ is H, OH, or SH, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl,
heterouyl, -0-(alkyl), -O-(aryl), -O-(heteroaryl), -S-(alkyl), -S-(aryl), -S-(heteroaryl), .
-NH(atkyl), -NH(aryl), -NH(heteroaryl), -NH(R4)alkyl), -NH(R")(ary}), or
-NH(R*)(heteroaryl), wherein R* is a substituted or unsubstituted alkyl;

XisOorS;

Y is H, halo, OH, OR®, SH, SR®, or a substituted or unsubstituted alkyl or aryl;

Z is H, halo, OH, OR®, SH, or SR

or & pharmaceutically acceptable salt, hydrate, metabolite or stereoisomer thereof or 2
pharmaceutically acceptable salt or hydrate of said stereoisomer.

4, The method of claim 2 wherein the TLR7 ligand is selected from Formula Ia, Ib, Ic,
Id, Ie, If, Ig, and 1h, wherein R' is H or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or
alkynyl; R? is H, OH, halo, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, or

—CH;-O-(alkyl); R’ is H, OH, or SH, or a substituted or unsubstituted -O-(alkyl), -S<(alkyl),
or -NH(alkyl); X is O or S; Y is H, halo, OH, OR*, SH, or SR*; and Z is H, halo, OH, OR*,
SH, or SR*,

5. The method of claim 2 wherein the TLR7 ligand is selected from

o A b
H «\dw@l
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6. The method of claim 2 wherein the patient is human.

7. The method of claim 2 further comprising administering a pharmaceutically
acceptable excipient, carrier, or vehicle.

8.  The method of claim 2 further comprising administering an additional therapeutic
agent.

9. The method of claim 8 wherein the additional therapeutic agent is an antiviral agent.

10.  The method of claim 2 wherein the therapeutically or prophylactically effective
dose is 0.001 to 100 mg/kg per day.

11.  The method of claim 10 wherein the therapeutically or prophylactically effective
doac is about 0.01 to 50 mg/kg per day.

12.  The method of claim 11 wherein the therapeutically or prophylactically effective
dose is about 0.1 to 20 mg/kg per day.

13.  The method of claim 2 wherein the TLR7 ligand is administered parenterally.
14.  The method of claim 2 wherein the TLR7 ligand is administered intravenously.
1S.  The method of claim 2 wherein the TLR7 ligand is administered orally.

16.  The method of claim 2 wherein the TLR7 ligand is administered mucosally.

-
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17. A method of treating a hepatitis C virus infection in a patient comprising orally
'ldministering to the patient in need thereof a TLR7 ligand prodrug or a pharmaceutically
acceptable salt, hydrate, or stereoisomer thereof, wherein the oral administration of the
TLR7 ligand prodrug achieves a therapeutically effective plasma concentration of the

TLR7 ligand while reducing undesirable side effects associated with oral administration of
TLR7 ligands.

i8. A method of treating a hepatitis C virus infection in a patient comprizing orslly
administering to the patient in need thereof a masked TLR7 ligand prodrug or a .
i)humaceuticnlly acceptable salt, hydrate, or sterecisomer thereof, wherein the oral
administration of the masked TLR7 ligand prodrug achieves a therapeutically effective
plasma concentration of the TLR7 ligand while reducing undesirable side effects associated
with oral administration of TLR7 ligands.

19. The method of claim 18 wherein the masked TLR7 ligand prodrug is selected from
analogs and derivatives of guanosine, imidazoquinoline, adenine, and pyrimidine.

20.  The method of claim 19 wherein the prodrug is an (8) amide, carbamate, or amidine
moiety after conversion of a TLR7 ligand amine substituent, (b) ester, carbonate,
carbamate, ether, imidate, acetal, aminal, or ketal moiety after conversion of a TLR7 ligand
alcohol substituent, (c) acetal or ketal moiety after conversion of a TLR7 ligand keto
substituent, (d) imidate moiety after conversion of a TLR7 ligand carbonyl of an amido
substituent, (e) deoxygenated moiety after conversion of a TLR7 ligand oxo substituent of
pyrimidine or guanosine, or (f) amine.

21.  The method of claim 20 wherein the prodrug is selected from an (&) carbamate
moiety after conversion of a TLR7 ligand amine substituent, (b) ester, ether, or aminal
moiety after conversion of a TLR7 ligand alcohol substituent, or (¢) deoxygenated moiety
after conversion of a TLR7 ligand oxo substituent of pyrimidine or guanosine.

22.  The method of claim 18 wherein the prodrug of the masked TLR?7 ligand is selected
from
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wherein:

each R' is H, or & substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, which may be
interrupted by one or more O, S, or N heteroatoms, or a substituted or unsubstituted ary] or
heteroaryl,

R?is H, OH, SH, halo, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, which
may be interrupted by one or more O, S, or N heteroatoms, or a.substituted or unsubstituted
-O-(alkyl), -O-(aryl), -O-(heteroaryl), -S-(alkyl), -S-(aryl), -S-(heteroaryl), aryl, or
heteroaryl;

R’is H, OH, or SH, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl,
heteroaryl, -O-(alkyl), -O-(aryl), -O-(heteroaryl), -S-(alkyl), -S-(aryl), -S-(heteroaryl), -
NH(alky!), -NH(aryl), -NH(heteroaryl), -NH(R*)(alkyl), -NH(R*)(aryl), or
-NH(R*)(beteroaryT);

R* is a substituted or unsubstituted alkyl;

R® is independently H, ~C(O)(C;-1salkyl), or a racemic, L-, or D- amino acid group
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~C(O)CHNH,R?, )
R®is H, OR", or N(R'");

R’ is independently H or a substituted or unsubstituted ~C(O)C;-zalkyl) or ~C(O)z(Ci-
1palkyl);

R® is H, —OH, -O-(alkyl), ~OCO(C-1salkyl), ~OC(O)(Ci-1salkyl), or a racemic, L-, or D-
amino acid group —OC(O)CHNH,R;

B’ is H, or a substituted or unsubstituted alkyl, C(O)CH(C,.s alky])NH,, or —C(O)CH(CH;-
aryl)NH;;

R'%is independently H, C, .5 alkyl, Cs.7 alkenyl, Cs.7 alkynyl, (CR'?R")(Cs-Cio aryl),
-(CR"R")(Cy-Cyo cycloalkyl), {CR'’R)(Ci-Cio heterocyelic), (CR'*R'*)e10H,
«CR"R'%),,5C0;C1.15 alkyl, and -(CR'’R'*)poN(R'4)CO;C) .15 alkyl, and SO;(aryl),
wherein t is an integer from 0 to 6 unless otherwise indicated, and wherein the alkyl,
atkenyl, alkynyl, aryl, cycloalkyl, and heterocyclic moieties of the foregoing groups are
optionally subatituted with substituents independently selected from halo, cyano, nitro,
trifluoromethyl, trifluoromethoxy, C,-Cs alkyl, C3-Cg alkenyl, C;-Cg alkynyl, hydroxy, C;-
Cs alkoxy, -NH,, -NH-alkyl, -N(alkyl),, -NH-aryl, -N(alkyl)(aryl), -N(aryl),, -NHCHO,
-NHC(O)alkyl, -NHC(O)aryl, -N(alkyl)C(O)H, -N(alky!)C(O)alky}, -N(aryl)C(O)H,
-N(aryl)C(O)alkyl, -NHCO;alkyl, -N(alkyl)CO,alkyl, -NHC(O)NHa, -N(alkyl)C(O)NH;,
-NHC(O)NH-lkyl, -NHC(O) N(alkyl),, -N(alkyl)C(O)NH-alkyl, N(alkyl)C(O) N(alkyl),,
-NHSO;-alkyl, -N(alkyl)SO;-alkyl, -C(O)alkyl, -C(O)aryl, -OC(O)alkyl, -OC(O)aryl, -
COa,-alkyl, -CO;-aryl, -CO;H, -C(O)NH;, -C(O)NH-alkyl, -C(O)N(alkyl)z, -C(O)NH-aryl,
-C(O)N(aryl),, -C(O)N(alkyl)(aryl), -S(O)alkyl, -S(O)aryl, -SO,alkyl, -SOaaryl, -SO;NH;, -
SO,NH-alkyl, and -SO,N(alkyl);;

R''is independently H, C,. alkyl, C3-Cio cyclou.lkyl,. or together with nitrogen forms a 5-
or 6-membered heterocyclic ring;

R'? and R" are independently H, C.¢ alky!, Ca.5 alkenyl, or Cy.¢ alkynyl;

R' is H, C;.¢ alkyl, or -CH;-aryl;

XisQorS;

Y is H, halo, OH, OR®, SH, SR*, NH;, NHR*, N(R“)2, or a substituted or unsubstituted alkyl
or aryl; and

Z is H, halo, OH, OR, SH, or SR

or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, metabolite or stereoisomer thereof or a
pharmaceutically acceptable salt or hydrate of said stereoisomer.



23. The method of claim 22 wherein R' is H or a substituted or unsubstituted
alkyl, alkenyl, or alkynyl; R? is H, OH, halo, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl,
or alkynyl, or -CH,-O-(alkyl); R® is H, OH, or SH, or s substituted or unsubstituted -O-
(alkyl), -S-(alkyl), or -NH(alkyl); R is independently H, —C(O)(C1-1salkyl), or a racemic,
L-, or D- amino acid group —C(O)CHNH;R’, wherein R’ is an unsubstituted alkyl: RSis H
or OR'?, wherein R' is independently C,.¢ alkyl, Cs.; alkenyl, Cs.7 alkynyl, -(CR'2R1%)(Cs-
Cio aryl), -(CR"R")(Cq-Cio heterocyclic), and -(CR"R'*)ooN(R')CO;Ci.1g slkyl, wherein
t is an integer from 0 to 4 unless otherwise indicated, and wherein the alkyl, alkenyl, aryl,
and h_etei'ocyclic moieties of the foregoing groups are optionally substituted with 1 to 3
substituents independently selected from halo, cyano, nitro, trifluoromethyl,
trifluoromethoxy, C;-Cs alkyl, C-Cs alkenyl, C-Cs alkynyl, hydroxy, C;-Cs alkoxy, -CO»-
alkyl, -CO;-aryl, -OC(O)alkyl, and -OC(O)aryl, and wherein R'? and R" are independently
H, C;.¢ alkyl, or C.5 alkenyl; and R'*is H, -CHj, or ~CH,CHj; R’ is independently H or a
substituted or unsubstituted —C(O)(C-1salkyl) or -C(0)2(C;-isalkyl); R® is H, -OH, -O-
(alkyl), ~OCO;(C)-1salkyl), or a racemic, L-, or D- amino acid group -OC(O)CHNH,;R'; X
is O or S; Y is H, halo, OH, OR!, SH, or SR*; and Z is H, halo, OH, OR*, SH, or SR*.

24:  The method of claim 18 wherein the masked TLR7 ligand prodrug is selected from
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25.  The method of claim 18 wherein the oral administration of the masked TLR7 ligand
prodrug achieves an in vivo effective plasma concentration of the TLR7 ligand that is 10%
to 500% of the effective in vivo exposure obtained upon ontl administration of the TLR7
ligand alone.

26.  The method of claim 18 wherein the oral administration of the masked TLR7 ligand
prodrug achieves an in vivo effective plasma concentration of the TLR7 ligand that is 50%
to 200%:of the effective in vivo exposure obtained upon oral administration of the TLR7
iigand alone.

27.  The method of claim 25 wherein the oral administration of the masked TLR7 ligand.
prodrug achieves a therapeutically effective plasma concentration of the corresponding
TLR?7 ligand without causing gastrointestinal irritation.

28.  The method of claim 18 wherein the oral administration of the masked TLR7 ligand
prodrug reduces undesirable side effects in a patient relative to the side effects upon oral
administration of the TLR7 ligand alone.

29.  The method of claim 18 wherein the oral administration of the masked TLR7 ligand
prodrug reduces undesirable side effects by 50% in a patient relative to the side effects
upon oral administration of the TLR7 ligand alone.

30. The method of claim 18 wherein the side effect is gastrointestinal irritancy.

31. The method of claim 30 wherein the irritancy is hemorrhage.

32.  The method of claiin 30 wherein the irritancy is lesions.

33.  The method of claim 30 wherein the irritancy is emesis.

34.  The method of claim 18 wherein the patient is human.

35.  The method of claim 18 further comprising administering a pharmaceutically

acceplable excipient, carrier, or vehicle.
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36. The method of claim 18 further comprising administering an additional therapeutic
agent.

37.  The method of claim 36 wherein the additional therapeutic agent is an antiviral
agent.

38. The method of claim 18 wherein the therapeutically or prophylactically effective
dose is 0.001 to 100 mg/kg per day.

39.  The method of claim 38 wherein the therapeutically or prophylactically effective
dose is about 0.1 to 25 mg/kg per day.

40.  The method of claim 39 wherein the therapeutically or prophylactically effective
dose is about 1 to 20 mg/kg per day.

41.  The method of claim 18 wherein thc masked TLR?7 ligand prodrug is administered
parenterally.

42.  The method of claim 41 wherein the masked TLR7 ligand prodrug is administered
intravenously.

43.  The method of claim 18 wherein the masked TLR7 ligand prodrug is administered
orally.

44.  The method of claim 18 wherein the masked TLR?7 ligand prodrug is administered
mucosally.

45. A method for treating diseases responsive to immuno therapy while reducing
undesirable side effects associated with immunologic agents, comprising orally
administering a masked TLR?7 ligand prodrug to a patient in need of immuno therapy,
wherein the masked TLR?7 ligand prodrug achieves a therapeutically effective plasma
concentration of a TLR7 ligand in the patient.

46.  The method of claim 45 wherein the masked TLR7 ligand prodrug is selected from
analogs and derivatives of guanosine, imidazoquinoline, adenine, and pyrimidine.
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47.  The method of claim 45 wherein the prodrug is an (a),amide, carbamate, or amidine
moiety after conversion of 8 TLR7 ligand amine substituent, (b) ester, carbonate,
carbamate, ether, imidate, acetal, aminal, or ketal moiety after conversion of a TLR7 ligand
alcohol substituent, (c) acetal or ketal moiety after conversion of a TLR7 ligand keto
substituent, (d) imidate moiety after conversion of a TLR7 ligand carbonyl of an amido
substituent, (¢) deoxygenated moiety after conversion of a TLR7 ligand oxo substituent of
pyrimidine or guanosine, or (f) amine.

48.  The method of claim 47 wherein the prodrug is selected from an (a) carbamate
moiety after conversion of a TLR7 ligand amine substituent, (b) ester, ether, or animal
moiety after conversion of a TLR7 ligand alcohol substituent, or (e} deoxygenated moiety
after conversion of a TLR7 ligand oxo substituent of pyrimidine or guanosine.

49.  The method of claim 45 wherein the masked TLR7 ligand prodrug is selected from
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wherein: \
each R’ is H, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl, or alkynyl, which may be
interrupted by one or more O, S, or N heteroatoms, or a substituted or unsubstituted aryl or
heteroaryl;

R? is H, OH, SH, halo, or & substituted or unsubstituted alky!, alkenyl, or alkynyl, which
may be interrupted by one or more O, S, or N heteroatoms, or a subatituted or unsubstituted
-O-(alkyi), -O-(aryl), -O-(heteroaryl), -5-(alkyl), -S-(aryl), -S-(heteroaryl), aryl, or
heteroaryl;,

R’isH, bl-l, or SH, or a substituted or unsubatituted alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl,
heteroaryl, -O-(alky), -O-(aryl), -O-(heteroaryl), -S-(alkyl), -S-(aryl), -S-(heteroaryl), -
NH(alkyl), -NH(ary!), -NH(heteroaryl), -NHR*)(alky), -NHR*(eryl), or
“NH(R*)(heteroaryl);

R‘ is a substituted or unsubstituted alkyl;

R? is independently H, —-C(O)(C:-1salkyl), or a racemic, L-, or D- amino acid group
~C(O)CHNH,R’;

R%is H, OR'%, or NR!"),;

R’ is independently H or a substituted or unsubstituted ~C(O)(C;-1salkyl) or —C(0)x(Ci-
1salkyl);

R® is H, ~OH, -O-(alkyl), ~OCO;(C;-1salkyl), ~OC(O)(C)-1salkyl), or a racemic, L-, or D-
amino acid group ~OC(O)CHNH,R';

R is H, or a substituted or unsubstituted alkyl, C(O)CH(C.¢ alkyl)NH;, or ~C{(O)CH(CH,-
aryl)NH;; _

R'%is independently H, C,.¢ alkyl, Cs.7 alkenyl, Cs.; alkynyl, (CR'*R'*),(Cs-C10 aryl),
-(CR"R'})(C;3-C) cycloalkyl), -(CRR'*)(C4-Cio heterocyclic), (CR™*R'*)p OH,
«(CRR"™)50C02C1.15 alkyl, and ~(CRR")oN(R)CO2C1.15 alkyl, and SO(aryl),
wherein t is an integer from 0 to 6 unless otherwise indicated, and wherein the alkyl,
alkenyl, alkynyl, aryl, cycloalkyl, and heterocyclic moieties of the foregoing groups are
optionally substituted with substituents independently selected from halo, cyano, nitro,
triflucromethyl, triftucromethoxy, C;-C alkyl, C;-C¢ alkenyl, C,-Cs alkynyl, hydroxy, C;-
Cs alkoxy, -NH,, -NH-alkyl, -N(alkyl),, -NH-aryl, -N(alkyl)(aryl), -N(aryl), -NHCHO,
-NHC(O)elkyl, -NHC(O)aryl, -N(alkyl)C(O)H, -N(alkyl)C(O)alkyl, -N(aryl)C(O)H,
-N(aryl)C(O)alkyl, -NHCO;alkyl, -N(alkyl)CO5alkyl, -NHC(O)NH,, -N(alkyl)C(O)NH,,
-NHC(O)NH-alkyl, -NHC(O) N(alkyl),, -N(alkyl)C(O)NH-alkyl, N(alky)C(O) N(alkyl),,
-NHSO;-alkyl, -N(alkyl)SO;-alkyl, -C(O)alkyl, -C(O)aryl, -OC(O)alky!, -OC(O)aryl, -
COz-alkyl, -CO2-aryl, -CO.H, -C(O)NH,, -C(O)NH-alkyl, -C(O)N(alkyl),, -C(O)NH-aryl,
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-C(O)N(aryl),, -C(O)N(alkyl)(aryl), -S(O)alkyl, -S(Q)ary, -SOaalkyl, -SOzaryl, -SO,NH;, -
SO,NH-alkyl, and -SO;N(alkyl):;

R is independently H, C;.¢ alkyl, C3-Co cycloalkyl, or together with nitrogen forms a 5-
or 6-membered heterocyclic ring;

R'? and R" are independently H, C.s alkyl, Ca. alkenyl, or Cy.¢ alkynyl;

R" is H, C,¢ alkyl, or -CH-aryl;

XisOorS§;

Y is H, halo, OH, OR*, SH, SR*, NHz, NHR*, N(R*)x, or a substituted or unsubstituted alkyl
or aryl; and

Z is H, halo, OH, OR", SH, or SRY;

or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, metabolite or sterecisomer thereof or a
pharmaceutically acceptable salt or hydrate of said stereoisomer.

50. The method of claim 49 wherein R’ is H or a substituted or unsubstituted
alkyl, alkenyl, or alkynyl; R? is H, OH, halo, or a substituted or unsubstituted alkyl, alkenyl,
or alkynyl, or -CHz-O-(alkyl); R? is H, OH, or SH, or a substituted or unsubstituted -O-
(alkyl), -S-(alky!), or -NH(alkyl); R? is independently H, —C(O)(C;-salkyl), or a racemic,
L-, or D- amino acid group —~C(O)CHNH,R?, wherein R’ is an unsubstituted alkyl; R® is H
or OR', wherein R' is independently C;.s alkyl, C,.; alkenyl, Cs.7 alkynyl, -(CR"’R"*)(Cs-
Cio aryl), -(CR'2R'*){C4-C)o heterocyelic), and -(CRR™)oN(R *)CO;C) .15 alkyl, wherein
t is an integer from O to 4 unless otherwise indicated, and wherein the alky), alkenyl, aryl,
and heterocyclic moieties of the foregoing groups are optionally substituted with 1 to 3
substituents independently selected from halo, cyano, nitro, triflucromethyl,
triflucromethoxy, C;-Cs alkyl, C,-Cs alkenyl, C;-Cg alkynyl, hydroxy, C,-C¢ alkoxy, -CO;-
alkyl, -COz-aryl, -OC(O)alkyl, and -OC(O)aryl, and wherein R'? and R!* are independently
H, C,5 alkyl, or Cos alkenyl; and R'is H, -CH;, or -CH,CH3; R’is independently Hor a
substituted or unsubstituted —C{O)(C;-1salkyl) or —C(0)z(C1-1salkyl); R® is H, ~OH, -O-
(alkyl), -OCO2(C;-1salkyl), or a racemic, L-, or D- amino acid group -OC(O)CHNH:R'; X
is O or S; Y is H, halo, OH, OR®, SH, or SR*; and Z is H, halo, OH, OR*, SH, or SR*.

51.  The method of claim 45 wherein the masked TLR7 ligand prodrug is selected from
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52. The method of claim 45 wherein the disease is a viral infection.

53.  The method of claim 52 wherein the viral infection is selected from an RNA or
DNA virus including adenovirus, cytomegalovirus, hepatitis A virus (HAV),
hepadnaviruses including hepatitis B virus (HBV), flaviviruses including Yellow Fever
virus, hepaciviruses including hepatitis C virus (HCV), herpes simplex type 1 and 2, herpes
zoster, human herpesvirus 6, human immunodeficiency virus (HIV), human papilloma
virus (HPV), influenza A virus, influenza B virus, measles, parainfluenza virus, pestivirus,
poliovirus, poxvirus (including smallpox and monkeypox virus), rhinovirus, coronovirus,
respiratory syncytial virus (RSV), multiple families of viruses that cause hemorrhagic
fevers, including the Arenaviruses, the Bunyaviruses and Filoviruses, and'a range of viral
encephalitides caused by RNA and DNA viruses.
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55. The method of claim 45 wherein the oral administration of the masked TLR7 ligand
prodrug achieves an in vivo effective plasma concentration of the TLR7 ligand that is 10%
to 500% of the effective in vivo exposure obtained upon oral administration of the TLR7
ligand alone.

54, The method of claim 45 wherein the disease is a cancer.

56.  The method of claim 55 wherein the oral administration of the masked TLR7 ligand
prodrug achieves an in vivo effective plasma concentration of the TLR7 ligand that is 50%
to 200% of the effective in vivo exposure obtained upon oral administration of the TLR? -
ligand alone.

57.  The method of claim 56 wherein the oral administration of the masked TLR7 ligand
prodrug achieves a therapeutically effective plasma concentration of the corresponding
TLR?7 ligand without causing gastrointestinal irritation.

58.  The method of claim 45 wherein the oral administration of the masked TLR7 ligand
prodrug reduces undesirable side effects in a patient relative to the side effects upon oral
administration of the TLR7 ligand alone.

59. The method of claim 45 wherein the oral administration of the masked TLR7 ligand
prodrug reduces undesirable side effects by 50% in a patient relative to the side effects
upon oral administration of the TLR7 ligand alone.

60.  The method of claim 45 wherein the side effect is gastrointestinal irritancy.

61. The method of claim 60 wherein the irritancy is hemorrhage.

62. The method of claim 60 wherein the irritancy is lesions.

63.  The method of claim 60 wherein the irritancy is emesis.

64. The method of claim 45 wherein the patient is human.

-
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65.  The method of claim 45 further comprising administering a pharmaceutically
acceptable excipient, carrier, or vehicle.

66.  The method of claim 45 further comprising administering an additional therapeutic
agent.

67.  The method of claim 66 wherein the additional therapeutic agent is an antiviral

'agent.

68.  The method of claim 45 wherein the therapeutically or prophylacticaily effective
dose is 0.001 to 100 mg/kg per day.

69.  The method of claim 68 wherein the therapeutically or prophylactically effective
dose is about 0.01 to 50 mg/kg per day.

70.  The method of claim 69 wherein the therapeutically or prophylactically effective
dose is about 0.} to 20 mg/kg per day.

71.  The method of claim 45 wherein the masked TLR7 ligand prodrug is administered
parenterally.

72.  The method of claim 71 wherein the masked TLR?7 ligand prodrug is administered

intravenously.

73.  The method of claim 45 wherein the masked TLR7 ligand prodrug is administered

orally.

74.  The method of claim 45 wherein the masked TLR?7 ligand prodrug is administered
mucosally.
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ABSTRACT OF THE INVENTION
[00331] This invention relates to methods for treating or preventing hepatitis C virus
infections in mammals using Toll-Like Receptor (TLR)7 ligands and prodrugs thereof.
More particularly, this invention relates to methods of orally administering a therapeutically
effective amount of one or more prodrugs of TLR7 ligands for the treatment or prevention
of hepatitis C viral infection. Oral administration of these TLR7 immunomodulating
ligands and prodrugs thereof to a mammal provides therapeutically effective amounts and
reduced undesirable side effects.
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ADMINISTRACION DE LIGANDOS TLR7 Y SUS PROFARMACOS
PARA TRATAMIENTO DE INFECCION POR VIRUS DE LA
HEPATITIS C
(0001 Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud
Provisional de los Estados Unidos No. 60/500,339, presentada el 5 de
septiembre de 2003, Solicitud Provisional de los Estados Unidos No.
60/518,996, presentada el 10 de noviembre de 2003, y Solicitud Provisional
de los Estados Unidos No. 60/518,997, presentada el 10 de noviembre de

2003.

1. CAMPO DE LA INVENCION

[0002] Esta invencidn se refiere a métodos para tratar o prevenir
infecciones del virus de hepatitis C en mamiferos usando ligandos de
Receptor Tipo Peaje (TLR) 7 y sus profarmacos. Més particularmente, esta
invencion se relaciona con métodos de administrar por via oral una cantidad
terapéuticamente efectiva de uno o mas profdrmacos de ligandos TLR7 para
el tratamiento o prevencion de infeccion virica por hepatitis C. La
administracion oral de estos ligandos inmunomoduladores de TLR7 y sus
profdrmacos a un mamifero provee cantidades terapéuticamente efectivas y

menores efectos colaterales indeseables.

2. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] La inmunomodulacién por moléculas pequefias puede lograrse
identificando compuestos que fijan y activan Receptores Tipo Peaje
(TLRs). Los TLRs juegan un papel importante en las respuestas
inmunitarias innatas en mamiferos y, a menudo, son la primera linea de
defensa contra patogenos tales como bacterias y virus. Los diferentes TLRs
varian en su abundancia en diferentes tipos celulares de mamiferos y varian
asimismo con respecto a las estructuras moleculares que fijan el TLR y
activan las vias de sefializacion. Estas vias de sefializacion llevan al
intervalo de respuestas asociadas con la inmunidad innata.

[0004] Los TLRs detectan PAMPs (patrones moleculares asociados



con patogenos) y estimulan las células inmunitarias mediante la via de
sefializacion TLR-receptor de interleucina 1 (IL-IR) dependiente de
MyD88, que lleva a la activacion del factor de transcripcion NF-xB2. Se
han identificado diez miembros funcionales de la familia de TLRs (TLRI a
TLR10). Akira S. et al., Nature Immunol, 2, 675-680 (2001). TLR2,
TLR4, y TLRS son cruciales para el reconocimiento de peptidoglicano,
lipopolisacérido, y flagelina. Hayashi, F. et al.,, Nature, 410, 1099-1103
(2001). TLR6 se asocia con TLR2 y reconoce lipoproteinas de
micoplasma. Ozinsky, A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA., 97, 13766-
13771 (2000). TLR9 detecta ADN bacteriano que contiene motivos CpG
no metilados y TLR3 activa las células inmunitarias en respuesta a ARN de
doble hebra. Hemmi, H. et al., Nature, 408, 740-745 (2000).

[0005] Se ha sefialado un nimero de compuestos, incluidos andlogos
de guanosina, pirimidinas sustituidas e imidazoquinolinas como ligandos
para TLR7. Véase, por ejemplo, Hemmi et al., Nature Immunol., 3, 196-
200 (2002) (imiquimod y R-848 (resiquimod)); Jurk et al., Nat. Immunol, 3,
499 (2002) (R-848); y Lee ef al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 100, 6646-
6651 (2003) (en donde andlogos de guanosina loxoribina, 7-tia-8-
oxoguanosina (isatoribina), y 7-deazaguanosina y las imidazoquinolinas
imiquimod y R-848 (resiquimod) activan selectivamente el TLR7).

|0006] Antes de enlazarse como ligandos potenciales de TLR7, los
andlogos de guanosina y otros nucleésidos de D- y L-purina han sido objeto
de investigacion considerable las dos ultimas décadas. Véase, por ejemplo,
Reitz et al., J. Med. Chem., 37, 3561-78 (1994); Michael ef al., J. Med.
Chem., 36, 3431-36 (1993) (andlogos inmunomoduladores de guanosina
con sustituyentes en las posiciones 7- y/o 8-); Patente de los Estados Unidos
No. 5,821,236 a Krenitsky ef al. (que divulga derivados 6-alcoxi de
derivados de arabinofuranosil purina que son Utiles para terapia anti-
neoplésica tumor therapy), Patente de los Estados Unidos No. 5,041,426 a
Robins et al (se divulgan ciertos nucleésidos de pirimido[4,5-d]piridimina
como efectivos en el tratamiento contra L1210 en ratones BDF1); Revankar
et al., J. Med. Chem., 27, 1489-96 (1984) (nucledsidos de 3-deazaguanina y
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nucledtidos que demuestran una significativa actividad antivirica de ampl
espectro contra ciertos virus ADN y ARN);

[0007] Recientemente se ha identificado en la literatura como
ligandos TLR7 un numero de compuestos, conocidos por ser
inmunoestimulantes, véase por ejemplo, Heil et al., Eur. J Immunol,
33(11), 2987-97 (2003), Lore et al., J. Immunol, 171(8), 4320-8 (2003),
Nagase et al., J. Immunol, 171(8), 3977-82 (2003), Mohty et al, J.
Immunol, 171(7), 3385-93 (2003), Pinhal-Enfield, et al., Am. J. Pathol,
163(2), 711-21 (2003), Doxsee et al., J. Immunol, 171(3), 1156-63 (2003),
Bottcher et al., Neurosci. Lett., 344(1), 17-20 (2003), Kaisho et al., Curr.
Mol Med., 3(4), 373-85 (2003), Okada et al., Eur. J. Immunol, 33(4), 1012-
9 (2003), Edwards et al., Eur. J. Immunol, 33(4), 827-33 (2003), Akira et
al., Immunol Lett., 85(2), 85-95 (2003), Ito et al., Hum. Immunol, 63(12),
1120-5 (2002), Rothenfusser et al., Hum. Immunol, 63(12), 1111-9 (2002),
Yamamoto ef al., J. Immunol, 169(12), 6668-72 (2002), Gibson et al., Cell
Immunol, 218(1-2), 74-86 (2002), Horng et al., Nature, 420 (6913), 329-33
(2002), Yamamoto et al., Nature, 420(6913), 324-9 (2002), Applequist et
al., Int. Immunol, 14(9), 1065-74 (2002), Sato et al., Int. Immunol, 14(7),
783-91 (2002); Jurk et al., Nat. Immunol, 3(6), 499 (2002); Hormung et al.,
J. Immunol, 168(9), 4531-7 (2002), Hemmi et al., Nat. Immunol, 3(2), 196-
200 (2002); Bruno et al., Eur. J. Immunol, 31(11), 3403-12 (2001);
Jarrossay et al., Eur. J. Immunol, 31(11), 3388-93 (2001); Miettinen et al.,
Genes Immun., 2(6), 349-55 (2001), Chuang et al.,, Eur. Cytokine Netw.,
11(3), 372-8 (2000), y Du et al., Eur. Cytokine Netw., 11(3), 362-71 (2000).
[0008] Estos ligandos TLR7 son conocidos por estimular respuestas
inmunitarias in vitro y en especies animales, y esto ha llevado al analisis de
los usos de estos compuestos para varias aplicaciones terapéuticas, incluidas
terapias anti-viricas y del céncer. Estos compuestos se han caracterizado
como andlogos o derivados de a) guanosina, b) imidazoquinolina, y c)
pirimidina. Véase Akira, Current Opinion, 15, 5-11 (2003). Se ha
descubierto un miembro (imiquimod) de la clase quimica imidazoquinolina

efectivo para tratar infecciones genitales topicas por papilomavirus. Un



segundo miembro de la clase imidazoquinolina, resiquimod, se ha analizado
para el tratamiento de HCV, pero este compuesto no mostré efecto anti-
HCV con dosis orales toleradas. Pockros et al, Gastroenterology, 124
(Suppl 1), A-766 (2003).

[0009] Por consiguiente, aunque ha habido algin uso limitado de los
ligandos TLR7 para el tratamiento de enfermedad inmunitaria e infecciones
viricas; véase por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos No. 5,041,426 y
4,880,784 a Robins et al. (3-8-D-ribofuranosiltiazolo[4,5-d]piridiminas que
demuestran inmunoactividad significativa, incluida proliferacion de
esplenocitos murinos y actividad in vivo contra el virus Semliki Forest);
Publicacién de la Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. US
2003/0199461 y WO 03/045968 a Averett ef al. (nucleésidos de 3-B-D-
ribofuranosiltiazolo[4,5-d]pirimidina que demuestran actividad contra
infecciones cronicas y agudas de virus ADN y ARN); hasta la fecha los
ligandos han demostrado su ineficacia para el tratamiento o prevencion de
virus de hepatitis C.

[0010] Se sabe asimismo que la administracion oral de muchos
andlogos de nucledsido de purina estin sujetos a problemas derivados de
baja absorcién, baja solubilidad, o degradacién en el tracto digestivo como
resultado de condiciones alcalinas o acidas o la accion de enzimas, y/o
combinaciones de estos fenémenos. Por lo tanto, subsiste una necesidad de
andlogos de nucledsido de purina con biodisponibilidad oral mejorada y
administracion, que se emplean para modular aspectos del sistema
inmunitario.

[0011] Mis aiGn, los nucledsidos inmunomoduladores tienen una
tolerabilidad oral relativamente baja cuando se compara con la de la via
intravenosa. Ademds, el tracto gastrointestinal presenta una barrrera de
tolerabilidad particular a agentes inmunitarios en virtud de la gran cantidad
de tejido inmunitario asociado con la pared intestinal (es decir, intestino).
Aunque éste es un mecanismo biolégico importante para prevenir la
invasion del cuerpo por la flora intestinal, el tejido inmunitario puede

afectarse preferencialmente luego de la administracion oral de compuestos
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inmunomoduladores debido a las concentraciones locales elevadas del
compuesto administrado en el intestino. Esto lleva a efectos colaterales
indeseables; por ejemplo en el caso de agentes activadores inmunitarios se
observa gastroenteritis y efectos hemorrdgicos localizados.

[0012] Una solucion al problema de la administracion oral efectiva de
inmunomoduladores no es evidente en la literatura. La evidencia disponible
indica que niveles sistémicos de farmacos administrados en esta clase se
han limitado por toxicidades gastrointestinales luego de dosis orales bajas.
Por lo tanto, subsiste una necesidad de ligandos TLR7 inmunomoduladores
que tienen disponibilidad oral mejorada e irritabilidad gastrointestinal

reducida ("reduced gastrointestinal irritancy"™).

3. SUMARIO DE LA INVENCION

3.1 Ligandos TLR7?
[0013] Esta invencion comprende métodos novedosos para el
tratamiento o prevencion de infeccidon virica de hepatitis C, vy
composiciones farmacéuticas novedosas que utilizan ligandos TLR7 o sus
sales, hidratos, metabolitos o estereoisémeros farmacéuticamente
aceptables.
[0014] En una incorporacién, la invencién comprende un método de
tratar o prevenir una infeccion por el virus de hepatitis C en un paciente
necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una cantidad
terapéutica o profilicticamente efectiva de un ligando TLR7 o su sal,
hidrato, metabolito o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable o una sal
farmacéuticamente aceptable o hidrato de dicho estereoisomero.
[0015] En otra incorporacion, la invencién comprende un método de
tratar o prevenir una infeccion por el virus de hepatitis C en un paciente
necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una cantidad
terapéutica o profildcticamente efectiva de un ligando TLR7 seleccionado
de anélogos y derivados de a) guanosina b) imidazoquinolina c) adenina, y)
pirimidina.

[0016] En otra incorporacién, la invencién comprende un método de
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tratar o prevenir una infeccién por el virus de hepatitis C en un paciente
necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una cantidad
terapéutica o profildcticamente efectiva de un ligando TLR7 seleccionado
de

0 R R'
HN NH
HN 1 l 2
HIN)Q,NI R HoN J:K Ny N,
HO H H s R ’
Hd" R de H
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R‘l
HN H N
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en donde:

cada R' es H, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo,
los cuales pueden interrumpirse por uno o mas heterodtomos O, S, o N, o un
arilo sustituido o no sustituido o heteroarilo;

R? es H, OH, SH, halo, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o
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alquinilo, los cuales pueden interrumpirse por uno o més heteroatomos O,
S, o N, o un -O-(alquilo) sustituido o no sustituido, -O-(arilo), -O-
(heteroarilo), -S-(alquilo), -S<{arilo), -S-(heteroarilo), arilo, o heteroarilo;

R? es H, OH, o SH, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo,
alquinilo, arilo, heteroarilo, -O-(alquilo), -O-(arilo), -O-(heteroarilo), -S-
(alquilo), -S-(arilo), -S-(heteroarilo), -NH(alquilo), -NH(arilo), -
NH(heteroarilo), -NH(R*)alquilo), -NH(R*)(arilo), o

-NH(R*Xheteroarilo), en donde R* es un alquilo sustituido o no sustituido;
Xes046S;

Y es H, halo, OH, OR*, SH, SR* o un alquilo sustituido o no sustituido o
arilo;

Z es H, halo, OH, OR", SH, 6 SR,

o su sal, hidrato, metabolito o estereoisémero farmacéuticamente aceptable
o una sal farmacéuticamente aceptable o hidrato de dicho estereoisémero.
[0017] En otra incorporacion, la invencién comprende un método de
tratar o prevenir una infeccidn por el virus de hepatitis C en un paciente
necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una cantidad
terapéutica o profilicticamente efectiva de un ligando TLR7 seleccionado
de Férmula la, Ib, Ic, Id, Ie, If, Ig, y Ih, en donde R' es H o un alquilo
sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo; R? es H, OH, halo, o un
alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo, o -CH,-O-(alquilo);
R? es H, OH, o SH, o un -O-(alquilo) sustituido o no sustituido, -S-(alquilo),
o -NH(alquilo); X es O 6 S; Y es H, halo, OH, OR*, SH, 6 SR*; y Z es H,
halo, OH, OR*, SH, 6 SR*.

|0018] En otra incorporacidn, la invencién comprende un método de
tratar o prevenir una infeccion por el virus de hepatitis C en un paciente
necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una cantidad
terapéutica o profildcticamente efectiva de un ligando TLR7 seleccionado
de
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o su sal, hidrato, metabolito o estereoisémero farmacéuticamente aceptable.
[0019] En un aspecto, la invencién comprende un método para tratar o
prevenir la infeccién del virus de la hepatitis C en un mamifero necesitado
de ello, preferiblemente en un humano necesitado de ello.

[0020] En una incorporacion alternativa, la invencién comprende un
método para tratar o prevenir la infeccién del virus de la hepatitis C en un
paciente necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una
cantidad terapéutica o profilicticamente efectiva de un ligando TLR7 y un
excipiente, portador, o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0021] En una incorporacién alternativa, la invencién comprende un
método para tratar o prevenir la infeccién del virus de la hepatitis C en un
paciente necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una
cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva de un ligando TLR7 por
via oral, mucosa, topica o transdérmica.

[0022] En una incorporacion preferida, la invencion comprende un



método para tratar o prevenir la infeccion del virus de la hepatitis C en un
paciente necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una
cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva de un ligando TLR7 por
via parenteral.

[0023] En una incorporacién separada, la invencién comprende un
método para tratar o prevenir la infeccién del virus de la hepatitis C en un
paciente necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una
cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva de un ligando TLR7 y un
agente terapéutico adicional, preferiblemente un agente antiviral o
inmunomodulador adicional.

[0024] La invencién abarca ademds composiciones farmacéuticas,
apropiadas para administracion parenteral a un paciente, que comprenden
una cantidad terapéutica o farmacéuticamente aceptable de un ligando
TLR7 de la invencién en una forma estéril; composiciones farmacéuticas
apropiadas para administracién oral a un paciente, que comprenden una
cantidad terapéutica o farmacéuticamente aceptable de un ligando TLR7 de
la invencion, en donde tales composiciones se formulan para reducir la
exposicion de la anatomia inmunitaria sub-epitelial al ligando TLR7
mejorando al mismo tiempo la absorcion sistémica del ligando TL.R7 ;
composiciones farmacéuticas apropiades para administracién mucosal a un
paciente, que comprenden una cantidad terapéutica o farmacéuticamente
aceptable de un ligando TLR7 de la invencién, en donde tales
composiciones se formulan para reducir la exposicion de la anatomia
inmunitaria sub-epitelial al ligando TLR7 mejorando al mismo tiempo la
absorcion sistémica del ligando TLR7; y composiciones farmacéuticas
apropiadas para administracion topica a un paciente, que comprenden una
cantidad terapéutica o farmacéuticamente aceptable de un ligando TLR7 de
la invencion, en donde tales composiciones se formulan para reducir la
exposicién de la anatomia inmunitaria sub-epitelial al ligando TLR7
mejorando al mismo tiempo la absorcion sistémica del ligando TLR7.
Dependiendo del tejido especifico por tratarse, pueden usarse componentes

adicionales, tales como reforzadores de penetracion, antes de, en conjuncién



con, o subsiguiente al tratamiento con ingredientes activos de la invencidn.
En una incorporacion preferida, cada una de estas composiciones estd en
una presentacion farmacéutica unitaria simple y comprende una cantidad de
ingrediente activo, suficiente para tratar o prevenir la infeccién humana por
el virus de la hepatitis C.
[0025] En una incorporacién especifica, la invencion incluye una
composicion farmacéutica que comprende un ligando TLR7 seleccionado
de andlogos y derivados de a) guanosina, b) imidazoquinolina, c) adenina, y
d) pirimidina.
|0026] En otra incorporacion especifica, la invencién incluye una
composicion farmacéutica que comprende un ligando TLR7 seleccionado
de Formulas Ia, Ib, Ic, Id, Ie, If, Ig, y Th, o su sal, hidrato, metabolito o
estereoisomero farmacéuticamente aceptable o una sal farmacéuticamente
aceptable o hidrato de dicho estereoisémero.

3.2 Profirmacos de Ligando TLR7
[0027] Esta invencion contiene igualmente métodos novedosos para el
tratamiento o prevencién de infeccion virica de hepatitis C, y novedosas
composiciones farmacéuticas que utilizan proférmacos de ligando TLR7 o
sus sales, hidratos, metabolitos o estereoisomeros farmacéuticamente
aceptables.
[0028] En igual forma esta invencién incluye métodos novedosos de
tratar enfermedades sensibles a inmunoterapia con agentes inmunitarios,
[métodos] que comprenden administrar por via oral un profarmaco de
ligando TLR7 a un paciente necesitado de inmunoterapia, en donde el
profédrmaco de TLR7 logra una concentracion plasmatica terapéuticamente
efectiva del ligando TLR7 en el paciente.
[0029] En una incorporacion, la invencion contiene un método de
tratar una infeccién por el virus de hepatitis C en un paciente, [método] que
comprende administrar por via oral al paciente un profirmaco de ligando
TLR7 o su sal, hidrato, o estereoisémero farmacéuticamente aceptable, en
donde la administracion oral del profirmaco de ligando TLR7 logra una
concentracion plasmética terapéuticamente efectiva del ligando TLR7
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reduciendo al mismo tiempo los efectos colaterales indeseables asociados
con ligandos TLR7. En una incorporacion preferida, el profarmaco de
ligando TLR7 es un profirmaco de ligando TLR7 enmascarado.

[0030] En otra incorporacién, la invencién contiene ademds un
método de tratar enfermedades sensibles a inmunoterapia, reduciendo al
mismo tiempo los efectos colaterales indeseables asociados con agentes
inmunitarios, [método] que comprende administrar por via oral un
profirmaco de ligando TLR7 a un paciente necesitado de inmunoterapia, en
donde el profarmaco de TLR7 logra una concentraciéon plasmadtica
terapéuticamente efectiva del ligando TLR7 en el paciente. En una
incorporacion preferida, el profarmaco de ligando TLR7 es un proféirmaco
de ligando TLR7 enmascarado.

[0031] En otra incorporacion, la administracion oral del profirmaco de
ligando TLR7 mejora la biodisponibilidad in vivo del ligando TLR7. En
una incorporacion preferida, la administracion oral del profirmaco de
ligando TLR7 logra un concentracién plasmédtica efectiva in vivo del
ligando TLR7 que es 10% a 500% de la exposicion efectiva in vivo
obtenida luego de la administracién oral del ligando TLR7 solo. En otra
incorporacién preferida, la administracién oral del profirmaco de ligando
TLR7 enmascarado logra una concentracién plasmadtica efectiva in vivo del
ligando TLR7 que es 50% a 200% de la exposicién efectiva in vivo
obtenida luego de la administracién oral del ligando TLR7 solo.

[0032] En otra incorporacidn, la administracién oral del profarmaco de
ligando TLR7 reduce efectos colaterales adversos. En una incorporacion
preferida, el efecto colateral comprende irritabilidad gastrointestinal, en
donde la irritabilidad gastrointestinal comprende hemorragia, lesiones, y
émesis.

[0033] En otra incorporacion, el profirmaco de ligando TLR7 mejora
la disponibilidad oral en por lo menos 25% y reduce la irritabilidad
gastrointestinal en por lo menos 50% en un paciente, en relacion con la
administracion oral del ligando TLR7 solo. En otra incorporacion, el
profirmaco de ligando TLR7 mejora la disponibilidad oral en por lo menos
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50% y reduce la irritabilidad gastrointestinal, de modo que se limitan otras
toxicidades en un paciente, en relacién con la administracién oral del
ligando TLR7 solo.

[0034] En una incorporacién preferida, el profirmaco de ligando
TLR7 logra una concentracion plasmitica terapéuticamente efectiva que es
25% a 200% de la concentracién efectiva in vivo del ligando TLR7 en un
paciente luego de la administracién oral, con irritabilidad gastrointestinal
minima.

[0035] En una incorporacidn, los métodos de la invencién comprenden
administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad terapéutica o
profilacticamente efectiva de un profirmaco de un ligando TLR7
seleccionado de anilogos y derivados de a) guanosina, b) imidazoquinolina,
c) adenina, y d) pirimidina.

[0036] En ofra incorporacién, los métodos de la invencion incluyen
administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad terapéutica o
profilacticamente efectiva de un profirmaco de un ligando TLR7
seleccionado de andlogos y derivados de a) guanosina, b) imidazoquinolina,
c¢) adenina, y d) pirimidina, en donde el proférmaco es (a) una fraccién
amida, carbamato, o amidina luego de la conversién de un sustituyente
amina de ligando TLR7, (b) una fraccion éster, carbonato, carbamato, éter,
imidato, acetal, aminal, o cetal luego de la conversion de un sustituyente
alcohol de ligando TLR7, (c) una fraccion acetal o cetal luego de la
conversion de un sustituyente ceto de ligando TLR7, (d) una fraccién
imidato luego de la conversiéon de un carbonilo de ligando TLR7 de un
sustituyente amido, (¢) una fraccién desoxigenada luego de la conversion de
un sustituyente oxo de ligando TLR7 de pirimidina o guanosina, o (f)
amina.

[0037] En otra incorporacién, los métodos de la invencién incluyen
administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad terapéutica o
profildcticamente efectiva de un profarmaco de un ligando TLR7

seleccionado de



1 R® ,Fi
Hu% NN
| 1 I 7
Hzﬂ)\\N N HaN” N J::x "\
*o R'-o'\(i)’ g ey
RS BRS R OR® R?,"
R
IIa , b , Ic ,
0 z’ 0
HN HN N
G
H,NJ*N / HgN J—Y ,
R\
RE 0 (o) R® (o) NH
. jeus
R’ RS R°d  ORS N“TR s
Id , Ile , If ,
R®
oY
7 l )=O.
R\\H HENAN
NJ\N
R‘l)\TIkRo R5 0
RS 'ORS
ng ITh ,
en donde:

cada R es H, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo,

los cuales pueden interrumpirse por uno o mas heteroatomos O, S, o N, o un

arilo sustituido o no sustituido o heteroarilo;

R? es H, OH, SH, halo, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o

alquinilo, los cuales f)ueden interrumpirse por uno o més heterodtomos O,

S, o N, o un -O-(alquilo) sustituido o no sustituido, -O-(arilo), -O-
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(heteroarilo), -S-(alquilo), -S-(arilo), -S-(heteroarilo), arilo, o heteroarilo;
R’ es H, OH, o SH, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo,
alquinilo, arilo, heteroarilo, -O-(alquilo), -O-(arilo), -O-(heteroarilo), -S-
(alquilo), -S-(arilo), -S-(heteroarilo), -NH(alquilo), -NH(arilo), -
NH(heteroarilo), -NH(R*)(alquilo), -NH(R*X(arilo), o -NH(R*)(heteroarilo);
R* es un alquilo sustituido o no sustituido;

R’es independientemente H, -C(OXC,. salquilo), o un grupo aminoécido L-,
o D-, racémico -C(O)CHNH;R’;

Rées H, OR'®, o N(R'"),;

R es independientemente H o un -C(O)(C,.\salquilo) 0 -C(O),(C.1salquilo)
sustituido o no sustituido;

R® es H, -OH, -O-(alquilo), -OCO4(C,.jsalquilo), -OC(OXC,.salquilo), o un
grupo amino acido L-, o D-, racémico -OC(O)CHNH;R';

R® es H, o un alquilo sustituido o no sustituido, C(O)CH(C,alquil)NH,, o -
C(O)CH(CH;-aril)NH,;

R' es independientemente H, C,galquilo, Cs.salquenilo, Cs.7alquinilo, -
(CR"RV)(Cs-Cio arilo),

(CR"R")(Cs-C\ccicloalquilo),  {CR"R"™)(C,-Cjcheterociclico), -
(CR"R"™),,0H,

«(CR"R™)»0CO.Cyisalquilo, y -(CR"R™)oNR"™)CO,C.salquilo, y
SO(arilo),

en donde t es un entero que va de 0 a 6 2 menos que se indique lo contrario,
y en donde las fracciones alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo, y
heterociclico de los grupos precedentes se sustituyen de manera opcional
con sustituyentes seleccionados independientemente de halo, ciano, nitro,
trifluorometilo, trifluorometoxi, C,-C, alquilo, C-C¢ alquenilo, C-C,
alquinilo, hidroxi, C,-Cg alcoxi, -NH,, -NH-alquilo, -N(alquil),, -NH-arilo, -
N(alquil)(arilo), -N(aril);, -NHCHO, -NHC(O)alquilo, -NHC(O)arilo,
N(alquil)C(O)H, -N(alquil)C(O)alquilo, -N(aril)C(O)H,
N(aril)C(O)alquilo, -NHCO,alquilo, -N(alquil)CO,alquilo, -NHC(O)NH;,
N(alquil)C(O)NH;, -NHC(O)NH-alquilo, -NHC(O) N(alquil),,
N(alquil)C(O)NH-alquilo, N(alquil)C(O) N(alquil);, -NHSO;-alquilo,



N(alquil)SO»-alquilo, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -OC(O)alquilo, -
OC(O)arilo, -COs-alquilo, -COs-arilo, -CO,H, -C(O)NH,;, -C(O)NH-
alquilo, -C(O)N(alquil),, -C(O)NHe-arilo, -C(O)N(aril),, -
C(O)N(alquil)(arilo), -S(O)alquilo, -S(O)arilo, -SOsalquilo, -SQ.arilo, -
SO,NH;, -SO;NH-alquilo, y -SO;N(alquil),;

R'" es independientemente H, C,s alquilo, C3-Cio cicloalquilo, o
conjuntamente con nitrégeno forma un anillo heterociclico de 5 6 6
miembros;

R"2 y R"Y son independientemente H, C,4 alquilo, C; alquenilo, o Cy,
alquinilo;

R“esH, Cig alquilo, o -CH;-arilo;

XesOo0S;

Y es H, halo, OH, OR*, SH, SR*, o un alquilo sustituido o no sustituido o
arilo; y

Z es H, halo, OH, OR*, SH, 6 SR*

o su sal, hidrato, metabolito o estereoisomero farmacéuticamente aceptable
o una sal farmacéuticamente aceptable o hidrato de dicho estereoisémero.
|0038] En otra incorporacidn, la invencién comprende un método de
tratar o prevenir una infeccion por el virus de hepatitis C en un paciente
necesitado de ello, [método] que incluye administrar al paciente una
cantidad terapéutica o profilicticamente efectiva de un ligando TLR7?
seleccionado de Férmula Ila, IIb, 1le, I1d, 1le, IIf, Iig, y 1Ih, en donde R' es
H o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo; R2 es H,
OH, halo, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo, o -
CH,-O-{alquilo), R? es H, OH, 6 SH, o un -O-(alquilo) sustituido o no
sustituido, -S-(alquilo), o -NH(alquilo); R’ es independientemente H, -
C(OXC;i.isalquilo), o un grupo aminodcido L-, o D-, racémico -
C(O)CHNH;R®, en donde R es un alquilo no sustituido; RéesH6OR'", en
donde R'® es independientemente C, alquilo, C;.7 alquenilo, Cs 7 alquinilo,
(CRPR")(C¢-Cyoarilo),  -(CR'’R")(C¢Cyoheterociclico), y -
(CR'ZRP),,oN(R')CO;C.15 alquilo, en donde t es un entero que va de 0 a 4

a menos que se indique lo contrario, y en donde las fracciones alquilo,
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alquenilo, arilo, y heterociclico de los grupos precedentes se sustituyen de
manera opcional con 1 a 3 sustituyentes seleccionados independientemente
de halo, ciano, nitro, trifluorometilo, trifluorometoxi, C,-C¢ alquilo, C,-Cs
alquenilo, C>-Cg alquinilo, hidroxi, C,-Cg alcoxi, -CO,-alquilo, -CO,-arilo, -
OC(O)alquilo, y -OC(O)arilo, y en donde R'? y R" son independientemente
H, C,¢ alquilo, o C,4 alquenilo; y R" es H, -CH;, 6 -CH,CHj; R’ es
independientemente H o un -C(O)(C1-18alquilo) sustituido o no sustituido
0 -C(O)(C,.isalquilo); R® es H, -OH, -O-(alquilo), -OCO;(C;.isalquilo), o
un grupo aminoécido L-, o D-, racémico -OC(O)CHNH,R;: X es 06 S; Y
es H, halo, OH, OR*,

SH, 6 SR* y Z es H, halo, OH, OR, SH, 6 SR*.

0039} En una incorporacion especifica, la invencion comprende un
método de tratar o prevenir una infeccién por el virus de hepatitis C en un
paciente necesitado de ello, que comprende admir;istrar al paciente una
cantidad terapéutica o profiladcticamente efectiva de un profarmaco de un

ligando TLR7 seleccionado de
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o su sal, hidrato, o estereoisémero farmacéuticamente aceptable o una sal
farmacéuticamente aceptable o hidrato de dicho estereoisémero.

[0040] En otra incorporacion preferida de la invencion, el profarmaco
de ligando TLR7 es un profirmaco de éster de aminoécido del ligando
TLR7. En otra incorporacion preferida, el profirmaco de éster de
aminodcido del ligando TLR7 es un éster de valilo.

[0041] En una incorporacién de la invencién, R® no es un grupo
aminodcido L-, o D-, racémico -C(O)CHNH,R’. En otra incorporacién, R®
no es un grupo aminodcido, L-, o D-, racémico ~-C(O)CHNH,R® cuando el
profarmaco de ligando TLR7 se selecciona de un compuesto de Férmula
IIh.

[0042] En otra incorporacién alternativa, la invencién comprende un
método para tratar o prevenir la infeccién del virus de la hepatitis C en un
paciente necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una
cantidad terapéutica o profildcticamente efectiva de un profirmaco de un
ligando TLR7 y un excipiente, portador, o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

[0043] En una incorporacién separada, la invencion comprende un
método para tratar o prevenir la infeccion del virus de la hepatitis C en un
paciente necesitado de ello, que comprende administrar al paciente una
cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva de un profirmaco de un
ligando TLR7 y un agente terapéutico adicional, preferiblemente un agente

anti-virico o inmunomodulador adicional.
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[0044] La invencién incluye asimismo composiciones farmacéuticas
apropiadas para administracion parenteral a un paciente, que comprenden
una cantidad terapéutica o farmacéuticamente aceptable de un profarmaco
de un ligando TLR7 de la invencion en una forma estéril; composiciones
farmacéuticas apropiadas para administracion parenteral a un paciente, que
comprenden una cantidad terapéutica o farmacéuticamente aceptable de un
profirmaco de un ligando TLR7 de la invencidén; composiciones
farmacéuticas apropiadas para administracion mucosal a un paciente, que
comprenden una cantidad terapéutica o farmacéuticamente aceptable de un
profairmaco de un ligando TLR7 de la invencion; y composiciones
farmacéuticas apropiadas para administracion tdpica a un paciente, que
comprenden una cantidad terapéutica o farmacéuticamente aceptable de un
profirmaco de un ligando TLR7 de la invencién. Dependiendo del tejido
especifico por tratarse, pueden usarse componentes adicionales, tales como
reforzadores de penetracion, antes de, en conjuncion con, o subsiguiente al
tratamiento con ingredientes activos de la invencién. En una incorporacion
preferida, cada una de estas composiciones estd en una presentacion
farmacéutica unitaria simple y comprende una cantidad de ingrediente
activo suficiente para tratar o prevenir la infeccién humana por el virus de
la hepatitis C.

[0045] En a incorporacion especifica, la invencién incluye una
composicion farmacéutica que comprende un profirmaco de un ligando
TLR7 seleccionado de Férmula IIa, 1Ib, Ile, I1d, lle, IIf, lig, y Ilh, o su sal,
hidrato o estereoisdbmero farmacéuticamente aceptable o una sal
farmacéuticamente aceptable o hidrato de dicho estereoisémero.

[0046] En otra incorporacién de la invencidn, y dependiendo del tejido
especifico por tratarse, pueden usarse componentes adicionales, incluidos,
pero no limitados a, reforzadores de penetracion, moléculas que toman
como diana el drea de la infeccién y moléculas que reducen la toxicidad in
vivo del profirmaco de un ligando TLR7, antes de, en conjuncidn con, o
subsiguiente al tratamiento con uno o més profirmacos de ligando TLR7 de

la invencidn.



[0047] El profdrmaco de ligando TLR7s son ltiles como reforzadores
del sistema inmunitario y poseen ciertas propiedades del sistema
inmunitario, incluidas modulacién, mitogenicidad, aumento, y/o
potenciacion, o son intermedios para compuestos que tienen estas
propiedades. Se espera que los compuestos manifiesten los efectos luego de
la administracion a un mamifero en por lo menos una de las poblaciones de
células caracterizadas como los linfocitos citoliticos naturales ("the natural
killer cells'), macrofagos, células dendriticas, y linfocitos del sistema
inmunitario del anfitrion. Debido a estas propiedades, ellos son Gtiles como
agentes anti-infecciosos, incluidos, pero no limitados a, agentes anti-viricos,
y como agentes anti-neopldsicos o como intermedios para los mismos.
Pueden usarse para tratar un anfitrién afectado sirviendo como los
ingredientes activos de composiciones farmacéuticas apropiadas.

[0048] En un aspecto de la invencién, los profdrmacos de ligando
TLR7 se utilizan para tratar toda la gama de enfermedades viricas en
mamiferos administrando al mamifero una cantidad terapéuticamente
efectiva de los compuestos. Enfermedades viricas contempladas para
tratarse con profarmacos de ligando TLR7 incluyen infecciones crénicas y
agudas causadas por virus ADN y ARN. Sin limitar de ningiin modo la
gama de infecciones viricas que pueden tratarse, los profarmacos de ligando
TLR7 son particularmente utiles en el tratamiento de infecciones causadas
por adenovirus, citomegalovirus, virus de la hepatitis A (HAV), virus de la
hepatitis B (HBV), flavivirus incluido el virus de la fiebre amarilla,
hepacivirus incluido el virus de la hepatitis C (HCV), herpes simplex tipo 1
y 2, herpes zoster, herpesvirus 6 humano, virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV), virus de papiloma humano (HPV), virus de la influenza A,
virus de la influenza B, sarampion, virus de la parainfluenza, pestivirus,
poliovirus, poxvirus (incluido el virus de la viruela y de la viruela de los
monos), rinovirus, coronovirus, virus respiratorio sincitial (RSV), maltiples
familias de virus que causan fiebres hemorragicas, incluido los Arenavirus
(LCM, virus Junin, virus Machupo, virus Guanarito, y fiebre de lassa), los

virus Bunya (virus Hanta y fiebre del Valle de Rift) y Filovirus (virus de
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Ebola y Marburg), una gama de encefalitis viricas incluidas el virus del
Nilo occidental, virus LaCrosse, virus de la encefalitis de California, virus
de la encefalitis equina venezolana, virus de la encefalitis equina oriental,
virus de la encefalitis equina occidental, virus de la encefalitis japonesa,
virus del bosque Kysanur, y virus portados por garrapatas tales como el
virus de la fiebre hemorrdgica de Crimea-Congo.

[0049] En otro aspecto de la invencién, los profairmacos de ligando
TLR7 se utilizan para tratar infecciones bacterianas, fiingicas y protozoarias
en mamiferos, administrando al mamifero una cantidad terapéuticamente
efectiva de los profirmacos. Se contempla que toda la gama de
microorganismos patdgenos susceptibles de tratarse por los profirmacos de
ligando TLR7 de la presente invencién, incluidos sin limitacién aquellos
organismos que son resistentes a los antibidticos. La capacidad de los
profarmacos de ligando TLR7 de activar miiltiples componentes del sistema
inmunitario elude mecanismos de resistencia encontrados cominmente para
reducir la susceptibilidad a antibiticos y, por consiguiente, el tratamiento
de infecciones en un mamifero, causadas por dichos microorganismos
resistentes por proférmacos de ligando TLR7, es una utilidad particular de
la presente invencion.

10050] En otro aspecto de la invencién, los profairmacos de ligando
TLR7 se utilizan para tratar tumores en mamiferos, administrando al
mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de los profirmacos. Los
tumores o neoplasias contemplados para tratarse incluyen aquellos
resultantes de aberraciones en procesos celulares normales asi como los
causados por virus, y el efecto puede involucrar inhibir la difusion de
células cancerosas, acelerar la eliminacién de células cancerosas, inhibir la
transformacion de células infectadas con virus a un estado neoplésico,
inhibir la difusién de virus de células transformadas a otras células
normales, y/o detener el crecimiento de células transformadas con virus. Se
espera que los profédrmacos de ligandos TLR7 sean itiles contra un amplio
espectro de tumores, incluidos, pero no limitados a carcinomas, sarcomas, y

leucemias. Incluidos en tal clase se encuentran carcinomas de mama, colon,



vejiga, pulmén, préstata, estomago, y pancreas y leucemias linfoblésticas y
mieloides.
[0051] En otro aspecto de la invencién, un método de tratar un

mamifero comprende administrar una cantidad terapéutica y/o

profilacticamente efectiva de un producto farmacéutico que contiene un_

profarmaco de ligando TLR7 de la invencién. En este aspecto, el efecto
puede referirse a la modulacién de alguna porcioén del sistema inmunitario
del mamifero, especialmente la modulacién de actividades de citocinas de
Thl y Th2, incluidas pero no limitadas a la familia de interleucinas, por
ejemplo, IL-1 a IL-12, y otras citocinas tales como TNFa, e interferones
incluidos interfer6n a, interferén B, e interferén y, y sus efectores corriente
abajo ("downsteam effectors’). Donde ocurre la modulacién de citocinas
Thl y Th2, se contempla que la modulacion puede incluir la estimulacion
de las dos Thl y Th2, la supresion de las dos Thl y Th2, la estimulacién de
cualquiera de Thl 6 Th2 y la supresion de la otra, o una modulacién
bimodal en la cual ocurre un efecto sobre los niveles Th1/Th2 (tales como
supresion generalizada) a una alta concentracion, mientras que el otro
efecto (tal como la estimulacién de cualquiera de Thl 6 Th2 y la supresion
del otro) ocurre a una concentracién baja.

{0052] En otro aspecto de esta invenciébn, composiciones
farmacéuticas que contienen un profirmaco de un ligando TLR7 se
administran en dosis terapéuticamente efectivas a un mamifero que estd
recibiendo medicamentos inmunomoduladores no incluidos en esta
invencién. En un aspecto preferido, las dosis del medicamento
inmunomodulador se reducen por debajo de su dosis efectiva acostumbrada,
para disminuir los efectos adversos. En un segundo aspecto preferido, el
medicamento inmunomodulador se usa en su dosis habitual, pero con un
efecto terapéutico mejorado cuando se administra ademas un profarmaco de
un ligando TLR7.

[0053] En otro aspecto de la invencién, composiciones farmacéuticas
que contienen un profirmaco de un ligando TLR7 se administran en una

dosis terapéuticamente efectiva a un mamifero que estd recibiendo
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medicamentos anti-infecciosos no incluidos en esta invencién. En un
aspecto preferido de esta invencion, las composiciones farmacéuticas que
contienen un profidrmaco de un ligando TLR7 se administran en una dosis
terapéuticamente efectiva con medicamento(s) anti-infeccioso(s) que
actua(n) directamente sobre el agente infeccioso para inhibir el crecimiento

del agente infeccioso, o eliminarlo.

4. BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0054] Figura 1 es una representacién grifica de los niveles
plasméticos de isatoribina e interferén a en ratones.

[005S] Figura 2 es una representacion grifica de las Variaciones de
Carga Virica en Pacientes infectados con HCV que reciben isatoribina.

5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

5.1 DEFINICIONES
[0056] Donde en esta especificacidn se emplean los siguientes
términos, éstos se usan como se define a continuacion:
[0057] Los términos "comprende/comprenden” e "incluye/incluyen” se
emplean aqui en sus sentido abierto, no limitado.
[0058] El término "nucleésido” se refiere a un compuesto conformado
por cualquier fraccion de pentosa o pentosa modificada, unida a una
posicién especifica de un heterociclo o a la posicion natural de una purina

(posicién 9-) o pirimidina (posicién 1-) o a la posicién equivalente en un

analogo.

[0059] El término "purina" se refiere a heterociclos biciclicos
nitrogenosos.

[0060] El término "D-nucledsidos" se refiere a los compuestos de

nucleésido que tienen una fraccion de azicar D-ribosa (por ejemplo,
Adenosina).

[0061] El término "L-nucleésidos" se refiere a los compuestos de
nucledsido que tienen una fraccion de azicar L-ribosa.

[0062] El término "immunomodulador" se refiere a productos
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naturales o sintéticos capaces de modificar el sistema inmunitario normal o
aberrante mediante estimulacion o supresién.

[0063] El término "NOAEL" es el Nivel de Eventos Adversos No
Observados, que es un término de toxicologia para la dosis de medicamento
que resulta en una toxicidad no significativa bajo las condiciones
especificadas de nivel de dosis, frecuencia, duracion en una especie
seleccionada.

[0064] "Ligando" significa una molécula de bajo peso molecular capaz
de unirse a un receptor bioldgico. Un ligando puede ser o bien un agonista
o bien un antagonista, o puede no tener efecto.

[0065] Un "agonista” es un ligando que, luego de unirse, estimula al
receptor a ejercer una respuesta biolégica que es consistente con la
actividad biologica normal del receptor.

[0066] Un "antagonista" es un ligando que, luego de unirse, hace que
el receptor no ejerza la actividad biol6gica normal del receptor.

[0067] El término "mamifero” incluye tanto animales como humanos.
[0068] El término "previene/previenen" se refiere a la capacidad de
una compuesto o composicion de la invencién para prevenir una
enfermedad identificada aquf en mamiferos diagnosticado como portador de
la enfermedad o que estdn en riesgo de desarrollar tal enfermedad. El
término incluye igualmente prevenir la evolucién posterior de la
enfermedad en mamiferos que ya estén sufriendo de tal enfermedad o tienen
los sintomas de ella.

[0069] El término "trata/tratan” se refiere a:

(i) impedir que una enfermedad, trastorno, o dolencia
ocurra en un mamifero que puede estar predispuesto a la enfermedad,
trastorno y/o dolencia, pero que ain no ha sido diagnosticado como
portador de ella;

(ii) inhibir la enfermedad, trastorno, o dolencia, es decir,
detener su evolucion; y

(iii) aliviar la enfermedad, trastono, o dolencia, es decir,

producir la regresién de la enfermedad, trastorno, y/o dolencia.
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[0070] Los términos "a" y "#" indican la configuracion estereoquimica
especifica de un sustituyente en un atomo de carbono asimétrico en una
estructura quimica tal como se representa en un esquema ("in a chemical
structure as drawn").

[0071] Los términos "paciente” o "sujeto" significan un animal (por
ejemplo, vaca, caballo, oveja, cerdo, pollo, pavo, codorniz, gato, perro,
raton, rata, conejo, conejillo de Indias, etc.) o un mamifero, incluidos
animales quiméricos y transgénicos y mamiferos. En el tratamiento o
prevencion de infeccién de HCV, el término "paciente” o "sujeto" significa
preferiblemente un mono o humano, muy preferiblemente un humano. En
una incorporacion especifica el paciente o sujeto estd infectado por o
expuesto al virus de la hepatitis C. En ciertas incorporaciones, el paciente
es un paciente humano infante (edad 0-2), nifio (edad 2-12), adolescente
(edad 12-17), adulto (edad 18 en adelante) o geridtrico (edad 70 en
adelante). Adicionalmente, el paciente incluye pacientes
inmunocomprometidos tales como pacientes VIH positivos, pacientes con
céncer, pacientes sometidos a inmunoterapia o quimioterapia. En una
incorporacién particular, el paciente es un individuo sano, es decir, no
presenta sintomas de otras infecciones viricas.

[0072] El término una "cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere
a una cantidad del ligando TLR7 o profirmaco de un ligando TLR7 de la
invencion, suficiente para proporcionar un beneficio en el tratamiento o
prevencion de enfermedad virica, retrasar o minimizar los sintomas
asociados con infeccién virica o enfermedad inducida por virus, o curar o
aliviar la enfermedad o infeccién o su causa. En particular, una cantidad
terapéuticamente efectiva significa una cantidad suficiente para
proporcionar un beneficio terapéutico in vivo. Usado en conexion con una
cantidlad de un compuesto de la invencién, el término abarca
preferiblemente una cantidad atxica que mejora la terapia general, reduce
o evita los sintomas o causas de la enfermedad, o intensifica la eficacia
terapéutica de o las sinergias con otro agente terapéutico.

|0073] El término una "cantidad profildcticamente efectiva”" se refiere



a una cantidad de un compuesto de -la invencion u otro ingrediente activo
suficiente para resultar en la prevencion de infeccién, recurrencia o difusion
de infeccion virica. Una cantidad profildcticamente efectiva puede referirse
a una cantidad suficiente para prevenir la infeccién inicial o la recurrencia o
difusion de la infeccion o una enfermedad asociada con la infeccién. Usado
en conexién con una cantidad de un compuesto de la invencién, el término
incluye una cantidad atoxica que mejora la profilaxis general o intensifica la
eficacia profilctica de, o se integra con otro agente profilactico o
terapéutico.

[0074] El término "en combinacion” se refiere al uso de mas de un
agente profilictico y/o terapéutico simultinea o secuencialmente y de
manera que sus respectivos efectos sean aditivos o sinérgicos.

[0075] El término "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a
sales preparadas de dcidos at6xicos o bases farmacéuticamente aceptables,
incluidos acidos inorgdnicos y bases y acidos y bases orgénicos. Si el
profirmaco de ligando TLR7 inventivo es una base, la sal
farmacéuticamente aceptable deseada puede prepararse por cualquier
método apropiado disponible en el arte, por ejemplo, tratamiento de la base
libre con un écido inorgénico, tal como 4cido clorhidrico, &cido
bromhidrico, acido sulfiirico, acido nitrico, acido fosférico y similares, o
con un &acido orgdnico, tal como &cido acético, dcido maleico, écido
succinico, acido mandélico, dcido fumdrico, dcido maldnico, dcido pirtvico,
acido oxalico, dcido glicdlico, dcido salicilico, un dcido de piranosidilo, tal
como 4cido glucurdnico o dcido galacturénico, un a-hidroxiacido, tal como
acido citrico o acido tartdrico, un aminodcido, tal como 4cido aspadrtico o
dcido glutimico, un inorganicos aromatico, tal como acido benzoico o acido
cinnamico, un acido sulfénico, tal como acido p-toluenosulfénico o acido
etanosulfénico, o similares. Si el proférmaco de ligando TLR7 inventivo es
un écido, la sal deseada, farmacéuticamente aceptable, puede prepararse por
cualquier método apropiado, por ejemplo, tratamiento del acido libre con
una base organica o inorganica, tal como una amina (primaria, secundaria o

terciaria), un hidréxido de metal alcalino o un hidroxido de metal



alcalinotérreo, o similares. Ejemplos ilustrativos de sales apropiadas
incluyen sales orgénicas derivadas de aminoécidos, tales como glicina y
arginina, amoniaco, aminas primarias, secundarias, y terciarias, y aminas
ciclicas, tales como piperidina, morfolina y piperazina, y sales inorganicas
derivadas de sodio, calcio, potasio, magnesio, manganeso, hierro, cobre,
zinc, aluminio y litio.

[0076] El término "profirmaco" tiene como fin significar cualquier
entidad quimica que, luego de la administracion, se convierte mediante
acciones metabdlicas o solvélisis en una entidad quimica diferente que
conserva la actividad biologica.

[0077] El término "profirmaco de ligando TLR7" tiene como fin
significar cualquier entidad quimica que, luego de la administracion, se
convierte mediante acciones metabdlicas o solvélisis en una entidad
quimica diferente que conserva la actividad bioldgica y que es un ligando
para TLR7. Un profarmaco de ligando TLR7 puede ser él mismo un
ligando para TLR7, o puede estar "enmascarado” en el sentido que no
necesita funcionar eficientemente como un ligando TLR7.

[0078] El término "profarmaco de ligando TLR7 enmascarado™ tiene
como fin significar cualquier entidad quimica que, luego de la
administracion, se convierte mediante acciones metabélicas o solvélisis en
una entidad quimica diferente que conserva la actividad biolégica y que es
un ligando para TLR7, y donde la entidad quimica administrada es un
ligando menos eficiente para TLR7 que la entidad quimica resultante de la
conversion metabdlica o solvolisis.

[0079] El término "un metabolito farmacéuticamente activo” tiene
como fin significar un producto farmacolégicamente activo producido por
metabolismo en el cuerpo de un compuesto especificado o su sal. Luego de

la entrada en el cuerpo, la mayoria de los medicamentos son sustratos para

reacciones quimicas que pueden cambiar sus propiedades fisicas y efectos -

biolégicos. Estas conversiones metabolicas, que usualmente afectan la
polaridad del ligando TLR7, alteran el modo en que los medicamentos se
distribuyen en y se excretan del cuerpo. No obstante, en algunos casos, se



requiere el metabolismo de un medicamento para obtener un efecto
terapéutico. Por ejemplo, muchos medicamentos anti-neoplésicos de la
clase anti-metabolito tienen que convertirse en sus formas activas, una vez
se han transportado al interior de una célula cancerosa.

[0080] Tal como se emplea aqui, a menos que se especifique lo
contrario, el término "alquilo" significa un hidrocarburo no ciclico de
cadena recta o ramificada, saturado, que tiene de 1 a 20 atomos de carbono,
preferiblemente 1-10 &tomos de carbono y, muy preferiblemente, 14
atomos de carbono. Alquilos representativos de cadena recta, saturados,
incluyen -metilo, -etilo, -n-propilo, -n-butilo, -n-pentilo, -n-hexilo, -n-
heptilo, -n-octil, -n-nonilo y -n-decilo; mientras alquilos ramificados
saturados incluyen -isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo, -terc-butilo, -
isopentilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 4-
metilpentilo, 2-metilhexilo, 3-metilhexilo, 4-metilhexilo, 5-metilhexilo, 2,3-
dimetilbutilo, 2,3-dimetilpentilo, 2,4-dimetilpentilo, 2,3-dimetilhexilo, 2,4-
dimetilhexilo, 2,5-dimetilhexilo, 2,2-dimetilpentilo, 2,2-dimetilhexilo, 3,3-
dimetilpentilo, 3,3-dimetilhexilo, 4,4-dimetilhexilo, 2-etilpentilo, 3-
etilpentilo, 2-etilhexilo, 3-ctilhexilo, 4-etilhexilo, 2-metil-2-etilpentilo, 2-
metil-3-etilpentilo, 2-metil-4-etilpentilo, 2-metil-2-etilhexilo, 2-metil-3-
etilhexilo, 2-metil-4-etilhexilo, 2,2-dietilpentilo, 3,3-dietilhexilo, 2,2-
dietilhexilo, 3,3-dietilhexilo y similares. Un grupo alquilo puede ser
sustituido o no sustituido.

[0081] Tal como se emplea aqui, a menos que se especifique lo
contrario, el término "arilo" significa un anillo aromético carbociclico que
contiene desde 5 a 14 dtomos de anillo. Los atomos de anillo de un grupo
arilo carbociclico son todos atomos de carbono. Estructuras de anillo arilo
incluyen compuestos que poseen una o més estructuras de anillo tales como
compuestos mono-, bi-, o triciclicos asi como fracciones carbociclicas
benzo-fusionadas tales como 5,6,7,8-tetrahidronaftilo y similares.
Preferiblemente, el grupo arilo es un anillo monociclico o un anillo
biciclico. Grupos representativos arilo incluyen fenilo, tolilo, antracenilo,

fluorenilo, indenilo, azulenilo, fenantrenilo y naftilo. Un grupo arilo



carbociclico puede ser sustituido o no sustituido.

[0082] El término "sustituido" significa que el grupo especificado o
fraccion lleva uno o més sustituyentes. El término "no sustituido” significa
que el grupo especificado no lleva sustituyentes. Un "alquilo sustituido" o
"arilo sustituido" se sustituye por uno o mas sustituyentes incluidos
halégeno (F, Cl, Br, 6 1), (C,.¢) alquilo inferior, -OH, -NO,, -CN, -CO;H, -
O- alquilo inferior, -arilo, -arilo-alquilo inferior, -CO,CH;, -CONH,, -
OCH;CONH,, -NH;, -SO,NH,, haloalquilo (por ejemplo, -CF3, -CH,CF3), -
O-haloalquilo (por ejemplo, -OCFg,'-OCHFz), y similares.

[0083] Tal como se emplea aqui y, a menos que se indique lo
contrario, ¢l término "Opticamente pura" o "estereoméricamente pura"
significa una composicion que comprende un estereoisomero de un
compuesto que estd sustancialmente libre de otros estereoisomeros de ese
compuesto. Por ejemplo, un compuesto estereoméricamente puro con un
centro quiral estard sustancialmente libre del enantiomero opuesto del
compuesto. Un compuesto tipico, estereoméricamente puro comprende mas
de alrededor de 80% en peso de un estereoisémero del compuesto y menos
de alrededor de 20% en peso de otros estereoisdmeros del compuesto, més
preferiblemente més de alrededor de 90% en peso de un estereoisémero del
compuesto y menos de alrededor de 10% en peso de los otros
estereoisomeros del compuesto, aitn més preferiblemente mas de alrededor
de 95% en peso de un estereoisémero del compuesto y menos de alrededor
de 5% en peso de los otros estereoisomeros del compuesto y, muy
preferiblemente més de alrededor de 97% en peso de un estereoisomero del
compuesto y menos de alrededor de 3% en peso de los otros
estereoisémeros del compuesto. Puesto que muchos de los compuestos de
la invencién comprenden sacéridos que pueden existir en cualquiera de las
dos formas D o L, la invencidn incluye cualquiera, o ambos azicares D y L.
Como tales, por ejemplo, un azicar D estereoméricamente puro estard
sustancialmente libre de la forma L. En una incorporacion alternativa, el
uso de formas L. de un ligando TLR7 estard sustancialmente libre de la

forma D. Por consiguiente, los métodos y composiciones divulgados aqui



incluyen en una incorporacion alternativa el uso de tales azGcares /\

levorrotatorios o poloimeros elaborados de ellos.

[0084] Los compuestos de la invencion pueden exhibir el fenémeno
del tautomerismo. Aunque las Férmulas I y Il no pueden describir
expresamente todas las formas tautomeéricas posibles, hay que entender que
Formula I tiene como fin representar cualquier forma tautomérica del
compuesto descrito y no tiene que limitarse meramente a una forma
especifica de un compuesto descrito por los dibujos de la férmula. Por
ejemplo, se entiende que independientemente de si los sustituyentes se
muestran o no en su forma enol o su forma ceto, éstos representan el mismo

compuesto (como se indica en el Ejemplo de Férmula IIa a continuacién).

5.2  Identificacién de Ligandos TLR7
[0085] Ligandos conocidos de TLR7 incluyen, pero no se limitan a (1)
andlogos de guanosina, tales como 7-deazaguanosina y compuestos
_ relacionados, incluidos, pero no limitados a los descritos en Townsend, J.
Heterocyclic Chem, 13, 1363 (1976), y Seela, et al., Chem. Ber., 114(10),
3395-3402 (1981); 7-alil, 8-oxo-guanosina (loxorabina) y compuestos
relacionados, incluidos, pero no limitados a los descritos en Reitz, et al., J.
Med. Chem, 37, 3561-3578 (1994); 7-metilo, 9-deazaguanosina y
compuestos relacionados incluidos, pero no limitados a, los descritos en
Girgis et al., J. Med. Chem., 33, 2750-2755 (1990); 8-bromoguanosina y
otros compuestos de purinas 8-halégeno sustituidas incluidos, pero no
limitados a, los descritos en la Patente de los Estados Unidos No.
4,643,992; 6-amino-9-bencil-2-butoxi-9H-purin-8-ol, y otras purinas 2, 6, 8,
9 —sustituidas incluidas, pero no limitadas a, las descritas en Hirota et al., J.
Med. Chem., 45, 5419-5422 (2002), Henry et al., J. Med. Chem., 33, 2127-

0
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2130 (1990), Michael et al., J. Med Chem., 36, 3431-3436 (1993), Furneaux
et al., J Org. Chem., 64 (22), 8411-8412 (1999), Barrio et al: J. Org.
Chem., 61, 6084-6085 (1996), Patente de los Estados Unidos No.
4,539,205, Patente de los Estados Unidos No. 5,011,828, Patente de los
Estados Unidos No. 5,041,426, Patente de los Estados Unidos No.
4,880,784, y Publicacion de Solicitud de Patente Internacional No. WO
94/07904; (2) imidazoquinolinas, incluidos, pero no limitados a 1-(4-amino-
2-etoximetil-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)-2-metil-propan-2-ol

(imiquimoid), como se describe en Publicacion de Solicitud de Patente
Internacional No. WO 94/17043; 1-isobutil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-
ilamina (resiquimoid) como se describe en Publicacién de Solicitud de
Patente Internacional No. WO 94/17043 y Solicitud de Patente de los
Estados Unidos No. 10/357,777 (Publicacion de Solicitud de Patente de los
Estados Unidos No. US 2003/0195209), 10/357,733 (Publicacién de
Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. US 2003/0186949),
10/358,017(Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No.
US 2003/0176458), 10/357,995 (Publicacion de Solicitud de Patente de los
Estados Unidos No. US 2003/0162806), 10/165,222 (Publicacion de
Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. US 2003/0100764),
10/011,921 (Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos No.
US 2003/0065005) y 10/013,059 (Publicacion de Solicitud de Patente de los
Estados Unidos No. US 2002/0173655); Patente de los Estados Unidos No.
5,395,937; Publicacion de Solicitud de Patente Internacional No. WO
98/17279; y (3) derivados de pirimidina, incluidos, pero no limitados a 2-
amino-6-bromo-5-fenil-3H-pirimidin-4-ona (bropirimina), y pirimidinas
similares sustituidas incluidas, pero no limitadas a, las descritas en
Wierenga et al, J Med. Chem, 23, 239-240 (1980), Fan et al, J
Heterocyclic Chem., 30, 1273 (1993), Skilnick et al.,, J Med. Chem., 29,
1499-1504 (1986), Fried, et al., J Med. Chem., 23, 237-239 (1980), y
Fujiwara et al., Bioorg. Med. Chem. Lett.,, 10(12) 1317-1320 (2000). La
totalidad de cada una de las patentes, publicaciones de patente y

publicaciones identificadas aqui se incorporan en esta especificacion por
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referencia.

{0086] Ademads de los anteriores ligandos TLR7, ligandos adicionales
de TLR7 pueden identificarse facilmente por métodos conocidos de cribado
conocidos. Véase, por ejemplo, Hirota et al., J. Med. Chem., 45, 5419-5422
(2002); y Akira S. et al., Immunology Letters, 85, 85-95 (2003). Usando
una variante de uno de estos métodos conocidos de cribado (como se
describe en Seccion 6.1), andlogos y derivados de adenina se identificaron
igualmente como ligandos TLR7. Los derivados de adenina conocidos en
el arte se describen en las Publicaciones de Solicitud de Patente Europea
No. EP 1 035 123, EP 1 043 021, y EP 0 882 727; Patente de los Estados
Unidos No. 6,376,501; Patente de los Estados Unidos No. 6,329,381;
Patente de los Estados Unidos No0.6,028,076, y Publicacién de Solicitud de
Patente de los Estados Unidos No. US 2003/0162806.

[0087] Los ligandos TLR7s de Férmulas Ia-Ih pueden sintetizarse
usando métodos conocidos por una persona experta en el arte,

particularmente a la luz de las referencias y patentes ya enumeradas.

5.3  Preparacion de Profirmacos de Ligando TLR7
(0088] El profirmaco de ligando TLR7s de la invencion se preparan
claborando (a) una fraccién amida, carbamato, o amidina luego de la
conversion de un sustituyente amina de ligando TLR7, (b) una fraccién
éster, carbonato, carbamato, éter, imidato, acetal, o cetal luego de la
conversion de un sustituyente alcohol de TLR7, (c) una fraccion acetal o
cetal luego de la conversion de un sustituyente amina de ligando TLR7, (d)
una fraccion imidato luego de la conversién de un carbonilo de ligando
TLR7 de un sustituyente amido, (e) una fraccion desoxigenada luego de la
conversion de un sustituyente oxo de ligando TLR7 de pirimidina o
guanosina, o (f) una amina. Por ejemplo, profirmacos de ligando TLR7 se
preparan o bien (1) convirtiendo un sustituyente hidroxilo (OH) del ligando
TLR7 en un éster de aminodcido, o (2) elaborando un sustituyente amina
del ligando TLR7 en una amida o carbamato. El proceso para preparar

profarmacos es bien conocido en el arte y se describe por Burger's



Medicinal Chemistry and Drug Chemistry, 1, 172-178, 949-982 (1995).
Véase también Bertolini ef al., J. Med Chem., 40, 2011-2016 (1997); Shan,
et al., J. Pharm. Sci., 86 (7), 765-767; Bagshawe, Drug Dev. Res., 34, 220-
230 (1995); Bodor, Advances in Drug Res., 13, 224-331 (1984); Bundgaard,
Design of Profdrmacos (Elsevier Press 1985); Larsen, Design and
Application of Profdrmacos, Drug Design and Development (Krogsgaard-
Larsen et al., eds., Harwood Academic Publishers, 1991); Dear et al., J.
Chromatogr. B, 748, 281-293 (2000); Spraul et al., J. Pharmaceutical &
Biomedical Analysis, 10, 601-605 (1992); y Prox et al., Xenobiol, 3,103-112
(1992).

[0089] Los Esquemas 1-18 muestran un procedimiento general para
preparar compuestos representativos de Formula I1.

[0090] Los esquemas 1-6 describen cémo pueden sintetizarse

ésteres de 5'-aminodcido a partir de analogos y derivados de guanosina.,

Townsend, JHC, 13,
1976, 1363

Secela, et al, Chem. Ber.,
114, 10, 1981, 3395-3402

a) 2,2-dimetoxipropano, acetona, DMSO, MeSO;H, 0 °C
b) BOC-NHCHR'CO;H, EDC, DMAP, PhMe, 0 °C — rt (temperatura de la sala)
¢) HCl anhidro, iPrOAc, iPrOH
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Reitz, ct al, JMC, 37, 1994, 3561-1578

a) 2,2-dimetoxipropano, acetona, DMSO, MeSO;H, 0 °C
b) BOC-NHCHR'CO;H, EDC, DMAP, PhMe, 0 °C —rt
c¢) HCl anhidro, iPrOAc, iPrOH

Esquema 3

s v R Y

9 10 n 12

Girgis, et al, JMC, 33, 1990, 2750-2755

a) 2,2-dimetoxipropano, acetona, DMSO, MeSO;H, 0 °C
b) BOC-NHCHR'CO,H, EDC, DMAP, PhMe, 0 °C - rt
¢) HCI anhidro, iPrOAc, iPrOH

Esquema 4

Ao

8-bromoguanosina [303136-79-0]
disponible en el comercio



a) 2,2-dimetoxipropano, acetona, DMSO, MeSO;H, 0 °C
b) BOC-NHCHR'CO,H, EDC, DMAP, PhMe, 0 °C - rt
¢) HCl anhidro, iPrOAc, iPrOH

[0091] En una ruta sintética tipica, los grupos 2',3'-hidroxilo de la
fracciéon P-D-ribosa de Férmula la, Ib, Id, le, o Ih pueden protegerse
primero, preferiblemente con un aceténido como se indica para 2, 6, 10, 6
14. El 5-hidroxilo libre puede someterse entonces a una variedad de
métodos de esterificacién con un aminodcido N-protegido para formar 3, 7,
11, 6 15. El nitrégeno del éster de aminodcido y los 2',3-hidroxilos de la
unidad ribosa pueden someterse luego a varias condiciones de
desproteccion, preferiblemente en forma concurrente, seguidas por
formacion de sal de la amina libre del éster de aminoédcido, como se ilustra
para 4, 8, 12,6 16.

i A b X
L nres Ul

Reitz, et al, JMC, 37, 1994, 3561-3578

a) 2,2-dimetoxipropano, acetona, DMF, MeSO;H, 0 °C
b) BOC-NHCHR'CO:H, EDC, DMAP, PhMe, 0 °C - rt
c)AcCl, CH;0H



Esquema 6 ‘)2,(9
H.NH a muliu e, H:l,, “ e em M‘j‘u
) mﬁ'\ "X HX

Kini, et al, JMC, 34, 1991, 3006-3010

a) 2,2-dimetoxipropano, acetona, DMSO, MeSO;H, 0 °C
b) BOC-NHCHR'CO;H, EDC, DMAP, PhMe, 0 °C - 1t
¢) HCl anhidro, iPrOAc, iPrOH

[0092) En las rutas sintéticas mostradas en Esquemas 5 y 6, los grupos
2',3"-hidroxilo de la fraccion B-D-ribosa del compuesto 17 y 21 se
protegieron primero con un acetonido para formar 18 y 22 respectivamente.
El 5-hidroxilo libre se sometié entonces a esterificacién con valina de N-
terc-butoxicarbonilo para formar 19 y 23 respectivamente. El nitrégeno del
éster de aminodcido y los 2',3-hidroxilos de la ribosa se desprotegieron
concurrentemente formando las sales clorhidrato como se ilustra para 20 y
24,

[0093] Esquemas 7 y 8 describen como se pueden sintetizar
carbamatos y carbonatos a partir de analogos y derivados de adenina.

Esquema 7
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25 Hirota, et al, JMC, 45, 26 Gangwar, et al, JOC, 62,
2002, 5416-5422 1987, 1356-1382

or.

J:;*I}w e )jfiﬂ

23 (Ejempio de Iif)

a) HOBT, DMF,CH,Cl,, 0 °C
b) TFA, CH,ClI, 0°C —rt

[0094] "En una ruta sintética tipica, el grupo amino de Formula If
puede someterse a una variedad de condiciones con carbonatos o
cloroformiatos para formar carbamatos. En el caso de 27, la amina
protegida N-terminal del éster de aminoacido resultante puede someterse a

condiciones de desproteccién para formar sales tales como 28.

Esquema 8

fm, ﬁﬂﬂ,

Kurimota, et al, Bioorg. Med. Chem.,
12, 2004, p.1091-1099

a) CsH,;;0C(0)CY, (iPr);NEt, CH,Clo, MeOH, DMAP, 0-35 °C

13

[0095] En Esquema 8 el grupo hidroxilo del derivado de adenina 29 se
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esterificod con n-hexil cloroformiato para producir carbonato 30. \
|0096] Esquemas 9 y 10 describe como pueden sintetizarse
carbamatos a partir de anélogos de imidazoquinolina.

Esquema 9
. i io’Loj*
N | § NH
+ ——
P 2
| :: L{ HMPA, it g :5
o ES —(
31 Nicolaides et 8] 32 Alexander, et al, JMC, 31, 33 (Ejempio de lic)
WO 94/17043 1988, 318-322

[0097] En una ruta sintética tipica, el grupo amino de los analogos de
Férmula Ic puede someterse a una variedad de condiciones con carbonatos,

pirocarbonatos o cloroformiatos para formar carbamatos.

Esquema 10

R - R

Nicolakies et al,
31 wo 417043 34

a) [CsH,;0C(0)],0, NEt;, CHCI;, 40 °C

|0098] En esquema 10 imidazoquinolina 31 se traté con n-pentil
pirocarbonato para producir pentil carbamato 34.
[0099] Esquemas 11-12 describen cémo sintetizar carbamatos e

imidatos de pirimidinas de formula Ig.



Esquema 11
0
NHz EtOJLNH
A N” “NH
. ———E_-
r Br
k .} 36 (Ejemplo de lig)
Wierenga et al, JMC, 23, Fan et al, JHC, 30,
1980, 239-240 1993, 1273-1276

a) [EtO(CO)J:0, NEt;, DMF, 65 °C

|00100] En una sintesis tipica de carbamatos, el grupo amino de 35 se

o

sometio a etil pirocarbonato bajo condiciones indicadas més arriba para

formar carbamato 36.
Esquema 12
Hz Hz
N NH N {\!

@’“;‘“‘*’ oY

37 (Ejemplo de lig)

\. Wierenga et al, JMC, 23,
1980, 239-240

a) PPh, soportada en polimero, EtOH, DEAD, THF, rt

[00101] En una sintesis tipica de imidatos, el grupo amino de 35 se
sometié a alcohol etilico bajo condiciones tipo Mitsunobu indicadas mas

arriba para formar derivado ctoxi 37.
[00102] Esquema 13 describe como pueden sintetizarse carbamatos a

partir de andlogos de imidazoquinolina.

A



Esquema 13
NH, E!OiNH
O =
N
Pyr, tolueno,
\\(— 0°C-tt \‘f
OH H
38 Nicolaides, ot al, 39 (Ejempilo de lic)

WO 84/17043

[00103] En una ruta sintética tipica, el grupo amino de un derivado de
Férmula Ic puede someterse a una variedad de condiciones con carbonatos,
pirocarbonatos o cloroformiatos para formar carbamatos.

[00104] Esquema 14 muestra un procedimiento general para preparar
7-alil-2-Amino-9-f-D-ribofuranosil-7,9-dihidro-purin-8-ona.

Esquema 14

a) Ac,0, DMAP, NEt;, CH;CN
b) POCls, 75 °C

¢) Zn-Cu, AcOH, 70 °C

d) K,CO;, CH;0H, rt

&
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[00105] En rutas sintéticas tipicas, 7-alil-2-amino-9-B-D-ribofuranosil-
7,9-dihidro-1H-purin-6,8-diona 17, protegida en los grupos 2',3',5"-hidroxilo
de la B-D-ribosa, preferiblemente con grupos acilo como se indica para 40,
puede someterse a una variedad de condiciones para convertir el carbonilo
en la posicion C-6 en varios grupos, incluidos, pero no limitados a
halégeno, como se muestra para 41, que son susceptibles a reduccion.
Luego de la reduccién bajo condiciones de reaccién hetero- u homogénea,
los 2',3',5"-hidroxilos de la unidad ribosa se someten entonces a condiciones
apropiadas de desproteccion, para producir 43. Compuesto 43 puede
modificarse adicionalmente en forma apropiada, si se desea.

[00106] Esquema 15 muestra un procedimiento general para preparar
7-allil-2-Amino-6-etoxi-9-8-D-ribofuranosil-7,9-dihidro-purin-8-ona.

Esquema 1[5
AN :g L j‘\: I
HzN HN
m" DA AS BAc HG BH
40 a4 “S
a) PPh; soportada en polimero, EtOH, DEAD, THF, rt

b) K,CO;, CH;0H, rt

[00107] En una ruta sintética tipica, 40 puede someterse a una variedad
de condiciones para convertir el carbonilo en la posicion C-6 en varios
imidoéteres, incluidos, pero no limitados a etilo, como se indica para 44.
Los 2',3'.5-hidroxilos de la unidad ribosa se someten entonces a
condiciones apropiadas de desproteccion, para producir 45. Posteriormente,
compuesto 45 puede modificarse en forma apropiada, si se desea.

[00108] Esquema 16 describe como pueden sintetizarse éteres a partir

de anélogos y derivados de adenina.
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Kurimota, et al, Bioorg. Med. Chem.,
12, 2004, p.1091-1099

8) Bfg] CH;Clz
b) NaOEt, EtOH

|00109) En una ruta sintética tipica, el derivado de adenina puede
halogenarse en C-8. El halogeno puede desplazarse entonces con un
alcéxido apropiado para formar derivados tales como 64.
[00110] Esquema 17 muestra un procedimiento general para preparar
alcoxi-9-B-D-ribofuranosil-7,9-dihidro-purin-8-onas 7-alil-2-amino-6-
sustituidas.

Esquema 17

¢
e A
uo’\d | a.sn’\d

HO bH
17 ®

=%,
S b

EWSI0  OsiEy w3 OH
70 _ 7

\

%'\/



a) Et;SiCl, imidazol, DMF, rt

b) }}/Dﬂ, PPh; soportada en polimero, DEAD, THF, rt

c) HF-NEt;, CH;OH, rt

[00111] En una ruta sintética tipica, los grupos hidroxilo en la ribosa de
17 pueden protegerse como éteres de sililo. El carbonilo en la posicién C-6
de 69 puede someterse a una variedad de condiciones para convertir el
carbonilo a varios imido-éteres, incluidos, pero no limitados al éter de 4-
hidroximetil-5-metil-[1,3]dioxol-2-ona, como se muestra para 70. Los
2'.3',5-hidroxilos de la unidad de ribosa pueden someterse entonces a
condiciones apropiadas de desproteccion para producir 71.

[00112] Esquema 18 muestra un procedimiento general para preparar

alcoxi-9-p-D-ribofuranosil-7,9-dihidro-purin-8-onas 7-alil-2-amino-6-
sustituidas.

Esquema 18

a.uabm.

72 n
&) HOCH;N(CH;)CO:Et, PPh; soportada en polimero, DEAD, THF, rt
b) HF-NEt;, CHyOH, rt

[00113] El carbonilo en la posicion C-6 de 69 puede someterse a una
variedad de condiciones para convertir el carbonilo en varios imido-éteres,
incluidos, pero no limitados al éter de N-metil-N-(hidroximetil)uretano,
como se¢ muestra para 72. Los 2'3',5-hidroxilos de la unidad de ribosa

pueden someterse entonces a condiciones apropiadas de desproteccién para

\®?
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producir 73. Posteriormente, compuesto 73 puede modificarse }&
apropiada, si se desea.

5.4 METODOS DE TRATAMIENTO Y PREVENCION DE
INFECCIONES VIRICAS POR HEPATITIS C

[00114]  La presente invencién provee métodos para tratar o prevenir
una infeccién por el virus de hepatitis C en un paciente necesitado de ello.
[00115] La presente invencién provee ademas métodos para introducir
una cantidad terapéuticamente efectiva de un ligando TLR7 o su
profarmaco, o combinacion de tales ligandos y profirmacos en el torrente
sanguineo de un paciente en el tratamiento y/o prevencién de infecciones
viricas por hepatitis C.

[00116] La magnitud de una dosis profildctica o terapéutica de un
ligando TLR7 o proférmaco de ligando TLR7 de la invencién o su sal,
solvato, hidrato, o estereoisomero farmacéuticamente aceptable en el
tratamiento o prevencién crénico o agudo de una infeccién variard, no
obstante, con la naturaleza y gravedad de la infeccion, y la via por la cual se
administra el ingrediente activo. La dosis y, en algunos casos, la frecuencia
de la dosis, variard también de acuerdo con la infeccion por tratarse, la
edad, el peso corporal, y la respuesta del paciente individual. Regimenes
posoldgicos apropiados pueden seleccionarse fécilmente por aquellas
personas expertas en el arte, con la debida consideracion de tales factores.
[00117] Los métodos de la presente invencion se adaptan
particularmente bien para pacientes humanos. En particular, los métodos y
dosis de la presente invencién pueden ser utiles para pacientes
inmunocomprometidos incluidos, pero no limitados a pacientes con cancer,
pacientes infectados con HIV, y pacientes con una enfermedad
inmunodegenerativa. Més alin, los métodos pueden ser (tiles para pacientes
inmunocomprometidos actualmente en un estado de remision. Los métodos
y dosis de la presente invencion son también itiles para pacientes que estén

siendo sometidos a tratamientos antiviricos. Los métodos de prevencién de



la presente invencién son particularmente Utiles para pacientes con riesgo
de infeccién virica. [Estos pacientes incluyen, pero no se limitan a
trabajadores de la salud publica, por ejemplo, doctores, enfermeras,
personal de cuidados paliativos ("hospice care givers"), personal militar;
maestros; trabajadores en cuidado infantil; pacientes que viajan a, o viven
en, localidades extranjeras, en particular localidades del tercer mundo
incluidos trabajadores de asistencia social, misioneros, y diplomados
extranjeros. Finalmente, los métodos y composiciones incluyen el
tratamiento de pacientes renuentes o pacientes resistentes a tratamiento, tal
como resistencia a inhibidores de polimerasa virica, inhibidores de proteasa,
etc.

Dosis

|00118] La toxicidad y eficacia de los compuestos de la invencion
pueden determinarse por procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos
de células o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la LDs,
(la dosis letal al 50% de la poblacién) y la EDjy, (la dosis terapéuticamente
efectiva en 50% de la poblacion). La relacién de la dosis entre efectos
téxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y éste puede expresarse como
la relacién LDsp/EDsg.

[00119] Los datos obtenidos de los anilisis de cultivos celulares vy
estudios animales pueden usarse para formular un intervalo de posologia de
los compuestos para empleo en humanos. La posologia de tales compuestos
se sitiia preferiblemente en un intervalo de concentraciones en circulacion
que incluyen la EDso con poca o ninguna toxicidad. La posologia puede
variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica
empleada y la via de administracién utilizada. Para cualquier compuesto
usado en el método de la invencidn, la dosis terapéuticamente efectiva
puede calcularse inicialmente de analisis de cultivos de células. Puede
formularse una dosis en modelos animales para alcanzar una concentracién
plasmatica en circulacion que incluya la ICy (es decir, la concentracion del
compuesto de prueba que logra una inhibicién méxima de la mitad de los

sintomas) como se determina en un cultivo de células; alternativamente, la

&7



dosis del profarmaco de ligando TLR7 puede formularse en modelos
animales para alcanzar una concentracion plasmatica en circulacion del
ligando TLR7 que corresponda a la concentracion requerida para lograr una
magnitud fija de respuesta. Tal informacion puede usarse para determinar
con més precision dosis Gtiles en humanos. Los niveles en el plasma
pueden medirse, por ejemplo, por cromatografia de liquidos de alto
rendimiento.

[00120]  Los protocolos y composiciones de la invencion se prueban
preferiblemente in vitro, y luego in vivo, con respecto a la actividad
terapéutica o profildctica deseada, antes de su empleo en humanos. Por
ejemplo, los anélisis in vitro, que pueden usarse para determinar si la
administracién de un protocolo terapéutico especifico es indicado o no,
incluyen analisis de cultivo de células in vifro en los cuales células que son
sensibles a los efectos de los ligandos TLR7s se exponen al ligando y se
mide la magnitud de respuesta mediante una técnica apropiada. A
continuacion se evalia la potencia del ligando TLR7 con respecto a la
potencia del profirmaco de ligando TLR7, y el grado de conversién del
profirmaco de ligando TLR7. Los compuestos para uso en métodos de la
invencion pueden probarse en sistemas de modelos animales apropiados
antes de probarlos en humanos, incluidos, pero sin limitacion, en ratas,
ratones, aves, vacas, monos, conejos, hdmsters, etc. Los compuestos
pueden usarse entonces en los andlisis clinicos apropiados.

[00121] La magnitud de una dosis terapéutica o profilitica de un
profarmaco de un ligando TLR7 de la invencion o su sal, solvato, hidrato, o
estereoisémero farmacéuticamente aceptable en el tratamiento o prevencion
aguada o cronica de una infeccion o dolencia variarin con la naturaleza y
gravedad de la infeccion, y la via por la cual se administra el ingrediente
activo. La dosis y, posiblemente, la frecuencia, variaran de acuerdo con la
infeccion por tratarse, la edad, peso corporal, y respuesta del paciente
individual. Regimenes de posologia apropiados pueden seleccionarse por
aquellas personas expertas en el arte con debida consideracion de tales

factores. En una incorporacion, la dosis administrada depende del



compuesto especifico por usarse, y del peso y condicion del paciente.
Ademé4s, la dosis puede diferir para varios profirmacos de ligandos TLR7
particulares; pueden preverse dosis apropiadas sobre la base de las
mediciones ya mencionadas in vitro, en particular para uso de tales
mediciones del ligando TLR7 con la cual se relaciona el profairmaco de
ligando TLR7, y sobre la base de estudios animales, de modo que dosis mas
pequefias serdn adecuadas para aquellos profirmacos de ligando TLR7 que
muestran efectividad en concentraciones mds bajas que otros profdrmacos
de ligando TLR7 cuando se miden en los sistemas descritos o referenciados
aqui. En general, la dosis diaria estd en el intervalo de desde alrededor de
0.001 a 100 mg/kg, preferiblemente alrededor de 1 a 25 mg/kg, mas
preferiblemente alrededor de 5 a 15 mg/kg. para tratamiento de humanos
infectados por virus de la hepatitis C, alrededor de 0.1 mg a alrededor de 15
g al dia se administran en alrededor de una a cuatro divisiones al dia,
preferiblemente 100 mg a 12 g al dia, mds preferiblemente desde 100 mg a
8.000 mg al dia. En una incorporacién preferida para compuestos tales
como profarmacos de 3-B-D-ribof'uranosiltiazolo[4,S-d]pirimidinas desde
200 mg a 8.000 mg al dia se administran en alrededor de una a cuatro
divisiones al dia. Adicionalmente, la dosis diaria recomendada puede
administrarse en ciclos como agentes individuales o en combinacion con
otros agentes terapéuticos. En una incorporacion, la dosis diaria se
administra en una sola dosis o en dosis igualmente divididas. En una
incorporacion relacionada, la dosis diaria recomendada puede administrarse
t;na vez a la semana, dos veces a la semana, tres veces a la semana, cuatro
veces a la semana o cinco veces a la semana.

[00122] En una incorporacién preferida, los compuestos de la invencién
se administran para proporcionar distribucion sistémica del compuesto en el
paciente. En una incorporacion relacionada, los compuestos de la invencién
se administran para producir un efecto sistémico en el cuerpo.

[00123] En otra incorporacion los compuestos de la invencién se
administran via oral, mucosal (incluida la mucosa sublingual, oral, rectal,

nasal, o vaginal), parenteral (incluida subcuténea, intramuscular, inyeccion
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intravenosa rapids, intraarterial, o intravenosa), transdérmica, o tépica. En
una incorporacién especifica los compuestos de la invencién se administran
por via mucosal (incluidas la mucosa sublingual, oral, rectal, nasal, o
vaginal), parenteral (incluida subcutdnea, intramuscular, inyeccion
intravenosa rdpida, intraarterial, o intravenosa), transdérmica, o topica. En
otra incorporacion especifica, los compuestos de la invencion se
administran por via oral. En otra incorporacion especifica, los compuestos
de la invencion no se administran por via oral.

[00124] Diferentes cantidades terapéuticamente efectivas pueden ser
aplicables para diferentes infecciones, como se conocerd facilmente por
aquellas personas de habilidad ordinaria en el arte. Analogamente,
cantidades suficientes para tratar o prevenir tales infecciones, pero
insuficientes para causar, o suficientes para reducir, efectos adversos
asociados con terapias convencionales se abarcan también por las
cantidades de posologia ya descritas y los horarios de frecuencia de dosis.
Terapia de Combinacion

[00125]) Métodos especificos de la invencién comprenden ademas la
administracién de un agente terapéutico adicional (es decir, un agente
terapéutico distinto de un compuesto de la invencién). En ciertas
incorporaciones de la presente invencion, los compuestos de la invencion
pueden usarse en combinacibn con por lo menos uno otro agente
terapéutico.  Agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a
antibidticos, agentes antieméticos, antidepresivos, y agentes antifiingicos,
agentes antiinflamatorios, agentes antiviricos, agentes antineoplasicos,
agentes inmunomoduladores, f-interferones, agentes alquilantes, hormonas
o citocinas. En una incorporacién preferida la invencién comprende la
administracién de un agente terapéutico adicional que es especifico de HCV
o demuestra actividad anti-HCV.

[00126) Los profirmacos de ligando TLR7 de la invencion puede
administrarse o formularse en combinacion con antibidticos. Por ejemplo,
pueden formularse con un macrélido (por ejemplo, tobramicina (Tobi®)),
una cefalosporina (por ejemplo, cefalexina (Keflex®), cefradina



(Velosef®), cefuroxime (Ceftin®), cefprozil (Cefzil®), cefaclor (Ceclor®),
cefixime (Suprax®) o cefadroxil (Duricefl®)), una claritromicina (por
ejemplo, claritromicina (Biaxin®)), una ertromicina (por ejemplo,
eritromicina (EMycin®)), una penicilina (por ejemplo, penicilina V (V-
Cillin K® o Pen Vee K®)) o una quinolon {(por ejemplo, ofioxacina
(Floxin®), ciprofloxacina (Cipro®) o norfloxacina (Noroxin®)),
antibidticos de aminoglicésido (por ejemplo, apramicina, arbekacina,
bambermicinas, butirosina, dibekacina, neomicina, undecilenato,
netilmicina, paromomicina, ribostamicina, sisomicina, y espectinomicina),
antibiéticos de anfenicol (por ejemplo, azidamfenicol, cloramfenicol,
florfenicol, y tianfenicol), antibiéticos de ansamicina (por ejemplo, rifamida
y rifampina), carbacefemos (por ejemplo, loracarbef), carbapenems (por
ejemplo, biapenem e imipenem), cefalosporinas (por ejemplo, cefaclor,
cefadroxil, cefamandol, cefatrizina, cefazedona, cefozopran, cefpimizol,
cefpiramida, y cefpirome), cefamicinas (por ejemplo, cefbuperazona,
cefmetazol, y cefminox), monobactams (por ejemplo, aztreonam,
carumonam, y tigemonam), oxacefemos (por ejemplo, flomoxef, y
moxalactama), penicilinas (por ejemplo, amdinocilina, amdinocilina
pivoxil, amoxicilina, bacampicilina, 4cido  bencilpenicilinico,
bencilpenicilina sédica, epicilina, fenbenicilina, floxacilina, penamccilina,
hidroyoduro de penetamato, o-benetamina de penicilin, penicilina 0,
penicilina V, penicilina V benzatina, penicilina V hidrabamina,
penimepiciclina, y fencihicilina potdsica), lincosamidas (por ejemplo,
clindamicina, y lincomicina), anfomicina, bacitracina, capreomicina,
colistina, enduracidina, enviomicina, tetraciclinas (penicilina apiciclina,
clortetraciclina, clomociclina, y demeclociclina), 2,4-diaminopirimidinas
(por ejemplo, brodimoprim), nitrofuranos (por ejemplo, furaltadona, y
cloruro de furazolio), quinolonas sus andlogos (por ejemplo, cinoxacina,
clinafloxacina, flumequina, y grepagloxacina), sulfonamidas (por ejemplo,
acetilsulfametoxipirazina, bencilsulfamida, noprilsulfamida,
ftalilsulfacetamida, sulfacrisoidina, y sulfacitina), sulfonas (por ejemplo,

diatimosulfona, glucosulfona sédica, y solasulfona), cicloserina, mupirocina
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y tuberina.

[00127] Los proférmacos de ligando TLR7 de la invencién pueden
administrarse o formularse igualmente en combinacion con un agente
antiemético. Agentes antieméticos apropiados incluyen, pero no se limitan
a ametoclopromida, domperidona, proclorperazina, prometazina,
clorpromazina, trimetobenzamida, ondansetron, granisetron, hidroxizina,
acetileucina monoectanolamina, alizapride, azasetron, benzquinamida,
bietanautina, bromopride, buclizina, clebopride, ciclizina, dimenhidrinato,
difenidol, dolasetron, meclizina, methallatal, metopimazina, nabilona,
oxiperndil, pipamazina, escopolamina, sulpirida, tetrahidrocannabinoles,
tietilperazina, tioproperazina, tropisetron, y sus mezclas.

[00128] Los profirmacos de ligando TLR7 de la invencién pueden
administrarse o formularse en combinacion con un antidepresivo.
Antidepresivos apropiados incluyen, pero no se limitan a, binedalina,
caroxazona, citalopram, dimetazan, fencamina, indalpina, indeloxazina
clorhidrato, nefopam, nomifensina, oxitriptan, oxipertina, paroxetina,
sertralina, tiazesim, trazodona, benmoxina, iproclozida, iproniazida,
isocarboxazida, nialamida, octamoxina, fenelzina, cotinina, roliciprina,
rolipram, maprotilina, metralindol, mianserina, mirtazepina, adinazolam,
amitriptilina, 6xido de amitriptilina, amoxapina, butriptilina, clomipramina,
demexiptilina, desipramina, dibenzepina, dimetacrina, dotiepina, doxepina,
fluacizina, imipramina, imipramina N-6xido, iprindol, lofepramina,
melitracen, metapramina, nortriptilina, noxiptilina, opipramol, pizotilina,
propizepina, protriptilina, quinupramina, tianeptina, trimipramina, adrafinil,
benactizina, bupropion, butacetina, dioxadrol, duloxetina, etoperidona,
febarbamate, femoxetina, fenpentadiol, fluoxetina, fluvoxamina,
hematoporfirina, hipericina, levofacetoperane, medifoxamina, milnacipran,
minaprina, moclobemide, nefazodona, oxaflozano, piberalina, prolintano,
pirisuccideanol, ritanserina, roxindole cloruro de rubidio, sulpirida,
tandospirona, tozalinona, tofenacina, toloxatona, tranilcipromina, L-
triptéfano, venlafaxina, viloxazina, y zimeldina.

100129] Los ligandos TLR7 o los profirmacos de ligando TLR7 de la



invencién pueden administrarse o formularse en combinacién con un agente
antifungico. Agentes antifiingicos apropiados incluyen pero no se limitan a
anfotericina B, itraconazol, ketoconazol, fluconazol, intrathecal, flucitosina,
miconazol, butoconazol, clotrimazol, nistatina, terconazol, tioconazol,
ciclopirox, econazol, haloprogrin, naftifina, terbinafina, undecilenato, y
griseofuldina.

[00130] Los ligandos TLR7 o los profirmacos de ligando TLR7 de la
invencién pueden administrarse o formularse en combinacion con un agente
antiinflamatorio. Agentes antiinflamatorios itiles incluyen, pero no se
limitan a medicamentos antiinflamatorios no esteroideos tales como acido
salicilicos, dcido acetilsalicilico, metiisalicilato, diflunisal, saisalate,
olsalazina, sulfasalazina, acetaminofén, indometacina, sulindac, etodolac,
acido mefenémico, meclofenamato sédico, tolmetina, ketorolac, diclofenac,
ibuprofeno, naproxeno, naproxeno sidico, fenoprofeno, ketoprofeno,
flurbinprofeno, oxaprozina, piroxicam, meloxicam, ampiroxicam,
droxicam, pivoxicam, tenoxicam, nabumetome, fenilbutazona,
oxifenbutazona, antipirina, aminopirina, apazona y nimesulida; antagonistas
de leucotrieno, incluidos, pero no limitados a zileutona, aurotioglucosa,
tiomalato sédico de oro y auranofina; esteroides, incluidos, pero no
limitados a alclometasona dipropionato, amcinonida, beclometasona
dipropionato, betametasona, betametasona benzoato, betametasona
diproprionato, fosfato de betametasona sddica, betametasona valerato,
clobetasol proprionato, clocortolona pivalato, hidrocortisona, derivados de
hidrocortisona, desonida, desoximatasone, dexametasona, flunisolida,
flucoxinolida, flurandrenoclida, halcinocida, medrisona, metilprednisolona,
metprednisolona acetato, succinato sddico de metilprednisolona,
mometasona furoato, parametasona acetato, prednisolona, prednisolona
acetato, fosfato sédico de prednisolona, prednisolona tebuatato, prednisona,
triamcinolona, triamcinolona aceténido, triamcinolona diacetato, y
triamcinolona hexacetonido; y otros agentes anti-inflamatorios, incluidos
pero no limitados a metotrexato, colchicin, allopurinol, probenecid,

sulfinpirazona y benzbromarona.



[00131} Los ligandos TLR7 o los profarmacos de ligando TLLR7 de la
invencion pueden administrarse o formularse en combinacién con otro
agente anti-virico. Agentes ant-viricos Gtiles incluyen, pero no se limitan a,
inhibidores de proteasa, inhibidores de transcriptasa reversa de nucleésido,
inhibidores de transcriptasa reversa de no nucledsido y andlogos de
nucleésido. Los agentes anti-viricos incluyen pero no se limitan a
zidovudina, aciclovir, gangciclovir, vidarabina, idoxuridina, trifluridina,
levovirina, viramidina y ribavirina, asi como foscarnet, amantadina,
rimantadina, saquinavir, indinavir, amprenavir, lopinavir, ritonavir, los
interferones a, interferones B, interferones y, adefovir, clevudina, entecavir,
y pleconaril.

[00132) Los ligandos TLR7 o los profdrmacos de ligando TLR7 de la
invencion pueden administrarse o formularse en combinacion con un agente
inmunomodulador. Agentes inmunomoduladores incluyen, pero no se
limitan a, metotrexato, leflunomida, ciclofosfamida, ciclosporina A,
micofenolato mofetil, rapamicina (sirolimus), mizoribina, deoxispergualina,
brequinar, malononitriloamidas (por ejemplo, leflunamida), modulares de
receptor de linfocitos T, y moduladores de receptor de citocinas, miméticos
de péptidos, y anticuerpos (por ejemplo, fragmentos humanos,
humanizados, quiméricos, monoclonales, policlonales, Fvs, ScFvs, Fab o
F(ab)2 o fragmentos de fijacion a epitopo), moléculas de acido nucleico
(por ejemplo, moléculas de dcido nucleico complementario y triples
hélices), moléculas pequeiias, compuestos orginicos, y compuestos
inorgénicos. Ejemplos de moduladores de receptor de linfocitos T incluyen,
pero no se limitan a, anticuerpos de receptor de linfocitos anti-T (por
ejemplo, anticuerpos anti-CD4 (por ejemplo, cM-T412 (Boeringer), IDEC-
CES9.1® (IDEC y SKB), mAB 4162W94, Orthoclone y OKTcdrda
(Janssen-Cilag)), anticuerpos anti-CD3 (por ejemplo, Nuvion (Product
Design Labs), OKT3 (Johnson & Johnson), o Rituxan (IDEC)), anticuerpos
anti-CD5 (por ejemplo, un inmunoconjugado enlazado a ricina anti-CDS5),
anticuerpos anti-CD7 (por ¢jemplo, CHH-380 (Novartis)), anticuerpos anti-
CD8, anticuerpos monoclonales de ligando anti-CD40 (por ejemplo, IDEC-



131 (IDEC)), anticuerpos anti-CD52 (por ejemplo, CAMPATH 1H (llex)),
anticuerpos anti-CD2, anticuerpos anti-CDlla (por ejemplo, Xanelim
(Genentech)), y anticuerpos anti-B7 (por ejemplo, IDEC-114 (IDEC)) y
CTLA4-inmunoglobulina. Ejemplos de moduladores de receptor de
citocinas incluyen, pero no se limitan a, receptores de citocinas solubles
{por ejemplo, el dominio extracelular de un receptor TNF-a o su fragmento,
el dominio extracelular de un receptor 1L-18 o su fragmento, y el dominio
extracelular de un receptor IL-6 o su fragmento), citocinas o sus fragmentos
(por ejemplo, interleucina (IL)-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, I1L-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-11, IL-12, IL-15, TNF-q, interferén (IFN)-a, IFN-8, IFN-y, y
GM-CSF), anticuerpos de receptor anti-citocina (por ejemplo, anticuerpos
de receptor anti-IFN, anticuerpos de receptor anti-IL-2 (por ejemplo,
Zenapax (Protein Design Labs)), anticuerpos de receptor anti-I1L-4,
anticuerpos de receptor anti-IL-6, anticuerpos de receptor anti-IL-10, y
anticuerpos de receptor anti-IL-12), anticuerpos anti-citocina (por ejemplo,
anticuerpos anti-IFN, anticuerpos anti-TNF-a, anticuerpos anti-IL-5,
anticuerpos anti-IL-6, anticuerpos anti-IL-8 (por ejemplo, ABX-IL-8
(Abgenix)), y anticuerpos anti-IL-12).

[00133] Los ligandos TLR7 o los profirmacos de ligando TLR7 de la
invencién pueden administrarse o formularse en combinacién con un agente
que inhiba enzimas viricas, incluidos, pero no limitados a inhibidores de
proteasa HCV, tales como BILN 2061 ¢ inhibidores de polimerasa NS5b
tales como NM107 y su profirmaco NM283 (Idenix Pharmaceuticals, Inc.,
Cambridge, MA).

[00134] Los ligandos TLR7 o los profarmacos de ligando TLR7 de la
invencién pueden administrarse o formularse en combinacién con un agente
que inhiba la polimerasa HCV tales como los descritos en Wu, Curr Drug
Targets Infect Disord. 2003;3(3):207-19, o en combinacion con compuestos
que inhiban la funcién helicasa del virus, tales como los descritos en
Bretner M, et al Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids. 2003;22(5-
8):1531, o con inhibidores de otras dianas especificas de HCV, tales como
los descritos en Zhang X. IDrugs, 2002;5(2):154-8.



[00135] Los ligandos TLR7 o los profirmacos de ligando TLR7 de la
invencion pueden administrarse o formularse en combinacion con un agente
que inhiba la replicacion virica.

[00136] Los ligandos TLR7 o profirmacos de ligando TLR7 de la
invencion pueden administrarse o formularse en combinacién con citocinas.
Ejemplos de citocinas incluyen, pero no se limitan a, interleucina -2 (IL-2),
interleucina-3  (IL-3), interleucina-4 (IL-4), - interleucina-5 (IL-5),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-7 (IL-7), interleucina-9 (IL-9),
interleucina-10 (IL-10), interleucina-12 (TL-12), interleucina-15 (IL-15),
interleucina-18 (IL-18), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), eritropoietina (Epo), factor de crecimiento epidérmmico (EGF),
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor estimulante de colonias
de granulocito y macrofagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF), prolactina, e interferén (IFN), por ejemplo, IFN-a, ¢ IFN-y).

[00137] Los ligandos TLR7 o los profirmacos de ligando TLR7 de la
invencién pueden administrarse o formularse en combinacién con
hormonas. Ejemplos de hormonas incluyen, pero no se limitan a, luliberina
(LHRH), hormona del crecimiento (GH), somatoliberina, ACTH,
somatostatina, somatotropina, somatomedina, paratirina, factores
liberadores hipotalamicos, insulina, glucagdn, encefalinas, vasopresina,
calcitonina, heparina, heparinas de bajo peso molecular, heparinoides,
opiodes naturales y sintéticos, tirotropinas de la insulina, y endorfinas.
[00138] Los ligandos TLR7 o los profirmacos de ligando TLR7 de la
invencién pueden administrarse o formularse en combinacién con g-
interferones que incluyen, pero no se limitan a, interferén f-1a, interferén -
ib.

[00139] Los ligandos TLR7 o los profarmacos de ligando TLR7 de la
invencion pueden administrarse o formularse en combinacién con a-
interferones que incluyen, pero no se limitan a, interferén a-1, interferén a-
2a (roferon), interferon a-2b, intrén, Peg-Intron, Pegasys, interferén de

consenso (infergen) y albuferdn.
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[00140] Los ligandos TLR7 o los profirmacos de ligando TLR7 de la
invencién pueden administrarse o formularse en combinacién con un
reforzador de absorcidn, particularmente aquellos que tienen como diana el
sistema linfético, incluidos, pero no limitados a glicolato sddico; caprato
sddico; N-lauril-y-D-maltopiranésido; EDTA; micela mixta; y aquellos
relacionados de Muranishi Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst., 7-1-33, que
se incorpora aqui por referencia en su integridad. Pueden usarse asimismo
otros reforzadores de absorcién conocidos. Por lo tanto, la.invencién
incluye asimismo una composicién farmacéutica que comprende uno o més
profiarmacos de ligando TLR7 de la invencién y uno o mds reforzadores de
absorcion.

[00141] Los ligandos TLR7 o los proféirmacos de ligando TLR7 de la
invencién pueden administrarse o formularse en combinacién con un agente
alquilante. Ejemplos de agentes alquilantes incluyen, pero no se limitan a,
mostazas nitrogenadas, etileniminas, metilmelaminas, alquilsulfonatos,
nitrosoureas, triazenos, mecloretamina, ciclofosfamida, ifosfamida,
melfaldn, clorambucil, hexametilmelaina, tiotepa, busulfin, carmustina,
estreptozocina, dacarbazina y temozolomida.

[00142] Los compuestos de la invencién y los deméds agentes
terapéuticos pueden actuar en forma aditiva o, mas preferiblemente,
sinérgicamente. En una incorporacion preferida, una composicién que
comprende un compuesto de Ia invencién se administra concurrentemente
con la administracién de otro agente terapéutico, que puede ser parte de la
misma composicion o en una composicion diferente de la que comprende
los compuestos de la invencién. En otra incorporacion, un compuesto de la
invencion se administra antes o subsiguiente a la administracion de otro
agente terapéutico. En una incorporacién separada, un compuesto de la
invencién se administra a un paciente que no se ha sometido previamente, o
en la actualidad no estd siendo sometido, a tratamiento con otro agente
terapéutico, particularmente un agente antivirico.

[00143] En una incorporacidn, los métodos de la invencion comprenden

la administracién de uno o mas ligandos TLR7 ligands o profarmacos de
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ligando TLR7 de la invencién sin un agente terapéutico adicional.
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS Y  PRESENTACIONES
EARMACEUTICAS

[00144] Composiciones farmacéuticas y formas farmacéuticas unitarias

simples que comprenden un ligando TLR7 o proférmaco de la invencidn, o
su sal, hidrato o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable, estén
abarcadas también por la invencién. Presentaciones farmacéuticas
individual de la invencién pueden ser apropiadas para administracion oral,
mucosal (incluidas la mucosa sublingual, oral, rectal, nasal, o vaginal),
parenteral (incluida inyeccion subcutdnea, intramuscular, inyeccion
intravenosa ripida, intraarterial, o intravenosa), transdérmica, o topica. En
una incorporacién especifica los compuestos de la invencion se administran
por via mucosal (incluidas la mucosa sublingual, oral, rectal, nasal, o
vaginal), parenteral (incluida subcutinea, intramuscular, inyeccion
intravenosa rdpida, intraarterial, o intravenosa), transdérmica, o tdpica.
Tipicamente, composiciones farmacéuticas y formas farmacéuticas de la
invenciéon comprenden ademds uno o més excipientes farmacéuticamente
aceptables. Se contemplan asimismo presentaciones farmacéuticas.

{00145} En una incorporacién alternativa, una composicion
farmacéutica comprendida por esta incorporacion incluye un ligando TLR7
o profirmaco de la invencion, o su sal, hidrato o estereoisémero
farmacéuticamente aceptable, y por lo menos un agente terapéutico
adicional. Ejemplos de agente terapéuticos adicionales incluyen, pero no se
limitan a, los enumerados en la seccion 5.2.2,

[00146] La composicién, forma, y tipo de las presentaciones
farmacéuticas de la invencién variardn tipicamente dependiendo de su uso.
Por ejemplo, una forma farmacéutica empleada en el tratamiento agudo de
una enfermedad o una enfermedad relacionada puede contener cantidades
mayores de uno o maés de los ingredientes activos incluidos que una forma
farmacéutica empleada en el tratamiento crénico de la misma enfermedad.
Anélogamente, una forma farmacéuticamente parenteral puede contener

cantidades menores de uno o més de los ingredientes activos incluidos que
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una forma farmacéutica oral empleada para tratar la misma enfermedad o
trastorno.

[00147] Estas y ofras maneras en las cuales variardn unas de otras
formas farmacéuticas especificas abarcadas por esta invencién serin
facilmente evidentes a aquellas personas expertas en el arte. Véase, por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th ed., Mack Publishing,
Easton PA (1990). Ejemplos de formas farmacéuticas incluyen, pero no se
limitan a: tabletas; comprimidos oblongos; cépsulas, tales como capsulas
elasticas de pelatina blandas; sellos; trociscos; pastillas para chupar;
dispersiones; supositorios; ungiientos; cataplasmas (preparados tépicos);
pastas; polvos; apdsitos; cremas; emplastos; soluciones; parches; aerosoles
(por ejemplo, atomizadores nasales o inhaladores); geles; formas
farmacéuticas liquidas apropiadas para administracion oral o mucosal a un
paciente, incluidas suspensiones (por ejemplo, suspensiones liquidas acuosas
no acuosas, emulsiones aceite-en-agua, o emulsiones liquidas agua-en-
aceite), soluciones, y elixires; formas farmacéuticas liquidas apropiadas para
administracién parenteral a un paciente; y solidos estériles (por ejemplo,
sélidos cristalinos o amorfos) que pueden reconstituirse para ofrecer formas
farmacéuticas liquidas adecuadas para administracion parenteral a un
paciente.

[00148] Composiciones farmacéuticas tipicas y formas farmacéuticas
comprenden uno o mas vehiculos, excipientes o diluyentes. Excipientes
apropiados son bien conocidos por aquellas personas expertas en el arte
farmacéutico, y aqui se suministran ejemplos no limitantes de excipientes
adecuados. Si un excipiente particular es apropiado o no para incorporacién
en una composicién farmacéutica o forma farmacéutica depende de una
variedad de factores bien conocidos en el arte incluidos, pero no limitados a,
la manera en que la forma farmacéutica se administrard a un paciente. Por
ejemplo, formas farmacéuticas orales tales como tabletas pueden contener
excipientes no aptos para uso en formas farmacéuticas parenterales. La
idoneidad de un excipiente particular puede depender asimismo de los

ingredientes activos especificos en la forma farmacéutica.
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[00149] Esta invencion abarca ademds composiciones farmacéuticas
anhidras y formas farmacéuticas que comprenden ingredientes activos,
puesto que el agua puede facilitar la degradacion de algunos compuestos.
Por ejemplo, la adicion de agua (por cjemplo, 5%) es ampliamente aceptada
en las artes farmacéuticas como un medio de simular el almacenamiento a
largo plazo, con el fin de determinar caracteristicas tales como vida atil o la
estabilidad de las formulaciones con el tiempo. Véase, por ejemplo, Jens T.
Carstensen, Drug Stability: Principles & Practice, 2d. Ed., Marcel Dekker,
NY, NY, 1995, p4ginas 379-80. En efecto, el agua y el calor aceleran la
descomposicion de algunos compuestos. Por lo tanto, el efecto del agua
sobre una formulacion puede ser de gran importancia, puesto que el vapor de
agua en la atmosfera y/o la humedad se encuentran por lo comiin durante la
manufactura, manipulacién, empaque, almacenamiento, despacho y uso de
las formulaciones.

[00150] Composiciones farmacéuticas anhidras y formas farmacéuticas
de la invencién pueden prepararse utilizando ingredientes anhidros o que
contengan poco volumen de vapor de agua y condiciones de poco volumen
de vapor de agua o poco volumen de humedad .

[00151] Una composicion farmacéutica anhidra debe prepararse y
almacenarse de modo que se mantenga su naturaleza anhidra. Por
consiguiente, las composiciones anhidras preferiblemente se empacan
utilizando materiales conocidos por impedir la exposicion al agua, de
manera que puedan incluirse en estuches de formulacién adecuados.
Ejemplos de empaque apropiado incluyen, pero no se limitan a, peliculas
herméticamente selladas, plasticos, envases de dosis unitaria (por ejemplo,
frasquitos), empaques tipo blister, y empaques en forma de tiras.

[00152] La invencién abarca ademds composiciones farmacéuticas y
formas farmacéuticas que comprenden uno o mas compuestos que reducen
la velocidad a la cual se descompondrd un ingrediente activo. Tales
compuestos, denominados aqui "estabilizantes," incluyen, pero no se limitan
a, antioxidantes tales como &cido ascorbico, neutralizadores de pH, o

neutralizadores de sal.
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[00153] Al igual que las cantidades y tipos de excipientes, las cantidades
y tipos especificos de ingredientes activos en una forma farmacéutica
pueden diferir dependiendo de factores tales como, mas no limitados a, la
via por la cual ésta tiene que administrarse a los pacientes. No obstante,
formas farmacéuticas tipicas de la invencién comprenden profarmacos de
ligando TLR7 de la invencién, o su sal, hidrato o estereoisémeros
comprenden 0.1 mg a 1.500 mg por unidad para proporcionar dosis de
alrededor de 0.01 a 200 mg/kg al dia.

Formas Farmacéuticas Orales

[00154] Composiciones farmacéuticas de la invencién que son
apropiadas para administracion oral pueden presentarse como formas
farmacéuticas discretas, tales como, aunque no limitadas a, tabletas (por
ejemplo, tabletas masticables), comprimidos oblongos, cépsulas, y liquidos
(por ejemplo, jarabes con sabor). Tales formas farmacéuticas contienen
cantidades predeterminadas de ingredientes activos, y pueden prepararse
por métodos de farmacia bien conocidos por aquellos con habilidades en el
arte. Por lo general, véase Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th ed.,
Mack Publishing, Easton PA (1990).

[00155] Formas farmacéuticas orales tipicas de la invencién se
preparan combinando el ingrediente activo(s) en estrecha mezcla con por lo
menos un excipiente, de acuerdo con técnicas convencionales farmacéuticas
de composicién. Los excipientes pueden adoptar una amplia variedad de
formas dependiendo de la modalidad de preparacidn deseada para
administracion. Por ejemplo, excipientes apropiados para uso en formas
farmacéuticas orales, liquidas o en aerosol, incluyen, pero no se limitan a,
agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes saborizantes, preservantes, y
colorantes. Ejemplos de excipientes apropiados para uso en formas
farmacéuticas orales solidas (por ejemplo, polvos, tabletas, cépsulas, y
comprimidos oblongos) incluyen, pero no se limitan a, almidones, azicares,
celulosa micro-cristalina, diluyentes, agentes granulantes, lubricantes,
aglutinantes, y agentes desagregantes.

[00156] Debido a su facilidad de administracién, las tabletas y
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cipsulas representan las formas farmacéuticas unitarias orales mads
ventajosas, caso en el cual se emplean excipientes solidos. Si se desea, las
tabletas pueden recubrirse con técnicas estdndar acuosas o no acuosas.
Tales formas farmacéuticas pueden prepararse por cualquiera de los
métodos de farmacia. En general, composiciones farmacéuticas y formas
farmacéuticas se preparan mezclando de manera uniforme y estrecha los
ingredientes activos con portadores liquidos, vehiculos sélidos finamente
divididos, o ambos, y luego dédndole forma al producto en la presentacién
deseada, si es necesario.
[00157] Por ejemplo, una tableta puede prepararse por compresién o
moldeo. Las tabletas comprimidas pueden prepararse compactando en una
maquina apropiada los ingredientes activos en una forma que se deslice
libremente ("a free-flowing form") tal como polvo o granulos, mezclados
opcionalmente con un excipiente. Las tabletas moldeadas pueden
elaborarse moldeando en una maquina apropiada una mezcla del compuesto
en polvo humectado con un diluyente liquido inerte.
[00158] Ejemplos de excipientes que pueden usarse en formas
farmacéuticas orales de la invencién incluyen, pero no se limitan a,
aglutinantes, rellenos, desagregantes, y lubricantes. Aglutinantes
apropiados para empleo en composiciones farmacéuticas y formas
farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a, almidon de maiz, almidon de
papa, u otros almidones, gelatina, gomas sintéticas y naturales tales como
acacia, alginato sédico, dcido alginico, otros alginatos, tragacanto en polvo,
goma de guar, celulosa y sus derivados (por ejemplo, etilcelulosa, acetato
de celulosa, carboximetilcelulosa cilcica, carboximetilcelulosa soddica),
polivinil  pirrolidona,  metilcelulosa, almidén  pre-gelatinizado,
hidroxipropilmetilcelulosa, (por ejemplo, Nos. 2208, 2906, 2910), celulosa
microcristalina, y sus mezclas.
[00159] Ejemplos de rellenos apropiados para uso en las composiciones
farmacéuticas y formas farmacéuticas divulgadas aqui incluyen, pero no se
limitan a, talco, carbonato de calcio (por ejemplo, grinulos o polvo),

celulosa microcristalina, celulosa en polvo, dextratos, caolin, mannitol,



dcido silicico, sorbitol, almidén, almidon pre-gelatinizado, y sus mezclas.
Tipicamente, el aglutinante o el relleno en composiciones farmacéuticas de
la invenci6n estd presente en desde alrededor de 50 a alrededor de 99 por
ciento en peso de la composicién farmacéutica o forma farmacéuticas.
{00160] Formas apropiadas de celulosa microcristalina incluyen, pero
no se limitan a, los materiales comercializados como AVICEL-PH-101,
AVICEL-PH-103 AVICEL RC-581, AVICEL-PH-105 (disponible de FMC
Corporation, American Viscose Division, Avicel Sales, Marcus Hook, PA),
y sus mezclas. Un aglutinante especifico es una mezcla de celulosa
microcristalina y carboximetilcelulosa sédica comercializada como
AVICEL RC-581. Excipientes o aditivos anhidros o con bajo volumen de
humedad incluyen AVICEL-PH-103™ y Starch 1500 LM.

[00161] Los desagregantes se utilizan en las composiciones de la
invencion para proporcionar tabletas que se desintegren al exponerlas a un
ambiente acuoso. Las tabletas que contienen demasiado desagregante se
pueden desintegrar durante el almacenamiento, mientras que aquellas que
contienen demasiado poco pueden no desintegrarse a una velocidad deseada
o bajo las condiciones deseadas. Por consiguiente, para formar formas
farmacéuticas orales de la invencién debe emplearse una cantidad suficiente
de desagregante que no sea demasiado alta ni demasiado baja para alterar de
manera perjudicial la liberacion de los ingredientes activos. La cantidad de
desagregante utilizado varia con base en el tipo de formulacién, y es
facilmente discernible por aquellas personas de habilidad ordinaria en el
arte. Las composiciones farmacéuticas tipicas comprenden desde alrededor
de 0.5 a alrededor de 15 por ciento en peso de desagregante,
especificamente desde alrededor de 1 a alrededor de 5 por ciento en peso de
desagregante.

[00162] Los desagregantes que pueden usarse en composiciones
farmacéuticas y formas farmacéuticas de la invencion incluyen, pero no se
limitan a, agar-agar, &4cido alginico, carbonato de calcio, celulosa
microcristalina, croscarmelosa sddica, crospovidona, polacrilina potésica,

glicolato sédico de almidén, almidon de papa o yuca, almidon pre-



gelatinizado, otros almidones, arcillas, otras alginas, otras celulosas, gomas,
y sus mezclas.

[00163] Lubricantes que pueden empelarse en composiciones
farmacéuticas y formas farmacéuticas de la invencién incluyen, pero no se
limitan a, estearato de calcio, estearato de magnesio, aceite mineral, aceite
mineral liviano, glicerina, sorbitol, -mannitol, polietilen glicol, otros
glicoles, 4cido estedrico, lauril sulfato de sodio, talco, aceite vegetal
hidrogenado (por ¢jemplo, aceite de mani, aceite de semilla de algodén,
aceite de girasol, aceite de ajonjoli, aceite de oliva, aceite de maiz, y aceite
de soya), estearato de zinc, oleato de etilo, laureato de etilo, agar, y sus
mezclas. Lubricantes adicionales incluyen, por ejemplo, un gel de silice
siloide ("syloid silica gel”) (AEROSIL 200, manufacturado por W.R.
Grace Co. of Baltimore, MD), un aerosol coagulado de silice sintética
(comercializada por Degussa Co. de Plano, TX), CAB-O-SIL (un producto
de di6éxido de silicona pirdgena vendido por Cabot Co. de Boston, MA), y
sus mezclas. Si se usan, los lubricantes se emplean tipicamente en una
cantidad de menos de alrededor de 1 por ciento en peso de las
composiciones farmacéuticas o formas farmacéuticas en las cuales se
incorporan.

Formas Farmacéuticas de Liberacién Retardada

[00164] Ingredientes activos de la invencion pueden administrarse por
medios de liberacién controlada o mediante dispositivos de aplicacién que
son bien conocidos por aquellas personas de habilidad ordinaria en arte.
Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, los descritos en las Patentes de
los Estados Unidos No.: 3,845,770; 3,916,899; 3,536,809; 3,598,123; y
4,008,719, 5,674,533, 5,059,595, 5,591,767, 5,120,548, 5,073,543,
5,639,476, 5,354,556, y 5,733,566, cada una de las cuales se incorpora aqui
por referencia. Tales formas farmacéuticas pueden emplearse para
proporcionar una liberacion lenta o controlada de uno o mas ingredientes
activos usando, por ejemplo, hidropropilmetilcelulosa, otras matrices
-poliméricas, geles, membranas permeables, sistemas osméticos,

recubrimientos multi-capa, microparticulas, liposomas, miniesferas, o una
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combinacién de los mismos para ofrecer el perfil de liberacién deseado en
proporciones variables. Formulaciones apropiadas de liberacién controlada,
conocidas por aquellas personas de habilidad ordinaria en el arte, incluidas
las descritas aqui, pueden seleccionarse fécilmente para uso con los
ingredientes activos de la invencién. Por lo tanto, la invencién abarca
formas farmacéuticas unitarias simples, apropiadas para administracion oral
tales como, pero no limitadas a, tabletas, cédpsulas, cépsulas de gelatina, y
comprimidos oblongos que se adaptan para liberacién controlada.

[00165] Todos los productos farmacéuticos de liberaciéon controlada
tienen un objetivo comin de mejorar la terapia medicinal sobre el logrado
por sus contrapartes de liberacién no controlada. ldealmente, el uso de una
preparacion de liberacidn controlada, 6ptimamente disefiada, en tratamiento
médico se caracteriza por emplear un minimo de sustancia para curar o
controlar la enfermedad en una cantidad minima de tiempo. Las ventajas de
las formulaciones de liberacién controlada incluyen una actividad extendida
del medicamento, frecuencia posoldgica reducida, y creciente observancia
de las instrucciones médicas por parte del paciente. Ademés, las
formulaciones de liberacion controlada pueden utilizarse para afectar el
tiempo de iniciacion de la accion u otras caracteristicas, tales como niveles
sanguineos del medicamento, y pueden, por consiguiente, afectar la
ocurrencia de efectos colaterales (por ejemplo, adversos).

[00166] La mayorfa de las formulaciones de liberacion controlada se
disefian para liberar inicialmente una cantidad de medicamento (ingrediente
activo) que produzca prontamente el efecto terapéutico deseado, y gradual y
continuamente libere otras cantidades de medicamento para mantener este
nivel de efecto profiléctico o terapéutico durante un periodo extendido de
tiempo. Con el fin de mantener este nivel constante de medicamento en el
cuerpo, el medicamento tiene que liberarse de la forma farmacéutica a una
velocidad que reemplace la cantidad del medicamento que se esta
metabolizando y excretado del cuerpo. La liberacién controlada de un
ingrediente activo puede estimularse mediante varias condiciones incluidas,

pero no limitadas a, pH, temperatura, enzimas, agua, o u otras condiciones
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fisiologicas o compuestos. 1}’“
Formulaciones Farmacéuticas Parenterales
[00167] Formulaciones farmacéuticas parenterales pueden
administrarse a pacientes por varias rutas incluidas, pero no limitadas a,
subcutdnea, intravenosa (incluida inyeccién intravenosa rapida),
intramuscular, e intraarterial. Debido a que, tipicamente, su administracién
elude las defensas naturales del paciente contra contaminantes, las
formulaciones farmacéuticas parenterales son preferiblemente estériles o
susceptibles de esterilizarse antes de la administracién a un paciente.
Ejemplos de formulaciones farmacéuticas parenterales incluyen, pero no se
limitan a, soluciones listas para inyeccién, productos liofilizados y/o secos
listos para-disolverse o suspenderse en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para inyeccion (polvos reconstituibles), suspensiones listas para
inyeccion, y emulsiones.
[00168] Vehiculos apropiados que pueden usarse para suministrar
formulaciones farmacéuticas parenterales de la invenciébn son bien
conocidos por aquellas personas expertas en el arte. Los ejemplos incluyen,
pero no se limitan a: Agua para Inyeccion USP; vehiculos acuosos tales
como, pero no limitados a, Inyeccion de Cloruro de Sodio, Inyeccién de
Ringer, Inyeccion de Dextrosa, Inyeccion de Cloruro de Sodio y Dextrosa, e
Inyeccion de Ringer Lactada; vehiculos miscibles en agua tales como, pero
no limitados a, alcohol etilico, polietilen glicol, y polipropilen glicol; y
vehiculos no acuosos, tales como, pero no limitados a, aceite de maiz, aceite
de semilla de algoddn, aceite de mani, aceite de ajonjoli, oleato de etilo,
miristato de isopropilo, y benzoato de bencilo.
[00169] Compuestos que incrementan la solubilidad de uno o mas de
los ingredientes activos divulgados aqui pueden incorporarse asimismo en
las formas farmacéuticas parenterales de la invencién.
Formas Farmacéuticas Transdérmicas
[00170] Las formas farmacéuticas transdérmicas incluyen parches
"tipo depdsito” o "tipo matriz", que pueden aplicarse a la piel y llevarse
durante un periodo especifico de tiempo para permitir la penetracion de una



cantidad deseada de ingredientes activos. /(?
[00171} Excipientes apropiados (por ejemplo, vehiculos y diluyentes) y
otros materiales que pueden usarse para suministrar formas farmacéuticas
tipicas y transdérmicas, abarcadas por esta invencion, son bien conocidas
por aquellos con habilidad en las artes farmacéuticas, y dependen del tejido
particular al cual se aplicard una composicion farmacéutica dada o forma
farmacéutica. Con ese hecho en mente, excipientes tipicos incluyen, pero
no se limitan a, agua, acetona, etanol, etilen glicol, propilen glicol, butano-
1,3-diol, miristato de isopropilo, palmitato de isopropilo, aceite mineral, y
sus mezclas.

[00172] Dependiendo del tejido especifico por tratar, componentes
adicionales pueden empelarse antes de, en conjuncion con, o subsiguiente al
tratamiento con ingredientes activos de la invencién. Por ejemplo,
reforzadores de penetracion pueden utilizarse para ayudar en la aplicacién
de los ingredientes activos al tejido. Reforzadores de penetracion
apropiados incluyen, pero no se limitan a: acetona; varios alcoholes tales
como etanol, oleilo, y tetrahidrofurilo; sulféxidos de alquilo tales como
sulféxido de dimetilo; acetamida de dimetilo; formamida de dimetilo;
polietilen glicol; pirrolidonas tales como polivinilpirrolidona; grados de
Kollidon (Povidona, Polividona); urea; y diferentes ésteres de azilcares
solubles o insclubles en agua tales como Tween 80 (polisorbato 80) y Span
60 (monoestearato de sorbitana).

[00173]  El pH de una composicidn farmacéutica o forma farmacéutica,
o del tejido al cual se aplica la composicién farmacéutica o forma
farmacéutica, puede ajustarse igualmente para mejorar la liberacion de uno
o mas ingredientes activos. Analogamente, la polaridad de un vehiculo
disolvente, su concentracién iénica, o tonicidad puede ajustarse para
mejorar la entrega. Compuestos tales como estearatos pueden agregarse
también a las composiciones farmacéuticas o formas farmacéuticas para
alterar ventajosamente la hidrofilidad o lipofilidado de uno o mas
ingredientes activos, con el fin de incrementar la entrega. En este aspecto,

los estearatos pueden servir como un vehiculo de lipidos para la
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formulacion, como agente emulsificante o surfactante, y como agente
promotores de la entrega o reforzadores de la penetracion. Diferentes sales,
hidratos o solvatos de los ingredientes activos pueden usarse para ajustar
aun mas las propiedades de la composicion resultante.

Formas Farmacéuticas Topicas

[00174] Formas farmacéuticas topicas de la invencion incluyen, pero no
se limitan a, cremas, lociones, ungllentos, geles, soluciones, emulsiones,
suspensiones, u otras formas conocidas por una persona de habilidad en el
arte. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th eds.,
Mack Publishing, Easton PA (1990); e Introduction to Pharmaceutical
Dosage Forms, 4th ed., Lea & Febiger, Philadelphia (1985).

[00175] Excipientes apropiados (por ejemplo, vehiculos y diluyentes) y
otros materiales que pueden utilizarse para suministrar formas
farmacéuticas topicas y transdérmicas abarcadas por esta invencién son
bien conocidas por aquellas personas con habilidad en las artes
farmacéuticas, y dependen del tejido particular al cual se aplicard una
composicion farmacéutica o forma farmacéutica. Con ese hecho en mente,
excipientes tipicos incluyen, pero no se limitan a, agua, acetona, etanol,
etilen glicol, propilen glicol, butano-1,3-diol, miristato de- isopropilo,
palmitato de isopropilo, aceite mineral, y sus mezclas.

[00176] Dependiendo del tejido especifico por tratar, componentes
adicionales pueden emplearse antes de, en conjuncion con, o subsiguiente al
tratamiento con ingredientes activos de la invencién. Por ejemplo,
reforzadores de penetracién pueden usarse para ayudar en entregar los
ingredientes activos al tejido. Reforzadores de penetracion apropiados
incluyen, pero no se limitan a: acetona; varios alcoholes tales como etanol,
oleilo, y tetrahidrofurilo; sulféxidos de alquilo tales como sulfoxido de
dimetilo; acetamida de dimetilo; formamida de dimetilo; poletilen glicol;
pirrolidonas tales como polivinilpirrolidona; grados de Kollidon (Povidona,
Polividona); urea; y diferentes ésteres de azicares solubles o insolubles en

agua tales como Tween 80 (polisorbato 80) y Span 60 (monostearato de
sorbitana).
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Formas Farmacéuticas Mucosales /lP
[00177] Formas farmacéuticas mucosales de la invencién incluyen,
pero no se limitan a, soluciones oftdlmicas, atomezadores y aerosoles, u
otras formas conocidas por una persona de habilidad en el arte. Véase, por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th eds., Mack
Publishing, Easton PA (1990); e Introduction to Pharmaceutical Dosage
Forms, 4th ed., Lea & Febiger, Philadelphia (1985). Formas farmacéuticas
apropiadas para tratar tejidos mucosales en la cavidad oral pueden
formularse como enjuagues bucales o como geles orales. En una
incorporacion, el aerosol comprende un vehiculo. En otra incorporacion, el
aerosol esta libre de vehiculo.

{00178] En igual forma, los ligandos TLR7 o los profirmacos de
ligando TLR7 de la invencién pueden administrarse directamente al pulmén
mediante inhalacién. Para administracién por inhalacion, un ligando TLR7
puede entregarse convenientemente el pulmén mediante un nimero de
diferentes dispositivos. Por ejemplo, un Inhalador de Dosis Medida
("MDI") que utiliza latas que contienen un gas propelente adecuado de bajo
punto de  ebullicion, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas
apropiado puede utilizarse para entregar un ligando TLR7 directamente al
pulmén. Dispositivos MDI se encuentran disponibles de un gran nimero de
proveedores tales como 3M Corporation, Aventis, Boehringer Ingelheim,
Forest Laboratories, Glaxo-Wellcome, Schering Plough y Vectura.

[00179] Alternativamente, un dispositivo Inhalador de Polvo Seco
(DPI) puede usarse para administrar un ligando TLR7 al pulmén (véase, por
ejemplo, Raleigh et al, Proc. Amer. Assoc. Cancer Research Annual
Meeting, 1999, 40, 397, que se incorpora aqui por referencia). Tipicamente
los dispositivos DPI utilizan un mecanismo tal como una explosion de gas
para crear una nube de polvo seco en el interior de un envase, la cual puede
ser inhalada luego por el paciente. Los dispositivos DPI son igualmente
bien conocidos en el arte y pueden adquirirse de un nimero de proveedores

que incluyen, por ejemplo, Fisons, Glaxo-Wellcome, Inhale Therapeutic



Systems, ML Laboratories, Qdose y Vectura. Una variacién popular es el
sistema DPI de dosis miltiple ("MDDPI"), que permite la entrega de més
de una dosis terapéutica. Los dispositivos MDDPI se encuentran
disponibles de compailias tales como AstraZeneca, Glaxo Wellcome,
IVAX, Schering Plough, SkyePharma y Vectura. Por ejemplo, pueden
formularse capsulas y cartuchos de gelatina para empleo en un inhalador o
insuflador, que contienen una mezcla de polvo del compuesto y una base en
polvo apropiada tal como lactosa o almidén para estos sistemas.

[00180] Otro tipo de dispositivo que puede utilizarse para entregar un
ligando TLR7 o proférmaco de ligando TLR7 al pulmén es un dispositivo
atomizador de liquido suministrado, por ejemplo, por Aradigm Corporation.
Los sistemas atomizadores de liquidos usan orificios de toberas pequefias
para aerosolizar formulaciones de medicamentos liquidos que pueden
inhalarse directamente al pulmén.

[00181] En una incorporacién preferida, un dispositivo nebulizador se
emplea para entregar ligandos TLR7 o profiarmacos de ligando de TLR al
pulmén. Los nebulizadores crean aerosoles de formulaciones de
medicamentos liquidos usando, por ejemplo, energia ultrasonica para
formar particulas finas que pueden inhalarse ficilmente (Véase, por
ejemplo, Verschoyle et al., British J. Cancer, 1999, 80, Suppl 2, 96, que se
incorpora aqui por referencia). Ejemplos de nebulizadores incluyen
dispositivos suministrados por Sheffield/Systemic Pulmonary Delivery Ltd,
Aventis, y Batelle Pulmonary Therapeutics. Véase las Patentes de los
Estados Unidos No. 5,954,047; 5,950,619; 5,970,974, las cuales se
incorporan aqui por referencia.

[00182] En una incorporacion particularmente preferida, un dispositivo
aerosol electrohidrodindmico ("EHD") se usa para llevar los ligandos TLR7
y los profdrmacos de ligando TLR7 al pulmén. Los dispositivos aerosoles
EHD utilizan energia eléctrica para atomizar soluciones de medicamento
liquidas o suspensiones (véase, por ejemplo, Noakes et al., Patente de los
Estados Unidos No. 4,765,539; Coffee, Patente de los Estados Unidos No.,
4,962,885; Coffee, Solicitud PCT, WO 94/1228S; Coffee, Solicitud PCT,
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WO 94/14543; Coffee, Solicitud PCT, WO 95/26234, Coffee, Solicitud
PCT, WO 95/26235, Coffee, Solicitud PCT, WO 95/32807, las cuales se
incorporan aqui por referencia). Las propiedades electroquimicas de la
formulacién de ligando TLR7 y profirmacos de ligando TLR7 pueden ser
parametros importantes a optimizar, cuando se lleva este medicamento al
pulmén con un dispositivo aerosol EHD, y tal optimizacién se lleva a cabo
en forma rutinaria por una persona de habilidad en el arte. Los dispositivos
acrosoles EHD pueden aplicar medicamentos més eficientemente al pulmén
que las tecnologias de aplicacion pulmonar existentes. Otros métodos de
aplicacion intra-pulmonar de ligando TLR7 y proférmacos de ligando TLR7
serdn conocidos por el artesano experto y se encuentran dentro del &mbito
de la invencion.

[00183] Formulaciones liquidas de medicamento apropiadas para uso
con nebulizadores y dispositivos atomizadores de liquidos y dispositivos
aerosoles EHD incluirdn por lo general un ligando TLR7 o profarmaco de
ligando TLR7 con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Preferiblemente, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es un liquido tal
como alcohol, agua, polietilen glicol o un perfluorocarbonado.
Opcionalmente, puede agregarse otro material para alterar las propiedades
del aerosol de la solucion o suspension del ligando TLR7 o proférmaco de
un ligando TLR7. Preferiblemente, este material es un liquido tal como un
alcohol, glicol, poliglicol o un acido graso. Otros métodos de formular
soluciones de medicamento liquidas o suspensién apropiada para uso en
dispositivos aerosoles son conocidos por las personas de habilidad en el arte
(véase, por ejemplo, Biesalski, Patentes de los Estados Unidos. No.
5,112,598; Biesalski, 5,556,611, las cuales se incorporan aquf por
referencia) Un ligando TLR7 o profirmaco de un ligando TLR7 pueden
formularse ademas en composiciones rectales o vaginales tales como
supositorios o enemas de retencién que contengan, por ejemplo, bases de
supositorios convencionales tales como manteca de cacao u otros glicéridos.
[00184]  Aparte de las formulaciones descritas previamente, un ligando
TLR7 o profarmaco de ligando TLR7 pueden formularse iguaimente como
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una preparacién de absorcion ("a depot preparation™). Tales
formulaciones de accion prolongada pueden administrarse mediante
implante (por ejemplo por via subcutdnea o intramuscular) o mediante
inyeccion intramuscular. En consecuencia, por ejemplo, los compuestos
pueden formularse con materiales hidréfobos o poliméricos apropiados (por
ejemplo, como una emulsion en un aceite aceptable) o resinas de
intercambio idnico, 0 como derivados moderadamente solubles, por
ejemplo, como una sal moderadamente soluble.

[00185]  Altermativamente, pueden empelarse otros sistemas de
administracion farmacéutica. Liposomas y emulsiones son ejemplos bien
conocidos de vehiculos de administracién que pueden emplearse para
dispensar ligandos TLR7 y profarmacos de ligando TLR7. Asimismo
pueden utilizarse ciertos disolventes orgénicos tales como sulféxido de
dimetilo, aunque habitualmente al costo de una mayor toxicidad. Un
ligando TLR7 o profiirmaco de un ligando TLR7 puede aplicarse también
en un sistema de liberacién controlada. En una incorporacién, puede usarse
una bomba (Sefton, CRC Crit. Ref Biomed Eng., 1987, 14, 201; Buchwald
et al., Surgery, 1980, 88, 507; Saudek ef al, N. Engl. J. Med., 1989, 321,
574). En otra incorporacién, pueden emplearse materiales poliméricos
(véase Medical Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.),
CRC Pres., Boca Raton, Fla. (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug
Product Design and Performance, Smolen and Ball (eds.), Wiley, New York
(1984); Ranger and Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem.,
1983, 23, 61; véase también Levy et al., Science, 1985, 228, 190; During et
al., Ann. Neurol., 1989,25,351; Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 71, 105).
En todavia otra incorporacion, un sistema de liberacion controlada puede
situarse en proximidad de la diana de los compuestos de la invencion, por
ejemplo, el pulmén, requiriendo asi s6lo una fraccién de la dosis sistémica
(véase, por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of Controlled
Release, supra, vol. 2, pp. 115 (1984)). Puede utilizarse otro sistema de
liberacidn controlada (véase, por ejemplo Langer, Science, 1990, 249,
1527). '
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[00186] Excipientes apropiados (por ejemplo, vehiculos y diluyentes) y
otros materiales que pueden emplearse para proporcionar formas
farmacéuticas mucosales, abarcadas por esta invencién, son bien conocidas
por las personas de habilidad en las artes farmacéuticas, y dependen del
sitio particular o método en que se administrard una composicién
farmacéutica o forma farmacéutica dada. Con este hecho en mente,
excipientes tipicos incluyen, pero no se limitan a, agua, etanol, etilen glicol,
propilen glicol, butano-1,3-diol, miristato de isopropilo, palmitato de
isopropilo, aceite mineral, y sus mezclas, que son atdéxicos y
farmacéuticamente aceptables. Ejemplos tales ingredientes adicionales son
bien conocidos en el arte. Por ejemplo, véase Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18th eds., Mack Publishing, Easton PA (1990).
[00187] El pH de una composicion farmacéutica o forma farmacéutica,
o del tejido al cual se aplica la composicion farmacéutica o forma
farmacéutica, puede ajustarse también para mejorar la administracion de
uno o m4s ingredientes activos. Analogamente, la polaridad de un vehiculo
disolvente, su concentracién ibnica, o tonicidad pueden ajustarse para
mejorar la entrega. De igual manera pueden agregarse compuestos tales
como estearatos a las composiciones farmacéuticas o formas farmacéuticas
para alterar ventajosamente la hidrofilidad o la lipofilidad de uno o mas
ingredientes activos, con el fin de mejorar la administraciéon. En este
aspecto, los estearatos pueden servir como vehiculo de lipidos para la
formulacién, como un agente emulsionante o surfactante, y como un agente
reforzador de la entrega o la penetracién. Pueden usarse diferentes sales,
hidratos o solvatos de los ingredientes activos para ajustar ain mas las
propiedades de la composicion resultante.
ESTUCHES
{00188] La invencion contempla un empaque farmacéutico o estuche
conformado por uno o més envases que comprenden un profirmaco de
ligando TLR7 util para el tratamiento o prevencién de una infeccion por el
virus de hepatitis C. En otras incorporaciones, la invenciébn provee un

empaque farmacéutico o estuche que comprende uno o mas envases que



incluyen un profirmaco de ligando TLR7, itil para el tratamiento o
prevencion de una infeccion por el virus de hepatitis C, y uno o maés
envases que comprenden un agente terapéutico adicional, incluidos, pero no
limitados a, los enumerados en la seccién 5.2.2 anterior, en particular un
agente antiviral, un interferon, un agente que inhibe las enzimas viricas, o
un agente que inhibe la replicacion virica, preferiblemente el agente
terapéutico adicional es especifico de HCV o demuestra actividad anti-
HCV.

[00189) La invencidén provee asimismo un empaque farmacéutico o
estuche que comprende uno o més envases que incluyen uno o méas de los
ingredientes de las composiciones farmacéuticas de la invencién. Asociada
opcionalmente con tal envase (s) puede haber una nota en la forma prescrita
por una agencia gubernamental que regule la manufactura, uso o venta de
productos farmacéuticos o bioldgicos, nota que refleje la aprobacion de la
manufactura, uso o venta para administracion humana por parte de la
agencia.

ANALISIS

[00190] Los ligandos TLR7, profirmacos de ligando TLR7,
composiciones y formas farmacéuticas de la invencién pueden valorarse in
vitro o in vivo por una variedad de métodos conocidos en el arte para probar
la actividad. Véase, por ejemplo, los métodos discutidos més adelante y
empelados a todo lo largo de los ejemplos.

[00191] Una gama de anélisis para el propdsito de evaluar la actividad
de TLR7 se encuentran disponibles, y se describen en las siguientes
publicaciones, cada una de las cuales se incorpora por referencia: Hirota et
al., J Med. Chem., 45, 5419-5422 (2002); y Akira S. et al., Immunology
Letters, 85, 85-95 (2003). Por ejemplo, un sistema Util para la valoracion
de ligandos TLR7, en el cual el gen de TLR7 se clona por métodos
conocidos por las personas de habilidad en el arte y se transfecta en un tipo
de célula apropiado de modo que el TLR7 se exprese y se acople a un
plasmido indicador de NFkB-luciferasa. En este sistema celular, la

exposicion a los profiirmacos de ligando TLR7 en cultivo de células resulta
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en una seflal de luminiscencia cuantificable. Véase, por ejemplo, Lee ef al.,
Proc. Nat. Acad. USA, 100, 6646-6651 (2003); Hemmi et al, Nat. Immunol,
3, 196-200 (2002); y Jurk et al., Nat. Immunol, 3, 499 (2002) (en donde las
referencias a Lee et al., Hemmi et al., y Jurk et al,, se incorporan aqui por
referencia).

[00192] Otro ejemplo de un método in vitro es exponer células
mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) al proférmaco
candidato de ligando TLR7 durante un intervalo predeterminado (por
ejemplo, 2 horas a 24 horas), seguido por la medicion de la actividad
inmunitaria. Tal actividad inmunitaria puede incluir induccién de la sintesis
de citacinas, la cual puede medirse en el sobrenadante del cultivo mediante
el analisis ELISA de la proteina citocina, tal como interferén Tipo 1|
(interferon a, interferon B) o interferén Tipo 2 (interfer6n ).
Alternativamente, las PBMC pueden cosecharse luego de la incubacién con
el profirmaco candidato de ligando TLR7, extraerse el ARN PBMC, y
determinarse el nivel de induccion de genes del sistema inmunitario
mediante andlisis de proteccion a ARNsa del ARN extraido. Los genes
tipicamente inducidos incluyen 2'5'-OAS, o interferén y, pero puede
medirse un margen de citocinas. Véase, por ejemplo, Hirota et al., J. Med.
Chem., 45, 5419-5422 (2002).

[00193] Andlisis de proteccion de RNAsa (RPA) son un método
conocido en el arte, en donde analitos de ARN se cuantifican hibriddndolos
primero a una secuencia de ARN radiomarcada, especifica del analito de
ARN, seguida por la digestion con enzimas que selectivamente degradan
ARN de hebra tinica. La muestra se somete entonces a electroforesis en gel
bajo condiciones que resuelven el ARN de doble hebra protegido e
hibridado. A continuacion se autorradiografia el gel para revelar la
ubicacién e intensidad de las bandas. Estas pueden cuantificarse por
métodos bien conocidos en el arte. Pueden analizarse simultineamente
miltiples especies de analitos de ARN, si los fragmentos protegidos son
suficientemente diferentes en tamafio para permitir su separacion mediante

electroforesis en gel. La comparacion de los niveles de un analito de ARN
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con una especie de ARN de control, que se expresa a niveles constantes en
las células, proporciona un control intemo que permite monitorear cambios
en los niveles de la especie de analito de ARN, incluso si varia la cantidad
total del ARN. Tales anilisis de proteccién de RNAsa pueden realizarse en
la siguiente forma: )

[00194] Se purifica ARN de miniesferas de PMBC usando el estuche
"RNAeasy” (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Juegos de plantillas pueden obtenerse de PharMingen (BD Biosciences); un
juego ttil, disponible comercialmente del proveedor, contiene materiales
que permiten el andlisis de TNF-a, IL12 p35, IP10, IL-1a, IL-1b, IL-6,
Interferon v, y la especie de ARN de control L32 y GAPDH. Este juego de
plantillas contiene ADN apropiado para a sintesis de la sonda adecuada de
ARN para cada uno de los genes enumerados.

[00195] La sintesis de sondas se lleva a cabo usando el estuche de
transcripcion in vitro PharMingen. La reaccidén contiene un inhibidor de
RNAsa; tampon de transcripcion; 50 ng del juego de plantillas; 0.1375 mM
de cada uno de rGTP, rCTP, rATP; 0.003 mM rUTP; 10 mM DTT, 0.010
mCi de [alpha 32P] UTP, y 20 Unidades de T7 ARN polimerasa en un
volumien de 20 microlitros. La mezcla de reaccion se incuba durante una
hora a 37 °C, y luego se suspendié con la adicién de 2 unidades de DNAsa
libre de RNAsa, con una incubacién adicional de 30 minutos a 37 °C. Las
sondas de ARN sintetizadas en esta incubacién se extraen una vez con 5.2
mM EDTA, 25 ul de fenol Tris Saturado, 25 uL de cloroformo, y 4 ug de
tRNA de levadura, y luego se extrajeron con 50 4L de cloroformo. El ARN
se precipita por la adicion de 50 uL. de 4M acetato de amonio y 250 uL de
etanol 100% helado y, después de la incubacién a -80 °C durante 30
minutos, la preparacién se centrifuga a alta velocidad durante 30 minutos.
La miniesfera se lava en etanol 100 % y, luego del retiro del etanol, la
prueba se vuelve a suspender y se usa en la incubacién de proteccion de
RNAsa.

[00196] El andlisis de proteccién de RNAsa usa el material de la sonda
preparada anteriormente y se extraec el ARN de PBMC. El ARN PBMC se
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lava en etanol 100%, se cuantifica por absorciéon a 260 nm. El RPA se lleva
a cabo como se describe en el protocolo provisto en el estuche PharMingen
RiboQuant kit. Ocho uL de las muestras de¢ ARN PBMC se mezclan con
los 2 uL de la sonda puesta en un tubo PCR de pared delgada, se mezclan
bien, se centrifugan brevemente y luego se superponen con aceite mineral.
En seguida el tubo se pone en un bloque de PCR a 90 °C, se enfria a 56 °C,
y se incuba durante 16 horas. A continuacién las muestras se enfrian a 37
°C y se agregan RNAsa A y RNAsa T1. La mezcla se incuba durante 45
minutos a 30 °C, y la reaccion se suspende con una mezcla de proteasa K y
tARN de levadura. El ARN se extrae con fenol-cloroformo, y luego se
precipita del fenol-cloroformo con acetato de amonio-etanol. La miniesfera
se lava con etanol y se vuelve a suspender en tampén por electroforesis.
Las muestras se analizan por electroforesis en gel mediante métodos bien
conocidos en la biologia molecular.

[00197] Puede emplearse un nimero de andlisis de acuerdo con la
presente invencion, con el fin de determinar el grado de actividad anti-virica
de un compuesto de la invencién, tal como un cultivo de células, modelos
animales, y administracién a sujetos humanos. Los analisis descritos aqui
pueden usarse para valorar el crecimiento virico con el tiempo para
determinar las caracteristicas de crecimiento de un virus en la presencia de
un compuesto de la invencion.

[00198] En otra incorporacion, un virus y un compuesto de la invencion
se administran a sujetos animales susceptibles & infeccién con el virus. La
incidencia, gravedad, duracién, carga virica, indice de mortalidad de la
infeccion, etc., pueden compararse con la incidencia, severidad, duracién,
carga virica, indice de mortalidad de la infeccion, etc., observadas cuando a
los sujetos se administra el virus solo (en la ausencia de un compuesto de la
invencién). La actividad anti-virus del compuesto de la invencién se
demuestra por una disminucion en la incidencia, gravedad, duracién, carga
virica, indice de mortalidad de la infeccidn, etc., en la presencia del
compuesto de la invenciéon. En una incorporacion especifica, el virus y el

compuesto de la invencién se administran al sujeto animal al mismo tiempo.
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En otra incorporacion especifica, el virus se administra al sujeto animal
antes del compuesto de la invenciéon. En otra incorporacién especifica, el
compuesto de la invencion se administra al sujeto animal antes del virus.
[00199] En otra incorporacion, la tasa de crecimiento del virus puede
analizarse tomando muestras de fluidos biolégicos/muestras clinicas (por
ejemplo, aspirado nasal, exudado faringeo, esputo, lavado bronco-alveolar,
orina, saliva, sangre, o suero) de sujetos humanos o animales en miltiples
puntos de tiempo pos-infeccion en la presencia o ausencia de un compuesto
de la invencién y midiendo los niveles de virus. En incorporaciones
especificas, la tasa de crecimiento de un virus se analiza valorando la
presencia de virus en una muestra luego del crecimiento en un cultivo de
células, crecimiento en un medio de cultivo permisible, o crecimiento en un
sujeto usando cualquier método bien conocido en el arte, por ejemplo, pero
no limitado a, inmunoanalisis (por efemplo, ELISA; para una discusién con
respecto a los ELISAs véase, por ejemplo, Ausubel et al, eds, 1994,
Current Protocols in Molecular Biology, Vol. I, John Wiley & Sons, Inc.,
New York at 11.2.1), tincibn inmunofluorescente, o andlisis de
inmunotransferencia usando un  anticuerpo que  reconoce
inmunoespecificamente el virus a analizarse, o detecciéon de un &cido
nucleico especifico del virus (por ejemplo, por método de Southemn o
andlisis RT-PCR, etc.).

[00200] En una incorporacion especifica, valoraciones viricas pueden
determinarse obteniendo muestras de fluidos biolégicos / muestras clinicas
de células infectadas o un sujeto infectado, preparando una dilucién en serie
de la muestra e infectando una monocapa de células que son susceptibles de
infeccion con el virus (por ejemplo, células primarias, estirpes celulares
transformadas, muestras de tejido de pacientes, etc) en una dilucion del
virus que permite la emergencia de placas Gnicas. Las placas pueden
contarse entonces y expresarse la valoracién virica expresada como
unidades formadoras de placas por mililitro de muestra.

[00201] En una incorporacién especifica, la tasa de crecimiento de un

virus en un sujeto puede calcularse mediante la valoracion de la disolucion
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de anticuerpos contra el virus en el sujeto. La valoracién sérica del
anticuerpo puede determinarse por cualquier método bien conocido en el
arte, por ejemplo, pero no limitado a, la cantidad de anticuerpo o fragmento
de anticuerpo en muestras de suero puede cuantificarse, por ejemplo,
mediante ELISA.

[00202] Adicionalmente, la actividad in vivo de un ligando TLR7 o
profirmaco de un ligando TLR7 puede determinarse administrando
directamente el compuesto a un animal de prueba, recolectando fluidos
bioldgicos (por ejemplo, aspirado nasal, exudado faringeo, esputo, lavado
bronco-alveolar, orina, saliva, sangre, o suero) y examinando el fluido con
respecto a la actividad anti-virica.

[00203] En incorporaciones donde las muestras a analizarse para
detectar niveles de virus son fluidos biolégicos/muestras clinicas (por
ejemplo, aspirado nasal, exudado faringeo, esputo, lavado bronco-alveolar,
orina, saliva, sangre, o suero), las muestras pueden contener o no contener
células intactas. Muestras de sujetos que contienen células intactas pueden
procesarse directamente, mientras que los aislados sin células intactas
pueden cultivarse o no primeramente en una estirpe celular permitida (por
ejemplo, células primarias, estirpes celulares transformadas, muestras de
tejido de pacientes, etc.) o medio de cultivo (por ejemplo, caldo LB/agar,
caldo YT/agar, agar sanguineo, etc.). Las suspensiones celulares pueden
aclararse por centrifugacion a, por ejemplo, 300xg durante 5 minutos a
temperatura de la sala, seguidas por un PBS, lavado pH 7.4 (libre de Cat+y
Mg++) bajo las mismas condiciones. Las miniesferas de células pueden re-
suspenderse en un pequefio volumen de PBS para andlisis. Aislados
clinicos primarios que contienen células intactas pueden mezclarse con PBS
y centrifugarse a 300xg durante 5 minutos a temperatura de la sala. Se
elimina el moco de la interface con la punta de una pipeta estéril y las
miniesferas pueden lavarse una vez mas con PBS bajo las mismas
condiciones. A continuacidn, las miniesferas pueden re-suspenderse en un
pequefio volumen de PBS para andlisis.

[00204] En otra incorporacion, un compuesto de la invencion se



7

administra a un sujeto humano infectado con un virus. La incidencia,
gravedad, duracién, carga virica, indice de mortalidad de la infeccién, etc.,
pueden compararse con la incidencia, severidad, duracién, carga virica,
indice de mortalidad de la infeccién, etc., observados en sujetos humanos
infectados con un virus en la ausencia de un compuesto de la invencion o en
la presencia de un placebo. La actividad anti-virica del compuesto de la
invencién se demuestra por una disminucion en la incidencia, gravedad,
duracidn, carga virica, indice de mortalidad de la infeccion, etc., en la
presencia del compuesto de la invencién. Cualquier método conocido en el
arte puede usarse para determinar la actividad anti-virica en un sujeto, tales
como los descritos previamente.

[00205]) Adicionalmente, la actividad in vivo de un ligando TLR7 o
profairmaco de ligando TLR7 puede determinarse administrando
directamente el compuesto a un sujeto humano o animal, recolectando
muestras de fluidos biolégicos/muestras clinicas (por ejemplo, aspirado
nasal, exudado faringeo, esputo, lavado bronco-alveolar, orina, saliva,
sangre, o suero) y analizando los fluidos bioldgicos/muestras clinicas en
cuanto a la actividad anti-virica (por ¢jemplo, por adicion a células en
cultivo en la presencia del virus).

[00206] Lo anterior ha demostrados las caracteristicas importantes y
pertinentes de la presente invencién. Una persona de habilidad en el arte
observard que pueden disefiarse numerosas modificaciones e
incorporaciones. Por lo tanto, se pretende que las reivindicaciones anexas
cubren la totalidad de tales modificaciones e incorporaciones.
6. EJEMPLOS

[00207] Los siguientes ejemplos son para efectos de ilustracidn

inicamente y no tienen como finalidad limitar el 4mbito de la invencion.

6.1 Identificacion del Ligando TL.R7
[00208] Existen tres clases quimicas conocidas de ligandos TLR7:

guanosinas, imidazoquinolinas, y pirimidinas (véase Seccién5.2). Como se

describe més arriba, ligandos TLR7 adicionales se identifican ficilmente
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por métodos conocidos de cribado. Por ejemplo, andlogos de adenina y
derivados se identificaron como ligandos TLR usando el siguiente
procedimiento de cribado. Véase Tablas 1 y 2.

Una estirpe celular HEK293-hTLR?7 estable se obtuvo de Invivogen
(San Diego, California), se transfectd con pNiFty2-Luc, un plasmido de
indicador de luciferasa inducible NF-kB (Invivogen) y se seleccionaron
transfectantes estables (duales). Las estirpes celulares (hTLR7/pNiFty2-
Luc) duales resultantes se examinaron funcionalmente mediante respuesta a
loxoribina e isatoribina, medidas por induccién miiltiple de luciferasa ("fold
luciferase induction”) en relacion con un control sin medicamento. La
linea C23 se seleccioné debido a su respuesta satisfactoria y al perfil de
sensibilidad con estos (y otros) agonistas TLR7. El fundamento biolégico
que conecta el enlazamiento TLR7 ("TLR7 engagement™) y la activacién
de NF-kB ha encontrado una aceptacion de amplia difusiéon (para una
resefia, véase Akira S. ef al, Immunol. Lett., 85, 85-95 (2003)) y, como
consecuencia, el sistema indicador inducible HEK293-TLR-NF-kB se
acepta como un analisis estandar que se ha usado consistentemente para
valorar agonistas TLR(7), en formato de sistema estable o transitorio.
Véase, por ejemplo, Hemmi H. et al., Nat. Immunol., 3, 196-200 (2002);
Jurk M. et al., Nat. Immunol, 3, 499 (2002); and Lee J. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 100, 6646-51 (2003).
[00209] Para un andlisis C23 tipico, las células se siembran en una
concentracion de 6x10* células/pocillo en placas de 96 pocillos y 4-24 horas
después se tratan con diferentes concentraciones de compuesto. Después de
2-48 horas de exposicion las monocapas de células se someten a lisis con
tampdn de lisis pasiva (Promega), y el analisis de luciferasa de luciérnaga
se lleva a cabo usando el reactivo de andlisis de luciferasa (Promega), segin
especificaciones del fabricante. Las actividades relativas de luciferasa se
expresan como multiplos de la induccién, comparadas con el control sin
medicamentos. Una induccion doble sobre el arte previo se considera un
agonista TLR7 bona fide, dependiendo de si esto es un incremento

estadisticamente significativo.
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Tabla 1: Isatoribina Activa TLR7 Humano en el Anélisis HEK293

Concentracién de compuesto, uM

Compuesto No.
50 100 250 500
21 3.1 34 6.2 10.9
(%£0.2) (=0.1) (+0.5) (=0.7)

Tabla 2: El Derivado de Adenina Activa el TLR7 Humano en el Andlisis
HEK293

Concentracion del compuesto, uM

Compuesto No.
1.0 3.2 10 32
2 20.8 373 47.5 48.4
(x1.1) (£0.5) (£0.2) (0.4)

[00210] En Tabla 1, isatoribina se agregé a células C23 durante
cuarenta y ocho horas y, a continuacién, las células se cosecharon y
valoraron en cuanto a la actividad luciferasa. Cada punto de tiempo se
analiz6 en triplicado. Los datos presentados son la induccién miiltiple
media, comparados con el control sin medicamento, junto con la desviacién
estindar entre paréntesis.

[00211] En Tabla 2, un derivado de adenin 29 se agregd a células C23
durante veinticuatro horas y, en seguida, las células se cosecharon y
valoraron en cuanto a la actividad luciferasa. Cada punto de tiempo se
analiz6 en ftriplicado. Los datos presentados son la induccion multiple
media, comparados con el control sin medicamento, junto con la desviacion

estandar entre paréntesis.

6.2 Ligandos TLR7 Probados como Agentes anti-HCV
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Reduccidn de la Carga Virica HCV
[00212] El producto medicamento investigativo isatoribina se

suministr6 como una solucién 1 mg/mL en solucion salina normal estéril
contenida en una ampolleta de 50 mL. La isatoribina se administrd en
humanos por infusién intravenosa una vez al dia durante 7 dias, con 200,
400, 600 6 800 mg por dosis. Todas las dosis se administraron por infusién
de velocidad constante durante un periodo de 60 minutos, excepto que la
dosis de 800 mg se administré durante un periodo de 80 minutos. El caudal
de cada dosis fue el siguiente: 3.33 mL/min para la dosis de 200 mg; 6.67
mL/min para la dosis de 400 mg; 8.33 mL/min para la dosis de 500 mg; o
10.0 mL/min para la dosis de 600 mg y 800 mg.

[00213]  Cuatro a doce pacientes se enrolaron en cada uno de los grupos
de dosis (200 mg, 400 mg, 600 mg y 800 mg por dosis) y recibieron una vez
infusiones intravenosas diarias durante 7 dias. Antes de la dosificacion, se
extrajo una muestra de sangre de cada paciente para evaluacién del
genotipo del virus HCV.

[00214] ARN de HCV en el plasma se determindé en valores de
referencia (un promedio de 2 mediciones pre-tratamiento tomadas el Dia |
o pre-tratamiento y el Dia 1) y una vez diariamente antes de la iniciacion
de la primera infusion intravenosa diaria de isatoribina los Dias 2 a 7 para
estos grupos de dosificacion (x 7 dias) diaria. Véase Figura 2. La carga
virica se cuantificé por el método de ADN ramificado (Versant™ v3.0
bDNA assay, Bayer Diagnostics). Para el ARN de HCV en el plasma, se
calculd la variacién maxima de los valores de referencia de pre-tratamiento
usando valores transformados logaritmicamente.

[00215] El ARN de HCV en el plasma disminuy6 durante el desarrollo
del tratamiento de isatoribina, ocurriendo las mayores variaciones por lo
general en pacientes que recibieron las dosis diarias més altas (Figura 2).
Ocho de 12 pacientes que recibieron isatoribina 800 mg QD x 7 dias
mostraron una disminucion de carga virica plasmética de mds de 0.5 log 10
unidades, con una variacién media en estos 12 pacientes de -0.76 log 10
unidades y un margen de -2.85 a +0.21 log10 unidades. Esta disminucion

,bl\
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en la carga virica fue estadisticamente significativa para el grupo de dosis
800 mg QD (p=0.008). La carga virica plasmatica declina por lo general en
forma inversa luego de cesar el tratamiento.

Bioanalisis Virico Basado en replicones de HCV

[00216]) Se ha demostrado que los replicones de HCV son sumamente
sensibles a los efectos inhibidores de interferén-a e interferon-y. Pr lo
tanto, el replicon de HCV se vuelve un sistema muy Gtil para medir la
cantidad de interferones biolégicamente activos en sobrenadantes de
PBMCs humanas, estimuladas con un agonista TLR7. Se desarrollé un
analisis cuantitativo, el cual se basd en la cuantificacion de la actividad del
gen indicador de luciferasa que se integr6 en un replicén de HCV. Usando
este sistema, interferones de PBMCs tratadas con agonista TLR7 se
midieron y se evalué su actividad inhibidora usando el replicon de
indicador de luciferasa.

[00217] PBMCs humanas aisladas de un donante sano se pusieron en
pocillos replicados de cultivo de células (5 x 10° células por pocillo). Las
PBMCs se incuban en la ausencia de compuestos de prueba a 37 °C en una
atmdsfera humidificada que contenia 5% CO, durante 24 horas para
permitir la estabilizacién a las condiciones de cultivo y, luego, el ligando
TLR7 o un control libre de medicamento se agrega a pocillos replicados que
contienen PBMCs del mismo donante. Las concentraciones de ligando
TLR7 pueden variarse para ajustarse al experimento particular, y los
cultivos PBMC se incuban entonces a 37 °C en una atmésfera humidificada
que contenfa 5% CO, durante ocho horas. Se toman las muestras de
sobrenadante de cultivo de células en el punto de tiempo 8 horas (o el punto
de tiempo veinticuatro horas en el caso de Loxoribina y sus profarmacos) de
ligando TLR7 tratado y pocillos de control, y se analizan con respecto a la
produccién de interferén a mediante ELISA. Sobrenadantes de células
tratadas con compuesto y un control sin medicamento se diluyeron 1:10,
1:100, y 1:1000 en medio RPMI y se aplicaron a una placa de 96 pocillos de
células hepatocitos Huh7 que contenfan el replicon de indicador de

luciferasa. Las células se incubaron durante 48 horas a 37 °C en un
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incubador de cultivo de tejido.

[00218] Luego del periodo de incubacion, las palcas de 96 pocillos se
lavaron 2X con PBS y se sometieron a lisis con tampén de lisis pasivo
(Promega). Las palcas se agitaron a temperatura de la sala durante 20
minutos y reactivo estandar de anélisis de luciferasa (Promega) se agrega a
cada pocillo mediante inyeccion, y se lee la palca en un luminémetro Lmax
(Molecular Devices). Las unidades luminicas relativas aproximadas se
convierten en una inhibicion porcentual que se compara con los pocillos de
control sin medicamento para determinar el nivel de inhibicién_ observado
en el andlisis de replicones. Se determiné que la concentracién méxima
calculada de interferones requerida para inhibir la replicacién de replicones
de HCV estaba en una dilucién 1:10 de sobrenadante de células estimuladas
con PBMC, que caia dentro de nuestro margen de prueba de la serie de
diluciones. Para todos los agonistas TLR7 probados, se observé una
inhibicion del 100% en el sistema de replicén indicador de luciferasa con la
dilucién 1:10.

[00219] Los datos consignados en Tablas 3-8 representan la inhibicién
del sistema de replicones de HCV por ¢l sobrenadante recolectado, luego de
la exposicion de células PBMC al compuesto con una concentracién inicial
para el tiempo de incubacién indicado, y diluido como se especifica en la
primera columna ("PBMC expuesta al compuesto"). Un sobrenadante,
recolectado de células PBMC no expuestas al compuesto y diluido como se
especifica en la primera columna, se utiliz6 como control ("Sobrenadante
Blanco"). Las células PBMC se aislaron de un dnico donante de sangre
como se especificaba.

Tabla 3: Efecto Anti-virico de la [satoribina en el Bioanélisis de Replicones
de HCV in vitro

No. 1

Tiempo de incubacién: 8 horas
Concentracion inicial: 100uM
Donante de sangre No.: FL.72035

N



o ey Inhibicién de replicones de HCV, %
Dilucién de
sobrenadante | PBMC Blanco [PBMC expuestas a
compuesto
1:100 0 100
1:1000 0 94
No. 2

Tiempo de incubacidn: 8 horas
Concentracion inicial: 100 zM
Donante de sangre No.: FL75287

Dilucidn de

Inhibicion de replicones de HCV, %

sobrenadante PBMC Blanco [PBMC expuestas a
compuesto
1:10 0 100
1:100 0 87
1:1000 0 6
No. 3

Tiempo de incubacion: 24 horas

Concentracion inicial: 100 uM
Donante de sangre No.: FL75864

Inhibicién de replicones de HCV, %

Dilucién de | PBMC Blanco |[PBMC expuestas a
sobrenadante compuesto
1:10 0 100
1:100 23 99
1:1000 0 64

Tabla 4: Efecto Anti-virico de la Loxoribina en el Bioanalisis de Replicones

No. ]

de HCV in vitro

Tiempo de incubacion: 24 horas
Concentracidn inicial: 100 uM
Donante de sangre No.: FL75864




Inhibicion de replicones de HCV, %
Dilucién de PBMC expuestas a
sobrenadante PBMC Blanco compuesto
1:10 0 100
1:100 23 74
1:1000 0 17

Tabla 5: Efecto Anti-virico del Imiquimod en el Bioanalisis de Replicones

No. 1

de HCV in vitro

Tiempo de incubacién: 8 horas

Concentracion inicial: 3.2 uM
Donante de sangre No.: FL75287

Inhibicion de replicones de HCV, %

Diluciénde | PBMC Blanco | PBMC expuestas a
sobrenadante compuesto
1:10 0 100
1:100 0 100
1:1000 0 89
No. 2

Tiempo de incubacién: 8 horas

Concentracién inicial: 3.2 uM

Donante de sangre No.: FL75287
Inhibicion de replicones de HCV, %
Dilucion de PBMC Blanco | PBMC expuestas a
sobrenadante compuesto
1:10 3 100
1:100 13 75
1:1000 3 ]

Tabla 6: Efecto Anti-virico del Resiquimod en ¢l Bioanélisis de Replicones
de HCV in vitro

No. |

Tiempo de incubacion: 8 horas

Concentracion inicial: 10 zM



Donante de sangre No.: FL75287

Inhibicion de replicones de HCV, %
Dilucién de PBMC Blanco | PBMC expuestas a
sobrenadante compuesto
1:10 0 100
1:100 0 98
1:1000 0 21
No. 2

Tiempo de incubacion: 8 horas

Concentracién inicial: 10 uM
Donante de sangre No.: FL75287

Inhibicion de replicones de HCV, %

Dilucién de PBMC Blanco | PBMC expuestas a
sobrenadante compuesto
1:10 3 100
1:100 13 88
1:1000 3 6

Tabla 7: Efecto Anti-virico de la Bropirimina en el Bioandlisis de
Replicones de HCV in vitro

No. 1

Tiempo de incubacion: 8 horas

Concentracidn inicial: 100 uM
Donante de sangre No.: FL72035

Inhibicién de replicones de HCV, %
Dilucién de PBMC Blanco | PBMC expuestas a
sobrenadante compuesto
1:10 0 100
1:100 0 95
1:1000 0 0
No. 2
Tiempo de incubacién: 8 horas

Concentracion inicial: 100 uM



Donante de sangre No.: FL72036

Inhibicion de replicones de HCV, %
Dilucion de PBMC Blanco | PBMC expuestas a
sobrenadante compuesto
1:10 0 100
1:100 8 95
1:1000 0 33

<>

Tabla 8: Efecto Anti-virico del Derivado de Adenina en el Boanélisis de
Replicones de HCV in vitro

No. 1

Tiempo de incubacion: 8 horas
Concentracion inicial: 0.1 uM
Donante de sangre No.: FL76418
Forma del compuesto: una sal de TFA

Inhibicion de replicones de HCV, %

Dilucién de PBMC Blanco | PBMC expuestas a
sobrenadante compuesto
1:10 0 100
1:100 3 73
1:1000 3 0
No. 2

Tiempo de incubacién: 8 horas
Concentracidn inicial: 0.1 uM
Donante de sangre No.: FL76418
Forma del compuesto: una sal de TFA

Inhibicién de replicones de HCV, %
Dilucion de PBMC Blanco | PBMC expuestas a
sobrenadante compuesto
1:10 0 100
1:100 3 64
1:1000 3 9

6.3 Preparacién de Proférmacos de Ligando TLR7

[00220]

Compuestos de la invencion pueden sintetizarse usando la
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metodologia descrita en los Esquemas anteriores 1-18. A menos que se
indique lo contrario, todas las temperaturas se indican en grados Celsius y
todas las partes y porcentajes son en peso. Los reactivos se adquieren de
proveedores comerciales tales como Aldrich Chemical Company o
Lancaster Synthesis Ltd., y se utilizan sin posterior purificacion, a menos
que se indique lo contrario. Tetrahidrofurano (THF) y N,N-dimetilforamida
(DMF) se adquieren de Aldrich en frascos Sure Seal (sello seguro) y se
emplean tal como se reciben. A menos que se indique lo contrario, los
siguientes disolventes y reactivos se destilan bajo una nube de nitrégeno
seco. THF y Et;O se destilan de cetilo de Na-benzofenona; CH,Cl, (DCM),
diisopropilamina, piridina y Et;N se destilan de CaH,; MeCN se destila
primero de P,Os, luego de CaH,; MeOH se destila de Mg; PhMe, EtQOAc e
i-PrOAc se destilan de CaH;; TFAA se purificd mediante destilacion
atmosférica simple bajo argén seco.

La reacciones expuestas se realizan generalmente bajo una presion
positiva de argén en una temperatura ambiente (2 menos que se indique lo
contrario) en disolventes anhidros, y los matraces de reaccién de ajustan
con tabiques de goma para la introduccion de sustratos y reactivos mediante
una jeringa. La cristaleria se seca en horno y/o se seca por calor. Las
reacciones se analizan por TLC y se terminan segln se estime por el
consumo de material de partida. La cromatografia de capa delgada (TLC)
se lleva a cabo en placas 60 F254 0.2 mm de gel de silice con refuerzo de
aluminio (EM Science), y se visualiza con luz UV (254 nm) seguida por
calentamiento con 4cido fosfomolibdico etandlico comercial. La
cromatografia preparativa de capa delgada (TLC) se efectiia en placas 60
F254 1.0 mm de gel de silice con refuerzo de aluminio (EM Science), y se
visualiza con luz UV (254 nm). La HPLC se realiza en un sistema Waters
Micromass ZQ conformado por una bomba de gradiente binaria, modelo
2525 con un detector Alltech modelo 800 ELSD y un detector de arreglo de
fotodiodo Waters, modelo 996.

[00221]  Los desarrollos ("work-ups™) se hacen tipicamgnte doblando

el volumen de reaccion con el disolvente de reacciéon o el disolvente de



extraccién y lavando luego con las soluciones acuosas indicadas, usan:ob
25% en volumen del volumen de extraccion, a menos que se indique lo
contrario. Las soluciones de producto se secan sobre Na,SO, anhidro y/o
MgaSO; antes de la filtracion y evaporacion de los disolventes bajo presion
reducida en un evaporador rotatorio y se anotan como disolventes retirados
in vacuo. La cromatografia de columna se completa bajo presion positiva
usando gel de silice con tamafic de malla 230-400 6 alimina neutra con
tamafio de malla 50-200. La hidrogendlisis se realiza a la presién indicada
en los ejemplos, o a presién ambiente.

[00222]  Los espectros 'H-NMR se registran en un instrumento Varian
Mercury-VX400 que opera a 400 MHz y los espectros “C-NMR se
registran operando a 75 MHz. Los espectros NMR se obtienen como
soluciones de CDCIl; (indicadas en ppm), usando cloroformo como el
estindar de referencia (7.27 ppm y 77.00 ppm), CD;0D (3.4 y 4.8 ppm y
49.3 ppm), DMSO-d,, 0 internamente tetrametilsilano (0.00 ppm), cuando
fuera apropiado. Los demas disolventes NMR se usan, segiin necesidades.
Cuando se indican los multiplos de picos, se utilizan las siguientes
abreviaturas: s (singlete), d (doblete), t (triplete), q (cuartete), m
(multiplete), br (ampliado), dd (doblete de dobletes), dt (doblete de
tripletes). Las constantes de acoplamiento, cuando se dan, se indican en
Hertz (Hz).

[00223] Los espectros infrarrojo (IR) se registran en una Thermo
Nicolet Avatar 370 FT-IR como aceites puros o solidos y, si se dan, se
indican en nimeros de onda (cm™). Los espectros de masa relacionados
(+}>ES Thermo Finnegan LCQ LC/MS fueron realizados por el
Departamento de Quimica Analitica en Anadys Pharmaceuticals, Inc. Los
andlisis elementales se llevan a cabo por el Atlantic Microlab, Inc. en
Norcross, GA o por NuMega, en San Diego, CA. Los puntos de fusion
(mp) se determinan en un aparato capilar abierto, y no se corrigen.

[00224] Las rutas sintéticas descritas y los procedimientos
experimentales utilizan muchas abreviaturas quimica comunes, THF
(tetrahidrofurano), DMF (N,N-dimetilformamida), EtOAc (acetato de etilo),
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DMSO (sulféxido de dimetilo), DMAP (4-dimetilaminopiridina), DBU
(1,8-diazaciclo[5.4.0Jundec-7-eno), DCM (4-(dicianometilen)-2-metil-6-(4-
dimetilamino-estiril}-4-H-pirano), MCPBA (écido 3-cloroperoxibenzoico),
EDC (1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida clorhidrato), HATU
(hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio),
HOBT (hidrato de 1-hidroxibenzotriazol)), TFAA (anhidrido
trifluoroacético), pyBOP (benzotriazol-1-iloxi) tripirrolidinofosfonio
hexafluorofosfato), DIEA (diisopropiletilamina), y similares.

Ejemplo 1: 7-Alil-2-amino-9-B-D-ribofuranosil-7,9-dihidro-purin-8-ona
43)

J
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Paso 1: Preparacion de 7-Alil-2-amino-9-(2',3'5"-tri-O-acetil-p-D-
ribofuranosil)-7,9-dihidro- 1 H-purin-6,8-diona (40)

[00225] Una mezcla heterogénea de  7-alil-2-amino-9-f-D-
ribofuranosil-7,9-dihidro-1H-purin-6,8-diona 17 (1.00 g, 2.95 mmol,
preparada de acuerdo con Reitz et al., JMC, 37, 3561-3578 (1994)), DMAP
(0.036 mg, 0.29 mmol) y NEt; (2.05 mL, 14.74 mmol) se agité en
acetonitrilo seco (25 mL). Anhidrido acético (0.862 mL, 9.13 mmol) se
agregd lentamente a la suspension y la mezcla de reaccion se agito a
temperatura ambiente durante 16 horas. El disolvente se retiré bajo vacio y
el residuo se disolvi6 en diclorometano (DCM). La fase orgdnica se lavé
luego con bicarbonato de sodio acuoso saturado (NaHCO,), salmuera, y
seguidamente se sec6 con sulfato de magnesio anhidro (MgSO,). El
disolvente se concentrd bajo vacio y se secé a temperatura de la sala bajo
vacio elevado para producir 1.33 g de 40 (97%) como un sélido amarillo
palido: '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 8 6.12 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 6.01 (d, J =



3.6 Hz, 1H), 5.89 (m, 1H), 5.82 (t, /= 6.0 Hz, 1H), 5.39 (br s, 2H), 5.21 (m,
2H), 4.58 (br s, 2H), 4.51 (m, 1H), 4.32 (m, 2H), 2.16 (s, 3H), 2.15 (s, 3H),
2.10 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]" 466.2 m/z.

Paso 2: Preparacion de 7-Alil-2-amino-6-cloro-9-(2',3', 5"-tri-O-acetil-f-D-
ribofuranosil)-7,9-dihidro-purin-8-ona (41)

[00226] Compuesto 40 (0.65 g, 1.39 mmol) se disolvié en oxicloruro de
fésforo (10 mL) y se calenté a 75 °C durante 16 horas. La mezcla de
reaccion se concentré bajo vacio y el producto crudo se disolvié en DCM.
La mezcla se lavé luego con solucion de NaHCO;, salmuera, se seco
(MgSOQ,) y se filtré. El filtrado se concentré bajo vacio y se purificé por
cromatografia de destello usando una gradiente de 10 a 50% de acetato de
etilo en hexanos. El retiro del disolvente produjo 280 mg (41%) del
producto deseado 41: "H NMR (400 MHz, CDCl;) & 6.04 (d, J = 4.0 Hz,
1H), 6.03 (t, J= 5.6 Hz, 1H), 5.87 (m, 1H), 5.86 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 5.18
(m, 4H), 4.59 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.45 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.31 (m, 2H),
2.10 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.04 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]" 484.2 m/z.

Paso 3: Preparacion de 7-Alil-2-amino-9-(2'3',5"-tri-O-acetil-f-D-
ribofuranosil)-7,9-dihidro-purin-8-ona (42)

[00227] Compuesto 41 (0.27 g, 0.56 mmol) se disolvi6 en acido acético
y se agregé una pareja Zn-Cu a la solucién. La mezcla se calent6 a 70 °C
durante 18 horas. Las particulas suspendidas se extrajeron por filtracién y
el filtrado se concentrd bajo vacio. El residuo se purificé por cromatografia
de destello usando una gradiente de 10% a 100% de acetato de etilo en
hexanos. El disolvente se retiré para producir 150 mg (60 %) de 42 como
un sélido blancuzco: '"H NMR (400 MHz, CDCly) 6 6.05 (t, J = 4.0 Hz,
1H), 6.03 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.87 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 5.83 (m, 1H), 5.48
(br s, 2H), 5.33 (s, 1H), 5.29 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 3.2 Hz, 1H),
4.46 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.41 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 4.27 (m, 2H), 2.12 (s,
3H), 2.10 (s, 3H), 2.05 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]" 450.0 m/z.

Paso 4: Preparacién de 7-Alil-2-amino-9-f-D-ribofuranosil-7,9-dihidro-
purin-8-ona (43)

[00228] A una solucién de 42 (0.13 g, 0.29 mmol) en metanol (4 mL)

2%\



se agregé K,CO; solido (0.024g, 0.17 mmol) y la reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 18 horas. A la mezcla turbia se agregd
Amberlita CG-50 (0.5 g) y se agit6 hasta que se volvid neutra y se filtrd. El
filtrado se concentrd para producir un sélido blancuzco, el cual se lavé con
agua y se secO bajo vacio elevado para producir 93.5 mg de 43 puro en
rendimiento cuantitativo como un sélido blancuzco: '"H NMR (400 MHz,
ds-DMSO) 6 7.88 (s, 1H), 6.33 (br s, 2H), 5.85 (m, 1H), 5.66 (d, J = 6.0 Hz,
1H), 5.30 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 5.20 (s, 1H), 5.16 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.01
(d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.89 (g, J = 5.6 Hz, 1H), 4.75 (br s, 1H),4.35(d, J =
5.2 Hz, 2H), 4.10 (t, J = 8.4 Hz, 1) 3.80 (q, / = 3.6 Hz, 1H), 3.57 (m, 1H),
3.44 (m, 1H). MS (+)-ES [M+H]" 324.1 m/.

Ejemplo 2: 7-Alil-2-amino-6-etoxi-9-f-D-ribofuranosil-7,9-dihidro-

purin-8-ona (45)
/
CHyCHO

H6 BH

Paso 1: Preparacion de 7-Alil-2-amino-6-etoxi-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-f-D-
ribofuranosil)-7,9-dihidro-purin-8-ona (44)

[00229] A una solucién de 40 (0.30 g, 0.64 mmol) en THF seco (15
mL) se agrego trifenilfosfina soportada en polimero (0.89 g, 1.93 mmol) y
EtOH (0.11 mL, 1.93 mmol) a temperatura de la sala. A la mezcla en
agitacion se agregé dietil azodicarboxilato (0.12 mL, 0.77 mmol) y la
agitacion continué durante 18 horas. El polimero utilizado se extrajo por
filtracion y el disolvente se retird bajo vacio. El residuo se purifico
entonces por cromatografia de destello usando una gradiente de 10 a 50%
de acetato de etilo en hexanos. EIl retiro del disolvente produjo 85 mg
(26%) del producto deseado 6 como un aceite claro: 'H NMR (400 MHz,
CDCl;) 6 6.07 (d, /= 4.0 Hz, 1H), 6.06 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 6.01 (d, J=3.6
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Hz, 1H), 5.96 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 5.87 (m, 1H), 5.14 (d, J = 2.2 Hz, 1H),
* 5.15 (m, 1H), 4.80 (br s, 2H), 4.46 (m, 4H), 4.37 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.29
(m, 2H), 2.09 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 1.35 (t, J = 7.6 Hz, 3H);
MS (+)-ES [M+H]" 494.1 m/z.

Paso 2: Preparacion de 7-Alil-2-amino-6-etoxi-9-p-D-ribofuranosil-7,9-
dihidro-purin-8-ona (45)

[00230] A una solucion de 44 (0.084 g, 0.17 mmol) en metanol (4 mL)
se agregd K,CO; solido (0.014g, 0.17 mmol) y la reaccién se agité6 a
temperatura ambiente durante 1 hora. A la mezcla turbia se agregd
Amberlita CG-50 (0.5 g) y se agito hasta que se volvié neutra y se filtr6. El
filtrado se concentrd y se purificd por cromatografia de destello usando
100% DCM a 10 % de metanol en DCM. El retiro del disolvente produjo
62 mg de 7 (99%) como un aceite claro: 'H NMR (400 MHz, CDCl,) § 5.97
(d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.93 (m, 1H), 5.25 (d, J =324, Hz, 1H), 5.21 (s, 1H),
5.02 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 4.62 (br s, 2H), 4.47 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 4.25-4.45
(m, 3H), 4.21 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 3.77 (ABq, Avap = 0.14, Jop = 12.4 Hz,
2H), 1.37 (t, J = 6.8 Hz, 3H), 1.27 (t, 7.6, 2H); MS (+)-ES [M+H]" 368.0
m/z.

Ejemplo 3: 5-Bromo-4-etoxi-6-fenil-pirimidin-2-ilamina (37)

Paso 1: Preparacién de 5-Bromo-4-etoxi-6-fenil-pirimidin-2-ilamina (37)
[00231] En una manera similar a paso 2 de Ejemplo 2 se preparo el
compuesto del titulo como un sélido blanco de 2-amino-5-bromo-6-fenil-
3H-pirimidin-4-ona 3§ (Wierenga, et al., JMC, 23, 239-240 (1980)) en 13%
de rendimiento: 'H NMR (400 MHz, CDCl;) 8 7.61 (m, 2HO, 7.42 (m, 3H),
5.15 (br s, 2H), 4.23 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.44 (t, 6.8 Hz, 3H); MS (+)-ES
[M]" 294.1 [M+2]" 296.0 m/z. Anilisis elemental para C;;H;;BrN;O:
calculado: C, 49.00; H, 4.11; N, 14.29; hallado: C, 48.94; H, 4.18; N, 14.01.
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Ejemplo 4: 4-(2-Amino-5-bromo-6-fenil-pirimidin-4-iloximetil)-5-metil-
[1,3]dioxol-2-0ona (46)

H.NJ\N’

Paso I: Preparacion de 4-(2-Amino-5-bromo-6-fenil-pirimidin-4-
iloximetil)-5-metil-[ 1,3 ]dioxol-2-ona (46)
[00232) En una manera similar a paso 2 de Ejemplo 2 se preparo el
compuesto del titulo como un sélido blanco de 2-Amino-5-bromo-6-fenil-
3H-pirimidin-4-ona 35 en 4% de rendimiento: 'H NMR (400 MHz, CDCl;)
8 7.62 (m, 2H), 7.45 (m, 3H), 5.18 (s, 2H), 5.07 (s, 2H), 2.26 (s, H); MS
(+)-ES [M]" 378.2 [M+2]" 380.1 mZz  Anilisis elemental para
C,sH2BrN;0;: calculado: C, 47.64; H, 3.20; N, 11.11; hallado: C, 46.98; H,
3.23; N, 10.70.
Ejemplo 5: S-Bromo-4-fenil-pirimidin-2-ilamina (48)

Br

N/

PN

HoN N

Paso 1: Preparacion de 4-Fenil-pirimidin-2-ilamina (47)

[00233] A una solucién de bromobenceno (4.43 mL, 42.06 mmol) en
THF seco (100 mL) a -78 °C se agregé BuLi (394 mL, 63.08 mmol) y la
mezcla se dejé agitar a -78 °C durante 2 horas. A esto se agregd 2-
aminopirimidina (2.0 g, 21.03 mmol) en tolueno caliente (80 mL) en un
periodo de 15 minutos. La mezcla se hizo refluir por 16 horas y se dejé
enfriar a temperatura de la sala y se atemperé cuidadosamente con NaHCO,
acuoso. La mezcla se filtrd y el filtrado se concentro bajo vacio. El residuo

se disolvié luego en DCM y se lavé con NaHCO; acuoso, salmuera y se
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seco (MgSO,). El disolvente se retird para producir 350 mg de 47 (10%)
como un sélido amarillo palido: 'H NMR (400 MHz, CDCl,) & 8.32 (d, J =
4.8 Hz, 1H), 7.97 (m, 2H), 7.45 (m, 3H), 7.02 (J = 4.8 Hz, 1H). 5.27 (brs,
2H); MS (+)-ES [M+H]" 172.2 m/z.

Paso 2: Preparacion de 5-Bromo-4-fenil-pirimidin-2-ilamina (48)

[00234) Compuesto 47 (0.30 g, 1.75 mmol) se disolvido en acido
acético glacial (15 ml) y se calent6 a 45 °C. Br; (0.09 mL, 1.75 mmol) se
agregd lentamente. La mezcla resultante se dejé agitar entonces a
temperatura de la sala durante 3 horas. El disolvente se retiré bajo vacio
para dejar un residuo sélido. Este se transfirié a un embudo filtrante y se
lavé con DCM, seguido por agua. El sélido restante se sec6é luego bajo
vacio elevado durante 16 horas para producir 197 mg de 13 (45%) como un
s6lido amarillo pélido: 'H NMR (400 MHz, d;-DMSO) 6 8.40 (s, 1H), 7.61
(m, 2H), 7.45 (m, 3H), 6.96 (s, 2H); MS (+)-ES [M]" 250.0 [M+2]" 252.0
m/z. Andlisis elemental para C,oHgBrN;: calculado: C, 48.02; H, 3.22; Br,
31.95; N, 16.80; hallado: C, 47.91; H, 3.28; Br, 32.15; N, 16.80.

Ejemplo 6: Etil éster de acido (5-bromo-6-oxo-4-fenil-1,6-dihidro-
pirimidin-2-il)-carbamico (36)

o
Br

e

Paso [: Preparacién de etil éster de dcido (5-bromo-6-oxo-4-fenil-1,6-
dihidro-pirimidin-2-il)-carbamico (36)

A una solucién de 35 (0.25g, 0.94 mmol) en DMF (8 mL) se agreg6
NEt; (0.14 mL, 0.99 mmol) y dietil pirocarbonato (0.27 mL, 1.89 mmol).
La mezcla de reaccion se mantuvo a 65 °C durante 20 horas. El disolvente
se retird y el residuo se traté con DCM. La mezcla resultante se filtr6 para
retirar el material de partida restante 35 y el filtrado se lavé con NaHCO;
acuoso, salmuera y se secé (MgSO,). El filtrado se concentrd y se purifico
por HPLC (columna Thomson ODS-A 100A 5u 150 x 21.2 mm; caudal =



30 mL/min; CH;CN con 0.05 % TFA (A), agua con 0.05 % TFA (B); flujo
de la bomba de reposicion ("caudal de la bomba de reposicion') = 0.9
mL/min; fase modvil de la bomba de reposicién; MeOH con 0.05% TFA
usando un sistema de gradiente en la siguiente forma: t=0; 15 % A, 85 %
B;t=3.0min; 15 % A, 85 % B; t=9.5 min; 70 % A, 30 % B; t = 10.0 min;
100% A, 0% B; t = 12.0 min; 100 % A, 0 % B; t=12.5 min; 15 % A, 85
% B; t = 15.0 min; 15 % A, 85 % B.) para producir 54 mgs de 36 (17%)
como un aceite claro: 'H NMR (400 MHz, CDCl;) 3 7.66 (m, 1H), 7.44 (m,
3H), 4.26 (g, J = 7.6 Hz, 2H), 1.32 t, J = 6.8 Hz, 3H); MS (+)-ES [M]"
338.1 [M+2]" 340.0 m/z. Andlisis elemental para C,3H,,BrN;O5: calculado:
C, 46.17; H, 3.58; N, 12.43; hallado: C, 46.43; H, 3.74; N, 11.95.

Ejemplo 7: Pentil éster de #cido (5-bromo-6-oxo-4-fenil-1,6-dihidro-
pirimidin-2-il)}-carbdmico (49)

0

SN Ls

Paso 1: Preparacion de pentil éster de dcido (5-bromo-6-oxo-4-fenil-1,6-
dihidro-pirimidin-2-il)-carbdmico (49)

[00235] En una manera similar a paso 1 de Ejemplo 6 el compuesto del
titulo se prepar6 de 35 y dipentil pirocarbonato como un aceite claro en 9%
de rendimiento luego de purificaciéon por HPLC (columna Thomson ODS-A
100A 5 u, 150 x 21.2 mm; caudal = 30 mL/min; CH;CN con 0.05 % TFA
(A), Agua con 0.05 % TFA (B); caudal de la bomba de reposicién = 0.9
mL/min; fase mévil de la bomba de reposicién; MeOH con 0.05% TFA
usando un sistema de gradiente en la siguiente forma: t = 0; 35 % A, 65 %
B; t =3.0 min; 35 % A, 65 % B; t = 10 min; 100 % A, 0 % B; t = 12.0 min;
100 % A, 0% B; t = 12.5 min; 35 % A, 65 % B; t = 15.0 min; 35 % A, 65
% B.). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.69 (br s, 1H), 7.67 (m, 2H), 7.43 (d,
J =2.0 Hz, 3H), 4.17 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.64 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.34 (m,
4H), 0.92 (t, J = 6.4 Hz, 3H); MS (+)-ES [M]" 380.1 [M+2]" 382.1 m/z.
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Ejemplo 8: Pentil éster de dcid (1-isobutil-1H-imidazo|4,5-c]quinolin-

4-il)-carbéimico (34)
\/\/\oj\m..
N7

N
N
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Paso I: Preparacion de pentil éster de dcido (I-isobutil-1H-imidazo[4,5-
cJquinolin-4-il)-carbdmico (34)

[00236] A una suspension de 1-isobutil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-
ilamina 31 (0.15 g, 0.62 mmol, preparada de acuerdo con el procedimiento
divulgado en W094/17043) en CHCI; (5 mL) se agregd NEt; (0.09 mL,
0.65 mmol) y dipentil pirocarbonato (0.231 g, 0.94 mmol). La mezcla se
agit6 a 40 °C durante 60 horas. La mezcla de reaccion se lavé con NaHCO,
acuoso, salmuera MgSO,. El filtrado se concentré y se purificé por
cromatografia de destello usando una gradiente 10% a 70% de acetato de
etilo en hexanos para producir 50.5 mg de 34 (23%) como un sélido blanco:
'H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 8.31 (br s, 1H), 8.15 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.85
(t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.77 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 4.43 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 4.36
(t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.31 (m, 1H), 1.75 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.36 (m, 4H),
1.06 (d, J = 6.4 Hz, 6H), 0.89 (t, J= 6.8 Hz, 2H); MS (+)-ES [M+H]" 355.3
m/z.

Ejemplo 9: Etil éster de écido (1-isobutil-1H-imidazo|4,5-c|quinolin-4-
il)}-carbdmico (50)

0
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Paso 1: Preparacion de etil éster de dcido (I1-isobutil-1H-imidazo[4,5-
¢]quinolin-4-il)-carbdmico (50)
[00237] En una manera similar a paso 1 de Ejemplo 8 se preparé el
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compuesto del titulo como un sdlido blanco de 31 y dietil pirocarbonato en
67% de rendimiento como un sélido blanco: "H NMR (400 MHz, CDCl;) &
9.32 (br s, 2H), 8.2 (d, /= 8.0 Hz, 2H) 8.12 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 7.83 (¢, /=
7.2 Hz, 1H), 7.74 (t, J = 8.0 Hz, 1H) 4.43 (m, 4H), 2.35 (m, 1H), 1.39 (t, J
= 7.2 Hz, 3H), 1.08 (d, J = 6.4 Hz, 6H); MS (+)-ES [M+H]" 313.2 m/z.
Ejemplo 10: Etil éster de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)}-9H-purin-
8-il éster de dcido carbénico (51)

37

Paso 1: Preparacion de etil éster de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-
9H-purin-8-il éster de acido carbonico (51)

[00238] 6-Amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-purin-8-ol, 29 (11.75
mg, 0.027 mmol, preparado de acuerdo con el procedimiento descrito por
Kurimota, et al., Bioorg. Med. Chem., 12, 1091-109 (2004) se suspendi6 en
CH,Cl; (0.6 mL) y se enri6 a 0 °C. DIEA (11.96 uxL, 0.068mmol) y
cloroformiato de etilo (3.86 mg, 0.036 mmol, agregado como un solucién al
10% en volumen en diclorometano) se agregaron entonces a la suspension.
La mezcla de reaccién se agité a 0 °C durante 10 minutos, luego se dejoé
calentar a temperatura de la sala durante 15 minutos. La TLC de la mezcla
de reaccién muestra que quedé el material de partida. La mezcla de
reaccion se calento a 35 °C, se agregé DMAP (cat.), metanol (porciones de
60 L) para disolver 29, y se agregaron otras alicuotas de cloroformiato de
etilo (3.86 mg, 0.036 mmol, afiadido como una solucion al 10% en volumen
en diclorometano) hasta que la reaccién estuvo completa. La mezcla cruda
se purificé por cromatografia de destello usando una gradiente 0 a 100% de
acetato de etilo en hexano. Se recogieron los picos deseados y se
concentraron in vacuo para obtener 8.5 mg (80%) de compuesto §1 como
un sélido blanco: "H NMR (400 MHz, CDCl;) 3 7.45 (d, J = Hz, 2H), 7.27



A
099, 3
(m, 3H), 4.98 (s, 2H), 4.46 (m, 4H), 3.74 (m, 2H), 3.42 (s, 2H), 1.46 (t, 3H);/b

MS [M+H]+ m/z 388.3.

|00239] Ejemplos 11-20 se prepararon de 6-amino-9-bencil-2-(2-
metoxi-etoxi)-9H-purin-8-ol, 29 y el cloroformiato apropiado de acuerdo

con el procedimiento descrito en Ejemplo 10.

Ejemplo 11: Propil éster de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-
purin-8-il éster de dcido carbénico (52)

86% de rendimiento como un sélido blanco: 'H NMR (400 MHz, CDCl,)

8 7.45 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.98 (s, 2H), 4.46 (m, 4H), 3.74
(t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.42 (s, 3H), 1.46 (t, J = 7.6 Hz, 3H); MS [M+H]"
m/z 402.2.

Ejemplo 12: Isobutil éster de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-
purin-8-il éster de dcido carbdnico (53)

el

[00240] 92% de rendimiento como un sélido blanco: 'H NMR (400
MHz, CDCl;) 8 7.45 (d, J = 6.4 Hz 2H), 7.27 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.45
(m, 2H), 4.17 (4, J =7.4 Hz, 2H), 3.73 (1, J = 4.8 Hz, 2H), 3.4 (s, 3H), 2.15
(m, 1H), 1.06 (d, J = 6.8 Hz, 6H); MS [M+H+ m/z 416.3.

Ejemplo 13: Pentil éster de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-
purin-8-il éster de dcido carbdnico (54)



[00241] 92% de rendimiento como un sélido blanco: ‘H NMR (400
MHz, CDCl;) 8 7.45 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.45 (t,
J = 4.8 Hz, 2H), 4.39 (t, ] = 7.2 Hz, 2H), 3.73 (t, ] = 5.2 Hz, 2H), 3.4 (s,
3H), 2.15 (m, 1H), 1.82 (m, 2H), 1.40 (m, 4H), 0.93 (t, J = 6.8 Hz, 3H); MS
[M+H]+ m/z 430.2.

Ejemplo 14: 6-Amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-purin-8-il éster de
alil éster de dcido carbonico (55)

)),L&Q’J

[00242] 93% de rendimiento como un sélido blanco: 'H NMR (400
MHz, CDCl;) & 7.46 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 7.25 (m, 3H), 6.0 (m, 1H), 5.5 (m,
1H), 5.35 (m, 1H), 4.99 (s, 2H), 4.89 (d, ] = 2.4 Hz, 2H), 4.46 (t, ] = 4.8 Hz,
2H), 3.74 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 3.42 (s, 3H); MS [M+H]+ m/z 400.2.
Ejemplo 15: 4-Cloro-butil éster de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-
9H-purin-8-il éster de 4cido carbbnico (56)

NH; /_/—/‘
N: l Q
j/@



\
[00243]  98% de rendimiento como un sélido blanco: 1H 'H NMR (4oo’l)x
MHz, CDCl;) & 7.44 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 7.25 (m, 3H), 4.98 (s, 2H), 4.45
(m, 4H), 3.63 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.42 (s, 3H), 1.99 (m, 4H); MS [M+H}+
m/z 450.2.
Ejemplo 16: Butil éster de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-
purin-8-il éster de acido carbénico (57)

A0

[00244]  100% de rendimiento como un sélido blanco: 'H NMR (400
MHz, CDCl;) é 7.45 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.46
(m, 2H), 4.41 (t, ] = 4.4 Hz, 2H), 3.73 (t, ] = 7.2 Hz, 2H), 3.42 (s, 3H), 1.79
(m, 2H), 1.48 (m, 2H), 0.96 (t, J = 7.6 Hz, 3H); MS [M+H]+ m/z 416.2.
Ejemplo 17: Fenil éster de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-
purin-8-il éster de dcido carbénico (58)

[00245] 100% de rendimiento como un sdlido blanco: 'H NMR (400
MHz, CDCl;) & 7.52 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 7.41 (m, 2H), 7.30 (m, 3H), 7.25
(m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.47 (1, ] = 4.8 Hz, 2H), 3.75 (t, ) = 4.8 Hz, 2H), 3.43
(s, 3H); MS [M+H]+ m/z 436.2.

Ejemplo 18: 2,2-Dimetil-propil éster de 6-amino-9-bencii-2-(2-metoxi-
etoxi)-9H-purin-8-il éster de dcido carbénico (59)



[00246] 100% de rendimiento como un sdlido blanco: 'H NMR (400
MHz, CDCl;) & 7.43 (d, 2H), 7.25 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.47 (t, 2H), 4.08
(s, 2H), 3.75 (t, 2H), 3.42 (s, 3H), 1.07 (s, 9H); MS [M+H]+ m/z 430.2.
Ejemplo 19: Heptil éster de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-
purin-8-il éster de &cido carbénico (60)

f o

[00247] 100% de rendimiento como un sélido blanco: 'H NMR (400
MHz, CDCl;) 8 7.45 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.99 (s, 2H), 4.46 (t,
J = 5.2 Hz, 2H), 4.39 (1, ] = 7.2 Hz, 2H), 3.74 (t, ] = 5.2 Hz, 2H), 3.42 (s,
3H), 1.8 (m, 2H), 1.4 (m, 2H), 1.3 (m, 6H) 0.87 (t, J = 7.2 Hz, 3H); MS
[M+HH m/z 458.3.

Ejemplo 20: Hexil éster de 6-amino-9-bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-
purin-8-il éster de dcido carbénico (30)

sy

[00248] 74% de rendimiento como un sélido blanco: 'H NMR (400



MHz, CDCl3) 8 7.45 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 7.27 (m, 3H), 4.98 (s, 2H), 4.45 (t,
J = 4.8 Hz, 2H), 441 (t, ) = 6.8 Hz, 2H), 3.73 (t, ] = 4.4 Hz, 2H), 3.42 (s,
3H), 1.81 (m, 2H), 1.34 (m, 2H), 1.31 (m, 2H), 1.26 (m, 2H), 0.89 (t,J =2
Hz, 3H); MS [M+H]+ m/z 444 .4.

[00249] Ejemplos 22 y 23 se prepararon de 9-bencil-2-(2-metoxi-
etoxi)-9H-purin-6-ilamina, 62, medainte 9-bencil-8-bromo-2-(2-metoxi-
etoxi)}-9H-purin-6-ilamina, 63 y etoxido de sodic o metdxido
respectivamente de acuerdo con los procedimeitnos de Kurimota et al,
Bioorg. Med. Chem., 12, 1091-1099 (2004).

Ejemplo 21: 9-Bencil-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-purin-6-ilamina (62)

|00250) 100% de rendimiento como un sélido marrén: '"H NMR (400
MHz, CDCl;) 8 7.59 (s, 1H), 7.27 (m, 5H), 5.83 (s, 2H), 5.26 (s, 2H), 4.49
(t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.75 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.43 (s, 3H); MS [M+H]" m/z
300.2.

Ejemplo 22: 9-Bencil-8-etoxi-2-(2-metoxi-etoxi)-9H-purin-6-ilamina (64)

\)—o/—

[00251] 91% de rendimiento como un sélido marrén: 'H NMR (400
MHz, d,-DMSO) 6 7.24 (m, 2H), 7.24 (m, 3H), 5.00 (s, 2H), 4.42 (m, 2H),
4.27 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.58 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.26 (s, 3H), 1.32 (t, J =
7.2 Hz, 3H); MS [M+H]" m/z 344.1.

Ejemplo 23: 9-Bencil-8-metoxi-2-(2-metoxi-etoxi)}-9H-purin-6-ilamina

(65)

AN
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[00252]  91% de rendimiento como un sélido marrén: 'H NMR (400
MHz, d,-DMSO) & 7.28 (m, 2H), 7.22 (m, 3H), 6.86 (s, 2H), 5.01 (s, 2H),
4.26 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.58 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.25 (s, 3H);
MS [M+H}H m/z 330.2.

Ejemplo 24: 7-Alil-2-Amino-9-(5'-0O-L-~valinil-B-D-ribofuranosil)-7,9-
dihidro-1H-purin-6,8-diona (68)
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Paso 1: Preparacion de 7-Alil-2-amino-9-(2',3"-O-isopropiliden-p-D-
ribofuranosil)-7,9-dihidro-1H-purin-6,8-diona (66)

[00253] Compuesto 17 (0.17g, 0.49 mmol) se disolvi6 en DMF (4.0
mL) y se agrego acetona (3.0 mL) a la solucién. A la mezcla se agreg6 2,2-
dimetoxipropano (0.18 mL, 1.47 mmol) y MeSO;H (0.02 mL, 0.05mmol).
La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente por 20 horas y se

H:N

atemperéd con NaHCO; acuoso saturado. En seguida se extrajo la fase
acuosa (4x) con CH,Cl,. La fase orginica combinada se secé (MgSO,), se
filtrd y se concentré bajo vacio para producir 130 mg de 66 en 70% de
rendimiento como un sélido blanco: 'H NMR (400 MHz, CD;0D) § 5.97
(d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.93 (m, 1H), 5.34 (dd, J = 4.4, 2.0 Hz, 1H), 5.15 (m,
1H), 5.12 (dd, J = 7.6, 1.2 Hz, 1H), 4.98 (m, 1H), 4.52 (d, J = 5.6, 2H),



4.16 (m, 1H), 3.71 (m, 2H), 1.56 (s, 3H), 1.36 (s, 3H); MS (+)-ES' [M+H]"
380.0 m/z.

Paso 2: Preparacion de 7-Alil-2-amino-9-(2',3"-O-isopropiliden-5'-N-terc-
butaxicarbonil-L-valinil)-B-D-ribofuranosil)-7,9-dihidro-1H-purin-6,8-
diona (67)

[00254] Una mezcla de 66 (0.13 g, 0.34 mmol), BOC-Valina (0.08 g,
0.36 mmol), EDC (0.07g, 0.38 mmol), DMAP (0.05g, 0.38 mmol) en THF
(8.0 mL) y piridina (0.8 mL) bajo atmédsfera N, se agitd6 a temperatura
ambiente durante 16 horas. Los disolventes se retiraron bajo vacio y el
residuo se disolvié en EtOAc. La fase orginica se lavé NaHCOQ; acuoso
saturado, salmuera, se sec6 (MgSO,) y se filtrd. El filtrado se concentrd
bajo vacio y se purificé por cromatografia de destello usando una gradiente
2% a 5% de MeOH en CH;Cl, para producir 180 mg de 67 (91%) como un
sélido amarillo pélido: "H NMR (400 MHz, CDCl,) & 6.07 (s, 1H), 5.80 (m,
1H), 5.56 (br s, 2H), 5.41 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 5.15 (m, 3H), 4.97 (br 5, 1H),
4.53 (br s, 2H), 4.46 (m, 1H), 4.32 (m, 2H), 4.20 (m, 1H), 2.11 (m, 1H),
1.56 (s, 3H), 1.44 (s, 9H), 1.36 (s, 3H), 0.93 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.84 (d, J
= 6.8 Hz, 3H); MS (H)-ES [M]* 578.9 m/z.

Paso 3: 7-Alil-2-Amino-9-(5'-O-L-valinil-B-D-ribofuranosil)-7,9-dihidro-
1H-purin-6,8-diona (68)

|00255] A una solucién de 67 (0.18 g, 0.311 mmols) en MeOH (10
mL) se agregdé AcCl (0.86 mL, 12.07 mmol) bajo atmésfera N,. La mezcla
de reaccién se dejé agitar a temperatura ambiente durante 18 horas y,
seguidamente, se neutralizé cuidadosamente con NaHCQO; acuoso saturado.
A la mezcla se agregd gel de silice y se concentré bajo vacio. El residuo se
purificé por cromatografia de destello usando una gradiente 10% a 20% de
MeOH en CH;Cl, para producir 80 mg de 68 (59%) como un sélido blanco:
'H NMR (400 MHz, di-DMSO) 3 6.72 (br s, 2H), 5.84 (m, 1H), 5.59 (d, /=
4.8 Hz, 1H), 5.43 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 5.15 (br s, 1H), 5.07 (d, J = 12 Hz,
1H), 5.0 (d, J = 18.8 Hz, 1H), 4.77 (q, J = 4.8 Hz, 1H), 4.36 (m, 3H), 4.26
(t, J = A4 Hz, 1H), 4.20 (m, 1H), 3.93 (m, 1H), 3.57 (br s, 1H), 2.01 (m,
1H), 0.86 (d, J = 4.4 Hz, 3H), 0.85 (d, J = 5.2 Hz, 3H); MS (+)-ES [M+H]"



439.1 m/z.
Ejemplo  25:  7-Alil-2-amino-9-§-D-ribofuranosil-6-(5-metil-2-oxo-
{1,3|dioxol-4-ilmetoxi)-7,9-dihidro-purin-8-ona (71)
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Paso 1: Preparacion de 7-Alil-2-amino-9-(2',3',5'-tris-O-trietilsilanil-B-D-
ribofuranosil)- 1,9-dihidro- | H-purin-6,8-diona (69)
[00256] A una solucion de 17 (0.46 g, 1.36 mmol) e imidazol (0.93 g,
13.64 mol) en DMF (13 mL) se agregd clorotrietilsilano (0.92 mL, 5.46
mmol) gota a gota y se agitd a temperatura ambiente durante 2.5 horas. La
mezcla de reaccion se tratd con NaHCO; acuoso saturado y las dos fases
resultantes se separaron. La fase acuosa se lavo con éter dietilico (2x). Las
capas organicas de combinaron y se lavaron con agua, se secaron
(MgSCO,) y se concentraron luego de la filtracién. El residuo se purificd
por cromatografia de destello usando una gradiente 2% a 10% de MeOH en
CH,Cl, para producir 830 mg de 69 (89%) como un aceite amarillo pélido:
'H NMR (400 MHz, CDCl;) 8 5.92 (m, 1H), 5.85 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 5.3
(m, 1H), 5.15 - 5.23 (m, 2H), 5.09 (br s, 2H), 4.54 (d, J/ = 4.4 Hz, 2H), 4.33
(m, 1H), 3.98 (m, 1H), 3.67 - 3.80 (m, 2H), 0.85 - 1.02 (m, 26H), 0.48 -
0.71 (m, 19H): MS (+)-ES[M]" 682.6 m/z.
Paso 2: Preparacidn de 7-Alil-2-amino-9-(2',3',5"-tris-O-trietilsilanil-p-D-
ribofuranosil)-6-(5-metil-2-oxo-[ 1,3 ]dioxol-4-ilmetoxi)-7,9-dihidro-purin-
8-ona (70)
(00257] En una manera similar a Paso 1 de Ejemplo 2, compuesto 70 se

prepard de compuesto 69 y 4-hidroximetil-5-metil-[1,3}dioxol-2-ona

7
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(preparada de acuerdo con el procedimiento de Alepegiani, Syn. Comm.,
22(9), 1277-82 (1992)) en 5% de rendimiento como un sélido blanco luego
de la purificacién por HPLC (columna Thomson ODS-A 100A 5u 50 x 21.2
mm; caudal = 30 mL/min; CH,CN con 0.05 % TFA (A), agua con 0.05 %
TFA (B); caudal de la bomba de reposiciéon = 1.0 mL/min; fase mévil de la
bomba de reposicion, MeOH con 0.05% TFA usando un sistema de
gradiente en la siguiente forma: t = 0; 50 % A, 50 % B; t = 2.0 min; 50 %
A,50%B;t=5.0min; 100% A,0%B;t=95min; 100% A, 0% B; t=
10.0 min; 50 % A, 50 % B; t = 13.0 min; 50 % A, 50 % B.); MS (+)-ES
M]* 794.1 m/z.

Paso 3: Preparacion de 7-Alil-2-amino-9-8-D-ribofuranosil-6-(5-metil-2-
oxo-{1,3]dioxol-4-ilmetoxi)-7,9-dihidro-purin-8-ona (71)

[00258] A una solucién de 70 (9.0 mg, 0.012 mmol) en MeOH (1.5
mL) se agregé 3HF.NEt; (0.01 mL, 0.07 mmol) y se agité a temperatura
ambiente durante 16 horas. El disolvente se retird bajo vacio y el residuo se
purificéd por cromatografia de destello. El producto deseado se eluy6 con
una gradiente 2% a 5% de MeOH en CH;Cl; para producir 3.26 mg de 71
(64%) como un sélido blanco: 'H NMR (400 MHz, CDCl;) 5.96 (d, J = 7.6
Hz, 1H), 5.85 (m, 1H), 5.17 (m, 4H), 4.96 (t, / = 7.2 Hz, 1H), 447 (d,J =
6.0 Hz, 2H), 4.25 (J = 5.2 Hz, 1H), 4.24 (s, 1H), 3.81 (ABq, Avsp = 0.17,
Jap = 11.6 Hz, 2H), 2.22 (s, 3H): MS (+)-ES [M+H]' 452.4 m/z.

Ejemplo 26: Etil éster de scido (7-alil-2-amino-9-B-D-ribofuranosil-8-
0x0-8,9-dihidro-7H-purin-6-iloximetil)-metil-carbdmico (73)

HS B

Paso 1: Preparacion de etil éster de dcido (1-alil-2-amino-9-(2',3',5-tris-O-
trietilsilanil-p-D-ribofuranosil)-8-oxo0-8,9-dihidro-7H-purin-6-iloximetil)-
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metil-carbdmico (72)

[00259] En una manera similar a Paso 1 de Ejemplo 2 compuesto 72 se
prepard en 4% de rendimiento a partir del compuesto 69 y N—met;‘l-N—
(hidroximetil)uretano (Kelper, JOC, 52, 1987, p.453-455) como un sélido
blanco luego de la purificacién por HPLC: 'H NMR (400 MHz, CDCl,) 5
5.94 (m, 1H), 5.82 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 5.53 (brs, 1H), 5.23 - 5.29 (m, 2H),
5.15 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 4.57 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 4.35 (br s, 1H), 4.21 (m,
2H), 3.96 (br s, 1H), 3.73 (m, 2H), 3.06 (s, 3H), 1.30 (m, 4H), 0.87 - 1.01
(m, 24H), 0.57 - 0.68 (m, 19H): MS (+)-ES [M+H]" 797.7 m/z.

Paso 2: Preparacion de etil éster de dcido (7-alil-2-amino-9-f-D-
ribofuranosil-8-oxo0-8,9-dihidro-7H-purin-6-iloximetil)-metil-carbémico
(73)

[00260] En una manera similar a Paso 3 de Ejemplo 25 se prepard el
compuesto del titulo 73 en 64% de rendimiento como un sélido blanco
luego de la purificacién por HPLC (columna Thomson ODS-A 100A 5u 50
x 21.2 mm; caudal = 30 mL/min; CH,;CN con 0.05 % TFA (A), agua con
0.05 % TFA (B); caudal de la bomba de reposicién =1.0 mL/min; fase
mévil de la bomba de reposicion; MeOH con 0.05% TFA usando un
sistema de gradiente en la siguiente forma: t = 0; 50 % A, 50 % B; t =2.0
min; 50 % A, 50 % B; t= 5.0 min; 100 % A, 0 % B; t = 9.5 min; 100 % A,
0 % B; t = 10.0 min; 50 % A, 50 % B; t = 13.0 min; 50 % A, 50 % B.). 'H
NMR (400 MHz, CDCl,) 8 5.92 (m, 1H), 5.92 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.51 (m,
2H), 5.22 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 5.16 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.92 (t, J = 7.2
Hz, 1H), 4.57 (d, J = 6.0, 2H), 4.40 (d, J = 6.0, 1H), 4.21 (m, 3H), 3.79
(ABq, Avag = 0.178, Jxg = 14.0 Hz, 2H), 3.06 (s, 3H), 1.31 (t,J = 7.2 Hz,
3H): MS (+)-ES [M]" 455.4 m/z.

Ejemplo 27: S-Amino-3-(5'-O-L-valinil-f-D-ribofuranosil)tiazolo[4,5-
d}pirimidin-2,7-diona diclorhidrato (24)

wo
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Paso 1: Preparacion de 5—Amino-3-(2',3'-O-isobropiliden-ﬂ-D—
ribofuranosil)tiazolo[4,5-d]pirimidin-2,7-diona (22)

[00261] A una mezcla heterogénea de 21 (5.37 g, 17.0 mmol, preparada
de acuerdo con el procedimiento divulgado en la Patente de los Estados
Unidos No. 5,041,426 (Ejemplo 2), la cual se incorpora por referencia en su
totalidad, en acetona (40 mL) contenida en un matraz Morton de 250 mL se
agrego sucesivamente 2,2-DMP (6.26 mL, 50.9 mmol), DMSO (6.6 mL), y
MeSO;H (220 pL, 3.39 mmol) a temperatura de la sala. La mezcla de
reaccion se agitdé vigorosamente, volviéndose homogénea y se consumié un
amarillo dorado como el diol. El andlisis por TLC (SiO;, 10% MeOH-
CHClI,) indicé que la reaccién se habia completado luego de 6 horas. Se
retiraron los sélidos sin disolver mediante filtracién por gravedad usando
papel de filtro tipo Whatman corrugado. Esto se siguid por vertimiento del
filtrado en 10 volimenes de agua helada (~400 mL), resultando en una
precipitacién inmediata de un sélido blanco. Tras un breve periodo de
agitacion, se agregé NaHCO; (285 mg, 3.39 mmol) disuelto en agua (10
mL) para neutralizar el MeSO3;H. Se continué una agitacidn vigorosa en el
reactor Morton durante 15 minutos, luego de lo cual la mezcla se filtré a
través de un embudo de vidrio grueso sinterizado. El material sélido se
lavé con agua helada (100 mL), se seco por aire, y luego se seco ain més
bajo vacio elevado a 65 °C, produciendo 5.36 g (88%) del aceténido 22
como un sélido blanco: mp 280-81 °C; 'H (DMSO-d;) 5 1.28 (s, 3H), 1.47
(s, 3H), 3.43-3.55 (m, 2H), 3.95-3.99 (m, 1H), 4.77-4.80 (m, 1H), 4.88-4.91
(m, 1H), 5.24-5.26 (m, 1H), 5.99 (s, 1H), 6.97 (br s, 2H), 11.25 (s, IH).
Paso 2: Preparacion de 5-Amino-3-(2',3"-O-isopropiliden-5"-N-terc-
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butoxicarbonil-L-valinil)-p-D-ribofuranosil)-tiazolo[4,5-d]pirimidin-2, 7-
diona (23)

100262] A una soluciéon de N-butoxicarbonil-(L)-valina (671 mg, 2.81
mmol) en THF (9 mL) a 0 °C se agregé EDC (588 mg, 3.07 mmol). La
mezcla homogénea resultante se agité 45 minutos a 0 °C, punto en el cual
se habia vuelto heterogénea, y se agrego el acetonido sélido 2 del Paso 1
anterior (1.00 g, 2.81 mmol) como una porcién. A continuacion se agregéd
DMAP sélido (522 mg, 4.27 mmol). Se permitié que la mezcla de reaccion
alcanzara la temperatura de la sala, y se agité 5 horas mds, luego de lo cual
se concentr6 a 25 °C mediante evaporacion rotatoria a un jarabe amarillo.
El residuo se disolvié en EtOAc (50 mL), se repartié en porciones con 1 N
HCI1 (10 mL) seguido por la neutralizacion de NaHCO; acuoso saturado
dcido (10 mL). La fase acuosa 4cida se extrajo ain més con EtOAc (2 x 50
mL), y luego se repartié en porciones con la fase acuosa basica. Las fases
orgdnicas combinadas se secaron sobre Na,SOy, se filtraron a través de una
corta almohadilla de SiO,, y se concentraron, produciendo 1.480 g (96%) de
éster de aminodcido Boc-protegido 23 como una espuma: mp 158 °C (dec);
'H (CDCl,) 6 0.86 (d, J = 7.0, 3H), 0.95 (d, J = 7.0, 3H), 135 (s, 3H), 1.44
(s, 9H), 1.56 (s, 3H), 1.75 (brs, 1H), 2.08-2.19 (m, 1H), 4.20-4.24 (m, 2H),
4.30-4.37 (m, 1H), 4.56 (dd, J=11.0, 5.9, 1H), 4.96 (dd, J = 6.2, 3.7, 1H),
5.11 (br d, J = 8.8, 1H), 5.29 (br d, J = 6.6, 1H), 5.88 (brs,2H), 6.23 (s,
[H).

Paso 3: Preparacion de 5-Amino-3-(5'-O-L-valinil-B-D-ribofuranosil)
tiazolo[4,5-d]pirimidin-2, 7-diona diclorhidraio (24)

[00263] Un chorro de gas de HCI gas se paso por un generador de
burbujas de H;SO, concentrado y, seguidamente, se dirigié (mediante un
tubo de dispersioén de frita) en un matraz Morton de 3 cuellos de 250 mL
que contenia acetato de isopropilo (80 mL) a 0 °C hasta que se obtuvo una
soluciéon saturada. A esta se agregd una solucibn de éster de Boc-
aminoécido del Paso 2 anterior (5.53 g, 9.95 mmol) en acetato de isopropilo
(30 mL), resultante en la formacién de un precipitado sélido blanco en un
término de 5 minutos. A esto se agregd 10% (v/v) IPA (11 mL). La mezcla
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de reaccion se calent6 a temperatura de la sala, luego se agité 12 horas. La
mezcla de reaccion heterogénea se diluyé con tolueno seco (100 mL). La
filtracion usando un embudo de vidrio sinterizado de poro mediano bajo N;
proporcioné un sélido amorfo blancuzco. La trituracién del sdlido en THF
seco fue seguido por filtracion y secamiento por vacio a 65 °C, produciendo
3.677 g (81%) del compuesto del titulo 24 como un sdlido blanco: mp 166-
68 °C (dec); 'H (DMSO-dy) & 0.90 (d, J = 7.0, 3H), 0.94 (d, J = 7.0, 3H),
2.14-2,18 (m, 1H), 3.83-3.85 (m, 1H), 3.96-4.00 (m, 1H), 4.23-4.28 (m,
2H), 4.42 (dd, J = 11.7,34, 1H), 4.75 (dd, J = 10.3, 5.5, 1H), 5.81 (d, J
=4.4, 1H), 6.46 (br s, 3H), 7.23 (br s, 2H), 8.47 (s, 3H), 11.5 (br s, 1H).
Anilisis elemental para C,sH3;NsO;S » 2HCI1: calculado: C, 36.89; H, 4.75;
Cl, 14,52; N, 14.34; S, 6,57, hallado: C, 37.03: H, 4.74; Cl, 14.26; N, 14.24;
S, 6.42.

Ejemplo 28: S-Acetilamino-3-(2',3',5-tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)
tiazolo[4,5-d]pirimidin-2,7(6H)-diona (74)

-

Paso 1: Preparacion de 5-Acetilamino-3-(2'3'5"-tri-O-acetil-p-D-
ribofuranasil) tiazolo[4, 5-d]pirimidin-2,7(6H)-diona (14)

[00264] 21 anhidro (8.0 g, 39.5 mmol) se disolvi6 en piridina seca (65
mL). DMAP (3.1g, 25.3 mmol) y anhidrido acético (19.1 mL 202.4 mmol)
se agregaron en forma consecutiva. Se dejo continuar la reaccion durante 2
horas a temperatura de la sala, luego de lo cual se atemper6é con NaHCO;
saturado (100 mL) y se extrajo con DCM (3 x 200 mL). La fase orgsanica se
concentrd, y luego se trituré con éter. Esto proporciond 12.5 g (103%) de
S-acetilamino-3-(2,3,5-tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)tiazolo-[4,5-

d]pirimidin-2,7(6H)-diona ligeramente impura como un sdlido blanco 74:
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mp 246.7-248.1 °C; R; = 0.20 (SiO;, 50% EtOAc-CHCl;); 'H NMR
(400MHZz, d;-DMSO) 8 12.23 (s, 1H), 11.85 (s, 1H), 5.97 (m, 2H), 5.48 (t, J
= 6, 1H), 4.35-4.40 (m, 1H), 4.25-4.31 {m, 1H), 4.08-4.18 (m, 1H), 2.49 (s,
3H), 2.07 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 2.00 (s, 3H).

Ejemplo 29: S-Amino-3-(2',3",5'-tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)tiazolo
|4,5-d]pirimidin-2,7(6H)-diona (75)
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Paso I: Preparacion de 5-Amino-3-(2',3',5"-tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)
tiazolof4, 5-d]pirimidin-2,7(6H)-diona (75)

|00265] A una suspension de 21 (5.00 g, 15.8 mmol) en acetonitrilo
(160 mL) a 0 °C se agregaron sucesivamente Et;N (11.0 mL, 79.0 mmol),
DMAP (195 mg, 1.59 mmol), y Ac;0 (4.47 mL, 47.4 mmol). La mezcla de
reaccion se agitd a temperatura de la sala durante 2 horas, luego de lo cual
se concentrd a un jarabe marrén. El residuo se purificé por cromatografia
de columna de destello (silice, MeOH/CHCl; = 1-10%) para producir 6.22 g
(89%) de triacetato 75 como un sélido blanco: mp 198-199 °C; 'H (400
MHz, ds-DMSOQ) 6 11.34 (s, 1H), 7.02 (br s, 2H), 5.90 (m, 2H), 5.51 (t,J =
6.0 Hz, 1H), 4.36 (dd, J = 12.4, 3.2 Hz, 1H), 4.21 (m, 1H), 4.08 (q, /= 6.0
Hz, 1H), 2.06 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.00 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]" m/z
443.3,

Ejemplo 30: 5-Amino-7-etoxi-3-B-D-ribofuranosil-tiazolo|4,5-d}
pirimidin-2-ona (77)
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Paso 1: Preparacion de 5-Acetilamino-7-etoxi-3-(2' 3", 5 "-tri-O-acetil-B-D-
ribofuranosil)-tiazolo[4, 5-d]pirimidin-2-ona (76)

[00266] En una manera similar a Ejemplo 2, paso 1, 76 se prepar6 de
74 y etanol en 72% de rendimiento como una espuma blanca: MS (+)-ES
IM+H]" m/z 513. R= 0.45 (75% Acetato de etilo-CHCl).

Paso 2: Preparacion de 5-Amino-7-etaxi-3-B-D-ribofuranosil-tiazolo[4,5-
d]pirimidin-2-ona (717)

[00267] En una manera similar a Ejemplo 2, paso 2, el compuesto del
titulo se prepard de 76 en 65% de rendimiento como un sélido blanco: 'H
NMR (400 MHz, d;-DMSO) & 6.87 (s, 2H), 5.85 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 5.27
(d, J = 5.6 Hz, 1H), 4.96 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.78 (m, 1H), 4.66 (m, 1H),
4.36 (m, 2H), 4.09 (m, 1H), 3.74 (m, 1H), 3.58 (m, 1H), 3.40 (m, 1H), 1.29
(m, 3H); MS (+)-ES [M+H]" m/z 445, [2M+H]" m/z 689. R¢ = 0.2 (50%
THF-CHCl,).

Andlisis elemental para C;3H;¢N4O6S-0.25 H;O: calculado: C, 4131; H,
4.77; N, 16.06; S, 9.19. Hallado: C, 41.24; H, 4.71; N, 15.89; S, 9.06.
Ejemplo 31: 5-Amino-7-metoxi-3-B-D-ribofuranosil-tiazolo|4,5-d]
pirimidin-2-ona (79)
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Paso 1: Preparacién de 5-Acetilamino-7-metoxi-3-(2'3',5"tri-O-acetil--
D-ribofuranosil)-tiazolo[4, 5-d]pirimidin-2-ona (78)
[00268] En una manera similar a Ejemplo 2, paso 1, 77 se prepar6 de
74 y metanol en 65% de rendimiento como una espuma blanca: MS (+)-ES
[M+H]" 499. R= 0.5 (75% acetato de etilo-CHCI,).
Paso 2: Preparacion de 5-Amino-7-metoxi-3-8-D-ribofuranosil-tiazolof4, 5-
d]pirimidin-2-ona (79)
[00269]  En una manera similar a Ejemplo 2, paso 2, el compuesto del
titulo se prepard de 78 en 78% de rendimiento como un sélido blanco: 'H
NMR (400 MHz, d;-DMSO) 8 6.91 (s, 2H), 5.86 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 5.28
(d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.96 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.77 (m, 1H), 4.66 (m, 1H),
4.09 (m, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.75 (m, 1H), 3.56 (m, 1H), 3.43 (m, 1H); MS
(+H)-ES [M+H]" 331. R~ 0.2 (50% THF-CHCI;). Anélisis elemental para
Ci1iHi14N4O6S-0.25 H,0: calculado: C, 39.46; H, 4.37; N, 16.73; S, 9.58.
Hallado: C, 39.59; H, 4.17; N, 16.55; S, 9.52.
Ejemplo 32: Etil éster de dcido (S-amino-2-oxo-3-B-D-ribofuranosil-2,3-
dihidro-tiazolo[4,5-d] pirimidin-7-iloximetil)-carbdmico (82)
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Paso 1: Preparacion de 5-Amino-3-{2'3' 5" -tris-O-trietilsilanil-f-D-
ribafurancsil)-tiazolo[4, 5-d]pirimidin-2, 7-diona (80)

[00270] A una suspensién de 21 (1.00 g, 3.16 mmol) en DMF (20 mL)
a temperatura de la sala se agregé sucesivamente imidazol (753 mg, 11.06
mmol), DMAP (39 mg, 0.32 mmol), y clorotrietilsilano (1.64 mL, 9.80
mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura de la sala durante 2
horas, luego de lo cual se atemperd con solucién de NaHCO; saturado (20
mL). La mezcla se extrajo con CHCl; (3 x 20 mL), se sec6 sobre MgSO, y
se concentr6. E| residuo se purificé por cromatografia de columna de
destello (silice, MeOH/CHCly = 1-5%) para producir 1.91 g (92%) de
compuesto 80 como un sélido blanco: 'H (400 MHz, d;-DMSO) & 5.99 (s,
1H), 5.62 (br s, 2H), 5.19 (dd, J = 4.4, 6.0 Hz, 1H), 4.35 (dd, /= 2.8, 4.4
Hz, 1H), 3.99 (m, 1H), 3.77 (dd, J = 7.6, 10.8 Hz, 1H), 3.68 (dd, J = 4.8,
10.4 Hz, 1H), 1.10 (t, 7=7.1 Hz, 3H), 0.96 (t, J =7.1 Hz, 3H), 0.89 (t, J =
7.1 Hz, 3H), 0.68 (q, J= 7.1 Hz, 2H), 0.61 (q, /= 7.1 Hz, 2H), 0.54 (m, 2H);
MS (+)-ES [M+H]" m/z 660.0.

Paso 2: Preparacion de etil éster de dcido 5-Amino-3-{2'3'5"tris-O-
trietilsilanil-p-D-ribofuranosil)-2, 3-dihidro-tiazolo[4,5-d]pirimidin-7-
iloximetil)-carbamico (81)

[00271] En una manera similar a Paso 1 de Ejemplo 2, compuesto 81 se
preparé de 80 y N-etiluretano como un sélido blanco en 31% de
rendimiento: [M+H]" 760.5; '"H NMR (400 MHz, CDCl,) § 6.43 (br s, 2H),
6.09 (t, J/ = 7.6 Hz, 1H), 5.94 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 5.31 (d, J= 4.8 Hz, 2H),
5.19 (dd, J = 6.0, 4.8 Hz, 1H), 4.35 (dd, J = 4.8, 2.8 Hz, 1H), 4.19(q, J =
6.4 Hz, 2H), 3.98 (m, 1H), 3.76 (dd, J = 10.8, 7.6 Hz, 1H), 3.68 (dd, J =
10.4, 4.8 Hz, 1H), 1.29 (t, J = 6.8 Hz, 3H), 1.02 (t, J = 8.0 Hz, 3H), 0.96 (3,
J = 7.6 Hz, 3H), 0.90 (t, J = 8.0 Hz, 3H), 0.69 (q, J = 8.0 Hz, 2H), 0.61 (q,
J = 8.0 Hz, 2H), 0.55 (m, 2H); [M+H]" 760.5.

Paso 3: Preparacion de etil éster de dcido (5-Amino-2-oxo-3-§-D-
ribafuranosil-2,3-dihidro-tiazolo[4,5-d]pirimidin- 7-iloximetil)-carbémico
(82)

[00272] Una solucion de 81 (244 mg, 321 umol), SM HF en piridina
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(321 pL, 1.60 mmol) y THF (3.20 mL) se agitaron a temperatura de la sala
durante 5 horas. El retiro de los disolventes bajo vacio dejé un residuo que
se purificé por cromatografia de destello (SiO;, 10% MeOH-CHCI;) para
producir 82 (119 mg, 90%) como un sélido blanco: '"H NMR (400 MHz, ds-
DMSQ) & 8.43 (br s, 1H), 7.76 (br s, 2H), 5.82 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 5.78 (s,
2H),532(d, J= 5.6 Hz, 1H), 5.24 (dd, J = 6.0, 4.8 Hz, 1H), 5.00 (d, J =
5.6 Hz, 1H), 4.82 (g, J = 5.6 Hz, 1H), 4.68 (t,J = 6.0, 1H), 4.11 (q, J = 5.2
Hz, 1H), 4.09 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.78 (q, J = 5.6 Hz, 1H), 3.60 (m, 1H),
3.46 (m, 1H), 1.21 (t, J = 7.2 Hz, 3H); [M+H]" 418.2.
Ejemplo 33: Etil éster de acido (S-Amino-2-0x0-3-p-D-ribofuranosil-2,3-
dihidro-tiazolo [4,5-d]pirimidin-7-iloximetil)}-metil-carbdmico (84)
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Paso |: Preparacién de etil éster de dcido (5-Amino-2-oxo-3-(2',3',5'-tri-O-
acetil-f-D-ribofuranosil)-2,3-dihidro-tiazolo[4, 5-d]pirimidin-7-iloximetil)-
metil-carbamico (83)
[00273] En una manera similar a Ejemplo 2, paso 1, compuesto 83 se
prepard de 75 y N-metil-N-(hidroximetil)uretano como un sélido blanco en
24% de rendimiento: Ry = 0.4 (33% EtOAc-CHCl;); '"H NMR (400 MHz,
CDCl;) 6 11.49 (br s, 1H), 6.08 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.75 (t, J = 6.0 Hz,
1H), 5.53 (s, 2H), 4.49 (dd, J= 13.5, 8.4 Hz, 1H), 4.30 (m, 5H),3.62(q,J =
7.2 Hz, 2H), 2.30 (5, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 1.36 (t, J
= 6.8 Hz, 3H), 1.20 (t, J = 6.8 Hz, 3H); [M+H]" 614.2.
Paso 2: Preparacion de etil éster de dcido (5-Amino-2-oxo-3-§-D-
ribofuranosil-2,3-dihidro-tiazolo[4,5-d]pirimidin-7-iloximetil)-metil-
carbamico (84)
[00274]) En una manera similar a Ejemplo 1, paso 4, el compuesto del



titulo se preparé de 83 como un sélido blanco en 20% de rendimiento: 'H
NMR (400 MHz, ds-DMSQO) & 7.86 (br s, 2H), 5.82 (d, J = 4.8 Hz, 1H),
5.47 (s, 2H), 5.31 (d, /= 5.2 Hz, 1H), 5.00 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 4.82 (q, J =
5.2 Hz, 1H), 4.67 (q, J = 5.6 Hz, 1H), 4.18 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 4.12 (m,
1H), 3.78 (q, J = 6.0 Hz, 1H), 3.60 (m, 1H), 3.47 (m, 1H), 3.30 (s, 3H),
1.27 (t, J = 6.8 Hz, 3H); [M+H]" 432.3.

Ejemplo 34: 5-Amino-7-(5-metil-2-o0xo-{1,3]dioxol-4-ilmetoxi)-3-(2',3',5'-
tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)-tiazolo|4,5-d] pirimidin-2-ona (85)
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Paso 1: Preparacion de 5-Amino-7-(5-metil-2-oxo-{1,3]dioxol-4-ilmetoxi)-
3-(2', 3", 5"-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-tiazolof4, 5-d]pirimidin-2-ona
85)

[00275]) A una solucion de triacetato 75 (1.55 g, 3.50 mmol) en THF
(50 mL) a 0 °C se agregé trifenilfosfina soportada en polimero (4.95 g,
10.50 mmol, Argonaut). A esta mezcla se agregd 4-hidroximetil-5-metil-
[1,3]dioxol-2-ona (0.91 g, 7.00 mmol), preparada de acuerdo con el
procedimiento de Alepegiani, Syn. Comm., 22(9), 1277-82 (1992). En
seguida se agrego dietil azodicarboxilato (0.73 ml, 4.60 mmol) gota a gota.
La mezcla resultante se agitd a temperatura de la sala durante 48 horas, se
filtré y se lavé con MeOH y CHCI;. El filtrado se concentrd y se purificd
por cromatografia de columna de destello (silice, acetona/CHCIl; = 10-20%)
para producir el derivado de dioxolona 85 (1.38 g, 71%) como un solido
blanco: 'H (400 MHz, d,-DMSO); & 7.06 (s, 2H), 6.00 (d, J = 4.0 Hz, 1H),
5.92 (dd, J = 6.6, 4.4 Hz, 1H), 5.56 (t, J = 6.4 Hz, 1H), 5.30 (s, 2H), 4.38
(dd, J = 11.6, 3.6 Hz, 1H), 4.25 (t, J = 3.6 Hz, 1H), 4.10 (g, J = 6.0 Hz,



1H), 2.23 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.00 (s, 3H); MS (+)-ES
[M+H]" m/z 555.3. Andlisis  elemental calculado para
C2:HN40125-Me;,CO: C, 47.06; H, 4.61; N, 9.15; S, 5.23. Hallado: C,
47.25; H, 4.37; N, 9.53; S, 5.52.

Ejemplo 35: 5-Amino-7-(5-metil-2-oxo0-[1,3]dioxol-4-ilmetoxi)-3-B-D-
ribofuranosil-tiazolo[4,5-d] pirimidin-2-ona (87)

Paso 1: Preparacion de 5-Amino-7-(5-metil-2-oxo-[1,3]dioxol-4-ilmetoxi)-
3-(2', 3", 5'-tris-O-trietilsilanil-p-D-ribofuranosil)-tiazolo[4, 5-d]pirimidin-2-
ona (86)

[00276]  En una manera similar a Ejemplo 34, compuesto 86 se preparé
de 80 y 4-hidroximetil-5-metil-[1,3]dioxol-2-ona como un sélido blanco en
45% de rendimiento: '"H NMR (400 MHz, CDCl,) 8 6.06 (d, J = 6.0 Hz,
1H), 5.21 (dd, J = 6.0, 4.8 Hz, 1H), 5.18 (d, J = 3.2 Hz, 2H), 4.94 (br s,
2H), 4.38 (dd, J = 4.8, 2.8 Hz, 1H), 4.00 (m, 1H), 3.79 (dd, J = 11.2, 8.0
Hz, 1H), 3.69 (dd, J= 10.8, 5.2 Hz, 1H), 2.23 (s, 3H), 1.02 (t, /= 8.0 Hz,
3H), 0.96 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 0.89 (t, J = 8.4 Hz, 3H), 0.70 (q, J = 7.6 Hz,
2H), 0.61 (q, J = 8.0 Hz, 2H), 0.53 (m, 2H); [M+H]" 771.5.

Paso 2: Preparacion de 5-Amino-7-(5-metil-2-oxo-[1,3] dioxol-4-ilmetoxi)-
3-p-D-ribofuranosil-tiazolo[4,5-d]pirimidin-2-ona (87)

[00277] En una manera similar a Pasos 3 de Ejemplo 32, el compuesto
del titulo se preparé de 86 como un sélido blanco en 89% de rendimiento:
'H NMR (400 MHz, d-DMSO) § 7.03 (br s, 2H), 5.90 (d, J= 5.2 Hz, 1H),
5.33 (s, 2H), 5.02 (d, J= 4.8 Hz, 1H), 4.83 (q,/ = 5.6 Hz, 1H), 4.71 (t,J=



7,60’

6.0 Hz, 1H), 4.14 (q, /= 5.2 Hz, 1H), 3.80 (q, J = 4.8 Hz, 1H), 3.62 (m,
1H), 3.47 (m, 1H), 2.27 (s, 3H); [M+H]" 429.2.
Ejemplo 36: 5-Amino-3-f-D-ribofuranosil-3H-tiazolo-[4,5-d] pirimidin-

2-ona (90)
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Paso 1: Preparacion de 5-Amino-7-tioxo-3-(2',3',5'-tri-O-acetil-p-D-
ribofuranosil)-tiazolof4,5-d]pirimidin-2-ona (88)

[00278]  A.una solucién de 75 (1 g, 2.26 mmol) en piridina (50 mL) se
agrego a temperatura de la sala P,Sy (2.13 g, 4.79 mmol). La solucion se
hizo refluir suavemente (temperatura del bafio 130-140 °C) durante 29
horas. La mezcla de reaccién se evapord a sequedad in vacuo. El exceso
de P,S; se descompuso mediante la adicién de H,O (40 mL) a 60 °C. La
mezcla se agito durante 1 hora a 60 °C y luego se enfri6é a temperatura de la
sala. La mezcla se extrajo con CHCl; (3 x 40 mL). la capa organica secada
(MgSO,) se evaporé para producir un jarabe, el cual se purifico por
cromatografia de columna de destello (sflice, acetona/CHCl; = 15%) para
producir 0.93 g (90%) de 88 como un sélido amarillo: 'H (400 MHz, d;-
DMSO) & 12.50 (s, 1H), 7.35 (br s, 2H), 5.89 (m, 2H), 5.51 (t, J = 6.4 Hz,
1H), 4.36 (dd, J = 12.0, 4.0 Hz, 1H), 4.24 (m, 1H), 4.10 (q, /= 6.0 Hz, 1H),
2.07 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.01 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]" m/z 459.3.

Paso 2: Preparacion de 5-Amino-3-(2',3',5"-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-
3H-tiazolo[4,5-d]pirimidin-2-ona (89)

[00279] Una suspension de niquel Raney® 2800 (3 big spatula, pre-
lavado con H,O, MeOH y acetona) en acetona (50 mL) se agit6 a reflujo
durante 1 hora. A continuacién se agreg0 triacetato 88 (0.93 g, 2.03 mmol)
a la anterior suspension a reflujo. La mezcla se agité durante 5 minutos, se

enfri6 a temperatura de la sala durante 30 minutos. La reaccién se
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atemperd haciendo burbujear H,S (g) en la mezcla durante 2 horas. La
mezcla resultante se filtr6 a través de una corta almohadilla de Celita® y se
lavé con EtOH. El filtrado se concentrd y se purificé por cromatografia de
columna de destello (silice, MeOH/CHCIl;= 1-2%) para producir 0.52 g
(60%) de 89 como un sélido blanco: mp 121-123 °C; 'H (400 MHz, d,-
DMSO) & 8.38 (s, 1H), 6.93 (s, 2H), 6.03 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 5.93 (dd, J =
6.4, 3.6 Hz, 1H), 5.58 (t, J/ = 6.0 Hz, 1H), 4.38 (dd, J= 11.6, 3.6 Hz, 1H),
426 (m, 1H), 4.11 (q, J = 6.0 Hz, 1H), 2.08 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.00 (s,
3H); MS (+)-ES [M+H]" m/z 427.2. Anilisis elemental calculado para
C16H1sN(OsS:0.5 CH;0H-0.25 H,0: C, 44.34; H, 4.62; N, 12.54; S 7.17.
Hallado: C, 44.54; H, 4.88; N, 12.16; S, 7.17.

Paso 3: Preparacion de 5-Amino-3-p-D-ribofuranosil-3H-tiazolo[4,5-
d]pirimidin-2-ona (90)

|00280] A una solucién de 89 (0.52 g, 1.22 mmol) en MeOH (20 mL)
se agregd K,CO; (25 mg, 0.18 mmol). La reaccion se agité a temperatura
de la sala de un dia para otro, luego se neutralizé con AcOH (21 pL, 0.36
mmol). La mezcla resultante se agitd a temperatura de la sala durante 30
minutos mas, se concentrd, y se triturd con H,O (2 ml) para producir 0.33 g
de compuesto 90 (89%) como un sélido blanco: mp 220 °C (Dec); 'H (400
MHz, d;-DMSO) b 8.34 (s, 1H), 6.85 (s, 2H), 5.90 (d, / = 4.8 Hz, 1H), 5.31
(d, J = 5.6 Hz, 1H), 4.98 (d, J =5.6 Hz, 1H), 4.81 (g, /= 5.2 Hz, 1H), 4.67
(t, S~ 6.0 Hz, 1H), 4.11 (q, J = 5.2 Hz, 1H), 3.77 (dd, /= 10.8, 4.8 Hz, 1H),
3.58 (m, 1H), 3.44 (m, 1H); MS (+)-ES [M+H]" m/z 301.1. Analisis
elemental calculado para C,gH;2N4OsS-0.3 H,O: C, 39.29; H, 4.15; N,
18.33; S 10.49. Hallado: C, 39.51; H, 4.18; N, 17.95; S, 10.27.

Ejemplo 37: 5-Amino-3-(2',3'-di-O-acetil-g-D-ribofuranosil)-3H-
tiazolo[4,S-d}pirimidin-2-ona (93)
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Paso 1: Preparacion de 5-Amino-3-(5"-O-terc-butil-dimetilsilanil-g-D-
ribofuranosil)-3H-tiazolo[4',5-d]pirimidin-2-ona (91)

|00281] A una solucién de 90 (0.68 g, 2.28 mmol) en DMF (10 mL) se
agrego6 imidazol (0.54 g, 7.93 mmol) y terc-butildimetilsilil cloruro (0.68 g,
4.56 mmol) en forma consecutiva. La mezcla de reaccién se agitdé a
temperatura de Ia sala durante 2 horas, punto en el cual se concentrd y se
purificé por cromatografia de columna de destello (silice, MeOH/CHCl;;
gradiente - 5-20%) para producir 0.49 g (52%) 91 como un sélido blanco:
'H (400 MHz, d-DMSO) 8 8.33 (s, 1H), 6.87 (s, 2H), 5.90 (d, J =4.0 Hz,
1H), 5.33 (d, J= 5.6 Hz, 1H), 5.00 (d, /= 5.2 Hz, 1H), 4.79 (q, /= 5.2 Hz,
1H), 4.16 (q, /= 5.2 Hz, 1H), 3.77 (m, 2H), 3.64.(dd, /= 12.0, 7.2 Hz, 1H),
0.84 (s, 9H), 0.00 (s, 6H); MS (+)-ES [M+H]" m/z 415.4.

Paso 2: Preparacion de 5-Amino-S-(2'3'-di-O-acetil, 5-O-terc-butil-
dimetilsilanil-B-D-ribofuranosil)-3H-tiazolo[4,5-d]pirimidin-2-ona (92)
[00282] A una solucion de 91 (0.20 g, 0.48 mmol) en acetonitrilo (5
mL) a 0 °C se agreg6 sucesivamente Et;N (0.26 mL, 1.86 mmol) y Ac,O
(91 pL, 0.96 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura de la
sala durante 24 horas, tras lo cual ésta se concentré y se purificé por
cromatografia de columna de destello (silice, gradiente acetona/CHCI; = 5-
10%) para producir 0.22 g (92%) de 92 como un sélido blanco: 'H (400
MHz, d,-DMSO) & 8.36 (s, 1H), 6.90 (s, 2H), 6.00 (m, 2H), 5.57 (t, /=6.0
Hz, 1H), 4.07 (q, J = 5.2 Hz, 1H), 3.77 (m, 2H), 2.07 (s, 3H), 2.06 (s, 3H),
0.83 (s, 9H), 0.00 (d, J = 2.4 Hz, 6H); MS (+)-ES [M+H]" m/z 499.5. Paso
3: Preparacion de 5-Amino-3-(2',3'-di-O-acetil-f-D-ribofuranosil)-3H-
tiazolo[4,5-d]pirimidin-2-ona (93)

[00283] A una solucién de 92 (0.22 g, 0.44 mmol) en THF (5 mL) en



una ampolla plastica se agregé HF/piridina (0.70 mL). La reaccién se agit6
durante 2 horas, se concentrd y se purificéd por cromatografia de columna de
destello (silice, gradiente MeOH/CHCIl; - 5-10%) para producir 0.17 g
(100%) del compuesto del titulo como un sélido blanco: mp 109-111 °C; 'H
(400 MHz, d-DMSO) b 8.37 (s, 1H), 6.91 (s, 2H), 6.00 (m, 2H), 5.48 (t, J
= 6.0 Hz, 1H), 4.91 (t, J/ = 6.0 Hz, 1H), 4.04 (dd, J = 10.4, 6.0 Hz, 1H),
3.64 (m, 1H), 3.52 (m, 1H), 2.08 (s, 3H), 2.05 (s, 3H); MS (+)-ES [M+H]"
m/z 385.3. Anilisis elemental calculado para C,4H;sN40,S-0.5 CH;0H-0.2
CHCI;: C, 41.61; H, 4.32; N, 13.21; S 7.56: Hallado: C, 41.73; H, 4.29; N,
12.86; S, 7.33.

Ejemplo 38: Etil éster de dcido [2-etoximetil-1-(2-hidroxi-2-metil-
propil)-1H-imidazo|4,5-c|quinolin-4-il]-carbimico (39)

A~

N >_/°°H10H3
X

Paso 1: Preparacion de etil éster de acido [2-etoximetil-1-(2-hidroxi-2-
metil-propil)- 1 H-imidazo[4, 5-c]quinolin-4-il]-carbdmico (39)
[00284] En una manera similar a paso 1 de Ejemplo 8, excepto que se
sustituyé MeOH como el disolvente, se preparé el compuesto del titulo de
1-(4-amino-2-etoximetil-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)}-2-metil-propan-2-ol
(38) (preparado de acuerdo con el procedimiento divulgado en la
Publicacién Internacional No. WO 94/17043) y dietil pirocarbonato como
un aceite en 39% de rendimiento: "H NMR (400 MHz, CDCl;) 5 8.36 (d, J=
8.0 Hz, 1H), 8.05 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.70 (t, J= 7.2 Hz, 1H), 7.61 (t, J=
8.0 Hz, 1H), 4.96 (br s, 2H), 4.80 (s, 2H), 4.39 (q, J= 7.2 Hz, 2H), 3.62 (q,
J= 7.2 Hz, 2H), 1.40 (t, J= 7.2 Hz, 3H), 1.36 (br s, 6H), 1.24 (t, J= 6.8 Hz,
3H); MS (+)-ES [M+H]" 387.4 m/z.

6.4 Efecto Enmascarado de los Profirmacos de Ligando TLR7
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[00285] Un experimento tipico usaria células mononucleares de sangre —Lb

periférica humana (PBMC), aisladas de un donante sano, y se pusieron en
pocillos replicados para cultivo de células ("replicate cell culture wells™);
tipicamente, 2x10° a 5x10° se ponen en cada pocillo. Las PBMC se incuban
en la ausencia de compuestos de prueba a 37 °C en una atmdsfera
humidificada que contiene 5% CO, durante 24 horas para permitir la
estabilizacion de las condiciones de cultivo y, luego, se agregan isatoribina
100 micromolar, el ligando TLR7 y un correspondiente profirmaco de
ligando TLR7 a pocillos separados que contienen PBMC del mismo
donante; se incluyen controles no tratados. Las concentraciones de ligando
TLR7 y el profarmaco de ligando TLR7 pueden variarse para adaptar el
experimento particular y, en seguida, los cultivos PBMC se incuban a 37 °C
en una atmésfera humidificada que contiene 5% CO, durante un periodo de
tiempo que va desde dos horas a 48 horas. Durante la incubacién se toman
muestras del medio sobrenadante del cultivo de células. Estas se analizan
en cuanto a la produccién de citocina mediante ELISA. Adicionalmente,
puede analizarse mediante LC-MS la cantidad de ligando TLR7 y
profdrmaco de ligando TLR7 que queda al final de la incubacién. La
produccién de citocina se calcula en relacion con la produccién en el
control isatoribina, luego de la sustracciéon de la produccion de citocina en
los controles sin tratar. Los resultados de citocina se comparan para
determinar la magnitud en que el ligando TLR7 es mds activo que el
correspondiente profirmaco de ligando TLR7.

[00286]  Por consiguiente, si el ligando TLR7 genera mas interferén a
(una citocina convenientemente cuantificada) que el correspondiente
profarmaco de ligando TLR7 luego de una duracion similar de exposicion y
concentracion, el profirmaco de ligando TLR7 puede considerarse
profarmaco de ligando TLR7 "enmascarado”. La magnitud de reduccion en
la produccion de citocina, que constituye "enmascaramiento”, puede ser tan
baja como una reduccion del 25% en relacion con el TLR precursor, puesto
que esto produciria un incremento correspondiente en la dosis administrada
para un nivel dado de tolerabilidad.
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[00287]  Tablas 9 - 14 proporcionan datos que ilustran que pueden ’L(QM

enmascararse ligandos TLR7 de multiples clases quimicas. Los ejemplos
indicados demuestran un enmascaramiento sustancial en relacién con el
ligando de TLR precursor. Las sustituciones quimicas sefialadas son
ejemplares y, en ninguna forma, restrictivas de la invencién, puesto que
sustituciones  quimicas adicionales pueden exhibir igﬁalmente
enmascaramiento y se contemplan en la invencién. El enmascaramiento
puede lograrse mediante la introduccién de sustituciones en el margen de
ubicaciones en cualquier ligando TLR7 y, como se indica, puede
incorporarse en una variedad de enlazamientos quimicos. Se observara que
la sustitucion y enlazamiento preferidos pueden variar para diferentes
ligandos TLR7 precursores.

Tabla 9: Enmascaramiento de Profdrmacos de Isatoribina

Molécula Cantidad de INFa en relacién
precursora y sus | Compuesto No. con la inducida por
proférmacos isatoribina a 100 uM, %
Molécula precursora: 21 100
Isatoribina
Profiirmaco: 24 1
Ester de
aminéacido
Proféirmaco: 93 0
Deoxi
Profiirmaco: 77 0
6-Etoxi
Profirmaco: 79 0
6-Metoxi
Profirmaco: 84 0
Aminal
Profiirmaco: 82 0
Aminal
Profirmaco: 85 0
Dioxolenona

[00288] La propiedad enmascarada de los profarmacos de isatoribina
puede demostrarse en un analisis PBMC. Los resultados del anélisis PBMC
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(Tabla 9) indican la cantidad de INFa liberado luego de la exposicién[)cfg W
compuesto precursor y sus profirmacos durante 8 horas (val-isatoribina, 24)
6 24 horas (otros profarmacos) a la concentracién inicial de 100 4M. La
cantidad del INFa liberado se normaliz6 a la inducida por 100 4M de

isotoribina a 100 4M en el mismo donante de sangre con el mismo tiempo

de exposicion.

Tabla 10: Enmascaramiento de Profarmacos de Loxoribina

rl\:;::f::: Cantidad de INFa en relaciéon
P sus y Compuesto No. con la inducida por
proférmacos isatoribina a100 uM, %
Molécula 17 50
precursore:
Loxoribina
Profirmaco: 45 0
6-Etoxi
Profirmaco: 43 0
Deoxi
Profdrmaco: 68 0
Valil éster

[00289] La propiedad enmascarada de los profarmacos de loxoribina
puede demostrarse en un analisis PBMC. Los resultados del andlisis PBMC
(Tabla 10) muestran la cantidad de INFa liberado luego de la exposicion
del compuesto precursor y sus profirmacos durante 24 horas a la
concentracion inicial 100 xM. La cantidad del INFa liberado se normalizé a
la inducida por 100 uM de isotoribina a 100 uM en el mismo donante de

sangre con el mismo tiempo de exposicion.

Tabla 11: Enmascaramiento de Profarmacos de Imiquimod



Molécula
precursora y
sus

Compuesto No.

Cantidad de INFa en relacion
con la inducida por

proférmacos isatoribina a 100 uM, %

Molécula 31 100
precursora:
Imiquimod
Profiirmaco: 34 1
Pentil
carbamato
Proférmaco: 50 0
Etil carbamato

* Resultados de dos experimentos con tres donantes diferentes

[00290] La propiedad enmascarada de los profirmacos de imiquimod
puede demostrarse en un andlisis PBMC. Los resultados del analisis PBMC
(Tabla 11) muestran la cantidad de INFa liberado luego de la exposicién del
compuesto precursor y sus proférmacos durante 24 horas a la concentracién
inicial 100 4uM. La cantidad del INFa liberado se normaliz6 a la inducida
por 100 uM de isatoribina a 100 uM en el mismo donante de sangre con el

mismo tiempo de exposicion.

Tabla 12: Enmascaramiento de Profirmacos de Resiquimod

Molécula Cantidad de INFa en relacién
prect;:‘l?ra y Compuesto No. con la inducida por
oro isatoribina a 100 uM, %
Molécula 39 %@1uM
precursora:
Resiquimod
Proféirmaco: 3s 9@ 100 uM
Etil carbamato
[00291] La propiedad enmascarada de los profirmacos de resiquimod

puede demostrarse en un andlisis PBMC. Los resultados del anilisis PBMC
(Tabla 12) muestran la cantided de INFa liberado luego de la exposicién

del compuesto precursor y sus profirmacos durante 24 horas a las
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concentraciones iniciales de 1 6 100 uM. La cantidad del INFa liberado se

normalizd a la inducida por 100 zM de isatoribina a 100 uM en el mismo

donante de sangre con el mismo tiempo de exposicion.

Tabla 13: Enmascaramiento de Proférmacos de Bropirimina

Molécula Cantidad de INFa en relacion
precursora y sus | Compuesto No. con la inducida por
profirmacos isatoribina a 100 uM, %
Molécula precursora: 35 22
Bropirimina
Profirmaco: 48 0
Deoxi
Profirmaco: 37 0
Etoxi
Proférmaco: 36 - 0
Etil carbamato
Profiirmaco: 49 0
Pentil
carbamato

[00292] La propiedad enmascarada de profirmacos de bropirimina
puede demostrarse en un analisis PBMC. Los resultados del analisis PBMC
(Tabla 13) muestran la cantidad de INFa liberado luego de la exposicién
del compuesto precursor y sus profirmacos durante 24 horas a la
concentracion inicial de 100 uM. La cantidad del INFa liberado se
normalizé a la inducida por 100 4M de Isatoribina a 100 uM en el mismo

donante de sangre con el mismo tiempo de exposicion.

Tabla 14: Enmascaramiento de los Proférmacos de Adenina

Molécula Cantidad de INFa en relacién
pl'ec:?som y Compuesto No. con la inducida por
roférmacos isatoribina a 100 uM, %

Moléculs 29 126@0.1 uM
precursora
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Metoxi
Profiirmaco: 64 0@10uM
Etoxi @104

Profdrmaco: 62 0@0.1 uM
Deoxi

Profirmaco: 51 18@32uM
Etil carbamato

Profirmaco: 54 15@10uM
Pentil

carbamato

[00293] La propiedad enmascarada de los profirmacos de adenina
puede demostrarse en un andlisis PBMC. Los resultados del andlisis PBMC
(Tabla 14) muestran la cantidad de INFq liberado luego de la exposicién del
compuesto precursor y sus profadrmacos durante 24 horas a concentraciones
iniciales diferentes especificadas en la tabla. La cantidad del INFe liberado
se normalizd a la inducida por 100 uM de isatoribina a 100 #M en el mismo
donante de sangre con el mismo tiempo de exposicion.

[00294] Los profirmacos de ligando TLR7 pueden evaluarse asimismo
in vitro con respecto a su conversién en el ligando TLR7 precursor activo.
Esta puede medirse mediante incubacién del profirmaco en sangre, plasma,
o en un cultivo celular de hepatocitos. A intervalos seleccionados de
tiempo, se toman muestras para determinar la cantidad de profarmaco
restante y la cantidad de ligando TLR7 producida. Tales determinaciones
se hacen ficilmente con el empleo de herramientas analiticas conocidas en
el arte tales como LC-MS. La determinacion de la magnitud de conversion
de un profarmaco de ligando TLR7 en el ligando TLR7 precursor es til en
la interpretacion de los datos en donde el enmascaramiento es evidente en
tiempos mds cortos, pero disminuye luego de incubaciones prolongadas en
el andlisis PBMC descrito aqui. La velocidad de conversién del profirmaco
en el ligando TLR7 puede determinarse para garantizar que los resultados
de citocina surgen predominantemente de la exposicion al proférmaco més
que de la exposicién al ligando TLR7 generado por la rapida conversion del

profadrmaco bajo las condiciones del experimento.

6.5.1 Experimentacién Bioldgica de Profarmacos de Ligando TLR7

Proflirmaco: 65 0@ 100 M /,fa®
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ue Demuestran Disponibilidad Oral Incrementada y Efectos

Colaterales Disminuidos

Disponibilidad Oral

[00295] La biodisponibilidad mejorada de los profirmacos de ligando
TLR7 puede valorarse realizando estudios in vivo. En tales experimentos,
los profarmacos candidatos se administran por via oral a ratones, ratas,
monos, y/o perros, y se toman muestras de sangre en intervalos
seleccionados. Las muestras de sangre se analizan en cuanto al profarmaco
y al ligando TLR7 deseado. Muestras adicionales de sangre o del higado
pueden analizarse con respecto a la presencia de interferones y otras
citocinas que indican la activacién funcional de la ruta TLR7 in vivo.
Candidatos deseados demostrardn una exposicién sanguinea al profarmaco
y demostrarén igualmente una exposicion sanguinea al ligando TLR7
deseado de alrededor de 10% a 99% de la dosis aplicada, medida en una
base molar.

[00296] Un ejemplo representativo es el resultado obtenido con el
profirmaco de ligando TLR7 val-isatoribina (24), el cual se describe a
continuacién en el ratén y el perro generando cantidades significativas del
ligando TLR7 precursor isatoribina (21) en la sangre. Véase Solicitud de
Patente de los Estados Unidos No. 10/305,061 (incorporada aqui por

referencia en su totalidad).

ees S
HF BH A nd oH

21 u

Concentraciones de Interferén a (Mu-IFN-a) en Ratones
[00297] El ratén normal proporciona un sistema (til para la evaluacién

del grado en el cual las invenciones descritas aqui aportan un mejora



1]
importante en la administracion oral de 21 (isatoribina). No sélo se pueden 9)‘0
medir las concentraciones en el plasma de la isatoribina provenientes de la
administraciéon oral de dicho profirmaco(s), sino que ademas la extensiva
investigacién inmunitaria realizada en el ratén ha proporcionado reactivos
apropiados para cuantificar los niveles de interferén a, una citocina de
interés que refleja una de las actividades biolOgicas deseadas de la
isatoribina.
[00298] Hemos usado el sistema murino en una serie de experimentos
que demuestran que 24, el éster de 5'-valina de 21 (val-isatoribina) produce
una respuesta del interferdn sustancialmente mejorada sobre la resultante de
la administracion de isatoribina en si misma.
[00299] Tabla 15 registra los resultados de un analisis para detectar la
presencia de interferon a murino en el plasma de ratones que se recibieron
dos veces dosis de isatoribina, formulada en bicarbonato, en un nivel de 50
mg/kg por la via oral. Es evidente que no podia medirse interferén incluso
si la dosis se repetia luego de un intervalo de cuatro horas.
Tabla 15: Concentracién de Interferén a (Mu-IFN-a) en el Plasma (pg/mL

en ratones luego de Dos Dosis Orales de 50 mg/kg de Isatoribina en

Intervalos de 4 Horas
Tiempo, h Valor Individual Media SD
Primera Dosis
0.00 BQL®  BQL'Z BQL* 0.00 0.00
0.03 BQL®  BQL* BQL® 0.00 0.00
0.08 BQL* BQLY BQL% 0.00 0.00
0.25 BQL¥ BQL* BQL% 0.00 0.00
0.50 BQL% BQL® BQL?Y 0.00 0.00
1.00 BQL®  BQL® BQL? 0.00 0.00
1.50 BQL'®  BQL® BQL? 0.00 0.00
2.00 BQLZ BQL™ BQL? 0.00 0.00
3.00 BQL? BQLZ BQLY 0.00 0.00

4.00 BQLZ BQL% BQL% 0.00 0.00



Segunda Dosis
4.03 BQL” BQL? BQL% 0.00 0.00
4.08 BQL® BQL* BQL? 0.00 0.00
425 BQL? BQL® BQL? 0.00 0.00
4.50 BQL®  BQLY BQL¥* 0.00 0.00
5.00 BQL*  BQLY BQLY 0.00 0.00
5.50 BQLY*  BQLY’ BQL*? 0.00 0.00
6.00 BQL®® BQLY?  BQLY 0.00 0.00
7.00 BQLY BQL¥ BQL* 0.00 0.00
8.00 BQL®  BQL%® BQLY 0.00 0.00

.(\/-‘

N\

BQL" - Por debajo de! Limite Cuantificado Elevado < n pg/mL.

[00300] Tabla 16 registra los resultados de andlisis para determinar
interfer6n a murino en el plasma de ratones que recibieron primero una
dosis de bicarbonato y luego, cuatro horas més tarde, se les administré una
dosis oral de isatoribina, formulada en bicarbonato, en un nivel de mg/kg.
Se dio cuenta de interferén en el plasma de cuatro ratones, incluidos dos
que habian recibido la dosis de vehiculo bicarbonato. Todos los valores
relacionados en este experimento fueron bajos, y los niveles informados de
interferébn no fueron presentados consistentemente para todos los tres
ratones evaluados en cada punto de tiempo, sugiriendo que estas sefiales
pueden ser artefactos provenientes de la medicion cerca de los limites
inferiores del anlisis.

Tabla 16: Concentracién de Interferén a (Mu-EFN-a) en el Plasma (pg/mL)

en Ratones luego de una Dosis de Vehiculo v una Dosis de 50 m de

Isatoribina 4 Horas mds tarde

Tiempo, h Valor Individual Media SD
Primera Dosis
0.00 BQL® BQL'™ BQL%’ 0.00 0.00
0.03 BQL®  BQLY BQLY? 0.00 0.00
0.08 BQL¥ BQL¥ BQL¥® 0.00 0.00
0.25 BQL¥ BQL%* BQL¥ 0.00 0.00
0.50 BQL® BQLY® BQLY 0.00 0.00
1.00 BQLY® BQLY® BQL® 0.00 0.00

1.50 BQL® BQL'™ BQLY 0.00 0.00



2.00 34.9 BQL¥® BQLZY 11.6 20.15 x

3.00 BQL¥ BQL¥ BQL*® 0.00 0.00 9,
4.00 BQL? 35.4 BQL'® 11.8 20.44
Segunda Dosis
4.03 BQL? BQL¥ BQL” 0.00 0.00
4.08 BQL® BQL¥ BQLZ 0.00 0.00
425 BQL® BQL¥ BQL® 0.00 0.00
4.50 BQL'® BQL? 133.2 444 76.90
5.00 74.9 BQL¥ NR 37.5 52.96
5.50 BQL®™ BQL” BQL® 0.00 0.00
6.00 BQL® BQL” BQL” 0.00 0.00
7.00 BQL® BQL¥ BQL® 0.00 0.00
8.00 BQL® BQL¥ BQL¥ 0.00 0.00

BQ—LET Por debajo del Limite Cuantificado Elevado < n pg/mL.

NR — No susceptible de informarse.
[00301] Tabla 17 registra los resultados de andlisis para detectar
interferon o murino en el plasma de ratones a los que se les administrd
oralmente val-isatoribina, disuelta en bicarbonato, en una dosis que es
equivalente a 50 mg/kg de isatoribina sobre una base molar. Es evidente
que el interferén fue facilmente cuantificable a 1.0 hora, 1.5 horas, y 2.0
horas después de la dosificacion. El interferon se detecté en todos los
ratones examinados en un punto de tiempo dado, indicando la confiabilidad
del efecto luego de la.administracién de la val-isatoribina. Por lo tanto una
sola administracién de val-isatoribina fue superior a una dosis Unica o una

dosis repetida de isatoribina.

Tabla 17: Concentracién en el Plasma (pg/mL) de Interferén a (Mu-IFN-a)
en Ratones luego de una Sola Dosis 73.0 mg/kg de Val-Isatoribina

Tiempo, h Valor Individual Media SD
0.00 BQL BQL™® BQL® 0.00 0.00
0.25 BQL + BQL BQL 0.00 0.00
0.50 BQL? BQLZ? BQL 0.00 0.00
0.75 BQL BQL BQL% 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



2.00 49.2 137.9 138.3 108.5 51.33
3.00 BQL% NR NR 0.00 *0.00
4.00 BQL% 27.6 BQL 9.20 15.90
5.00 BQL BQL® BQLZY 0.00 0.00

BQL — Por debajo del Limite Cuantificable < 12.5 pg/mL
BQL" - Por debajo del Limite Cuantificable Elevado < n pg/mL
NR — No susceptible de informarse

[00302] Los datos tabulados en Tablas 15, 16, y 17 pueden considerarse
igualmente desde el punto de vista de la incidencia de los niveles
cuantificables de interferon. Se detect6 interferén en el plasma de sélo 4 de
los 114 usados en los estudios de isatoribina, mientras que 10 de los 30
ratones dosificados con val-isatoribina tuvieron interferon detectable en su
plasma. Por consiguiente, el profirmaco aumenté la proporcién de ratones
que exhibieron una respuesta de interferon response de 4% a 30 % y la
magnitud de ambas, la respuesta promedio y la pico, se incrementé el doble
(100%).

[00303]) En otros experimentos, los niveles en el plasma de isatoribina e
interferén a se midieron en ratones que se habian dosificado con isatoribina
por via intravenosa, y estos niveles se compararon con los niveles de
isatoribina e interfer6n a resultantes luego de la administracion oral de val-
isatoribina. Estos datos se recopilan en Figura 1. En esta Figura es
evidente que los niveles de interferén a, inducidos por val-isatoribina oral
("val-isator") (con un equivalente molar de 50 mg/kg isatoribina), fueron
similares al de la isatoribina intravenosa ("isator") a 25 mg/kg. Por
consiguiente, la val-isatoribina oral proporciona niveles de isatoribina e
interferén que son aproximadamente 50% de los observados después de la
administracion intravenosa de isatoribina en si misma.

Perro Sabueso

[00304] Se investigé el efecto de un profirmaco (val-isatoribina, 24)
sobre la exposicion sistémica a isatoribina (21) luego de la administracion
oral a perros sabuesos. La isatoribina se prepard en solucién de bicarbonato

de sodio. La val-isatoribina y la isatoribina se prepararon como las



(

o

siguientes formulaciones, las cuales se eligieron para garantizar la ,L'XLL
solubilidad:

[00305] Formulaciéon 1: Isatoribina en solucién de bicarbonato de
sodio, 1 y 4 mg/mL.

[00306] Formulacién 2: Val-isatoribina en solucion salina tamponada
con fosfato, 1.62 y 6.48 mg/mL, equivalentes a 1 y 4 mg/mL de isatoribina
sobre una base molar.

[00307] Cuatro machos y cuatro hembras de perros sabuesos adultos
con pesos entre 15 a 27 kg y de aproximadamente 1-2 aifios de edad se
usaron al comienzo del estudio. Los animales se dividieron en 2 grupos de
2 machos y 2 hembras cada uno. El material de prueba se administré por
sonda géstrica los Dias 1 y 8, dejando un periodo de reposo farmacoldgico
de 7 dias entre las administraciones. Se recogieron muestras de sangre (2
mL) de cada animal previamente a la dosis, 15, 30 minutos, 1,2, 3,4,6,8 y
10 horas en tubos con heparina de litio luego de cada dosis. El plasma se
congelo a -70 °C hasta el andlisis. El plasma se analizé con respecto al
contenido de isatoribina mediante valoracién de HPLC-MS/MS.

[00308] Los parametros farmacocinéticos para la isatoribina resultantes
de la isatoribina o val-isatoribina en cada perro se resumen en Tablas 18 y
19. Las proporciones para los pardmetros farmacocinéticos que definen la
concentracion méxima (Cmax) y la exposicion total medida como el irea
bajo la curva tiempo-concentracién (AUC) para el profarmaco y la solucién
de bicarbonato con la dosis 50 mg/kg se recapitulan en Tabla 20. Para el
proféirmaco 24, el indice Cmax fue 2.98 + 0.695 y el indice AUC fue 2.38 +
0.485. Estos resultados indican que con una dosis de 50 mg/kg, el
profarmaco val-isatoribina proporciond un Cmax sustancialmente més alta
y una mayor biodisponibilidad que la isatoribina en solucién de
bicarbonato. )

[00309) Los indices pama Cmax y AUC para el profarmaco respecto a la
solucién de bicarbonato para la dosis de 10 mg/kg se resumen en Tabla 21.
Para el profirmaco, el indice Cmax fue 2.24 + 0.249 y el indice AUC fue
1.82 + 0.529. Estos resultados indican que con una dosis de 10 mg/kg, el
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profarmaco val-isatoribina proporcionoé un Cmax més elevado y una mayor n"
biodisponibilidad que la isatoribina en solucion de bicarbonato.
[00310] Por consiguiente, las concentraciones maximas de isatoribina
logradas luego de la dosificacion oral son por lo menos el doble, y la
exposicion sistémica a la isatoribina se incrementa en aproximadamente dos
veces luego de la administracion oral del profirmaco val-isatoribina,
comparada con la isatoribina en si misma, con las dos dosis de 10 y 50
mg/kg.
Tabla 18: Pardmetros Farmacocinéticos de la Isatoribina en Perros a los que

se Administré una Dosis de 50 mg/kg

Periodo de l 2
Daosificacién
Formulacién Isatoribina Val-
isatoribina
Animal No. Dosis, mg/kg 50 50
equivalente molar
isatoribina
Perro 3517322 Cmax, ng/mL 3038.7 11741.5
Tmax, h 0.50 0.50
AUC(0-inf), 15227.0 33038.1
ng-h/mL
T1/2,h 6.4 24
Perro 3521451 Cmax, ng/mL 3354.0 10652.1
Tmax, h 1.00 1.00
AUC(0-inf), ng-h/mL 94222 26552.7

Tlﬂ! h 1.9 1.6




Perro 3528707 Cmax, ng/mL 89153 20340.6

Tmax, h 0.50 0.50
AUC(0-inf), ng-h/mL 29701.7 §3273.0
Tz, h 22 23
Perro 3532828 Cmax,ng/mL 61347 15987.9
Tmax, h 0.50 0.50
AUC(0-inf), ng'h/mL 12069.7 32987.0
T h 1.4 [.6

Tabla 19; Parametros Farmacocinéticos de la Isatoribina en Perros a los que

se Administré una Dosis de 10 mg/kg

Periodo de 1 2
Dosificacién
Formulacidn [satoribina  Val-
isatoribina
Animal No. Dosis, mg/kg 10 10
equivalente molar
isatoribina
Perro 3524523 Cmax, ng/mL 4091.5 8594.6
Tmax, h 1.00 0.50
AUC(0~inf), ng-h/mL 13305.8 17166.2
Tz, h 2.1 1.7
Perro 3526402 Cmax, ng/mL 1859.5 4047.0
Tmax, h 1.00 1.00
AUC(0-inf), ng-h/mL 57744 10548.9
Tia, h 1.6 2.2
Perro 357450 Cmax, ng/mL 1620.3 4228.7
Tmax, h 0.50 1.00

AUC(0-inf), ng-h/mL 4387.3 11158.0
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Tin, h 1.5 (\’
Perro 354708 Cmax, ng/mL 2751.2 57848
Tmax, h 0.50 0.50
AUC(0-inf), ng-h/mL 7522.1 12259.1
Tin, h 1.6 2.0

Tabla 20: indice de Pardmetros Farmacocinéticos de la Isatoribina en Perros

a los que se Administré una Dosis de 50 mg/kg

Formulacion Isatoribina Val-
isatoribina
Animal No.

"Perro 3517322 indice Cmax 1.00 3.86
Indice AUC 1.00 2.17

Perro 3521451 fndice Cmax 1.00 3.18
[ndice AUC 1.00 2.82

Perro 3528707 fndice Cmax 1.00 228
[ndice AUC 1.00 1.79

Perro 3532828 fndice Cmax 1.00 2.61
[ndice AUC 1.00 2.713

Media fndice Cmax N/D 2.98
SD fndice Cmax N/D 0.695

Media Indice AUC N/D 2.38
SD [ndice AUC N/D 0.485

Tabla 21: indice de Pardmetros Farmacocinéticos de la Isatoribina en Perros

a los que se Administré una Dosis de 10 mg/kg



Formulacién Isatoribina Val-

isatoribina

Animal No.

Perro 3524523 fndice Cmax 1.00 2.10
fndice AUC 1.00 1.29
Perro 3526402 fndice Cmax 1.00 2.18
fndice AUC 1.00 2.20
Perro 3527450 indice Cmax 1.00 2.61
fndice AUC 1.00 2.54
Perro 355708 fndice Cmax 1.00 2.08
ndice AUC 1.00 1.63
Media fndice Cmax N/D 2.24
SD indice Cmax N/D 0.249
Media indice AUC N/D 1.82
SD indice AUC N/D 0.529

[00311]  El proférmaco val-isatoribina se prefiere por varias razones.
Primero, el profirmaco se formula ficilmente para proporcionar una
elevada proporcion de agente activo. Esto se traduce en pequeiios tamafios
de cipsula para una dosis dada, lo cual constituye una ventaja para un
producto oral. Segundo, en las dosis valoradas, la val-isatoribina
proporciona niveles en el plasma de isatoribina que estin bien dentro del
margen deseable para el efecto biolégico luego de la administracion oral, el

cual no es el caso para la isatoribina en si misma.

Mono Cynomolgus
[00312] De dos a cuatro monos cynomolgus machos o hembras se

utilizaron en el estudio de experimentacion animal. El compuesto del



estudio se formul6é en un vehiculo apropiado para administracién animal ’L _

oral o intravenosa. Los vehiculos usados fueron tampones acuosos o ’

soluciones que contenian Cremophor. Los animales se dosificaron por
sonda gastrica oral o inyeccién intravenosa ripida para cada articulo de
prueba. Se recogieron muestras de sangre (aproximadamente 0.5 mL) en
puntos de tiempo predeterminados (usualmente, pre-dosis, 15, 30, y 45
minutos y a 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 8 y 24 horas pos-dosis), se pusieron en tubos
que contenian EDTA disddico. Las muestras se pusieron en hielo humedo
luego de la recoleccién, y se separd el plasma en la forma méis ripida
posible. Las muestras de plasma se pusieron en alicuotas en una sola
ampolleta, y se almacenaron congeladas a aproximadamente -20°C hasta el
despacho sobre hielo seco al patrocinador. Se suministr6 alimento y agua a
los animales aproximadamente 4 horas después de la dosis.

[00313] Las muestras de plasma se analizaron con respecto a un
profirmaco y un compuesto precursor usando técnicas bien conocidas de
cuantificacion LCMS/MS con instrumentos triple quadrupole, es decir,
Sciex API3000. Los resultados de la cuantificacion para el compuesto
precursor, suministrado por administracion oral del compuesto precursor
mismo o por su profarmaco administrado oralmente, se utilizaron para
calcular los valores del érea-bajo-la-curva (AUC) del tiempo cero a 24
horas (PO AUCO0-24h). La comparacién de los valores AUC, para el
compuesto precursor administrado a la circulacion sistémica, con el
entregado por el profirmaco permitié calcular la biodisponibilidad oral
relativa del profirmaco. Véase los resultados consignados en las Tablas 22-
26. Cuando los datos AUC para compuesto precursor entregado por el
compuesto precursor mismo [uego de su administracién intravenosa
estuvieron disponibles (AUC IV), permitieron calcular la biodisponibilidad
oral absoluta dividiendo el PO AUC (0-24h) para el profirmaco por el IV
AUC (0-24h) para la molécula precursora.

“A
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Tabla 22: Biodisponibilidad Oral de la Isatoribina y sus Profarmacos en ,‘/

Monos

Molécula

precursora y Estructura Biodisponibilidad oral en
sus mono cynomolgus, %

profirmacos

Molécula 21 3
precursora;
Isatoribina
Profirmaco: 24 7-9%
Ester de
amindacido
Proﬂrmaco 93 80
Deoxi

Profirmaco: 77 28
6-Etoxi

Profilrmaco: 79 21
6-Metoxi

Profilrmaco: 84 14
Aminal

Profinmaco: 82 4
Aminal

Profiirmaco: 85 17
Dioxolenona

* Promedio de miultiples experimentos con diferentes dosis.

Tabla 23: Biodisponibilidad Oral de la Ioxoribina y sus Proférmacos en
Monos

Molécula
precursora y
sus
profirmacos

Molécula 17 2
precursora:
Loxoribina
Profiirmaco: 45 9

6-Etoxi

Biodisponibilidad oral en

Compuesto No. mono cynomolgus, %




Tabla 24: Biodisponibilidad Oral del Imiquimod v sus Profdrmacos en

Monos

Tabla 25: Biodisponibilidad Oral de la Bropirimina y sus Profdrmacos en

Monos

Profirmaco:
Deoxi

Molécula
precursora y Compuesto No. Biodisponibilidad oral en
sus mono cynomolgus, %
proférmacos
Molécula 31 100
ursora.
Ir;'ie;uimod AUC(0-24h)=9.0
Prot'imnlno: 34 555
Penti
bamato AUC(0-24h) =50
_Proﬁrmuo: 50 234
Etil carbamato AUC(0-24h) =21.1

Molécula
precursora y
sus
profarmacos

Compuesto No.

Biodisponibilidad oral en
mono cynomolgus, %

Molécula
precursora:
Bropirimina
Profirmaco:
Deoxi

Profirmaco:
Etoxi

Proférmaco;
Etil carbamato

Profirmaco:
Pentil
carbamato

35

48

37

36

49

100

137#

33
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* La biodisponibilidad oral que supere el 100% puede asociarse con :l/%

diferencias de género, puesto que el compuesto precursor se estudié en

monos machos y el profirmaco se estudié en monos hembras.

Tabla 26: Biodisponibilidad Oral de Profdrmacos de Adenina en Monos

Moliécula
precursora y Compuestos No. Biodisponibilidad oral en
sus mono cynomolgus, %
profirmacos
Molécula 29 46
precursora
Pmﬂmw?: 65 13
Metoxi
Profirmaco: 64 46
Etoxi
Proférmaco: 62 0.7
Deoxi
Profiirmaco: 54 9.7
Pentil
carbamato

Reduccion de la Irritabilidad Gastrointestinal

[00314] Los profdrmacos de ligando TLR7 de la invencién demuestran
asimismo efectos toxicolégicos inesperados y reducidos en gran medida y,
en particular, itritabilidad GI reducida.

[00315] El tracto gastrointestinal ("GI") este recubierto con tejido
sustancialmente inmunitario (por ejemplo, parches de Peyer, etc.). Los
profarmacos de ligando TLR7 ofrecen la perspectiva de enmascarar la
estructura activa a medida que el agente pasa a través del tejido linfoide que
recubre el intestino, lo cual debe minimizar la activacion de este tejido y,
con ello, reducir Ia irritabilidad Gi.

[00316] Robins et al. han demostrade que la eliminacion del 5'-
hidroxilo de nucledsido de isatoribina suprime la actividad. Véase Robins

et al., Adv. Enzyme Regul., 29, 97-121 (1989). Sin entrar en limitaciones



tedricas particulares, se ha planteado la hipdtesis de que el bloqueoﬁ

sitio hidroxilo por la sustituciéon de un éster eliminaria andlogamente la Le’b
actividad, pero permitiria el transporte en la circulacion sistémica, donde el
éster de valina se descompondria y resultaria en exposicion a la isatoribina.
[00317] Hemos descubierto que la hipétesis se confirmd. Se realizaron
estudios formales de toxicologia de isatoribina, administrada por via
intravenosa, e isatoribina y val-isatoribina, administradas por via c’ral, en
perros sabuesos. Los resultados toxicologicos para la isatoribina
administrada por via oral provienen de un estudio realizado ICN/Nucleic
Acid Research Institute.

[00318] Nosotros comparamos en el perro la toxicologia oral de 21 y
24, y la toxicologia intravenosa de 21. Observamos que la toxicologia oral
de 24 fue mucho mas similar a la intravenosa de 21 de la oral de 21. En
particular, la toxicologia limitante de la dosis de la oral 3 fue similar en
naturaleza a la de intravenosa 21, y ocurrié en exposiciones sanguineas que
fueron similares a las observadas luego de la intravenosa 21. En contraste,
la oral 21 tuvo una toxicidad limitante diferente (lesiones gastrointestinales)
y su toxicidad se observd con una dosis inferior a la dosis toxica de
cualquiera de las dos, intravenosa 21 u oral 24. Igualmente, se observé
émesis en perros tratados con oral 21 con dosis inferiores a la dosis de oral
24 que resultaron en émesis. Véase Tabla 27. Se conocen asimismo otros
sistemas para la evaluacion de la émesis, tales como en hurones, que
permiten la comparacién de la administracion oral e intravenosa de
compuestos. Véase, por ejemplo, Strominger N. et al., Brain Res. Bull, 5,
445-451 (2001).

[00319) En cada caso el compuesto de administré como una solucidn,
por sonda gdstrica o por infusién intravenosa. Se evaluaron maltiples
parimetros, como es usual en un estudio de toxicologia. En los estudios
que proporcionan una exposicion potencial mds alta a la isatoribina, la
concentracién plasmética de la isatoribina se evaludé por un método LC/MS,

Los notables resultados Gl se calificaron y se enumeran en Tabla 27.
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TABLA 27: Efecto sobre la Tolerancia GI en Perros luego de la % b\
Dosificacién de Isatoribina (21) o Val-Isatoribina (24) Catalogado por ,L
Exposicion Sistémica (AUC) a Isatoribina en Estudios de Toxicologia.

Isatoribina Oral Isatoribina IV Val-isatoribina
Oral
Dosis | AUCg.4 ns | Emesis | Lesiones |Emesis o| Lesiones |Emesis o] Lesiones
aplicada | (pgehr/ml)| o GI materia Gl - materia Gl
equivalente materia |o Irritacién| fecal |o irritacién| fecal |o Irritacién
de fecal suelta suelta
Isatoribina suelta
(mg/kg)
2.5 n.d Neg. Neg.
5 n.d. + Neg.
10 nd. +H +
8.1 114 Neg. Neg.
16 15.6 Neg. Neg.
12.5 19.5 Neg. Neg.
32 31.7 Neg. Neg.
25 42.8 Neg. Neg.
64 (A Neg. Neg.
130 75.3 + Neg.
50 878 + Neg.
260 127 + Neg.
390 180 +H+ Neg.
100 209 + Neg.

[00320] Para la isatoribina administrada oralmente, los principales
resultados se relacionaron con la tolerabilidad GI, medida por irritabilidad
Gl. Los signos clinicos anotados en Tabla 27 fueron émesis y/o materias
fecales sueltas. Estos signos clinicos fueron mas frecuentes en el grupo 10
mg/kg, y en un animal con esta dosis se observd una material fecal
sanguinolenta. La evaluacién histopatologica aproximada del tracto Gl

registrd multiples lesiones rojas dispersas en la mucosa intestinal en cuatro



de ocho perros con la dosis de 10 mg/kg, la cual en la evaluacion
microscopica revel6 congestion celular y hemorragia, como podria
esperarse para un proceso inflamatorio localizado continuo. Los efectos GI
establecieron el NOAEL como 5 mg/kg.

[00321] La isatoribina administrada por via intravenosa resulté en
émesis y/o materias fecales sueltas como un hallazgo comin en perros; este
efecto ocurri6 con dosis aplicadas sustancialmente mas altas que la
isatoribina administrada oralmente. No se observaron lesiones en el tracto
Gl en la necropsia o la evaluacion histopatoldgica de los tejidos. La
tocixidad GI no afecté el NOAEL, el cual se establecio como 12.5 mg/kg
sobre la base de otros resultados.

[00322] La val-isatoribina administrada oralmente demostré un perfil
de toxicologia similar a la isatoribina administrada por via intravenosa.
Con dosis aplicadas mas altas, se observaron émesis y materiales fecales

sueltas. No se detectaron lesiones GI, aunque este fue un foco de

evaluacién en el presente estudio. Al igual que para la isatoribina

administrada por via intravenosa, el NOAEL se establecié sobre la base de
otros hallazgos. La correspondencia de la toxicidad observada con las
exposiciones sistémicas de isatoribina es de interés en este estudio; el
umbral de la AUC de isatoribina para la observacion de émesis y materias
fecales sueltas es similar para la isatoribina administrada por via
intravenosa y la val-isatoribina administrada oralmente (Tabla 27).

[00323] Los datos en Tabla 27 indican que la val-isatoribina
administrada oralmente proporciona un perfil mejorado de toxicidad sobre
la isatoribina administrada oralmente, y son consistentes con la hip6tesis de
que el enmascaramiento quimico de la actividad de isatoribina se produce
sustituyendo quimicamente un éster en la posicion 5'-hidroxilo del
nucledsido. Como se ilustra en Tablas 9 a 14, es posible enmascarar
quimicamente cualquier ligando TLR7 usando una variedad de
sustituyentes. El disefio de esta sustitucién para que sea escindible a la
entrada en el cuerpo produce la exposicion sistémica a la actividad atil del
compuesto sin la toxicidad GI limitante, resultante de la estructura

-’
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anatomica del tracto GI. Como se ilustra en las Tablas 22 a 25, es posible
diseflar la sustitucién quimica en un ligando TLR7 enmascarado para que
sea escindible después de la administracion. Por consiguiente, profarmacos
de ligando TLR7 enmascarado pueden generarse para cualquier ligando
TILLR7. Esto permite la administracion de dosis que son sustancialmente
més altas sobre una base molar de las que, de otro modo, serian aceptables,
con el resultado de una mayor eficacia y efectos colaterales reducidos,
cuando se comparan con la administracién del compuesto precursor "no
enmascarado” solo.
6.6 Composicién Oral
[00324] Tabla 28 ilustra una formulacion en lotes y una formulacion

unitaria de dosis simple que contienen 100 mg de val-isatoribina.

Tabla 28: Formulacion para una tableta de 100 mg

Material Porcentaje en Peso |Cantidad Cantidad (kg/lote)
(mg/tableta)

val-isatoribina 40% 100.00 20.00

Celulosa 53.5% 133.75 26.75

Microcristalina , NF

Surfactante F-68 4.0% 10.00 2.00

Pluronic

Croscarmelosa 2.0% 5.00 1.00

Sédica Tipo A, NF

Estearato de 0.5% 1.25 0.25

Magnesio, NF

Total 100.0% 250.00 mg 50.00 kg

[00325] Los componentes celulosa microcristalina, croscarmelosa
sodica, y val-isatoribina se pasan a través de un tamiz de tamafio de malla
#30 (alrededor de 430u a alrededor de 655u). El surfactante Pluronic F-
68® (fabricado por JRH Biosciences, Inc. de Lenexa, KS) se pasé a través
de un tamiz de tamafio de malla #20 (alrededor de 457u a alrededor de

1&_!9



10414). El surfactante F-68® Pluronic y 0.5 kgs de croscarmelosa sodica
se cargaron en un mezclador giratorio de doble casco de 16 qt. y se
combinaron durante alrededor de 5 minutos. La mezcla se pasé luego a un
mezclador giratorio de doble casco de 3 ft’ en donde se agrega la celulosa
microcristalina y se mezcla durante alrededor de 5 minutos. La talidomida
se agrega y se mezcla durante 25 minutos més. Esta pre-mezcla se pasa por
un compactador de rodillos con un molino de martillos unido a la descarga
del compactador de rodillos y se regresa al mezclador giratorio. La
croscarmelosa sodica restante y el estearato de magnesio se agregan al
mezclador giratorio y se mezclan durante alrededor de 3 minutos. La
mezcla final se comprime en una prensa rotatoria con 250 mg por tableta
(tamafio de lote 200.000 tabletas).
6.7 Composicién Mucosal

[00326] Se prepard un concentrado combinando isatoribina y una
porcion de 12.6 kg del tricloromonofluorometano en un recipiente sellado
de acero inoxidable, equipado con un mezclador de alta cizalladura. El
proceso de mezclado se lleva a cabo durante alrededor de 20 minutos. A
continuacion se prepara la suspensidn gruesa en el recipiente sellado,
combinando el concentrado con el resto de los propelentes en un tanque de
producto a granel que se controla por temperatura entre 21° y27°C y
presién controlada entre 2.8 a 4.0 BAR. Se diseiian envases aerosoles de 17
ml con una vilvula dosificadora que entrega 100 inhalaciones de la

composicion de la invencién. Cada envase se llena con los siguientes:

val-isatoribina 00120 g
tricloromonofluorometano 1.6960 g
diciorodifluorometano 3.7028g

diclorotetrafluoroetano 1.5766 g
Total 7.0000 g

6.8 Composicion Intravenosa
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[00327] La formulacién intravenosa se prepara reconstituyendo un
compuesto de la invencién con un medio liquido apropiado, tal como agua
para inyeccién (WFI) o una solucion de dextrosa al 5%. Una concentracién
deseada de la formulacién intravenosa puede obtenerse reconstituyendo una
cantidad apropiada de un compuesto de la invencién con un volumen
adecuado de medio liquido. Una concentracion deseada de la formulacion
intravenosa proporciona una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de la invencién al paciente, preferiblemente un mamifero, mas
preferiblemente un humano, necesitado de la formulacién farmacéutica
intravenosa y mantiene un nivel terapéuticamente efectivo de un compuesto
de la invencion en el paciente. La dosis que es terapéuticamente efectiva
dependerd de la velocidad a la cual se entrega la formulacién intravenosa al
paciente y la concentracion de la formulacién intravenosa.

[00328] Por ejemplo, una ampolla que contiene una composicion (por
ejemplo, 50 mg de un compuesto de la invencion por ampolla) se
reconstituye con una solucién de dextrosa al 5% (14 ml de solucion de
dextrosa al 5% por ampolla) proporcionando un total de 25 mL de solucion.
La solucién reconstituida se incorpora en una solucion de dextrosa en una
bolsita de infusién y q.s. (cantidad suficiente) para S0 mL, resultando en
una solucién que contenia 1 mg/ml de un compuesto de la invencion apta
para administracién de infusi6n intravenosa. La concentracion preferida de
un compuesto de la invencion en el medio liquido, en la bolsita de infusién,
es de alrededor de 0.001 a alrededor de 3 mg/ml, preferiblemente alrededor
de 0.75 a alrededor de 1 mg/ml.

[00329] Lo anterior ha demostrado las caracteristicas importantes y
pertinentes de la presente invencién. Pueden realizarse muchas
modificaciones y variaciones de la presente invencidn sin desviarse de su
espiritu y &mbito, como serd evidente a las personas de habilidad en el arte.
Las incorporaciones especificas descritas aqui se ofrecen a modo de
ejemplo Gnicamente, y la invencion se limitara tan solo por los términos de
las reivindicaciones anexas junto con el &mbito completo de equivalentes a

los cuales dichas reivindicaciones estin autorizadas.



[00330] Todas las referencias citadas aqui se incorporan por refefencia °
en su totalidad y para todos los efectos en la misma extension como si cada
publicacién individual o patente o solicitud de patente se indicara especifica

e individualmente para incorporarse por referencia en su totalidad para

todos los propdsitos.



Lo que se reivindica es:

. Un método de tratar una infeccién por el virus de hepatitis C en un
paciente, que comprende administrar al paciente necesitado de ello una
cantidad terapéutica o profilicticamente efectiva de un ligando TLR7 o su

sal, hidrato, o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable.

2. Un método de tratar una infeccion por el virus de hepatitis C en un
paciente, que comprende administrar al paciente necesitado de ello una
cantidad terapéutica o profilidcticamente efectiva de un ligando TLR7 o su
sal, hidrato, o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable, en donde el
ligagndo TLR7 se selecciona de andlogos y derivados de guanosina,
imidazoquinolina, adenina, y pirimidina.

3. El método de la reivindicacion 2 en donde el ligando TLR7 se

S

selecciona de




en donde:
cada R' es H, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo,
los cuales pueden interrumpirse por uno o mas heteroitomos O, S, o N, o un
arilo sustituido o no sustituido o heteroarilo;

R? es H, OH, SH, halo, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o
alquinilo, los cuales pueden interrumpirse por uno o més heterodtomos O,
S, o N, o un -O<alquilo) sustituido o no sustituido, -O-(arilo), -O-
(heteroarilo), -S<(alquilo), -S-(arilo), -S-(heteroarilo), arilo, o heteroarilo;

R? es H, OH, o SH, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo,
alquinilo, arilo, heteroarilo, -O-(alquilo), -O-(arilo), -O-(heteroarilo), -S-
(alquilo), -S«arilo), -S-(heteroarilo), -NH(alquilo), -NH(arilo), -
NHheteroarilo), -NH(R‘)(alquilo), -NH(R*Xarilo), o

-NH(R*)heteroarilo), en donde R*esun alquilo sustituido o no sustituido;
XesQOoS;

Y es H, halo, OH, OR", SH, SR*, o un alquilo sustituido o no sustituido o
arilo;

Z es H, halo, OH, OR*, SH, 6 SR*;

o su sal, hidrato, metabolito o estereoisémero farmacéuticamente aceptable

o una sal farmacéuticamente aceptable o hidrato de dicho estereoisomero.

4. El método de la reivindicacién 2, en donde el ligando TLR7 se
selecciona de Férmula Ia, Ib, Ic, Id, Ie, If, Ig, y Ih, en donde R'sHoun
alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo; R? es H, OH, halo,
o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo, o
-CH,-O-(alquilo); R® es H, OH, o SH, o un -O-(alquilo) sustituido o no
sustituido, -S- (alquilo), o -NH(alquilo); X es O 6 S; Y es H, halo, OH,
OR*, SH, 6 SR*; y Z es H, halo, OH, OR*, SH, 6 SR*.

5. El método de la reivindicacién 2, en donde el ligando TLR7 se

selecciona de
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El método de la reivindicacién 2, en donde el paciente es humano.

El método de la reivindicacién 2, que comprende ademés

administrar un excipiente, portador o vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

El método de la reivindicacion 2, que comprende ademds

administrar un agente terapéutico adicional.

9.

El método de la reivindicacién 8, en donde el agente terapéutico

adicional es un agente antivirico.

10.

El método de la reivindicacién 2, en donde la dosis terapéutica o

profilicticamente efectiva es 0.001 a 100 mg/kg al dia.

11.

El método de la reivindicacién 10, en donde la dosis terapéutica o
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profilcticamente efectiva es alrededor de 0.01 a 50 mg/kg al dia. 9

12.  El método de la reivindicacion 11, en donde la dosis terapéutica o
profilacticamente efectiva es alrededor de 0.1 a 20 mg/kg al dia.

13. El método de la reivindicacion 2, en donde el ligando TLR7 se
administra por via parenteral.

14. El método de la reivindicacién 2, en donde el ligando TLR7 se

administra por via intravenosa.

15. El método de la reivindicacién 2, en donde el ligando TLR7 se

administra por via oral.

16. El método de la reivindicacion 2, en donde el ligando TLR7 se

administra por via mucosal.

17.  Un método de tratar una infeccién por el virus de hepatitis C en un
paciente, que comprende administrar por via oral al paciente, necesitado de
ello, un profirmaco de ligando TLR7 o su sal, hidrato, o estereoisémero
farmacéuticamente aceptable, en donde la administracion oral del
profirmaco de ligando TLR7 logra una concentracion plasmética
terapéuticamente efectiva del ligando TLR?7, reduciendo al mismo tiempo
los efectos colaterales indeseables asociados con la administracion oral de
ligandos TLR7.

18.  Un método de tratar una infeccién por el virus de hepatitis C en un
paciente, que comprende administrar por via oral al paciente, necesitado de
ello, un profirmaco de ligando TLR7 enmascarado o su sal, hidrato, o
estereoisomero farmacéuticamente aceptable, en donde la administracion
oral del profirmaco de ligando TLR7 enmascarado logra una concentracion
plasmaética terapéuticamente efectiva del ligando TLR7, reduciendo al
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mismo tiempo los efectos colaterales indeseables asociados con | /Lq L\
administraci6n oral de los ligandos TLR7. o

19. El método de la reivindicacién 18, en donde el profirmaco de
ligando TLR7 enmascarado se selecciona de andlogos y derivados de
guanosina, imidazoquinolina, adenina, y pirimidina.

20.  El método de la reivindicacion 19, en donde el profarmaco es (a)
una fraccién amida, carbamato, o amidina luego de la conversion de un
sustituyente amina de ligando TLR7, (b) una fraccién éster, carbonato,
carbamato, éter, imidato, acetal, aminal, o cetal luego de la conversién de
un sustituyente alcohol de ligando TLR7, (¢) una fraccién acetal o cetal
luego de la conversién de un sustituyente ceto de ligando TLR7, (d) una
fraccién imidato luego de la conversién de un carbonilo de ligando TLR7
de un sustituyente amido, (e) una fraccién desoxigenada luego de la
conversion de un sustituyente oxo de ligando TLR7 pirimidina o guanosina,

o (f) amina.

21. El método de la reivindicacion 20, en donde el profirmaco se
selecciona de (@) una fraccién carbamato luego de la conversion de un
sustituyente amina de ligando TLR7, (b) una fraccién éster, éter, o aminal
luego de la conversion de un sustituyente alcohol de ligando TLR7, o (e)
una fraccién desoxigenada luego de la conversion de un sustituyente oxo de

ligando TLR7 de pirimidina o guanosina.

22, El método de la reivindicacién 18, en donde el profdrmaco del

ligando TLR7 enmascarado se selecciona de
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en donde:

cada R' es H, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo,
los cuales pueden interrumpirse por uno o més heterodtomos O, S, 0 N, o un
arilo sustituido o no sustituido o heteroarilo;

R? es H, OH, SH, halo, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o
alquinilo, los cuales pueden interrumpirse por uno o mas heteroatomos O,
S, o N, o un -O-(alquilo) sustituido o no sustituido, -O-(arilo), -O-
(heteroarilo), -S-(alquilo), -S-(arilo), -S-(heteroarilo), arilo, o heteroarilo;

R’ es H, OH, o SH, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo,
alquinilo, arilo, heteroarilo, -O-(alquilo), -O-(arilo),-O-(heteroarilo), -S-



2 b
(alquilo), -S<arilo), -S-(heteroarilo), -NH(alquilo), -NH(arilo), -':bﬂ
NHheteroarilo), -NH(R*)(alquilo), -NH(R*)(arilo), o -NH(R*)heteroarilo);
R* es un alquilo sustituido o no sustituido;
R® es independientemente H, -C(OXC;.1s2lquilo), o un grupo aminoécido,
L-, r D-, racémico -C(O)CHNH,R?;
R®es H, OR", 6 N(R"");;
R’ es independientemente H o un -C(0)(C1-18alquilo) sustituido o no
sustituido o -C(0)x(C,.salquilo);
R* es H, -OH, -O«(alquilo), -OCO(C;.isalquilo), -0OC(0)(C,.isalquilo), o un
grupo aminodcido L-, o D-, racémico -OC(O)CHNH,R';
R’ es H, oun alquilo sustituido o no sustituido, C(O)CH(C,salquil)NH, o -
C(O)YCH(CH;-aril)NH,;
R es independientemente H, C,alquilo, C;;alquenilo, C;; alquinilo, -
(CR™R™)(C-Cyo arilo),
(CR™R™)(Cs-Cjo cicloalquilo), «CR'R™)(C4Cio heterociclico), -
(CR"R")5/0H, ~(CR""R")»0CO:C..1s alquilo, y (CR"R")oN(R'))CO;C..
12 alquilo, y SOy(arilo),
en donde t es un entero que va de 0 a 6, a menos que se indique lo contrario,
y en donde las fracciones alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo, y
heterociclico de los grupos precedentes se sustituyen de manera opcional
con sustituyentes seleccionados independientemente de halo, ciano, nitro,
trifluorometilo, trifluorometoxi, C;-Cs alquilo, C,-Cs alquenilo, C,-Cg
alquinilo, hidroxi, C,-C¢ alcoxi, -NH,, -NH-alquilo, -N(alquil),, -NH-arilo, -
N(alquil)(arilo), -N(aril);, -NHCHO, -NHC(O)alquilo, -NHC(O)arilo,
N(alquil)C(O)H, -N(alquil)C(O)alquilo, -N(aril)C(O)H,
N(aril)C(O)alquilo, -NHCO,alquilo, -N(alquil)CO,alquilo, -NHC(O)NH,,
N(alquil)C(O)NH,, -NHC(O)NH-alquilo, -NHC(O) N(alquil),,
N(alquil)C{(O)NH-alquilo, N(alquil)C(O) N(alquil);, -NHSO,-alquilo,
N(alquil)SOs-alquilo, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -OC(O)alquilo,
OC(O)arilo, -COs-alquilo, -CO,-arilo, -CO,H, -C(O)NH;, -C(O)NH-
alquilo, -C(O)N(alquil),, -C(O)NH-arilo, -C(O)N(aril),, -
C(O)N(alquil)(arilo), -S(O)alquilo, -S(O)arilo, -SO,alquilo, -SOsarilo, -



SO;NH,, -SO;NH-alquilo, y -SO,N(alquil);
R" es independientemente H, Cgalquilo, C;-Cicicloalquilo, o
conjuntamente con nitrégeno forma un anillo heterociclico de 5 6 6
miembros;

R" y R'® son independientemente H, C, alquilo, Co alquenilo, o Cj¢
alquinilo; -

R“esH, Cq alquilo, o -CHg-arilo;

XesOo0S;

Y es H, halo, OH, OR*, SH, SR*, NH,, NHR*, N(R*),, o un alquilo
sustituido o no sustituido o arilo; y

Z es H, halo, OH, OR*, SH, 6 SR%

o su sal, hidrato, metabolito o estereoisémero farmacéuticamente aceptable

o una sal farmacéuticamente aceptable o hidrato de dicho estereoisémero.

23. El método de la reivindicacién 22, en donde R' es H o un
alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo; R? es H, OH, halo,
o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo, o -CH>-O-
(alquilo); R? es H, OH, o SH, o un -O-(alquilo) sustituido o no sustituido, -
S-(alquilo), o -NH(alquilo); R’ es independientemente H, -C(OXC..
1salquilo), o un grupo aminoécido L-, o D-, racémico -C(O)CHNH;R®, en
donde R® es un alquilo no sustituido; Ré es H 6 OR', en donde R' es
independientemente C,¢ alquilo, C;7; alquenilo, C;; alquinilo, -
(CR™RP)(Cs-Cro  arilo), «CRRP)(C,+Cio heterociclico), y -
(CR'ZR'J).,ON(R"')COzC..I. alquilo, en donde t es un entero que vade 0 a 4,
a menos que se indique lo contrario, y en donde las fracciones alquilo,
alquenilo, arilo, y heterociclico de los grupos precedentes se sustituyen de
manera opcional con 1 a 3 sustituyentes seleccionados independientemente
de halo, ciano, nitro, trifluorometilo, trifluorometoxi, C,-C¢ alquilo, C,-C,
alquenilo, C,-Cg alquinilo, hidroxi, C,-C; alcoxi, -CO,-alquilo, -COs-arilo, -
OC(O)alquilo, y -OC(O)arilo, y en donde R'? y R" son independientemente
H, C,5 alquilo, o C,¢ alquenilo; y R' es H, -CH;, 0 -CH,CH3; R’ es
independientemente H o un -C(O)(C1-18alquilo) sustituido o no sustituido

s

Vv
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0 -C(O)(C1.isalquilo); R? es H, -OH, -O-(alquilo), -OCO(C;.isalquilo), o |, -
un grupo aminoécido L-, o D-, racémico -OC(O)CHNH;R'; X es 06 S; Y
es H, halo, OH, OR*, SH, 6 SR*; y Z es H, halo, OH, OR*, SH, 6 SR*.

24. El método de la reivindicacion 18, en donde el profarmaco de

ligando TLR7 enmascarado se selecciona de
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25. El método de la reivindicacion 18, en donde la administracién oral
del profirmaco de ligando TLR7 enmascarado logra una concentracion
plasmidtica efectiva in vivo del ligando TLR7 que es 10% a 500% de la
exposicion efectiva in vivo obtenida luego de administracion oral del
ligando TLR7 solo.

26. El método de la reivindicacion 18, en donde la administracion oral
del profarmaco de ligando TLR7 enmascarado logra una concentracién
plasmética efectiva in vivo del ligando TLR7 que es 50% a 200% de la



exposicion efectiva in vivo obtenida luego de administracion oral del 30\
ligando TLR7 solo.

27. El método de la reivindicacién 25, en donde la administracién oral
del profirmaco de ligando TLR7 enmascarado logra una concentracion
plasmética terapéuticamente efectiva del correspondiente ligando TLR7 sin
causar irritacion gastrointestinal.

28. El método de la reivindicacion 18, en donde la administracion oral
del profirmaco de ligando TLR7 enmascarado reduce los efectos
colaterales indeseables en un paciente, en relacién con los efectos

colaterales luego de la administracién oral del ligando TLR7 solo.

29. El método de la reivindicacion 18, en donde la administracion oral
del profirmaco de ligando TLR7 enmascarado reduce los efectos
colaterales indeseables en un 50% en un paciente, en relacion con los

efectos colaterales luego de la administracion oral del ligando TLR7 solo.

30. El método de la reivindicacion 18, en donde el efecto colateral es .

irritabilidad gastrointestinal.

31. El método de la reivindicacion 30, en donde irritabilidad es

hemorragia.

32. El método de la reivindicacién 30, en donde irritabilidad son

lesiones.
33. El método de la reivindicacién 30, en donde irritabilidad es émesis.
34. El método de la reivindicacién 18, en donde el paciente es humano.

35. El método de la reivindicacién 18, que comprende ademds
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administrar un excipiente, portador o vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

36. El método de la reivindicacién 18, que comprende ademis

administrar un agente terapéutico adicional.

37. El método de la reivindicacion 36, en donde el agente terapéutico

adicional es un agente antivirico.

38. El método de la reivindicacion 18, en donde la dosis terapéutica o

profilacticamente efectiva es 0.001 a 100mg/kg al dia.

39. El método de la reivindicacién 38, en donde la dosis terapéutica o
profildcticamente efectiva es alrededor de 0.1 a 25 mg/kg al dia.

40. El método de la reivindicacién 39, en donde la dosis terapéutica o
profildcticamente efectiva es alrededor de 1 a 20 mg/kg al dia.

41. El método de la reivindicacién 18, en donde el profirmaco de

ligando TLR7 enmascarado se administra por via parenteral.

42. El método de la reivindicacién 41, en donde el profirmaco de

ligando TLR7 enmascarado se administra por via intravenosa.

43.  El método de la reivindicacion 18, en donde el profirmaco de

ligando TLR7 enmascarado se administra por via oral.

44, El método de la reivindicacion 18, en donde el profarmaco de

ligando TLR7 enmascarado se administra por via mucosal.

45. Un método para tratar enfermedades sensibles a inmunoterapia,

reduciendo al mismo tiempo efectos colaterales indeseables asociados con

%
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agentes inmunitarios, que comprende administrar por via oral un
profdrmaco de ligando TLR7 a un paciente necesitado de inmunoterapia, en
donde el profairmaco de ligando TLR7 enmascarado logra una
concentracion plasmatica terapéuticamente efectiva de un ligando TLR7 en
el paciente.

46. El método de la reivindicacién 45, en donde el profirmaco de
ligando TLR7 enmascarado se selecciona de andlogos y derivados de

guanosina, imidazoquinolina, adenina, y pirimidina.

47.  El método de la reivindicacion 45, en donde el profédrmaco es (a)
una fracciébn amida, carbamato, 0 amidina luego de la conversién de un
sustituyente amina de ligando TLR7, (b) una fraccidn éster, carbonato,
carbamato, éter, imidato, acetal, aminal, o cetal luego de la conversion de
un sustituyente alcohol de ligando TLR7, (c) una fraccién acetal o cetal
luego de la conversidén de un sustituyente ceto de ligando TLR7, (d) una
fraccién imidato luego de la conversién de un carbonilo de ligando TLR7
de un sustituyente amido, (e) una fraccién desoxigenada luego de la
conversion de un sustituyente oxo de ligando TLR7 de pirimidina o

guanosina, o (f) amina.

48. El método de la reivindicacion 47, en donde el profarmaco se
selecciona de (a) una fraccién carbamato luego de la conversion de un
sustituyente amina de ligando TLR7, (b) una fraccién éster, éter, o aminal
luego de la conversion de un sustituyente alcohol de ligando TLR7, o (e)
una fraccién desoxigenada luego de la conversion de un oxo sustituyente de

ligando TLR7 de pirimidina o guanosina.

49. El método de la reivindicacion 45, en donde el profarmaco de

ligando TLR7 enmascarado se selecciona de
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en donde:

cada R! es H, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo,
los cuales pueden interrumpirse por uno o mas heteroatomos O, S, 6 N, o un
arilo sustituido o no sustituido o heteroarilo;

R? es H, OH, SH, halo, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o
alquinilo, los cuales pueden interrumpirse por uno o mas heterodtomos O,
S, o N, o un -O-(alquilo) sustituido o no sustituido, -O-(arilo), -O-
(heteroarilo), -S-(alquilo), -S-(arilo), -S-(heteroarilo), arilo, o heteroarilo;

R} es H, OH, o SH, o un alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo,
alquinilo, arilo, heteroarilo, -O-(alquilo), -O-(arilo),-O-(heteroarilo), -S-
(alquilo), -S-(arilo), -S-(heteroarilo), -NH(alquilo), -NH(arilo), -
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NH(heteroarilo), -NH(R*)alquilo), -NH(R*Xarilo), o -NH(R*)(heteroarilo); gb
R* es un alquilo sustituido o no sustituido;

R’ es independientemente H, -C(O)(C,.1salquilo), o un grupo aminoacido L-,
o D-, racémico -C(O)CHNH,R?;

R®es H, OR", 6 N(R"'),;

R’ es independientemente H o un -C(O)C!-18alquilo) sustituido o no
sustituido o -C(0)(C,.1salquilo);

R® es H, -OH, -O-(alquilo), -OCO,(C,.;salquilo), -OC(OXC,.isalquilo), o un
grupo aminoécido L-, o D-, racémico -OC(OYCHNH,R';

R’ es H, o un alquilo sustituido o no sustituido, C(OYCH(C,.alquil)NH,, o -
C(O)CH(CHg-aril)NHy;

R' es independientemente H, C,alquilo, C3salquenilo, Cs.; alquinilo, -
(CR"R")(C¢-Cyo arilo), {CRR")(Cs-Cyo cicloalquilo), {CR"R")(C,-
Cio heterociclico), {CR'’R"™)»iOH, «(CR'’R")0CO,C,.1s alquilo, y -
(CRR™),(N(R'*)YCO,C}.1s alquilo, y SO,(arilo), en donde t es un entero
que va de 0 a 6, a menos que se indique lo contrario, y en donde las
fracciones alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo, y heterociclico
de los grupos precedentes se sustituyen de manera opcional con
sustituyentes seleccionados independientemente de halo, ciano, nitro,
trifluorometilo, trifluorometoxi, C,;-Csalquilo, C;-Cealquenilo, C;-C,
alquinilo, hidroxi, C,-C¢ alcoxi, -NH,, -NH-alquilo, -N(alquilo),, -NH-arilo,
-N(alquil)(arilo), -N(arilo),, -NHCHO, -NHC(O)alquilo, -NHC(O)arilo, -
N(alquil)C(O)H, -N(alquil)C(O)alquilo, -N(aril)C(O)H, -
N(aril)C(O)alquilo, -NHCOsalquilo, -N(alquil)CO,alquilo, -NHC(O)NH,, -
N(alquil)C(O)NH,, -NHC(O)NH-alquilo, -NHC(O) N(alquilo);, -
N(alquil)C(O)NH-alquilo, N(alquil)C(O) N(alquilo);, -NHSO:-alquilo, -
N(alquil)SOs-alquilo, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -OC(O)alquilo, -
OC(O)arilo, -CO,-alquilo, -COs-arilo, -CO;H, -C(O)NH,, -C(O)NH-
alquilo, -C(O)N(alquilo);, = -C(O)NH-arilo,  -C(O)N(arilo);, -
C(O)N(alquil)Xarilo), -S(O)alquilo, -S(O)arilo, -SQsalquilo, -SOsarilo, -
SO,NH,, -SO;NH-alquilo, y -SO,N(alquilo),;

R' es independientemente H, C,s alquilo, C;-Cjgcicloalquilo, o



%539 lo

conjuntamente con nitrogeno forma un anillo heterociclico de 5 6 6
miembros;

R"? y R" son independientemente H, C,¢ alquilo, C.¢ alquenilo, 0 Cy
alquinilo;

R%esH,Ci alquilo, o -CH;-arilo;

Xes06S;

Y es H, halo, OH, OR%, SH, SR*, NH,;, NHR*, N(R*),, o un alquilo
sustituido o no sustituido o arilo; y

Z es H, halo, OH, OR*, SH, 6 SR*;

o su sal, hidrato, metabolito o estereoisomero farmacéuticamente aceptable

o una sal farmacéuticamente aceptable o hidrato de dicho estereoisémero.

50.  El método de la reivindicacién 49, en donde R' es H o un alquilo
sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo; R? es H, OH, halo, o un
alquilo sustituido o no sustituido, alquenilo, o alquinilo, 6 -CH>-O-(alquilo);
R? es H, OH, 6 SH, o un -O-(alquilo) sustituido o no sustituido, -S-(alquilo),
o -NH(alquilo); R’ es independientemente H, -C(OXC,.isalquilo), o un
grupo aminodcido L-, o D-, racémico -C(O)CHNHZR"’, en donde R? es un
alquilo no sustituido; R® es H 6 OR'’, en donde R'® es independientemente
Ci alquilo, Cs; alquenilo, Cs; alquinilo, {CRR"™)(CsCyo arilo), -
(CR'R'%)(C4~Cio heterociclico), y (CRR"™)»oN(R")CO,C\.1s alquilo, en
donde t es un entero que va de 0 a 4, a menos que se indique lo contrario, y
en donde las fracciones alquilo, alquenilo, arilo, y heterociclico de los
grupos precedentes se sustituyen de manera opcional con 1 a 3 sustituyentes
seleccionados independientemente de halo, ciano, nitro, trifluorometilo,
trifluorometoxi, C,-Cs alquilo, C,-Cg alquenilo, C,-C alquinilo, hidroxi, C,-
Cs alcoxi, -COs-alquilo, -CO»-arilo, -OC(O)alquilo, y -OC(O)arilo, y en
donde R" y R" son independientemente H, C, alquilo, o C,4 alquenilo; y
R es H, -CH,, 6 -CH,CHs; R’ es independientemente H o un -C(O)CI-
18alquilo) sustituido o no sustituido 6 -C(0),(C,.isalquilo); R* es H, -OH, -
O-(alquilo), -OCO4(C,. salquilo), o un grupo aminoacido L-, o D-, racémico
-OC(O)CHNH;R'; X es0 6 S; Y es H, halo, OH, OR*, SH, 6 SR*; y Z es
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H, halo, OH, OR?, SH, 6 SR*. b

51. El método de la reivindicacién 45, en donde el profirmaco de
ligando TLR7 enmascarado se selecciona de
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52. El método de la reivindicacion 45, en donde la enfermedad es una

infeccién virica.

53. El método de la reivindicacidén 52, en donde la infeccién virica

selecciona de un virus ADN o ARN, incluidos adenovirus, citomegalovirus,



virus de la hepatitis A (HAV), hepadnavirus incluido el virus de la hepatitis
B (HBV), flavivirus incluido el virus de la ﬁebre.amarilla, hepacivirus
incluido el virus de la hepatitis C (HCV), herpes simplex tipo 1 y 2, herpes
zoster, herpesvirus 6 humano, virus de la inmunodeficiencia humana (HIV),
virus de papiloma humano (HPV), virus de la influenza A, virus de la
influenza B, sarampidn, virus de la parainfluenza, pestivirus, poliovirus,
poxvirus (incluido el virus de la viruela y de la viruela de los monos),
rinovirus, coronovirus, virus respiratorio sincitial (RSV), multiples familias
de virus que causan fiebres hemorrigicas, incluidos los Arenavirus, los
virus Bunya y Filovirus, y una gama de encefalitis viricas causadas por
virus de ADN y ARN.

54. El método de la reivindicacion 45, en donde la enfermedad es un

cancer.

55. El método de la reivindicacién 45, en donde la administracién oral
del profirmaco de ligando TLR7 enmascarado logra una concentracion
plasmidtica efectiva in vivo del ligando TLR7 que es 10% a 500% de la
exposicion efectiva in vivo obtenida luego de administracion oral del
ligando TLR7 solo.

56. El método de la reivindicacion 55, en donde la administracién oral
del profarmaco de ligando TLR7 enmascarado logra una concentracion
plasmatica efectiva in vivo del ligando TLR7 que es 50% a 200% de la
exposicion efectiva in vivo obtenida luego de administracién oral del
ligando TLR7 solo.

57. El método de la reivindicacion 56, en donde la administracion oral
del proféarmaco de ligando TLR7 enmascarado logra una concentracion
plasmatica terapéuticamente efectiva del correspondiente ligando TLR7 sin
causar irritacion gastrointestinal.
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58.  El método de la reivindicacion 45, en donde la administracion oral
del profirmaco de ligando TLR7 enmascarado reduce los efectos
colaterales indeseables en un paciente, en relacién con los efectos
colaterales luego de la administracién oral del ligando TLR?7 solo.

59. El método de la reivindicacién 45, en donde la administracién oral
del profarmaco de ligando TLR7 enmascarado reduce los efectos
colaterales indeseables en un 50% en un paciente, en relacién con los

efectos colaterales luego de la administracién oral del ligando TLR7 solo.

60. El método de la reivindicacion 45, en donde el efecto colateral es

irritabilidad gastrointestinal.

61. El método de la reivindicacion 60, en donde la irritabilidad es

hemorragia.

62. El método de la reivindicacién 60, en donde la irritabilidad son

lesiones.

63. El método de la reivindicacion 60, en donde la irritabilidad es

émesis.

64. El método de la reivindicacion 45, en donde el paciente es humano.
65. El método de la reivindicacion 45, que comprende ademais
administrar un excipiente, portador o vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

66. El método de la reivindicacion 45, que comprende ademas

administrar un agente terapéutico adicional.

67. El método de la reivindicacién 66, en donde el agente terapéutico

\_



68. El método de la reivindicacién 45, en donde la dosis terapéutica o
profilacticamente efectiva es 0.001 a 100mg/kg al dia.

adicional es un agente antivirico.

69. El método de la reivindicacion 68, en donde la dosis terapéutica o
profilacticamente efectiva es alrededor de 0.01 a 50 mg/kg al dia.

70.  El método de la reivindicacién 69, en donde la dosis terapéutica o
profilacticamente efectiva es alrededor de 0.1 a 20 mg/kg al dia.

71. El método de la reivindicacién 45, en donde el profirmaco de
ligando TLR7 enmascarado se administra por via parenteral.

72. El método de la reivindicacion 71, en donde el profirmaco de
ligando TLR7 enmascarado se administra por via intravenosa.

73. El método de la reivindicacion 45, en donde el proférmaco de
ligando TLR7 enmascarado se administra por via oral.

74. El método de la reivindicacion 45, en donde el profirmaco de
ligando TLR7 enmascarado se administra por via mucosal.
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EXTRACTO DE LA INVENCION 9 - \
[00331]  Esta invencion se refiere a métodos para tratar o prevenir
infecciones por el virus de la hepatitis C en mamiferos usando ligandos de
Receptor Tipo Peaje (TLR) 7 y sus profdrmacos. Mas particularmente, esta
invencion se relaciona con métodos de administrar por via oral una cantidad
terapéuticamente efectiva de uno o mds proférmacos de ligando TLR7 para
el tratamiento o prevencién de infeccion virica por hepatitis C. La
administracion oral de estos ligandos inmunomoduladores de TLR7 y sus
profirmacos a un mamifero provee cantidades terapéuticamente efectivas y

reducidos efectos colaterales indeseables.
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International Applicstion No. PCT/US2004 /028236
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This International Searching Authority found multipie (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-44

Methods of treating hepatitis C infections using TLR7
1igands.

2. claims: 45-74

Methods of treating diseases responsive to immunotherapy
using "masked TLR7 1igand prodrugs®.
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Imemetional Appication No. PCT/US2004 /028236

FURTHER INFORMATION CONTINUED PROM  PCTASA 210

Continuation of Box I1I.2
Claims Nos.: 2,17-21,25-33,45-48,52-74

Present claims 2, 17-21, 25-33, 45-48 and 52-74 relate to & product
defined by reference to a desirable characteristic or property, namely

*a (masked) TLR7 ligand prodrug” (claims 17-21, 45-48, 52-74);

"wherein the oral adainistration of the TLR7 1igand prodrug ...
administration of TLR7 11gands” (claims 17, 18); .
*analogs and derivatives of guanosine, imidazoquinoline, adenine, and
pyrinidine® (claims 2, 19, 46);

* after conversion of a TLR7 1igand amine/alcohol/keto/amido/oxo
substituent® (clains 20-21, 47-48);

"wherein the oral administration ... upon oral administration of the
TLR7 Yigand ulone” (claims 25-33, 55-74);

"diseases responsive to immunotherapy” (claims 45-48);

The claims 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 PCT for only a
very limited number 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 1s impossible.

Independent of the above reasoning, the claims also lack clarity (Art. 6
PCT). An attempt i{s made to define the product by reference to a result
to be achieved. Again, this lack of clarity in the present case 1s such
:s to ;;?der a meaningful search over the whole of the claimed scope
mpossible.

Claims 22, 47 are unclear in 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
49-51 (excluding "metabolites thereof") .

The applicant’s attention is drawn to the fact that clafms relating to
inventions in respect of which no international search report has been
established need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant is advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Exasining Authority 1s
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has
not been searched. This is the case irrespective of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter II procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EPQO, the applicant 1s reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPQ Guideline C-VI, 8.5),
should the problems which led to the Article 17(2) declaration be
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This apinion containe indications relating © the following ems:

& BoxNa.!  Basls of the opinion

0 BaxNa. il Priority

Box No. il Non-astablishment of apinion with regard to novelty, inventive step and industrial sppiicabiity
@ BoxNo.V  Lack of unity of Invention

[ BoxNo.V  Reasoned siatement under Rule 43bis.1({n){l) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicabiity; chations and explanations supporting such siatement -

2 BoxNo.Vl Certain documents cited
[J Box No. VIl Gertsin defects In the international spplication
B Box No. Vil Certain cbssivations on the intsmational application

FURTHER ACTION

if a demand for intemational preliminary examination ls mads, this opinion will usually be considered 1o be &
written opinion of the imemational Prefiminary EumhﬁuAu&nr?(‘lPEA‘).bbumr.thhdo.mtwm
the applicant choosss an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notled the
'Ulmlmlhl lnuuhmmunmb)mm"ﬂmmdummm

20 00 A

it this ion s, as provided above, conskiered 1o be & written opinion of the IPEA, the appiicant ls invited to
-hnlqi’:hﬂ- IPEA a written reply tngether, where appropriate, with amendments, before the expiration of three
months from the date of maling of Form PCTASALZ20 or before the expiration of 22 maonths from the priorlly date,
whichever expires xier.

For further options, see Form PCTASALZZ0.

For further detalls, ses notes to Form PCTABARZ0,
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WRI‘I‘I‘EN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004/028236

Box No.! Basls of the opinion

1. With ldhlhalanﬂi.ihh jon has been estabilshed on the basis of the international application in
the; language [n which WIM?I?I&OMWUWWDM

O This opinion has been established on the basis of & tranalation from the original language into the following
language , which bmhnwmdammnnmehedhrthowwdmmM|m
_ (under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. Wih regard to any nuciectide andbr asmino acki sequence disciosed in the intemational appiication and
neocsesary i the claimed invention, this opinion has been establiished on the basis of:

a. type of material:
O asequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
O in wittten format
O In computar readabile form
o. time of flingfumishing: -
O contained in the intemational application as filed.
a mmmmmwmmmmmﬁm.
O fumished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. O in agdiion, in the case that more than one veralon or copy of a sequencs listing andbr table relating thereto
hubunfhdorﬂ:mbhod.me lred statements that the information in the or additional
wpuhmmwmmnhmamn-tummmpwmm as filed, as
appropriate, were fumished.

4. Additional comments:
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WRITTEN OPINION OF THE intemational appiication No.
" INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS2004028236

Box No. Ll Non-sstablishment of opinion with regard o novelly, Inventive step and industrial
applicablikty

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to invoive an inventive step {to be non
obivious), or to be Industrially applicable have nat been examined in respect of: .

0 the entire international application,

claima Nos. 1-74

becauss:

o0

the sald intemational application, or the said claims Nos. 1-74 relate 10 the foliowing subject maiter which
does not require an intemational preliminary examination (specily):

. 800 ssparsts shest

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos.
17-21,4548,52-74 are so unciear that no meaningful opinion could be formed (specily):

the claims, or said ciaims Nos. amwhﬂmﬂbwpporhdbyﬂndnwﬂnhﬂmmmdulophbn
couid be formad.

no international search report has been estabiished for the whole application or for said olaims Noas.

mmmmmadummlmmmmmmwmmmm
C of the Adminiatrative instructions In that:

the written form O has not been fumished
dose not comply with the standard
has not besn fumished
does not comply with the standard

the tables related to the nuciectide andbr amino acid sequence Nsting, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

(= R

the computer readable form

See separate sheet for further detalis
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WRITTEN OPINION OF THE International appiication No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004028238

Box No. IV Lack of unity of iInvention
1. O In response to the invitation (Form PCTASA208) to pay additional fees, the appikant has:
' O paid additional fees.
O peki aditional feos under protest.
O not paid additional fees.

2. @ This Authority found that the requirement of u ollmnﬂt.mhnotenmplledwm.mmmtolmh
the appiicant to pay additional fees. "

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2and 133 88

0O compiied with
B not complied with for the following reasons:
see scperate shest _
4. Consequentiy, this report has been estabiishe In respect of the following parts of the intemnational epplicetion:
B ok pants.
U the parta relsting to claims Nas.

Box No.V Resasoned statement under Rule 43bis.1(a th rd to noveily, inventive or
industrial applicabliity; citstions and explanstions .ugr:ng .lu.gh. staternent -

1. Sistement
Novelly (N) Yeos: Claims
No: Claims 1-74
inventive step (IS) Yes: Claims
Na: Claims 1-74 _
industrial applicabiiity (1A) Yes: Claime

No: Chleims 1-74

2. Cimtions and explanations
see separaie shest
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WRITTEN OPINION OF THE interneational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2004026236

Box No. V1 Certain documents cited

1. Certain published documents {Rules 43bis.1 and 70.10)
and /or

2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)
soe form 210

Box No. Vil  Certain obassrvations on the internstional application

The foliowing observationa on the clarity of the claima, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the deacription, are made:

200 ssparute sheet
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WRITTEN OPINION OF THE international appiication No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/028236

The following documents are cited:

D1: RANEY. AK; HAMATAKE, R.K.; HONG, Z.: "HEP DART 2003: Frontiers in
drug devélopment for viral hepatitis® EXPERT OPINION ON
INVESTIGATIONAL DFIUGS vol. 13, no. 3, 2004, pages 289-263,
XP001203944

MEALY, N.E.: "Isatoribine® DRUGS OF 'IHE FUTURE, vol. 29, no. 5, 2004,

page 526, XP009040479

3: MEALY, N.E.: "ANA-971" DRUGS OF THE FUTURE, vol. 28, no. 5, 2004,

page 507, XP009040480

US-A-5 041 428 (ROBINS ROLAND K ET AL) 20 August 1891 (1991-08-20)

WO 03/045968 A (ANADYS PHARMACEUTICALS INC) 5 June 2003 (2003-

06-05)

US-A-4 880 784 (ROBINS ROLAND K ET AL) 14 November 1989 (1989-11-

14)

: MICHAEL, M.A. ET AL.: "Alkyipurines as Immunepotentiating Agents:
Synthesis and Antiviral Activity of Certaln Alkyiguanines®” JOURNAL OF
MEDICINAL CHEMISTRY, vol. 38, no. 22, 1993, pages 3431-3436,
XP002307482

D8: LEE, J. ET AL: "Molecular basis for the iImmunostimulatory activity of

guanine nucleoside analogs: Activation of TolHike receptor 7°
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, vol. 100,
. no. 11, 27 May 2003 (2003-05-27), pages 6646-6651, XP002307483
D9: REITZ, A.B. ET AL : "Small-Molecule Immunostimulants. Synthesis and
Activity of 7,8-Disubstituted Guanosines and Structurally Related
Compounds® J. MED. CHEM., vol. 37, no. 21, 1994, pages 3561-3578,
XP002316151

$ BR
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Section lli

1. Claims 1-74 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the provisions of Rule 67.1(lv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated
with respect to the industrial applicabifty of the subject-matter of these claims (Art.

34(4)(a)(1) PCT).

2. The following Opinion relates solely to that subject-matter which was searched
(Rule 86.1(e) PCT).

-

Frvon BOTARADYY (Rervunie Rhasl ifthant 1) IFPC). inrssney 20040



WRITTEN OPINION OF THE international appiloation No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/028236
Section IV _ _
3, This Authority considers that there are 2 inventions covered by the claims

" Indicated as follows:

I. Claims 1-44 directed to methods of treating hepatitis C infections using TLR
ligands.

II: Claims 45-74 directed to methods of treating diseases responsive to
immunotherapy using "masked TLR ligand prodrugs®.

The reasons for which the inventions are not so linked as to form a sln.glo general
inventive concept, as required by Rule 13.1 PCT, were given during the search
phase on Form PCT/ISA/208.

Section V
4. Claims 1-74 do not meet the requirements of Art. 33(2)-(3) PCT.

4.1 Invention| -
The subject-matier of claims 1-44 is disclosed In D4-D6 (Art. 33(2) PCT). Seethe
passages cited in the International Search Report.

42 Inventionll _
The subject-matter of claims 45-74 is disclosed in D4, D5 and D8 (Art. 33(2) PCT).
See the passages cited in the International Search Report.

4.3 There does not appear to be any novel subject-matter in the claims which could
be regarded as being inventive (Art. 33(3) PCT).

5. Forthe assessment of the present claims 1-74 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentabiilty can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO,
for example, does not recognize as Industrially appficeble the subject-matter of
claims to the use of a compound in medical treatment, but may allow, however,

claims to a known compound for first use In medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment

Section VI



WRITTEN OPINION OF THE Intamational appcation No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/028236

8. Documents D1-D3 are cited under Rules 64.3 and 70.10 PCT.

s!oeﬂon Vil
7. Objections to the expressions listed on Form PCT/ISA/210 are upheld under Art. 6
PCT. '

-’
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Docket: '22222-00024-WO1

IN THE UNITED STATES RECEIVING OFFICE
UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY

In re Application of: ANADYS PHARMACEUTICALS, INC.
! Int’l Appln. No.: PCT/US2004/028236
Int’l Filing Date: 01 September 2004

For: Administration of TLR7 Ligands and Prodrugs Thereof
for Treatment of Infection by Hepatitis C Virus

REQUEST FOR RECTIFICATION OF AN OBVIOUS ERROR
UNDER PCT RULE 91

‘MS PCT

Commissioner for Patents .

P.0. Box 1450 /
Alexandria, VA 22313-1450

Attn.: RO/US

Sir:

Applicant submits herewith replacement page number 1 of
the Request to rectlfy an inadvertent error. As reflected on
the replacement page, Devron R. Averett should be listed aa
“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: O&ﬁ / 'I/ W

Mark J. No. 43,858
Connolly Bowve lLodge & Buts LLP
1990 M Street, N.W., Suite 800
- Washington, DC 20036-3425
{202) 331-7111
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' e Forreceiving O wo waly
PCT i Agpiion o
REQUEST | Intevnationsd Fillng Date
The undersigned requests that the present Neme of Office mnd “PCT Jetcrnationsl
; mmm_ Aclotvr s fombemn | 22222-24-W01

Box Ne.I TITLE OF INVENTION
ADMINISIRATION OF TIR7 LIGANDS AND FRODIUGS THEREOF FOUR TREATMENT OF IMFECTION BY
REPATITIO C VIRUS

BoxNe.II  APPLICANT I I Thiy person is slso inveotar

Nams snd address; Favlly mmy fillowsl iy given mmm; fi & lngal sratiy, Al qfficicl duigotion. | Telephone No.
The aubira st inckaly powted eouls s ns of country.  The country of the ashivess imlivated in Sy (858) 530-3600
Box i the ypplicent's Suss fhat i, comey) of residence if o Jws of residunce is tndicand below } Facedie Voo

———

RNADYS PHARMACEUTICALS, INC. (958) 527-1540
3115 Marryfield Row Telsprintor No. .
Ban Diego, Californis 92121 . .
"Appiicant's registration No. with the Offior
[ State (hat &, cowniry) of nationalRy: : hmum-fﬂ;:
This persoa is epplioant D all designased E ol designuted States exoept the United Stases tho States indicued in
for the purposes of! States the Usited Stases of Americs of America only ‘e Supplesoentl Bon

Bez No.IIl FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR®)

Name sad addvess: (Faelly o ollowad by piven s A « lngul antity, AR qficial deigassion. | This porson k:
Tiw abiress syt inciuis pontel cols and sams of cnery.  The cnmiry of the ackirezs indiuted in thiy
Bow i the applicmn’s Suse (et s, counry o residewce > Siste o residrecs & indboased balow,) [ wwpitcmnt eny

AVERETT, Devron R. E]wum

2529 Newport Avenue ol O/ hie

Cardiff By The Sea, California $2007 m,, y A mmu

Applices's regitration No. with the Ofilcs |

L'um-nmafn—:? E{huwdﬁlr,::
This parscon [s applicent all designated I:I all deagied States exnept the Unfied Savs the Statey indicued In
for the paposes of: Staes e United States of Amerios of Americs auly the Spplemuntel Box

D Purther applioscts snd/or (forthar) inventors are indiosted oo & contizustion sheet.
[ BexNo.IV  AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CO

The porecnt (dentified below 13 hereby/bes been ageolnted o act on behalf Ew Dul-n
of the applissnt{s) befory the competent Inemational Astharitics s reprapeataive

Naxm and sddreat: (Foudly s followed &y given s v # agel sy, Al official dexignation. | Telephone No.
The midraxs mumst inclusle postel codde and v of comiry) {202) 331-7111
PINO, Mark J. Facetniile No.
Cornolly Bove Lodge & Hutz LLP (202) 293-6229
1990 M Street, N.W., Sulte 800 L -
Washington, DC 20036-3425 Teleprimter No.
United States of America — —
Agenl's registation No. with the Otfios
43,858

D Addrem for corvespeadence: Mark this checie-box whare no agmt or comynon reprasenistive la/hes besy appolated md the
spece sbove is used Instead to indicts & special address to which comespondencs sheid be sent.

Form PCT/RCVI0) (first shest) (Jemmary 3004) Swe Notex 10 the regusst form
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PCT ettt

REQUEST oo P Dy
'Ihulnlmﬂmuulll:tﬂnm z.ﬂo:::cn-u-
sooording to the Patent Cooperstion Treaty. (¥ dubvad) (13 chorncoers mazivany  32222-24-801

BeaNe. 1 TITLE OF INVENTION
mwwmmmmmmamn
HEPATTTIS C VIS

BeaNe.ll  APPLICANT T _
Namme sad sddress; M—Mbn-p-_qn#ﬂ- Tolophoos No.
T adéws s Susiuds prstal coskt end nemg of ooy, Ti counmry of the axbibess Sulouted e iy (858) 530-3600
I e e ot vt i £y, ey of ek o Bt of sk ekt el T

ANADYS PEARMACEUTICALS, INC. (s.w 527-1540

3115 Merryfiald Row Toiapeiair

Ban Diego, California 92121

Applicet’s rogistsstion No. with fhe Offies’
'm-u-ﬂdnﬁdﬂlr ; Blais (Wt &s, cosry) of residanox: -
)

This person Is spplicast D sll designued EI ofl doslgmind Buts wangt fhe United Butes ey ——Ts
for the pevposcs of! Sutex e Uniind Shoter of Amarin. |_J of Armericn oy ey ———

AT n-'_m""—_nu_—b.-—;p..iq_pﬂ-_- T 1

Tiw el suxl iiesle postnl code sl nume of cuviry. Tie
n--.qu-ta-ﬂ-u-th—-m-m-—-u“w D sppliot oxly

AVEREY?T, Devrom R. ° D..._-..._

2529 Rewport Avenmus .. caly (@f

Caxdiff By The Sea, California 92007 ’l'-"“ ph ‘-“-.

wmh!ﬂhm

Suts (et &, counry) : St (Wen! &, couRD)) OF RIGEnon:
This pacson s appiionnt -lld-l.-l -a-b-nl'-- the Unland Sues thn Siving Indicatnd s
fior thn prposss o fhoe Uiiee Shutes of Azsericn ) of Amerios culy [y S— -

[ B Na.1V AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESFONDENCE

BexNo.IlI FURTHER AFTLICANT(S) AND/AOR (FURTHER) INVENTOR(S)

[] Porther eppiicasts nsior (erther) srvemsers are iionsed ou & comtismion shest

o pern ldcatified bolow is bercby/hes bos sppoiwed to 8ot on beimif vommen
cuﬁmmummm: E gt D reprosmtative

N el akivear (Fanily rows follvwsd By giver sens; fr « lagal sui, Al qficil desigantion. | T CIOphoDS NO.,
The sndivuny mexxt inchols pastel cunds and name of comry) {(202) 331-7111

PINO, Mark J. mm
Connolly Bove I‘lﬂ:a & sl:lltl LLP (202) 293-6229
1990 M Street, K.¥., te BOD - e

Washingto, DC 20036-3425
43,858

United States of America
w‘ﬁﬁmmum

Address for eorvespondence: Mark this chock-bunt whire 20 sgent or comnon representative lekas boon sppeloted and the
space sbove ks used instead to indicate & special adirese 10 which cormepondence should be scot.

Form FCTRONO! (Bt shaet) Junacy 2004)

Sou Noosn fo sty rageues firw
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BaxNe.V DESIGNATIONS é 2

The filing of s requost coastities wadier sk 4,50, the Gevignetion of 6l Comtraciing States bound by e FOT o fae Dtwastionsd |
fiting datn, flor ey grast ol ovory kind of protsation sveilable snd, where sppiioshis, for the grant of bath regienel and nesinpel putenty.

However,
[:] DIE Gy Ja not dasigmatod S ey kind of saficmsl protention.

D KR Republic of Karen bs 00t desigmoted fx sny kind of suions] protection.

[ w0 maten Potoation o met dupasted i acy ki of st prottion.
{The chwch-boum obive Ry be wood is assinde (irrevocslly) the designations concernsd in erder % aveid the sossing of tha ofbst, weler

s rutiomel ine, of an emvlier mationel which catwnl S0 the Noies v Beu Na. ¥V the
et T'd‘- hh--l#*d':- privelly & [ a » the comagumices of

BexNe. VI PHIORITY CLAIM

‘The priority of the following cartier spplictionts) Is hereby clalmed:

"-l:':l-h Numsbey — w"'ﬁ#t ,
)| e— | T [
'='m, O T 02000 0} | soss00339 .
@) 10 Noembar 2003 | goss1e996 o8 -
hﬁ] 1 2o | sorsieem7 o8

D Further priosity claims are indicsted in the Suppiemuntsl Box.

The receiving Offies ls requesiod % prepare snd treamxit 10 the buternstionsl Barpaw o smtified copy of the earfisr sppiication(s)
::h#-ﬂﬁﬁ*mﬁm-fhlwl.ﬂd;hiﬁ“wm
[ _H
oll incrw Resn (1) () D"WJ Dmum—-ﬂh
* Waore e awrbier ran applicasion, indicely ot lanst one somiry pargy 1o the Puris Converdian fir the Pretction of
dndhtrial Property or any Messbar of e Worid Trade Crgenisetion for which thet eariier eppiioation was filed (Rule 4.J00)MY)

Bex No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Mdlm&ﬂ.hmmwm'—mwm;'m-w-h
imprnctionsl search, iniicats s Authoriy sheosm; the two-letter cods maybe und):

Request t» use resuits of eariier seareh) refaronce to that search (Y aw carlior soareh Aus boun curvied oot iy or regussted fom din
Internatioval Searchive Asthority):
Duta fiipyincntjum) Nusber Coontry b raglorasl Qffies)

Bex No. VIl DECLARATIONS

The fhllowing deciarstions srs contatned s Bexes Nos, VIIT (T) 0 {v) ik she appiioakle )
chuch-bunt bulew aved inulioase in che rigiv ashuee the sumber of asvh (ype of doclarsion): dotiarations

[[] BexMo V()  Dostmation s the kiucsity of the brvenser

D BoxNo.VII(H)  Dechwstion m to the sppliomst’s sntilamext, ss it the Istemational filing
dute, 10 apply i and be granied & patent

[[] Boxto. Vil 00 Dealaration m to the spplicust’s emthiement, as t the istamasionsi ling
date, o claka e priceity of the eaddier appiieation

Deslarstion for the of e of the
D Box Neo. Vill (iv) tion o vostouhlp (ouy o the ppens f  degtion

[:| BoxNo.VII(Y)  Declurtion st 1 mon-prejudicial disclasres or excaptions o lask of movelty

Forea FCTYRON0 (pesced showt) Canvery 2004) Soa Nates io the requast forem
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Bex Ne.IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

@]  |mbles reteted arsto
L(.)Dunn-pumm
(Sectkm 801 (s)3)
saquency fetings
D] Joubles roisted thevern

Type sad number of enrriers (Siskots,
CD-RDM, CD-R or othar) on which s
comialned the

D-m-ullﬂu:

[ ot retated herenc:

fediitionad copies 0 be indlicated wedwr
e DY) andbow 100, i right columy)

St No dof 4

| eppiication Is accompanied by the Bllowing

M{Eﬁ#ﬁ-&-’w-ﬂhh N et
(a) In paper form, te Sllowing cumber of | ight coha she manber of each fasg):

shantr: 1.[ o oontenion siect : 1

e o || 2 Jotgat ey powr o ey

:_""'m."—"'ﬁ 3.[Jorigiual grmors power of sormey
. tublex reluied thareto) 113 tmwd—imdmmﬁq

clairs 20 Ky

sbetract 1 | 5| {[sstemestexplsining lack of signatore

drawings 2 priorky docwmentls) Kdentifiod In Bax No. V1 as

Bab-total swmber of shesty 140 )

sequance Hatings -LD—hd_H#b

tabley related Gureto (largueog):

i | frbodh el mder of shests indicutions daposhed micrecrganiems

e S

- listing b readable form

romble forne: 20 ) "D q:.:i-hd'-r-ﬂ

Totel sumber of shusty 140 o mnhmdw-inh
™ D""--"' Sorm l:.nly(ulu-mduw

(Section S01(2)(D) D”mmm-ma-unu-—y
sdditiensl coples inoinding, whare applicabla, fhe cepy S the
(]| secuonse listings perpesce of intormationsl seerch wnder Ruse 134w

amDﬂ-ﬂ“m-nhudhmc ]
oogslas. with the secraews Nstiage purt mentioned i e cohess.  *
10. tables ka computer rendable e relsted © sequonce Heting
{indicets gpe aond munber of carriery}
mDmuhhmdw_‘-h
Ssttion 302 (b-guster) culy (and not == part of the :
intwnetions] appileation)

mDMthmcm&-ﬂhmchﬂ
copies Incinding, winre spplicshle, the copwy i the
p-_d_u-d*hhllm

mnDnmmm—--num-rhm
‘or copiss with the tebles rocwtioned in Jufk voloma

. other dpectlly:

Figere of the drawings which ™o
"iﬂmhm *

Langusge of fiiag of tha interassionsl spplicatice: English

Bex No. X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
i soch siguntws, Snuflots il s of the purven slguing vl du copamity i which the puttais sigew {f mnh aipaciy s ot sindes flom pnding the ragussyl.

for Applicant(s)
CONNOLLY BOVE LODGE ¢ NUT: LLP

For resslviag Office me enly
1. mdn—lm#of..m 2. Drawing:
Cogrectad daip of setoal éue to jutar bt recuived
.  reaelt e oty v popes [ rocetvue:
I:bd'-nﬂld'lbm mesivet
‘. conrections umder PCT Article 11(2): D'
Interrmtioral Searching Aathrity Trenuruittal of aserch dulaysd
: (v sow we computert” 13A/ ¢ D""'—.—E—‘h' "
For Intorastiona} Buromn vec ocly
Date of ressipt off i vooerd copy
by the Intemeiicnsl Burosr:

Farm PCT/RON0] (Supplansnis) — Box X) (Jasuary 2004)
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The dunand e 'dirvctly with the compessnt Intervationsl Freliningry Exemining Axthorily or, if two Antharitiey ary sompeia,
-ﬂbuz## lhﬂ—-m-_ﬂd‘hm~hu"l‘rﬁ=‘unhh"ﬂn

IPEA/ US

PCT CHAPTER I

DEMAND
' under Article 31 of the Patcxt Cooperstion Treaty:
i The undersigtiod requests that the internstional spplication specified below be the sebjectof -
international prejiminary examination aceording fo the Patent Cooperation Treaty. .

hwm.mmn-b

Uicatifigatien of IPEA Dutn of ecelpt of DEMAND )

Mu_ﬂlﬁ*—
Bex Na. I mmmmormmmnmm 22222-00024-WO1

Intermational appiicetion No. Intarmations] fillng date fduviesayeer) =
01 September 2004 05 September 2003
U804/020236 {01.09.2004) {05.09.2003) . -

Thsofvetin ADMINISTRATION OF TIR7 LIGANDS AND PRODRUGS FOR
TREATMENT OF INYECTION BT HEPATITIS C VIRUS

BexNe.lI AFFLICANT(S)
e ol midivany  (Folly s Sillowadd by given samax; v« agal antipy, il oficiel dwipwion. | Teluphone No.:
The cxivens st iochonls pastel coks sxnd mams of omeuiry,) (858) 530-3600

' Fooslmdle No.:
(050) 527-1540

ANADYS PHARMACEUTICALS, IRC.

3115 Merryfield Row Telapriaier No.:
San Diego, Califormia 92121
United States of Amsrica Applemt’s reglstratios No. with the Offies
Busts (hant &, comiry) of satiomaiRy: Siute (et do, counry) of residamos:
uUs us

Name sl address: iy mems fillwid by gives nume: for @ lngel sxtiy, Sl qffiel designation. Tiu skivess et inciods pantel cade sxd wums of csmtty)

AVERETT, Devron R.

2529 Newport Avenus

Cazdiff By The Sea, California 92007
United States of America

l-n.u—-jdm Mhl;u-jdmih-
us us

Nama acd addvess: (Funilly sene fllswed by givise nume; flor & bngel sutipy, foll affivial dusignation. Tie sxbivess st vkl punied ands el s of assmiry)

Suty ket is. cowwry) of sativeality: Bste (bt iz, commwry) of residenow:

D Porther appliosts sre Inicased ou & contiwwtion shest.

Form PCT/EPRAMO] (Tirst sheet) (Jusmary 2004): fh.lh-k“ﬁ-

”
-

CPwERCDIONHT T_1.000
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Tternations] sppiicetion No.
ShestNo. 203 UB04/020236

BoxNe.Il AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE
lillln@upq-lh [:]lull [:]oununlgu-ulhi
nad [ ] s towm appoictnd aror s caprescats ths spplicants) i o tormationsl proficnienry exsminstion.
D is hereby sppointed and sy enrller sppolatment of () agaat(s)eourmon repressntative is herebry rovoked.
D bmmmuhmmbwmmuﬂmm-
the ageai(s)/coxtancn ropresenintive sppuisted eashiss. .
‘Name snd adiveer: H—ﬁ-bl-—rﬁlllll-mﬂﬂﬁi-l Talsphons Ne.: ’
T axkiuce mugt inghedls povtal spaly sl s of cormery) (202) 331-7111
PINO, Mark J. [ Pocskails No."
] (202) 293-6229

Connolly Bova Lodge & Hutz LLP
1990 N Street, N.¥W., Suite 800 Telomiser Na: .

Washington, DC 20036-3425
Un’:t.d States of America w.——l—mi_ et No. wiks tha Offies
43,6858

Address for esrrespendenset Mok this chapk-box whare 0o spmt or et represeistive in'has boan sppoiaied sud the
space shove js saxd keytead to indiosto & special addresy i which correspondence should be sent. .

Bex No. IV BASIE FOR INTERNATIONAL FRELIMINARY EXAMINATION

Stabasrst cobcerning ameidnienin*
1 mw*&mm#--n-ﬂ“d
[%] e tetenstivent pptition = originally sied -
the dascyiption o originally St
o8 aomenled wnder Astisle 34
the alakes = eriginally fllad
s xrmendod wmder Astiole 19 (ugother with exy scscmpanyiag sistorment)
as emended under Artivle 34 :
the drewings oz originally filed
s emended onder Article 34

[] s applicens whies sy st 10 th s sr Al 19 0 bo comsiders s rovecse
T spiiont wihes ths st of the isarmactone prolzicary avcmination 9 be pastpesed wil e explation of the spplicabe

¢tims Hanlt wader Role 89.1(6).

4 The spplicast sxpressly wishes the intunationsl prelinxinsry cxsmination te start seriler than at the expiration of the

applicaisle thoe limik wader Ruty S44is, 1(a).

*  Whare 8o chek-box is markad, internationsl prolimisuy scamisation will stert ou the basia of e intwsatiom! spplisution 2
origiaally fled or, where & copy of amendments to the claismy undes Article 19 sad/er amendmests of the intorastioss] spptiostion
uader Asticle 34 are recalved by the nterestiosal Prelimissry Bxamniniay Asthority before it kas bagus t© drww up & writhes episisn
or the isterestices! preliminery esamisstion repost, &3 5o smended, )

la for the purpasss of Inieruational prefiminary exnminsifons Eoglish

whish §s the hmguage o which the iviersstirna! spplisstion was flled.

ﬂih“dl““hﬁmdm-ﬂ

whkh is the lmguags of publication of the letraationsl spplicatien.
whish is tho Jmguags of the trnalation (0 be) Sarmishad for the parpass of istorintions) prelimissry sxamisstion.

BexNo.V ELECTIONOFSTATES .
ﬁuauum&dmﬂm

Fora PCT/IPRA/D] (seooad shout) Caxmary 2004) Saw Notsy to the deanand form



Intcrastional applisation No.
Bhost No. 3 of 3 US04/028236
Pex Na. VI CHECK LIST
For bsernational Prelimisery
demmand is socompeziod hmuhuu—m-h
zmw ubm?tmm Bamisig Axtory ws oxly
reosived mot seosived
1. trnsletion of itornatioual sppiication ' shocts ] ]
1  cmendments wader Artiolo 34 ' hests D D
3. -(:'n::'-tr' Article 19 : shoots D D
o e - | o o
S. ke - : shos D D
" 6. other fpactll: ! shects D D
The demand is also accompanied by the hem(s) marked below: .
1. foo calcuintion sheet . s statemant explaining lack of sigaature
2, original separate power of attorpy 6 sequence listing in compater readablo frm
. N original gmeral power of xitormey T tables in computer resdable fam relsted 10 &
4. oopy of pmoral power of attorney; reference 5 rm
e, 1 0 poctfy:

Bax No. VII SIGNATURE OF APFLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE
Nout o owzh signaters, indicats She nums of e pyen signing and st capazty v wiich the puvesn sigrs (i such supuziyy it nut sbviows flum raniieg te denenl).

.

Nark J. Pino, t for Applicant(as)
CONNOLLY BOVE LODGE & HUTZ LLP

For leternatiosa! Prelimivery Exsmining Authority nse only

1. Datoof sotual feoclpt of DEMAND:
Adjustod date of recelpt of demmnd dos

2 o CORRECTIONS umder Rulo 60.1(b)

3. [[] oo date of rocelpt of the damend ls AFTER the | . [ ] Tho dato of receipt of the demand fs AFTER the
axpiration of 19 months frem the priority date end of the tine [lak uader Rule S44ds.1(s) ané
itom 4 or 3, balow, docs not apply. item 7 or 8, balow, dosy not apply.

[(] The spplicant bas been informed scoordingly. | ; ™) The date of réceipt of the demand is WITHIN the time

4, [] Tha dote of recaipt of the demumd s WITHIN the thoe Lkakt uder Rulo 34bis.1(e) = extendod by virtos of
M&I&%ﬂuhp&hh-nﬂ ' .
w L ]

5, [ Ao o d of o of o e s | * I P il e g ey
elay in rrtval Is EXCUSED parsasat to Rale &2, delay I arvbvad b EXCUBED puesuact 1o Recke £2.

—— For Intarnations] Buresc mes ouly —

Dasand reosived flum IPEA on:

Form PCT/IPEAMO] (it sheot) (lmary. 3004) o Soe Notes 1o the demend jorm
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PODER
Yo (noscfroa) _
domicillado(s) en
Nombro{amos) & RAIIIROA&D DUQUE ylo

HECTOR GOMEZ MEJIA, ds Bogotd, Colombia,
spodemdos verdaderos y legales con poder espacial,
amplic y suficlents, para racabar de las oficines y
avioridedas colomblands adminisbativas, fudicialea v de
polcia, en cusiquier instancia o recurso, is obtsncidn de
palamiss de Invenciin, registros de marcas, dissfice
Industrisies, modelos de utfidad, depdalios de nombres
comerciaies ¥ ensefies, registros do demchos de autor y
coniraios sobre loa miamos, obtanciin de certificados de
obtentor de variededes vegetales, e como sus
prirroges, renovaciones, anotaciones de iraapaso,
cambios de nombre yo domiciio; elaborar, tramiar y
registrar contratos de Acancia y icencias de cusissquiera
clasex; (ndervenir camo demandants o como demandado
on cuakquler lnatancls y recurmo ante cuakquier juer,
corporacion, funcionardo pabfico o sutoridad an scciones
Judicieies, sdministratvas y de poicia tsles como;
oposicionss al regisiro de marcas; acciones de caduckiad,
cancelacitn ¥ nulded; accionaa reivindicatorias, acclonss
derivadss de la obiencidn o axpiotaciin de Ncencias;
accionss de com desieal; demandes penaiss;
accionss de indemnizecidn de perjuicios, reclumos y
observacionss a ascichudas de patentes, disefios
industrisies, modeios de utiikiad, en ol ejercicio de
medides cauiniares y en otrms acciones o medkas
simisves.

A esin ofacip, ios) facuito{amos) para slevar solicihuday,
formular  descripciones,  enmisndas,

apeiaciones y reclamos; pager impuesios, cuotas y
guv&numpmahpurhluy:mnunﬂfodub&l
derechos concadkios © sn curso de concesidn; rechir
foda clase de documanios y vaioes, dando el descargo
respactivo, y, sn general, para dar ente dichas autoridiandes
fodos (s pascs necesarios o efecto indicado y tomer
todas zs medidas que creyeren conducantes al reaguardo
de mis (nuestros intermsas), con iExiss s demis
facultades legeies necesarins,

Ests poder comprande la faculind de ratificar o confirmar
enml (nuesto) nombre o actuado asf como ia fecultad
da deajglir, trameigly, comprometer, y (a da sustituio en
todo © en parts y revocar sustituciones. Asimismo
nombro(amot} & RAMIRO CASTRO DUGUE vio
HECTOR QOMEZ MEJIA, domiciiado(s) en la Camera 7
No. 16-58 Piso 6, ma (nuesios) apoderados,
Colombis, con fecultedes para rechir nolllhdmu’f
designer spoderados judicisies o exirsjudiciales.

Otorgado y firnado en
hoy de de 200

Fima

POWER OF ATTORNEY

| (We) Anadys Pharmaceuticals, Jyc#
domicled In 3115 Ma

Horeby appoint RAMIRO CASTRO DUQUE andlor
HECTOR GOMEZ MEJIA, of Bogotd, Colombis, my (ow)
true and lawful ettomeys with special, emple and sufficlent
powar 1o obiain from the Colomblan
avd pofiics offices end authoritiss, any Instance,.
privieges of patents of [nvention raghiration of
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de de
personaiments comparecio snts mi

a quien concaco, y da quian me consta qus fimd ef
antarior documenio, debldamenis jursmentado deciand y
dfio que &l ea

de

Sociedad lsguiments consthuida para un-periodo de
duracién que adn no ha terminado; que al declargnis esid

mﬂﬁowdﬂ-wnnﬂllpmmh‘lrubpodu:
que al selo estampado por & al pla de tel poder, en
nombre y representacion de ia expressda compatfila, es ol

£l susctiio Notario haca consier que trvo & la vista (as
prusbas de Ia existencia de In sociedad,

Y que quien conflere ol presants poder es su
reprasantanis.

i Commiasion # 1301747 : )

by Notary Public — California PijigiNots
Sen Diago Cnunty

Comm. Expire :

\'r‘xn/

, comparecid{eron) ante

a quisn (es) concxco y me consta que os(son) la(s)
persona(s) firmants(s) del documento que precede y
quien{es) declara{n) que otorgan o mismo pare los fines
Yy propdaiios que en 41 se expresan.

Notario Pibico (salio)

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

ontis «26 dayot QL ot 057 personaly
Sppeared before me Devron R. Averett, PhD.

% me known, end knowh 1o me to be the parson who
signed the foregoing instrurment who being by me duly
awom did depose and say that he {she) I the

Senior Vice President, Drug Developunent

of
Ansdys Pharmacenticals, Inc.

3113 Marryfield Row
San Diego, CA 92121

Which s legally conatituted for a term not yet expirad,
deponent s suthorized by sald Company fo confer
Power of Attorney: that the seal affeed hereunio by
daponant in the name and on behalf of sald Corporation Is
the comporate seal thereof, and that the purposs for which
this instrument is granted is includad within the corporate
purpose of company.

The undemsigned Notary Public aitests that he has seen
the documants that prove the exdstence of the company.

m&«%:‘"

and that he {she) who grants [ii"PreeaniiBasls
i's Representative. V' 4




SECRETARY OF STATE

- APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1861)

1. Country: United States of America
. This public document

2. has been signed by ATTA HILAL
3. acting In the capacity of Notary Public, State of Califomia

4. bears the seal/stamp of ATTA HILAL, Notary Public,
State of Califomia

CERTIFIED

At Sacramento, California
the 28th day of October 2004
by Deputy Secretary of State, State of
No. 214075
Seal/Stamp:

© @ N O O

10. Signature

|| NP-24 A REV. 101 08P 03 Taro0  EESR



TRADUCCION SIMPLE AL ESPANOL del la Apostilla que vienen junto el certificado 3
notarial y el Poder concedido por Anadys Pharmaceuticlas, Inc., domiciliada en 3115
Merryfield Row, San Dlego, Califomia 91121, Estados Unidos de América, a Ramiro

Castro Duque y/o Hector Gomex Mejia, domicillados en la Carrera 7 #18-56, P. 9,
Bogota D.C., Colombia.

APOSTILLE

(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pals: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
Este documento ptiblico

2. ha sido firmado por ATTA HILAL
3. actuando en capacidad de  Notario Pablico, Estado de California

4. lleva el sello de: ATTA HILAL, Notario Publico,
Estado de California

CERTIFICADO
5. en Sacramento, Califomia

6. el 28 de Octubre de 2004

7. por Secretario de Estado Encargado, Estgg® de Califorrfia .

8. No. 214075

9. Sello 10. Firma
KEVIN SHELLEY (Firma)
KEVIN SHELLEY

Secretario de Estado
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO g\ﬂ

Rad: 06-032880- 000000000 Fec: 2008-04-04 165818
2020 NUECREACIONES
et PATENTEVI Eva 57 FABENACIONALI

Industria y Cm;ermo

SUPERINTENDENCIA-

Delegatura de Propledad Industrial
Dlvlslbn de Nuevas Creacionés

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
J _ , _ USUARIO RADICADOR
PATENTE DE INVENCION ( MODELO DE UTILIDAD ( |) { ) ()
<Indlcacidn de que se solicita la concesldn de una patente; () - (Y
] -Datos de Identificaclén del solicitante o da la persona que l:/
e_ ‘ prosenta {a solicltud., () (“(
' -Descripcién de la Invenclén. ’/ () (

Dibujos de ser eatos pertinen _ () ?Av
-Comprobants de Pago de lus tases establecidas..” () ¥’

COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( ) ‘_ () ()

DISERO INDUSTRIAL  { )

-Indicaclén de que se solicita el reglstro de Disefio Industrial. . { ) ()
-Datos de Identificaclén del solicitants ¢ de la persona que se
presenta I solichud, ' ( ) ()
~Representaclén griflcay I’utoglillu del Disefio Industrial o muutrl
de! Material que Incorpora el disafto. ) () { )
.. -Camprobants de Pago de las taeas establecidas. { ) ()
COMPLETA ( ) IHCOMPLE!'A (). () ° ()

ESQUEMA DE TRAZADO" { )

-Indicaclén de que se solicita ¢l registro de Disefio Industrial. { ) { )
-Datos de [dentlficacién del soflcitante o de la persons qus se '

presenta {a sollcitud. ™) ()
Represontacién-grifica del Esquema Traxado, . { ) { )
Comprobants de Pago de las tasas establecidaa. () { )

4

COMPLETA () INCOMPLETA { )

()

Flsma Responaable:

Fecha:

-
N
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PETITORIO |
2107
ft mmmvm
Rad: 08-032880- -00000-0000 FI:W"E‘.
Indmstria v Comerele e 11 PATECTEVE. Bom 370 FASENACIONALY
SUPERINTENDENGIA At411 PRESENTACION  Fallos: 382

X Patente de invencion.

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADAEN FASENACIONAL :  OS- 0 42®%

SOLICITUD DE _
[ ] Patente de Modelo de Utiidad.

DX Captuio 1. ‘

Fd
Nombre: ANADYS PHARMACEUTICALS, INC.

Direccidn: 3115 Merryfield Row, San Diego, CA
92121, Estados Unidos de América

_ cc. O NT (O
Lugar de Constitucidn: Estados Unidos cE. [ o []

Teléfono:

Fax: E-mai:

Direccion: Cra. 7 No. 16-56 Piso 9

Teldfono: 380-2200 Fex 380-2700 ce O om (]
E-malt

Nombre: Devron R. Averett
Direccidn: 2528 Newport Avenus, Cardiff By The Sea, CA 92007, Estados Unidos de América
Nacionaldad o Domicilio: Estados Unidos de Amésica

e

05-09-2003
10—11—m
US 10-11-2003

‘.--- ‘.



Lo que se reivindica es:

1. Un método de tratar una infeccién por el virus de hepatitis C en un
paciente, que comprende administrar al paciente necesitado de ello una
cantidad terapéutica o profilicticamente efectiva de un ligando TLR7 su
sal, hidrato, o esterecisdmero farmacéuticamente aceptable.

2. Un método de tratar una infeccién por el virus de hepatitis C en un
paciente, que comprende administrar al paciente necesitado de ello una
cantidad terapéutica o profilicticamente efectiva de un ligando TLR7 o su
sal, hidrato, o estereoisémero farmacéuticamente aceptable, en donde el
ligando TLR7 se selecciona de anédlogos y derivados de guanosina,
imidazoquinolina, adenina, y pirimidina.

3. El método de la reivindicacién 2 en donde el ligando TLR7 se
selecciona de

e

)



REPUBLICA DE COLOMBIA _
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO ‘é’]’
Bogotéi, %
2020
Doctor (a)

GOMEZ MEJIA HECTOR
Apoderado{a) y/o Representante de
ANADYS PHARMACEUTICALS, INC.

REFERENCIA Radicacién No. 06 32880
Solicitud internaciocnal U82004/028236
Fecha iniclio fase nacional 05/04/2006
Trémite 1l
Evento 379

Actuacién
orii:::z wo. -1 7 843’7

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisiém de la Comnidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooparacién en Materia de Pateantes (PCT), regla 51 bis del Reglamentc y Circular
Onica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. 81 fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccién de los anexos del
reporte da axamen preliminar intermaciomal (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. ILa solicitud no contiene 1la copla del documento que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisifn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsiém 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En casc de no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1la solicitud se
considerari abandonada y perderf su prelacidn.

Notifiquesa el presente oficio conforme a lo dispueato en el numeral 5.2, literal
e}, del capitulo quinto del-fitulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.
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El anterior, requerimiento fue notificado por filjacién en 1lista de
fecha I.‘ m

jramos



