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§ Sazetak Vi

§ Sazetak

Favipiravir (6-fluor-3-hidroksi-2-pirazinkarboksamid, T-705, FPV) genericki je antivirusni
lijek u¢inkovit protiv RNK virusa. Otkriven je 2000. godine u Japanu gdje je prvotno koriSten
protiv virusa influence. Favipiravir se u organizmu pretvara iz neaktivnog u aktivni oblik
favipiravir-ribofuranozil-5'-trifosfat (favipiravir-RTP) koji selektivno inhibira RNK-ovisnu
RNK-polimerazu (RdRp) virusa. Kako je kataliticka domena RdRp sli€no gradena kod velikog
broja virusa, favipiravir ima Siroki spektar primjene, a posebnu pozornost dobio je za vrijeme
epidemije virusa Ebole i nedavne pandemije SARS-CoV-2. Od trenutka objavljivanja prve
sinteze 2000. godine do danas opisano je vise od deset postupaka priprave favipiravira koji
koriste razliCite polazne reaktante. U radu je razmotreno ukupno Sest sintetskih puteva te

industrijski postupak priprave lijeka, zajedno s njegovim mehanizmom djelovanja.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Favipiravir (6-fluor-3-hidroksi-2-pirazinkarboksamid, FPV) djelatna je tvar antivirusnih
lijekova koji sprjecavaju replikaciju RNK virusa. Prvotno je koristen pri lijeGenju virusne
bolesti influence te se pokazao uspjesnim protiv svih tipova spomenutog virusa. Sinteza
favipiravira prvi je puta objavljena 2000. godine u radu znanstvenika japanske kompanije
Toyama Chemical Co., a 2014. godine odobreno je njegovo koristenje u medicinske svrhe.!
Nakon dvije godine, 2016. godine, licencu za proizvodnju lijeka preuzima kineska kompanija
Zhejiang Hisun Pharmaceuticals Co. Mehanizam djelovanja omoguéava mu primjenu pri
tretiranju velikog broja RNK virusa. Osim za lijeenje influence, favipiravir je intenzivno
istrazivan tijekom epidemije Ebole u zapadnoj Africi 2014. godine i 2020. godine tijekom
pandemije COVID-19. Lijek se prvotno prodaje pod imenom Avigan, taj naziv zadrZzan je i
danas, no kako 2019. godine postaje genericki lijek, od tada je dostupan i pod brojnim drugim
imenima.

Favipiravir je po strukturi derivat pirazinkarboksamida kod kojeg je prisutna laktam-
laktim tautomerija (slika 1), a ovisno o okruzenju u kojem se nalazi postoji veca zastupljenost
jednog od dva tautomera. Strukturni je analog purinskoj bazi gvaninu te je upravo ta sli¢nost

temelj njegovog antivirusnog djelovanja.
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Slika 1. Ravnoteza izmedu tautomernih oblika favipiravira: (a) laktam i (b) laktim

Molekula favipiravira djeluje kao prolijek sto zna¢i da nakon ulaska u organizam prolazi

kroz modifikacije koje ga prevode u aktivnu formu, odnosno dolazi to unutarstani¢ne
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§ 1. Uvod 2

fosforibozilacije i fosforilacije ¢ime nastaje favipiravir-ribofuranozil-5'-trifosfat (F-RTP, slika
2). Virusna RNK-ovisna RNK-polimeraza (RdRp), enzim nuzan za replikaciju virusa, greSkom
prepoznaje favipiravir-RTP kao purinski nukleotid i ugraduje ga u novonastali RNK lanac, §to
inhibira djelovanje enzima te u konacnici sprjecava transkripciju i replikaciju virusa, ali ne

inhibira sintezu RNK ili DNK u stanicama domacina.
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Slika 2. Strukturna formula aktivnog metabolita favipiravir-ribofuranozil-5'-trifosfata
(favipiravir-RTP)

Prva sinteza favipiravira sastojala od sedam koraka pocevsi s 3-aminopirazin-2-
karboksilnom kiselinom, a njeno iskoristenje bilo je manje od 1 %. Dosad je poznato vise od
deset postupaka priprave favipiravira, a potraga za novim sintetskim putevima sa $to ve¢im
iskoriStenjem, manjim troSkovima proizvodnje i bez upotrebe Stetnih i opasnih kemikalija
nastavlja se i danas. Odabrani sintetski postupci detaljno su objasnjeni U nastavku rada.

Cilj rada je prikazati i usporediti sintetske puteve priprave favipiravira, istaknuti
prednosti i glavne nedostatke svakog od njih te objasniti primjenu i mehanizam djelovanja

lijeka na ljudski organizam.
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§2. Struktura i sinteza favipiravira 3

§ 2. STRUKTURA I SINTEZA FAVIPIRAVIRA

2.1. Strukturne karakteristike favipiravira

Favipiravir je molekula kemijskog naziva 6-fluor-3-hidroksi-2-pirazinkarboksiamid,
farmaceutske oznake T-705, a kao lijek dostupan je pod nazivima avigan (abigan), avifavir,
areplivir, fabiflu, favipira i favilavir. Navedeni spoj pripada skupini pirazinkarboksamida (slika

3), organskih spojeva koji sadrze pirazinski prsten na koji je vezana karbamoilna skupina.
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Slika 3. Strukturna formula molekule pirazinkarboksamida

Najjednostavniji pirazinkarboksiamid prikazan na slici 3. zvan je i pirazinamid, a koristi se
kao lijek protiv zarazne bakterijske bolesti tuberkuloze. lako strukturnu razliku pirazinamida i
favipiravira ¢ine samo dvije funkcijske skupine, primjena i mehanizam djelovanja ovih spojeva
potpuno su drugaciji. Pirazinamid se metabolizira u jetri gdje nastaje njegov glavni metabolit
pirazinoi¢na kiselina koja je aktivna protiv bacila tuberkuloze, dok favipiravir prelazi u
favipiravir-RTP i zaustavlja replikaciju virusa. Dvije dodatne funkcijske skupine u strukturi
molekule favipiravira su hidroksilna skupina na C3 atomu te atom fluora na C6 atomu.
Navedene skupine utjeCu na reaktivnost i polarnost spoja, kao i na interakcije s drugim
molekulama, posebice enzimima. Pri odredivanju kristalne strukture favipiravira utvrdeno je da
se radi o planarnoj molekuli u kojoj intramolekulske vodikove veze O—H.-O zatvaraju

Sestero¢lani prsten (slika 4).2
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§2. Struktura i sinteza favipiravira 4
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Slika 4. Strukturna formula molekule favipiravira s istaknutom

intramolekulskom vodikovom vezom

Vrsta tautomerije prisutna kod molekule favipiravira naziva se laktam-laktimska
tautomerija. Pri prevodenju jednog tautomera u drugi, odnosno laktama u laktim, dolazi do
premjesStanja protona, pa Se ova podvrsta tautomerije naziva i prototropijom (slika 1).
Prototropija ukljucuje i keto-enolni par, aldoza-ketoza par te enamin-imin par. U bioloskim
sustavima ova se vrsta tautomerije susrece kod aminokiselina, dusiénih baza i kod
ugljikohidrata. lako se mozda ¢ini kako premjestaj jednog protona nema veliki utjecaj na
svojstva spoja, upravo je suprotno. Prelaskom jednog tautomera u drugi kod molekule se
mijenja elektronska struktura te moze doc¢i do promjene bioloske aktivnosti, neveznih
interakcija, stabilnosti, topljivosti i drugih svojstava.

Pri dizajniranju novih lijekova vazno je poznavanje moguc¢ih tautomernih formi
molekule lijeka jer tautomerizacija moze utjecati na farmakolosko ponasanje lijeka. Ovome u
prilog govori i podatak da otprilike 21 % spojeva u bazi lijekova, to¢nije njihove molekule,
mogu postojati u obliku tautomera.® Eksperimentalna istrazivanja favipiravira pokazala su da
je u neutralnom mediju ravnoteZza pomaknuta prema laktimu (enolni oblik), a u kiselom mediju

prema laktamu (keto-oblik).*
2.2. Sinteza favipiravira
2.2.1. Polazni spojevi u sintezi favipiravira

Sintezu favipiravira (1) moguce je izvesti iz velikog broja pocetnih spojeva, a cesto se svode na
zajednicki meduprodukat (2) iz kojeg nastaje ciljna molekula. Kako bi sinteze opisane u
nastavku bile jasnije, prikazane su molekule spojeva koji su koristeni kao reaktanti u nekima
od njih (slika 5). Favipiravir je moguce sintetizirati pocevsi od 3-aminopirazin-2-karboksilne

kiseline (3) prema znanstvenicima Furutu i Egawi,® koji su proveli prvu sintezu, te prema
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§2. Struktura i sinteza favipiravira 5

znanstveniku Liu.® 3-hidroksi-6-nitropirazin-2-karboksamid (4) bio je podetni spoj u sintezi
koju su 2009. godine objavili Jordis i Belder.” Giu 2019. godine zapocinje sintezu favipiravira
s 2-aminopirazinom (5),° Furuta 2001. godine kao reaktant koristi dietil-aminomalonat (6), a
deset godina kasnije spoj postaje komercijalno dostupan te 2011. godine izlazi unaprijedena
sinteza s 2-aminomalonamidom (7) kao pocetnim spojem. Znanstvenik Shi 2014. godine
sintezu zapocinje s 3-hidroksipirazin-2-karboksilnom kiselinom (8),° a 2020. godine Titova i

Fedorova objavljuju sintezu s poéetnim spojem etil-dietoksiacetatom (9).1°
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Slika 5. Polazni spojevi i meduprodukti u sintezama favipiraviral!

2.2.2. Prvi sintetski putevi priprave favipiravira

Sintezu favipiravira 2000. godine objavio je i patentirao tim znanstevnika iz Japanske
kompanije Toyama Chemical Co, podruznice multinacionalnog konglomerata Fujifilm, a Y.
Furuta jedan je od znanstevnika koji je sudjelovao u stvaranju prvog sintetskog puta koji se
sastojao od sedam koraka (slika 6).1° Pocetni spoj ove sinteze 3-aminopirazin-2-karboksilna
kiselina (3) Fischerovom esterifikacijom uz metanol i sumpornu kiselinu kao katalizator
prevedena je u metilni ester 10. Djelovanjem N-bromosukcinimida (NBS) C6 atom spoja 10

bromiran je pri cemu je nastao spoj 11. Dodatkom natrijeva nitrita u kiselom mediju najprije
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§2. Struktura i sinteza favipiravira 6

nastaje diazonijeva sol, ¢cime se dobiva bolja izlazna skupina za sljedec¢i korak — nukleofilni
napad kisika molekule metanola te nastaje spoj 12. Idu¢i korak je aminacija pomocu
difenilmetanimina uz difenilfosfino-binaftil ((S)-(-)-2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftil, (S)-
BINAP) i Pdx(dba)s koji zajedno Kkataliziraju reakciju dajuéi spoj 13. Inace, (S)-BINAP je
kiralni spoj koji se moze koristiti zajedno s katalizatorima prijelaznih metala kako bi se
kontrolirala stereokemija kemijske reakcije. Zagrijavanjem u vodenoj otopini amonijaka
metilni ester prelazi u primarni amid te nastaje spoj 14. Nakon toga, djelovanjem Olahova
reagensa, nukleofilnog fluoriraju¢eg sredstva koje se sastoji od fluorovodika i piridina, na C6
atom uvedena je fluoridna skupina. Dodatkom natrijevog jodida i trimetilsilil-klorida (TMSCI)

spoju 15 dobivena je ciljna molekula 1.

o)

N MeOH > ’;E'SCN

[ N OH H2304 [ 3 \[
—

N~ “NH,

(3) (10) (1)
H2804 Br / NH3 HZO
_NaNO, \[ \[

TMeOH (S) BINAP
(12) )2(dba); (13)
o)
H,N_ N
2 \[ \fJ\NHZ _NaNO, \[ f‘\NH Nal, TMSCI F\[ ﬁ
~ HF-P
N O/ y
(14) (15)

Slika 6. Shematski prikaz prve objavljene sinteze lijeka favipiravira iz 2000. godine!?

Jedan od nedostataka ove sinteze bila je upotreba toksi¢nih i skupih reagensa. Posebni
izdatak predstavljao je (S)-BINAP koji katalizira uvodenje amino-skupine te Olahov reagens,
visoko korozivna i toksi¢na smjesa. Osim navedenog, ukupno iskoristenje reakcije bilo je manje
od 1 % sto nije zadovoljavalo profitabilnu proizvodnju na industrijskoj skali.”

Kako bi rijesili probleme prvog sintetskog puta isti tim znanstvenika nastavlja razvijati

sintezu te 2001. godine objavljuju novi sintetski put u kojem je polazni spoj cjenovno dostupniji
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§2. Struktura i sinteza favipiravira 7

dietil-aminomalonat (6) (slika 7).8 U dva koraka sinteze dobiven je novi meduprodukt 3-
hidroksipirazin-2-karboksamid (17) koji je nastao reakcijom glioksala s primarnim aminom 7
u kiselom mediju. Nastali amid 17 reagira s fosforil-kloridom (POCIz) i kalijevim nitratom u
kiselom te dolazi do adicije dvaju atoma klora i dehidratiranja amida u nitril 2. Atomi klora
spoja 2 supstituiraju se zatim atomima fluora pri ¢emu nastaje spoj 18. Reakcija spoja 18 s
klorovodikom u tetrahidrofuranu i dodatak natrijeva hidrogenkarbonata dovodi do nastajanja
favipiravira (1). Iskoristenje ove reakcije bilo je 17 % Sto je znatno vise nego $to je dobiveno

prethodnom sintezom.®

0O O o 0O 0 N Q
NEHCD3 l::l/ | - NH2
EtO OEt HsN NH- P
NH- NH3/MeOH NH, NaOH/ Hs0O N™ "OH
(6) (7) HCI/H,0 (17)
‘ KF* BugNB, DMSD HE‘I THI
KNO3/ H,S0, ()
g NaHCO,
POCI, tiﬂl

Slika 7. Shematski prikaz unaprijedenog sintetskog puta

dobivanja favipiravira iz 2001. godine®

2.2.3. Noviji sintetski putevi priprave favipiravira

2-aminomalonamid (7) se pokazao kao dobar izbor polaznog spoja te 2011. godine Toyama u
suradnji s Nippon Soda Corporation objavljuje novu sintezu prikazanu na slici 8. koja uvelike
prati sintezu iz 2001. godine. Dodatak glioksala pocetnom spoju 7 u bazi¢noj otopini natijeva
hidroksida rezultira nastankom natrijeva 3-karbamoilpirazin-2-olat (19), soli spoja 17 iz
prethodne sinteze. Prije kloriranja spoja 19 adiran je manje reaktivni i selektivniji brom $§to je
dovelo do nastajanja meduprodukta 2. Slijedilo je fluoriranje i hidroliza u prisutnosti vodikovog

peroksida i nastanak kona¢nog spoja 1.81% Opisane sinteze imaju identi¢ne meduprodukte, a
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§2. Struktura i sinteza favipiravira 8

razlikuju se jedino u koristenim reagensima i na¢inima dobivanja tih meduprodukta $to rezultira

dvostruko veéim iskoristenjem u potonjoj.t®

O 0 Cl._N__CN
- NHz  Br, MeOH \[ I
|—|2|\|JH)J\NH2 © . [ 2, o

NH, NaOH/ H,0 ONa  POCl,/ i-Pr,NEt, PhCl
(7) (19) (2)

KF/ BusNB,DMSO \[: I TR0y

KOAc, DMF/ H,O

(18)

Slika 8. Shematski prikaz sinteze favipiravira iz 2011. godine nastale u suradnji
farmaceutske firme Toyama i Nippon Soda Corporation®

Kineski znanstvenici, medu kojima je bio i Shi,% 2014. godine uspjesno su sintetizirali
favipiravir u Cetiri reakcijska koraka, pocevsi s amidacijom 3-hidroksipirazin-2-karboksilne
kiseline (8) gdje nastaje 3-hidroksipirazin-2-karboksamid (3) (slika 9). Nakon toga je na
pirazinski prsten uvedena nitro-skupina pomocu kalijeva nitrata u prisutnosti sumporne kiseline
¢ime je nastao 3-hidroksi-6-nitropirazin-2-karboksamid (4). Kako bi u idu¢em koraku nastao
6-amino-3-hidroksipirazin-2-karboksamid (20) bilo je potrebno reducirati nitro-skupinu. U tu
svrhu isprobano je viSe metoda redukcije od kojih je prva bila redukcija vodikom koja je
rezultirala velikim brojem nusprodukata i iskoriStenjem od 30 %. Nezadovoljni rezultatima
autori su isprobali reakciju s cinkom i amonijakom, ali ni to nije bilo uspjes$no te je u konaénici
redukcija uz pomo¢ Raney-niklovog Kkatalizatora i hidrazina rezultirala manjim brojem
nusprodukata i ve¢im iskoristenjem od 77 %. Dodatkom Olahova reagensa na mjesto amino-
skupine uveden je atom fluora te nastaje favipiravir 1 u iskoristenju od 8 %. lako otkrivena
sinteza nije imala veliko iskoristenje, produkt je dobiven u manjem broju koraka, a uz to F. Shi
i suradnici prvi su uspjesno dobili kristalnu strukturu spoja kojom je pokazano da od neveznih

interakcija prevladavaju vodikove veze i interakcije slaganja.
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Slika 9. Shematski prikaz sinteze favipravira iz 2014. godine®

Drugadiji pristup pronasao je 2017. godine drugi kineski znanstvenik Feng Liu koji
objavljuje sintezu favipiravira gdje u zadnjem koraku uvodi ,,one-pot sintezu i prekristalizaciju
svakog meduprodukta nastalog u prijasnjim koracima (slika 10).} Sintezu zapocinje s 3-
aminopirazin-2-karboksilnom kiselinom (3) te u prvih nekoliko koraka prati Furutovu prvotnu
sintezu (spojevi 3-11) do pripave kljuénog meduprodukta metil-3-amino-6-brompirazin-2-
karboksilata (11). Prema Liu, Cisto¢a ovog spoja je bila vazna za uspje$nu pripremu 3,6-
dikloropirazin-2-karbonitrila (2). Spoj 2 dobiven je dodatkom natrijeva nitrita u kiselom
mediju, a spoj 22 zagrijavanjem u vodenoj otopini amonijaka te u idu¢em koraku uz prisutnost
POCIs i N,N-diizopropiletilamina (DIEA) nastaje 3,6-diklorpirazin-2-karbonitril (2). Kako
,,one-pot sinteza prethodi nastanku produkta u jednom koraku izvode se tri reakcije, a to su
zamjena Kklorovog atoma s fluorovim uz pomo¢ kalijeva fluorida u prisutnosti
tetrabutilamonijeva bromida (BusNBr), zatim hidroliza i aminoliza dodatkom vodikova
peroksida u prisutnosti bazi¢nog kalijeva karbonata te na kraju reakcija s natrijevim

hidrogenkarbonatom. Dobiveni produkt 1 izoliran je prekristalizacijom.
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Slika 10. Shematski prikaz sinteze favipiravira prema Liu®

Poucen sintezama prijasnjih znanstvenika, 2019. godine Guo uspijeva pronaci metodu

kojom bi proizvodnja favipiravira rezultirala velikim iskoristenjem pa time i bila isplativija.

Umjesto Stetnog reagensa kao sto je fosforil-klorid koristi blazi reagens diklormetan. Sinteza

pocinje s lako dostupnim 2-aminopirazinom (5) koji se regioselektivno klorira (23), a zatim

bromira dajuci spoj 24. U sljede¢em koraku na mjesto broma pomoc¢u Pd-katalizatora uvodi se

cijano-skupina (25), nakon Cega je radena diazotacija kao uvod u Sandmeyerovu reakciju

kloriranja ¢ime nastaje dikloropirazin-2-karbonitril (2). Slijedi zamjena klorovog atoma s
fluorovim reakcijom nukleofilne aromatske supstitucije koju prati hidroliticka reakcija i nastaje
spoj 18 ¢ijom hidrlizom nastaje spoj 26. Naposlijetku, u prisutnosti natrijeva karbonata i otopine

1,4-dioksana iz spoja 26 nastaje zeljeni produkt 1, kao $to je prikazano na slici 12, u iskoristenju

od 12-18 %.
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Slika 11. Shematski prikaz sinteze favipiravira prema Guo®
2.2.4. Industrijska sinteza favipiravira

Otkrivanje specificne molekule spoja koja ¢e imati trazeni bioloski u¢inak samo je jedan
dio slozenog procesa otkrivanja lijeka u $to je ukljuceno ispitivanje ucinkovitosti, sigurnosti i
stabilnosti spoja, sto je pak povezano s njegovim fizikalnim i kemijskim svojstvima. Na temelju
svega spomenutog utvrduje se koji ¢e nac¢in primjene lijeka imati Zeljeni terapeutski ucinak,
odnosno hoce li to biti, primjerice, intravenozno ili oralno uzimanje. Takva istraZivanja su
neophodna jer ulaskom molekule lijeka u organizam moze do¢i do kemijskih reakcija koje bi
ponistile njegovu djelotvornost ili StoviSe izazvale suprotni ucinak. Uz to treba unaprijed
razmatrati postoji li moguénost skladiStenja i transportiranja odabranog oblika lijeka. U
industrijskoj proizvodnji lijeka traze se sintetske metode koje ¢e biti izvedive i ekonomiéne za
proizvodnju lijeka u velikim koli¢inama i sa $to manjim troskovima. To znaci da od prvotnih
sinteza gdje spoj nastaje u koli¢inama mjerljivim u gramima, treba do¢i do metode dobivanja

tvari na skali od nekoliko stotina kilograma.
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Slika 12. Shematski prikaz sintetskih puteva dobivanja favipiravira iz meduprodukta

3,6-diklorpirazin-2-karbonitrila*

Zbog velikog broja metoda priprave favipiravira, od kojih neke ukljucuju velik broj
reakcijskih koraka, neprakti¢no je bilo optimizirati sve postupke. Zato su odabrane Cetiri sinteze
koje imaju isti meduprodukt 3,6-diklorpirazin-2-karbonitril (2) te su usporedena tri posljednja
koraka koji vode do favipiravira (slika 12). Prva je bila ranije opisana Guova sinteza u kojoj
nakon izolacije spoja 18 dolazi do hidrolize cijano-skupine s koncentriranom otopinom HCI te
nastaje spoj 26 i na kraju se dodatkom vodene otopinom NaHCO3, uvodi hidroksilna skupina.
Druga je Liuova sinteza iz 2017. godine, odnosno ,,one-pot* sinteza koja ukljucuje fluoriranje,
hidrolizu cijano-skupine i hidroksilaciju u jednoj reakcijskoj smjesi. U ovoj metodi 3,6-
diklorpirazin-2-karbonitril (2) nije izoliran, nego nakon dodatka acetata, slijedi dodavanje
dicikloheksilamina kako bi nastala dicikloheksilaminska sol 6-fluor-3-hidroksipirazin-2-
karbonitrila (2). Dobivena sol razdijeljena je izmedu vodene otopine NaOH i toluena kako bi

se uklonio dicikloheksilamin, nakon ¢ega slijedi hidroliza nitrila u vodenoj fazi s vodikovim
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peroksidom ¢ime je dobivena natrijeva sol favipiravira i u poslijednjem koraku je dodan HCI
za neutralizaciju.

Izolacija meduprodukta 2 kako bi ga se dobilo u ¢vrstome stanju je korak pri kojem se
iz reakcije gubi znacajna koli¢ina nastalog produkta, kao $to je to radeno u svim sintezama,
osim u Liuovoj ,,0ne-pot” sintezi. Zbog toga je ona rezultirala najveéim iskoriStenjem.
Medutim, takva sinteza moze rezultirati nastankom reakcijske smjese iz koje ¢e izolacija
kona¢nog produkta biti oteZana. Stoga je bolji pristup ekstrakcija meduprodukta 2 iz reakcijske
smjese i direktna upotreba istog za iducu reakciju bez dodatnih procis¢avanja koja su radena u
prijasnjim sintezama, pri ¢emu gubitak meduprodukta nije bio velik. Takav sintetski put
prikazan je na slici 13. Nakon fluoriranja s KF, meduprodukt 2 je ekstrahiran s toluenom ¢emu
je zatim dodana razrijedena vodena otopina NaOH $to je rezultiralo nastankom spoja 28 u
obliku natrijeve soli. Slijedi hidroliza nitrila pomo¢u vodikovog peroksida i neutralizacija
dodatkom klorovodi¢ne kiseline te nastaje produkt 1 velike Cistoc¢e (> 99 %). Ovaj postupak
nema nepotrebnih gubitaka meduprodukta 2 te koristi jeftinije reagense, a rezultira velikom
Cisto¢om kona¢nog produkta 1 zbog Cega nisu potrebni dodatni postupci prociS¢avanja.

Iskoristenje reakcije u tom sluéaju iznosi 43 %.!

Cl~__N.__CN F<_N._CN FioN. .CN F.__N.__CONH
WL e (X — L e L
N7 el DMSO NT > E N” “ONa 2) Hel N” “OH

) (18) (28) )

Slika 13. Shematski prikaz modificirane sinteze favipiravira®!

Unaprijedeni postupak sinteze favipiravira putem 3,6-diklorpirazin-2-karbonitrila (2) ne
razlikuje se drasti¢no od prijasnjih sinteza, ali male promjene na velikoj skali imaju puno veéi
utjecaj. lzbjegavanje postupka procis¢avanja meduprodukta 2, kao i koriStenje jeftinijih
reagensa doprinosi ekonomicnoj i jednostavnijoj sintezi favipiravira koja se moze prilagoditi

razli¢itim razmjerima.
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§ 3. METABOLIZAM FAVIPIRAVIRA

3.1. Upotreba i vaznost favipiravira

Influenca je akutna zarazna bolest diSnog sustava koju uzrokuju tri tipa RNK virusa influence,
tipovi A, B i C, a kolokvijalno je poznatija pod nazivom gripa. Svake godine tijekom jeseni i
zime u podru¢jima s umjerenom klimom virusi tipa A i tipa B predstavljali su potencijalnu
opasnost od nastanka epidemije, sto je pokrenulo interes za potragom antivirusnih lijekova koji
¢e suzbiti djelovanje virusa influence.

Favipravir je pokazao ucinkovitost protiv svih vrsta virusa influence, ukljucujuéi i vrste
otporne na inhibitore neuraminidaze.”® Op¢enito, antivirusni lijekovi trebaju imati odredene
karakteristike kao $to su primjerice djelovanje u ranom stadiju Zivotnog ciklusa virusa,
selektivnost i primjena na viSe vrsta virusa, a favipiravir zadovoljava sve uvjete. Taj spoj je
analog gvanina (slika 14) koji u svojoj strukturi sadrzi pirazinski prsten te se veze na virusnu
RNK-ovisnu RNK-polimerazu (RdRp) $to uzrokuje inhibiciju njezinog djelovanja. Mehanizam
djelovanje jo$ se uvijek istrazuje, ali postoji niz eksperimenata, opisanih u idu¢em odlomku,
koji su znatno pridonijeli boljem razumijevanju mehanizma. Utvrdeno je kako favipiravir
selektivno inhibira djelovanje RdRp influence, ali da isti u¢inka ima i na mnoge druge RNK
viruse.

U podrucju zapadne Afrike u periodu od 2014. do 2016. izbila je epidemija Ebola virusa,
te je od 28 616 zabiljezenih slucajeva zaraze njih 11 310 zavrsilo smréu. Kako cjepiva protiv
svih oblika Ebole jo$ nisu otkrivena, upotreba antivirusnih lijekova bila je i ostaje neizbjezna.
Zbog moguénosti suzbijanja teske virusne zaraze influencom, pokrece se interes za proSirenjem
primjene favipiravira i kre¢u ispitivanja njegove djelotvornost i kod ostalih RNK virusa, tako i
u borbi protiv Ebole. Medutim, klini¢ka ispitivanja u vrijeme epidemije nisu bila dovrSena te
favipiravir nije bio odobren kao lijek protiv virusa Ebole. Odredeno je da pacijenti smiju primiti
samo manju dozu od preporucene §to je Smanjilo u¢inkovitost favipiravira, ali svejedno se
pokazao djelotvornim u lijeCenju i olakSao podnoSenje simptoma ovog Cesto smrtonosnog

virusa. Istrazivanja favipiravira u lijeCenju zaraze Ebola virusom provode se i danas, a za sada
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sugeriraju da je preporuc¢ena doza lijeka sigurna za upotrebu i ucinkovita te primjena
favipiravira ostaje kao opcija u lije¢enju 0soba zarazenih Ebola virusom.*®

Tijekom niza godina, utvrdeno je da lijek zaista u¢inkovito sprjecava replikaciju mnogih
RNK virusa. Neki primjer skupina virusa koje je trenutno moguce tretirati favipiravirom su
arenavirusi i flavivirusi. Arenavirusi su uzrocnici stalnih infekcija glodavaca, koji te viruse
prenose na ljude, a najpoznatiji predstavnik ove skupine je virus groznice Lassa. Flavivirusi su
skupina virusa ¢iji su prenositelji ¢lankonosci, a najpoznatiji predstavnik je virus zute groznice,
est u zemljama Juzne Amerike.'?

Krajem prosinca 2019. godine u Wuhanu u Kini izbila je epidemija novog koronavirusa
nazvanog teSki akutni respiratorni sindrom koronavirus 2 (engl. Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2). Ve¢ do ozujka 2020. godine virusna zaraza proSirila
se svijetom te je proglasena globalna pandemija. Istrazivanja lijekova i cjepiva protiv SARS-
CoV-2 odvijala su se izvanrednom brzinom kako bi se §to prije rijesila pandemija. Kako SARS-
CoV-2 pripada skupini RNK virusa, favipiravir ponovno postaje predmet mnogih istrazivanja.
Klini¢ka istrazivanja djelomi¢no su se pokazala uspjesnima jer je doslo do poboljsanja
opéenitog stanja pacijenata, ali nije bilo zna¢ajnog u¢inka na uklanjanje virusa.!’ Rusija, Japan,
Saudijska Arabiji i jo§ nekoliko drzava je unato¢ tome nastavilo koristiti ovaj lijek kod blazih
slu¢ajeva oboljenja od virusa jer ne izaziva veée nuspojave, medutim nije koriSten kod trudnica

zbog mogude teratogenosti.'®

3.2. Istrazivanje mehanizma djelovanja favipiravira

Kako bi se razjasnio mehanizam djelovanja favipiravira, prvo je trebalo eksperimentalno
potvrditi u kojoj fazi ciklusa Zivota RNK virusa lijek djeluje. Pokus je izveden na nacin da su
stanice zaraZene virusom influence tretirane favipiravirom u razli¢ito vrijeme Zivotnog ciklusa
virusa te je nakon deset sati izmjerena koli¢ina virusa u svakom eksperimentu. Ustanovljeno je
da je favipiravir u¢inkovit jedino ako se dodaje za vrijeme replikacije virusa te da nema
nikakvog uéinka ni na jednu drugu fazu, sto je bio jasni indikator da favipiravir djeluje na

replikaciju virusa.
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Ranije je spomenuta strukturna sli¢nost purinske baze gvanina s favipiravirom (slika
14), a kako bi se vidjelo ima li ta sli¢nost poveznice s mehanizom djelovanja izveden je pokus®?
u kojem je dodano prvo deset puta viSe purinskih baza, a u idu¢em pokusu isto toliko
pirimidinskih. U pokusima je uo¢eno da samo dodatak viska purinskih baza smanjuje
inhibicijsko djelovanje favipiravira zbog kompeticije za vezanjem na RdRp. Time je potvrdeno

da favipiravir na neki na¢in djeluje kao pseudo-purinska baza.

0

o
Fe N N NH
T B
N
NP oH N” NH,

H
(a) (b)

Slika 14. Strukturne formule molekula favipiravira (a) i gvanina (b)

U nastavku istrazivanja ekstrahirani su stani¢ni metaboliti djelovanja favipiravira iz
Madin-Darby pse¢ih stanica bubrega (Madin-Darby canine kidney, MDCK), model stani¢nih
linija sisavaca koje se koriste u biomedicinskim istrazivanjima, te su razdvojeni pomocu
tekucinske  kromatografije visoke djelotvornosti  (engl. high-performance liquid
chromatography, HPLC). Pronadeni su metaboliti ribofuranozil-5'-trifosfat (RTP), favipiravir-
ribofuranoza i favipiravir-ribofuranozil-5-monofosfat (favipiravir-RMP), a pretvorba
favipiravira u navedene metabolite odvija se prije ulaska u zaraZenu stanicu, odnosno u
izvanstani¢nom tkivu (slika 15). Zatim su izvedena mjerenja ugradivanja 3P oznadenog
gvanozin-trifosfat (GTP-a) u RNK-polimerazu virusa influence u prisutnosti razlicite koli¢ine
sintetiziranog favipiravir-RTP. Otkriveno je da favipiravir-RTP ve¢ pri nanomolarnim i
mikromolarnim koncentracijama inhibira djelovanje RNK-polimeraze. Isti pokus izveden jei s
drugim metabolitima favipiravira, odnosno favipiravir-RMP i favipiravir-ribofuranozom, ali
utjecaja na polimeraznu aktivnost ni u kojoj od ispitanih koncentraciji nije bilo. Time je
ustanovljeno kako favipiravir djeluje kao prolijek koji fosforilacijom prelazi u aktivnu formu,
favipiravir-RTP, te kao takav inhibira replikaciju virusa na nacin da ga polimeraza zamijeni za
GTP te ga ugradi u novonastalu virusnu RNK. Druga mogucénost je da se favipiravir-RTP veze
za domenu polimeraze i time onemogucuje polimerazi da ugraduje nove nukleotide koji su
kljucni za replikaciju i transkripciju virusne RNK. Kasnije provedena in vitro istrazivanja isla

su u korist prve teorije te je dokazano kako polimeraza zaista moze greSkom umjesto GTP
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ugraditi favipiravir-GTP. Potvrda za to bila je letalna mutageneza uzrokovana ugradnjom

favipiravir-RTP na genomu virusa influence koja je rezultirala smanjenjem replikacije virusa
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Slika 15. Shematski prikaz postupka pretvorbe prolijeka favipiravira

u aktivni oblik favipiravir-RTP®

Nacin na koji favipiravir inhibira RdRp wvaljalo je detaljnije istraziti, stoga su
napravljena jos dva istrazivanja. Jedno istraZivanje vodio je znanstvenik Jin,'? koji je sa svojim
timom konstruirao RNK predlozak koji formira tzv. ukosnicu, odnosno strukturu vaznu za
replikaciju RNK virusa. Tako konstruirana RNK dodana je kompleksu RNK-polimeraze, u
prisutnosti favipiravir-RTP. Promatran je utjecaj ugradnje favipiravir-RTP u novonastali lanac
u fazi elongacije. Uoceno je da se ugradnjom jedne molekule favipiravira djelomi¢no zaustavlja
produljenje lanca, a ugradnjom vise molekula dolazi do potpunog sprjecavanja produljenja
RNK lanca. Drugo istrazivanje vodili su Sangawa i njegovi suradnici*? koji su proucavali fazu
inicijacije transkripcije koju provodi takoder RNK-polimeraza te utvrdili da se ugradnjom samo
jedne molekule favipiravir-RTP zaustavlja daljnje produljenje lanca, S§to objasnjava
djelotvornost favipiravira pri izrazito malim koncentracijama.

Da bi se proucila selektivnost djelovanja lijeka proveden je pokus kojim se Zeljelo
usporediti djelovanje lijeka na stanice domacina i virusa. S jedne strane ispitivano je djelovanje

na ljudsku RNK i DNK-polimerazu, a s druge strane na virusnu. Ve¢ pri polovici inhibicijske
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koncentracije dolazi do inhibicije aktivnosti virusne polimeraze, dok kod ljudskih polimeraza
inhibicija od 50 % nije bila uo¢ena ni pri dodatku puno veée koncentracije favipiravir-RTP.
Zakljuceno je da je favipiravir 2,650 puta vise selektivan prema virusnoj polimerazi nego prema
bilo kojem enzimu iz ljudskog organizma. Mehanizam djelovanja shematski je prikazan naslici
16.12
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Slika 16. Shematski prikaz unutarstani¢ne pretvorbe i mehanizma djelovanja

prolijeka favipiravira koji inhibira replikaciju virusa®®
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§ 4. ZAKLJUCAK

Favipiravir je antivirusni lijek koji se od 2014. koristi pri lijecenju tezih oblika infekcije
virusom influence. Njegov mehanizam antivirusnog djelovanja, koji proizlazi iz aktivnog
oblika molekule favipiravir-RTP, temelji se na inhibiciji djelovanja virusne RdRp, odnosno
sprjecavanju replikacije i uzrokovanju mutacije na virusnom genomu, ¢ime se U konacnici
onemogucéuje nastajanje novih aktivnih virusa u stanici domacina. Ispitivan je i ucinak
favipiravira pri lije¢enju SARS-CoV-2, a rezultati su pokazali kako je ucinkovit jedino pri
lakSim oblicima bolesti. Sinteza favipiravira moguca je iz razli¢itih po¢etnih molekula te
najcesce ukljucuje nastajanje 3,6-diklorpirazin-2-karbonitrila kao meduprodukta. Sinteze se
veéinom sastoje od uobicajnih lako provedivih organskih reakcija, kao $to su esterifikacija i
amidacija, medutim kod neizbjeznih reakcija fluoriranja i kloriranja ¢esto su potrebni reagensi
koji nisu u skladu s konceptima zelene kemije. Novije metode nastoje izbjeci skupe i Stetne
reagense te povecati iskoristenje reakcija, ali trenutno niti jedna sinteza nije posebno istaknuta
kao najisplativija. Zbog toga se i dalje istrazuju novi sintetski putevi dobivanja favipiravira,
koji bi pospjesili njegovu proizvodnju na ve¢im skalama i tako omogucili ve¢u dostupnost ovog

multifunkcionalnog lijeka.
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