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ES 2292 625 T3

DESCRIPCION

Polisacdridos con actividad antitrombdtica que comprenden al menos un enlace covalente con la biotina o un
derivado de la biotina.

La presente invencién se refiere a nuevos oligo- y polisacédridos de sintesis que presentan al menos un enlace
covalente con biotina o un derivado de la biotina y que poseen las actividades farmacoldgicas anticoagulantes y anti-
trombdticas de la heparina.

La heparina cataliza, especialmente mediante la antitrombina III (AT III), la inhibicién de dos enzimas que inter-
vienen en la reaccién de coagulacién de la sangre, es decir, el factor Xa y el factor Ila (o trombina). Las preparaciones
de heparinas de bajo peso molecular (HBPM), contienen las cadenas formadas por 4 a 30 monosacéridos y tienen la
propiedad de actuar mds selectivamente sobre el factor Xa que sobre la trombina.

Se sabe que la inhibicion del factor Xa requiere la fijacion de la heparina sobre la AT III mediante el dominio del
enlace con la antitrombina (Dominio-A) y que la inhibicién del factor Ila (trombina) requiere la fijacién a la AT III,
mediante el Dominio-A, asi como a la trombina mediante un dominio de enlace menos bien definido (Dominio-T).

Son conocidos los oligosacaridos de sintesis que corresponden al dominio Dominio-A de la heparina. Se describen
por ejemplo en las patentes europeas EP 84999 y EP 529715, la solicitud de patente internacional publicada niimero
WO 99/36428 y la publicacién Bioorg.

Med. Chem. 1.998, 6,1.509-1.516. Estos oligosacaridos de sintesis tienen la propiedad de inhibir selectivamente
mediante la antitrombina III, el factor Xa de la coagulacién sin ninguna actividad sobre la trombina. Manifiestan
actividad antitrombdtica en la trombosis venosa.

Se han descrito oligosacaridos de sintesis capaces de inhibir la trombina y el factor Xa mediante la activacién de
la AT III, en las solicitudes de patente internacionales publicadas nimeros WO 98/03554 y WO 99/36443.

En estas solicitudes de patente se describen nuevos derivados polisacaridicos sulfatados y alquilados biolégicamen-
te activos. Son en particular anticoagulantes y antitrombéticos. Se ha demostrado en particular que estos polisacaridos
sulfatados y alquilados pueden ser poderosos antitrombdéticos y anticoagulantes segtn la disposicion de los grupos
alquilo y los grupos sulfato soportados por la cadena glucidica. De manera mds general, se ha encontrado que por
realizacion de secuencias polisacaridicas es posible modular con precision las actividades de tipo GAGs para obtener
productos muy activos que presenten las propiedades farmacoldgicas anticoagulantes y antitrombdéticas de 1a heparina.
Con respecto a la heparina, presentan la ventaja de tener una estructura determinada y de no reaccionar con el factor 4
plaquetario, causa de los efectos trombocitopeniantes de la heparina.

Sin embargo, se puede comprobar que el uso en terapéutica humana de ciertos productos descritos en las solicitudes
de patente internacionales publicadas nimeros WO 98/03554 y WO 99/36443 y en la patente europea EP 529715
puede ser delicado, en particular si estos productos poseen una semivida larga. En el campo de la prevencién o del
tratamiento de la trombosis con los productos anteriores, se debe restablecer o mantener la fluidez de la sangre mientras
se evita provocar una hemorragia.

Se sabe bien en efecto que por una causa accidental cualquiera, se puede desencadenar una hemorragia en un
paciente bajo tratamiento. Se puede necesitar igualmente intervenir quirirgicamente a un enfermo en tratamiento
antitromboético. Ademads, durante ciertos actos quirtirgicos, se pueden utilizar anticoagulantes en dosis importantes
para impedir la coagulacion de la sangre y es necesario neutralizarlos al final de la intervencion. Es interesante pues
tener agentes antitrombdticos neutralizables para detener la actividad anticoagulante en cualquier momento. O, los
oligosacaridos de sintesis conocidos, descritos anteriormente, no se pueden neutralizar ficilmente por los antidotos
conocidos de la heparina o de las HBPM, incluido el sulfato de protamina.

La presente invencidn se refiere a nuevos polisacdridos de sintesis, de estructura préxima a la de los compuestos
descritos en las solicitudes de patente internacionales publicadas nimeros WO 98/03554 y WO 99/36443 y en la
patente europea EP 529715: las estructuras de los oligosacdridos de sintesis objeto de la invencién se modifican
en el sentido que presenten un enlace covalente con la biotina (4dcido hexahidro-2-oxo-/H-tieno[3.4-d]imidazol-4-
pentanoico) o con un derivado de la biotina. De manera sorprendente, parece ser que la introduccién de biotina o de un
derivado de la biotina no modifica la actividad farmacoldgica de los polisacaridos. En efecto, los nuevos polisacaridos,
objeto de la invencion, presentan una actividad antitrombética comparable con la de los oligosacaridos de la técnica
anterior. Pero poseen ademds la ventaja de poder ser neutralizados rdpidamente por un antidoto especifico, en situacioén
de urgencia. Este antidoto especifico es la avidina (The Merck Index, Duodécima Edicién, 1.996, M.N. 920, paginas
151-152) o la estreptavidina, dos protefnas tetrdmeras de masas respectivas iguales a aproximadamente 66.000 y
60.000 Da, que poseen una afinidad muy fuerte por la biotina.

De manera general, la invencion se refiere a los polisacaridos sintéticos con actividad antitrombdtica que presentan
al menos un enlace covalente con la biotina o un derivado de la biotina.
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Como derivado de la biotina, se pueden citar los derivados de la biotina indicados en el catdlogo Pierce 1.999-
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2.000 péginas 62 a 81, por ejemplo el 6-biotinamidohexanoato,
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O

En particular, la presente invencion tiene por objeto los polisacaridos de féormula (I):

Ri
<§</o;~.1_o Pe

R, R

n

(1)
en la que:

- el trazo ondulado representa un enlace situado bien por debajo o por arriba del plano del anillo pirandsico,

R

o

f&ﬁ o (PO)
Ry n

Po representa un polisacdrido, que contiene n unidades monosacdridas idénticas o diferentes, unidas por su carbono
anomérico a Pe,

es una representacion esquematica de una unidad monosacdarida con estructura pirandsica elegida entre hexosas, pen-
tosas y los desoxiazicares correspondientes, estando unida esta unidad por su carbono anomérico a otra unidad mo-
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nosacdrida y estando sustituidos los grupos hidroxi de esta unidad por grupos R, idénticos o diferentes, siendo R, tal
como se define a continuacion,

- Pe representa un pentasacdrido de estructura:

R R Rj R, ‘00C R R s\oa

1 LYY R, 0 3 o) 0 R;

o (Pe)

o© coo 0 Ogp o O o

/ 7 . ! R,
SO, SO, S0, ]

- hesigualal62,

- nes un nimero entero y puede tener cualquier valor de 0 a 25,

- R, representa la agrupacién -T-Biot, un grupo alcoxi (C,-Cs) 0 un grupo -OSO;",

- R, representa la agrupacién -T-Biot, un grupo alcoxi (C,-Cs) 0 un grupo -OSO;",

- R; representa la agrupacién -T-Biot, un grupo alcoxi (C,;-Cy),

- R, representa la agrupacién -T-Biot, un grupo alcoxi (C;-C¢) o un grupo -OSO;~ o bien R, constituye un
puente -O-CH,-, estando unido el grupo -CH,-al dtomo de carbono portador de la funcién carboxilica en el
mismo ciclo; entendiéndose que al menos uno de los sustituyentes R;, R,, R; o R, representa un grupo -T-
Biot,

- W representa un dtomo de oxigeno o un grupo metileno,

- T representa una de las secuencias elegida entre: NH,

0
NH
NH CHji

J\[.qwr["%\

en las que j y k, idénticas o diferentes, son nimeros enteros que pueden ser cualquier valor de 1 a 10;

- Biot representa el grupo:

]
-—ICI—(CHz).
o)
HN\”/NH
o]

asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

Como se indicé anteriormente, se observard de manera general en la presente descripcién que un trazo ondulado
representa un enlace situado, bien por debajo o por encima del plano del ciclo pirandsico.

Los monosacaridos contenidos en Po pueden ser idénticos o diferentes entre si, pudiendo ser los enlaces intergli-
cosidicos del tipo @ 0 .
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Estos monosacaridos se eligen ventajosamente entre las hexosas D o L: alosa, altrosa, glucosa, manosa, galosa,
idosa, galactosa, talosa (en este caso h = 2) o entre las pentosas D o L: ribosa, arabinosa, xilosa, lixosa (en este caso h
=2). Se pueden utilizar igualmente otros monosacaridos tales como por ejemplo los desoxiaziicares (h = 1 y/o -CH,R;

La parte polisacarida Po puede estar constituida por 0 a 25 unidades monosacdridas alquiladas y di-o trisulfatadas.

La parte polisacarida Po puede estar constituida igualmente por 0 a 25 unidades monosacaridas alquiladas y mono-
o disulfatadas.

La parte polisacdrida Po puede estar constituida por 0 a 25 unidades monosacéridas alquiladas no cargadas y/o
parcialmente cargadas y/o totalmente cargadas.

Las unidades cargadas o no cargadas pueden estar dispersadas a lo largo de la cadena o por el contrario pueden
estar agrupadas en dominios sacdridos cargados o no cargados.

Los enlaces entre las unidades pueden ser 1,2; 1,3; 1,4; 1,5; 1,6 y del tipo @ 0 .

En la presente descripcion, se ha elegido representar las conformaciones 'C, para el 4cido L-idurénico, *C; para
el acido D-glucurénico, pero se tiene que destacar que de una manera general, la conformacién en disolucién de las
unidades monosacaridas es fluctuante.

Asi, el 4cido L-idurénico puede tener la conformacion 'C, %S, 0 *C,.

Segtin uno de sus aspectos, la invencion se refiere a los polisacaridos de férmula (I.1):

B R, R, ] R,
o o N0
3.5%?;%0 v\’A‘»,)Pv\"*o Pe

T @, ®), |
it
— m
(1.1)
en los que:
[N LNy R
0O 0
R.S%\ o\ o
(R‘l)h r (R1)u (Rv)n o
L S s

representa una familia particular de polisacaridos Po, unidos por su carbono anomérico a Pe tal como se define
para (I),

es tal como se define para (I),

- los grupos R; son tal como se define para (I) y, para un mismo monosacarido, pueden ser idénticos o
diferentes,
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- el monosacdrido contenido en [ ], se repite m veces, el monosacarido contenido en [ ], se repite t veces, el
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monosacérido contenido en [ ], se repite p veces,

- m es un nimero entero que varia de 1 a 5, t es un niimero entero que varia de 0 a 24 y p es un niimero entero

que varia de 0 a 24, entendiéndose que 1 < m+t+p < 25,

asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

Entre estos polisacdridos de férmula (I.1), los polisacdridos en los que uno solo de los sustituyentes R;, R,, R; o
R, representa la agrupacioén T-Biot, siendo T y Biot tal como se define para (I), asi como sus sales farmacéuticamente

aceptables, constituyen otro aspecto de la invencion.

Segin un aspecto particular, la invencidn se refiere a los hexadecasacaridos de férmula (1.2):

0,5+
%o

xV/*EO

en los que:

SO,

(12)

- T representa una de las secuencias elegida entre: NH,

- Biot representa el grupo:

(o]
NH
NH CHjj

)
NH/lK[CHj' ‘n\g/{m’]x\uu

en las que j y k, idénticas o diferentes, son nimeros enteros que pueden ser cualquier valor de 1 a 10;

S
—ﬁ— (CH,)z
(0]
HN\[rNH
(0]

- Pe representa un pentasacdrido de estructura:

RN

so,

0

o coo

3

SO,’

3\
0o R;

(Pe)
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en la que:
- R; representa un grupo alcoxi (C;-Cs) 0 un grupo -OSO;",
- R, representa un grupo alcoxi (C,;-C¢) o un grupo -OSO;",
- R; representa un grupo alcoxi (C,-Cy),

- R, representa un grupo alcoxi (C;-Cy) o un grupo -OSO;~ o bien R, constituye un puente -O-CH,-, estando
unido el grupo -CH,-al atomo de carbono portador de la funcién carboxilica en el mismo ciclo,

- W representa un atomo de oxigeno o un grupo metileno,
asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

Segtn otro de sus aspectos, la invencion se refiere a los pentasacaridos de férmula (1.3):

"%Si?coo . oggﬁ/zéj% (L3)

so,‘

en los que Ry, R,, R;, R, y W son tal como se defini6 para (I), asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

Entre estos pentasacdridos de férmula (1.3), los pentasacéridos en los que uno solo de los sustituyentes R;, R,, R; o
R, representa la agrupacién -T-Biot, siendo T y Biot tal como se defini6 para (I), asi como sus sales farmacéuticamente
aceptables, constituyen otro aspecto de la invencion.

Entre estos pentasacaridos de férmula (1.3), la invencidn tiene igualmente por objeto los pentasacaridos de férmula
(1.4):

Blot
@7 é//e\ %‘%’ (1.4)
0 0 coo o o 00
SO; 0,
en la que:
- T representa una de las secuencias elegida entre: NH,
o]
NH
NH Cl*lj'I
0

i c“’]\nu
NH cu;]' ] k
0

en las que j y k, idénticas o diferentes, son nimero enteros que pueden ser cualquier valor de 1 a 10;
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Biot representa el grupo:

—C_(CH2)4

HN\[(NH
(0]

R, representa un grupo alcoxi (C;-C¢) 0 un grupo -OSO;™,

R, representa un grupo alcoxi (C;-C¢) 0 un grupo -OSO;™,

R; representa un grupo alcoxi (C,-Cg),

R, representa un grupo alcoxi (C,-Cg) 0 un grupo -OSO;~ o bien R, constituye un puente -O-CH,-, estando
unido el grupo -CH,-al dtomo de carbono portador de la funcién carboxilica en el mismo ciclo,

W representa un 4tomo de oxigeno o un grupo metileno, asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

Segtin otro de sus aspectos, la invencion se refiere a los siguientes polisacdridos:

Sal de sodio de metil(2,3,4,6-tetra-O-sufonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-3-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-biotinamido-6-desoxi-2,3-di-
O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri- O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6-tri- O-metil-a-
D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-metil-3-D-glucopiranosil)-(1—4)];-(6-O-sulfonato-2,3-di-O-me-
til-a@-D-glucopiranosil)-(1—4)-(4cido 2,3-di-O-metil-8-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sul-
fonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(4acido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sul-
fonato-a-D-glucopiranésido,

Sal de sodio de metil(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-
D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-[6-(biotinamidohexamido)
hexamido]-6-desoxi-2,3-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri- O-metil-8-D-glucopiranosil)-
(1—-4)-[(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-metil-3-D-glucopiranosil)-(1—4)];-
(6-O-sulfonato-2,3-di-O-metil-@-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-3-D-glucopiranosiluré-
nico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(4cido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilu-
rénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranésido,

Sal de sodio de metil(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-3-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(6-[6-(6-biotanamidohexamido)
hexamido]-6-desoxi-2,3-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri- O-metil-8-D-glucopiranosil)-
(1-4)-[(2,3,6-tri-O-metil-@-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-metil-8-D-glucopiranosil)-(1—4)];-
(6-O-sulfonato-2,3-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(acido 2,3-di-O-metil-8-D-glucopiranosiluré-
nico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(acido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilu-
rénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranésido,

Sal de sodio de metil(2-biotinamido-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-
(dcido  2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri- O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-
(1-4)-(4cido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranésido,

Sal de sodio de metil(2-[N-(6-biotinamido hexanoil)]-2-desoxi-3,4-di-O-metil)-6-O-sulfonato-a-D-gluco-
piranosil)-(1—4)-(4cido 2,3-di-O-metil-8-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(4cido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-
glucopirandsido,

Sal de sodio de metil(2-[6-(6-biotinamidohexamido) hexamido]-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-O-sulfonato-a-
D-glucopiranosil)-(1—4)-(4cido 2,3-di-O-metil-8-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-
a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-
a-D-glucopiranésido.

La invencién incluye los polisacaridos en su forma acida o en la forma de una cualquiera de sus sales farma-
céuticamente aceptables. En la forma &cida, las funciones -COO~ y -SO; estdn respectivamente en forma -COOH y

-SO;H.
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Se entiende por sal farmacéuticamente aceptable de los polisacdridos de la invencién, un polisacarido en el que
una o varias de las funciones -COO-o0/y -SO;~ estdn unidas de manera iénica a un catién farmacéuticamente aceptable.
Las sales preferidas segtin la invencién son aquéllas en las que el catién se elige entre los cationes de metales alcalinos
y més preferiblemente atin aquéllas en las que el catién es Na* o K*.

Los compuestos de la férmula (I) anterior comprenden igualmente aquéllos en los que uno o varios dtomos de
hidr6geno o de carbono se han reemplazado con su isétopo radiactivo por ejemplo el tritio o el carbono-14. De
los compuestos sefialados son ttiles en los trabajos de investigacién, metabolismo o farmacocinética en los ensayos
bioquimicos como ligandos.

En su principio el procedimiento de preparacion de los compuestos segtin la invencion utiliza sintones de base di-
u oligosacaridica preparados como se indicé anteriormente en la bibliografia. Se referird especialmente a las patentes
o solicitudes de patente europeas EP 300099, EP 529715, EP 621282 y EP 649854 asi como a los documentos C.
van Boeckel, M Petitou, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1.993, 32, 1.671-1.690. Estos sintones se acoplan a continua-
cién unos con otros de manera que se proporcione un equivalente totalmente protegido de un polisacdrido segtn la
invencién. Este equivalente protegido se transforma a continuacién en un compuesto segun la invencion.

Uno de los sintones de base evocados anteriormente contiene una funcién protegida particular que permite la
introduccién ulterior de la biotina o de un derivado de biotina, por ejemplo, una funcién amina latente en forma de
grupo azido o protegida en forma de N-ftalimido.

En las reacciones de acoplamiento evocadas anteriormente, un di-u oligosacdrido “donador”, activado en su car-
bono anomérico, se hace reaccionar con un di-u oligosacarido “aceptor”, que posea un hidroxilo libre.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacién de los compuestos de férmula (I) caracteri-
zados porque: en una primera etapa, se sintetiza un equivalente completamente protegido del polisacérido (I) deseado,
que contiene un precursor protegido del dominio Pe prolongado en su extremo no reductor por un precursor protegi-
do del polisacarido sulfatado Po, uno de estos precursores contiene especialmente una funcién amina razonablemente
protegida por la introduccién ulterior de la biotina o de un derivado de biotina; en una segunda etapa, se introducen y/o
se desenmascaran los grupos cargados negativamente; en una tercera etapa, se desprotege la funcién amina, después
se introduce la biotina o el derivado de biotina.

La sintesis de Pe se realiza segtin los métodos descritos, en particular en las solicitudes de patente internacionales
publicadas nimeros W098/03554 y W099/36443 asi como en la bibliografia (citada anteriormente).

La sintesis de la parte polisacaridica precursora de Po se realiza segtin las reacciones bien conocidas por el experto
en la materia, utilizando los métodos de la sintesis de oligosacaridos (G. J. Boons, Tetrahedron, 1.996, 52, 1.095-
1.121, la patente internacional W0O98/03554 y la patente internacional W099/36443) o un oligosacarido cuando un
oligosacarido donador de enlace glicosidico estd acoplado con un oligosacdrido receptor de enlace glicosidico pa-
ra conducir a otro oligosacarido cuyo tamaiio es igual a la suma de los tamafios de las dos especies reactivas. Esta
secuencia se repite hasta la obtencién del compuesto de formula (I) deseado. La naturaleza y el perfil de la carga
del compuesto final deseado determinan la naturaleza de las entidades quimicas utilizadas en las diferentes etapas
de la sintesis, segin las reglas bien conocidas por los expertos en la materia. Se podrd hacer referencia por ejem-
plo a C. van Boeckel, M. Petitou, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1.993, 32, 1.671-1.690 o también a H. Paulsen,
“Advances in selective chemical syntheses of complex oligosaccharides” Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 21, 155-173
(1.982).

Los compuestos de la invencidn se obtienen a partir de sus precursores polisacaridicos protegidos completamente
utilizando la siguiente secuencia de reacciones:

las funciones alcohol que deben ser transformadas en un grupo O-sulfo y los 4cidos carboxilicos son des-
protegidos por la eliminacién de los grupos protectores utilizados durante la elaboracidon del esqueleto
después,

- se introducen los grupos sulfo a continuacidn,

se desprotege la funcién amina que permite introducir la biotina o el derivado de biotina,

la biotina o el derivado de biotina se introduce por una reaccién cldsica de acoplamiento amino/4cido.

Los compuestos de la invencion se pueden preparar naturalmente utilizando diferentes estrategias conocidas por el
experto en la materia de la sintesis de los oligosacaridos.

El procedimiento descrito anteriormente es el procedimiento preferido de la invencién. Sin embargo, los compues-
tos de formula (I) se pueden preparar por otros métodos bien conocidos de la quimica de los aziicares descritos por
ejemplo en Monosaccharides, Their chemistry and their roles in natural products, P. M. Collins y R. J. Ferrier, J. Wiley
& Sons, 1.995 y en G. J. Boons, Tetrahedron, 1.996, 52, 1.095-1.121.
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Los pentasacaridos Pe se pueden obtener pues a partir de sintones disacaridicos de la manera descrita en la publi-
cacion de C. van Boeckel, M. Petitou, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1.993, 32, 1.671-1.690.

Los grupos protectores utilizados en el procedimiento de preparacién de los compuestos (I) son los utilizados
comunmente en la quimica de los azicares, por ejemplo en Protective Groups in Organic Synthesis, TW Greene, John
Wiley & sons, Nueva York, 1.981.

Los grupos protectores se eligen ventajosamente, por ejemplo entre los grupos: acetilos, halogenometilos, benzoi-
los, levulinilos, bencilos, bencilos sustituidos, tritilos eventualmente sustituidos, tetrahidropiranilos, alilos, pentenilos,
terc-butildimetilsililos (tBDMS) o trimetilsililetilos.

Los grupos activadores son los utilizados cldsicamente en la quimica de los aztcares segtin por ejemplo G. J. Boons,
Tetrahedron, 1.996, 52, 1.095-1.121. Estos grupos activadores se eligen, por ejemplo, entre: imidatos, tioglicésidos,
pentenilglicésidos, xantatos, fosfitos o halogenuros.

En lo que se refiere a la manera en que se une la biotina al oligosacarido asi como la naturaleza del derivado de
biotina, la bibliografia quimica ofrece otras posibilidades que es posible emplear por los juegos de grupos protectores
bien conocidos por el experto en la materia. Se utilizard preferentemente una funcién amina o incluso una funcién
tiol o incluso una funcién 4cido carboxilico o incluso una funcién aldehido que le haré reaccionar con un derivado de
biotina que conste de un grupo reactivo del tipo éster activado, maleimida, yodoacetilo o amina primaria, haciéndose
la reaccion en las condiciones descritas en la bibliografia (cf. Savage er al., Avidin-Biotin Chemistry: A Handbook,
Pierce Chemical Company, 1.992).

El procedimiento descrito anteriormente permite obtener los compuestos de la invencién en forma de sales. Para
obtener los acidos correspondientes, se ponen en contacto los compuestos de la invencién en forma de sales, con una
resina de intercambio de cationes en forma 4cida.

Los compuestos de la invencién en forma de dcidos se pueden neutralizar a continuacién por una base para obtener
la sal deseada. Para la preparacién de las sales de los compuestos de féormula (I), se puede utilizar cualquier base
mineral u orgénica, que proporcione con los compuestos de férmula (I), sales farmacéuticamente aceptables. Se utiliza
preferentemente como base el hidréxido de sodio, potasio, calcio o magnesio. Las sales de sodio y de calcio de los
compuestos de férmula (I), son las sales preferidas.

Los compuestos segin la invencion han sido objeto de estudios bioquimicos y farmacolégicos.

Se ha estudiado la actividad antitrombética global de estos productos y su neutralizacién, en un modelo de trom-
bosis venosa constituido por una inyeccién de factor tisular seguido por una estasis de la vena cava en ratas, tal como
se describe por J.-M. Herbert et al., Blood, 1.998, 91, 4.197-4.205. En este modelo, se obtiene una inhibicién del 60%
de la trombosis después de la inyeccion intravenosa de 0,1 a 30 mmoles/kg de los compuestos.

La inyeccién de avidina en una relacién molar de 1 a 1.000 reduce enormemente el efecto antitrombético de
estos compuestos, pudiendo ser la reduccién obtenida superior al 50%. Paralelamente, la actividad prohemorragica
de los compuestos se neutraliza por inyeccion de avidina en las dosis citadas previamente. Igualmente, la actividad
circulante de los oligosacdridos, medida por la actividad anti-Xa y/o la actividad anti-Ila, se neutraliza por inyeccién de
avidina.

Asi, la presente invencidn tiene por objeto igualmente un procedimiento que emplea avidina o estreptavidina ca-
racterizado porque permite neutralizar los polisacaridos segun la invencién. Se puede utilizar avidina o estreptavidina
para la preparacion de medicamentos destinados a neutralizar los polisacédridos segtin la presente invencion.

Gracias a su actividad bioquimica y farmacéutica, los oligosacéridos de la presente invencién constituyen medica-
mentos muy interesantes. Su toxicidad es perfectamente compatible con esta utilizacién. Son igualmente muy estables
y son pues particularmente apropiados para constituir el principio activo de las especialidades farmacéuticas.

Se pueden utilizar en diversas patologias consecutivas con una modificacién de la homeostasis del sistema de la
coagulacién que aparecerd en particular durante los trastornos del sistema cardiovascular y cerebrovascular como los
trastornos tromboembodlicos asociados con la ateroesclerosis y la diabetes tales como: angina inestable, ataque cere-
bral, reestenosis después de angioplastia, endarterectomia, la colocacién de prétesis endovasculares o los trastornos
tromboembodlicos asociados con la retrombosis después de la trombolisis, infarto, demencia de origen isquémico, en-
fermedades arteriales periféricas, hemodidlisis, fibrilaciones auriculares o incluso durante la utilizacién de prétesis
vasculares de puentes aortocoronarios.

Se pueden utilizar estos productos por otro lado para el tratamiento o la prevencién de patologias tromboembdlicas
de origen venoso tales como las embolias pulmonares. Se pueden utilizar o para prevenir o para tratar las compli-
caciones trombdticas observadas por ejemplo después de operaciones quirdrgicas, desarrollos tumorales o desajustes
de la coagulacién, inducidas por activadores bacterianos, viricos o enzimaticos. En el caso de su utilizacién durante
la colocacion de proétesis, los compuestos de la presente invencién pueden recubrir las prétesis y hacerlas asi hemo-
compatibles. En particular, se pueden fijar a proétesis intravasculares (endoprotesis). En este caso, se pueden modificar
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quimicamente eventualmente por introduccién en el extremo no reductor o reductor de un brazo apropiado, como se
describe segun la patente europea EP 649854.

Los compuestos de la presente invencion se pueden utilizar igualmente como adyuvantes durante la endarterecto-
mia realizada con globos porosos.

Los compuestos segun la invencion se pueden utilizar para la preparacién de medicamentos destinados a tratar las
enfermedades anteriores.

Segtin otro de sus aspectos, la presente invencidn tiene pues por objeto una composicién farmacéutica que contiene
como principio activo, un polisacdrido de sintesis segiin la invencién o una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
eventualmente en asociacién con uno o varios excipientes inertes y apropiados.

Dichos excipientes se eligen segun la forma farmacéutica y el modo de administracién deseados: oral, sublingual,
subcutdneo, intramuscular, intravenoso, transdérmico, transmucoso, local o rectal.

El principio activo se puede presentar igualmente en forma de complejo con una ciclodextrina, por ejemplo a, S 0
vy ciclodextrina, 2-hidroxipropil-S-ciclodextrina o metil-g8-ciclodextrina.

Se puede liberar el principio activo igualmente por un globo que lo contenga o por un extensor endovascular
introducido en los vasos sanguineos. La eficacia farmacolégica del principio activo no se ve asi afectado.

En cada unidad de administracion, el principio activo estd presente en las cantidades adaptadas a las dosis diarias
pretendidas con el fin de obtener el efecto profilactico o terapéutico deseado. Cada unidad de administracién puede
contener de 0,1 a 100 mg de principio activo, preferentemente 0,5 a 50 mg. Estas dosis de compuestos anticoagulantes
se podrian neutralizar por las dosis de avidina o de estreptavidina que van de 1 a 1.000 mg en inyeccién iv (intravenosa),
inyeccidn intravenosa rapida o vascularizacion.

Los compuestos segtin la invencién se pueden utilizar igualmente en asociacién con uno u otros varios principios
activos utiles para la terapéutica deseada tal como por ejemplo: antitrombdéticos, anticoagulantes, antiagregantes pla-
quetarios tales como por ejemplo: dipiridamol, aspirina, ticlopidina, clopidogrel o los antagonistas del complejo de la
glicoproteina ITb/IIIa.

Los métodos, las preparaciones y los esquemas siguientes ilustran la sintesis de diferentes compuestos intermedios
ttiles para la obtencion de polisacaridos segtn la invencion.

Se utilizan las abreviaturas siguientes:
Bn: bencilo; Bz: benzoilo; CCF: cromatografia en capa fina. Ts: tosilo; Lev: levulinilo; Et: etilo; Ph: fenilo;
Me: metilo; Ac: acetilo; SE: trimetilsililetilo; ESI: son las siglas Ionizacién por Electropulverizacién en

inglés; Biotina: Acido hexahidro-2oxo-1H-tieno[3.4-d]imidazol-4-pentanoico; Z: benziloxicarbonilo.

A continuacion, se detallan como ilustracién los ejemplos de sintesis de los compuestos de la invencion.

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Esquema 1

Sintesis del trisacdrido 9
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Preparacion 1
2-(Trimetilsilil)etilo 4,6-O-bencilideno-2,3-di-O-metil-O-D-glucopirandsido (2)

A una disolucién del compuesto 1 (15,8 g; 42,8 mmoles) (preparada segin K. Jansson et al., J. Org. Chem., 1.988,
53, 5.629-5.647) y yoduro de metilo (20 ml; 319 mmoles) en tetrahidrofurano (350 ml), se afiaden, a 0°C, en pequefias
cantidades de hidruro de sodio (18 g). Se agita durante 4 horas la mezcla de reaccién a temperatura ambiente. El
exceso de hidruro de sodio se elimina con metanol y se vierte la mezcla de reaccion en agua fria (1,5 1). Después
de extraccién con acetato de etilo, se lava la fase organica con una disolucién saturada de cloruro de sodio, agua, se
seca sobre sulfato de sodio, después se concentra al vacio. La purificacion del residuo se efectia por cromatografia de
columna sobre gel de silice (ciclohexano/acetato de etilo 15/1 (v/v)) para dar 16,8 g del compuesto 2.

[alp = -41° (c = 0,69, diclorometano).

Preparacion 2
2-(Trimetilsilil)etilo 6-O-bencil-2,3-di-O-metil-B3-D-glucopirandsido (3)

A una disolucién del compuesto 2 (16 g; 40,3 mmoles) en tetrahidrofurano (600 ml), se afladen sucesivamente

tamiz molecular 3A en polvo (82 g), naranja de metilo (indicador coloreado), cianoborohidruro de sodio (34 g; 526
mmoles) después gota a gota una disolucién saturada de 4cido clorhidrico en dietil éter hasta obtener una coloracién

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2292 625 T3

rosa. Después de filtracién y extraccidén con acetato de etilo, se lava la fase orgdnica con una disolucién saturada de
hidrogenocarbonato de sodio, agua, se seca sobre sulfato de sodio, después se concentra al vacio. Una cromatografia
de columna sobre gel de silice (tolueno/acetato de etilo 3/1 (v/v)) permite obtener 12,5 g del compuesto 3.

[a]p = -42° (¢ = 1,2, diclorometano).

Preparacion 3

2-(Trimetilsilil) etil (2,3 - di- O - benzoil -4,6 - O - bencilideno - a - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O - benzoil - B- D -
glucopiranosil)-(1—4)-6-0-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (5)

Una mezcla de tioglicésido 4 (16,52 g; 16,60 mmoles) (obtenido segin la preparacion 1 de la solicitud de patente

internacional publicada nimero WO 99/36443), compuesto 3 (6,0 g; 15,05 mmoles) y tamiz molecular 4A en polvo
(16,7 g) en tolueno (300 ml) se agita en atmésfera de argdn durante 1 hora. Después la mezcla se enfria a - 20 C.
Se afiade gota a gota a la mezcla de reaccién una disolucién de N-yodosuccinimida (3,9 g; 17,4 mmoles) y 4cido
trifluorometanosulfénico (0,17 ml; 1,97 mmoles) en una mezcla de diclorometano/dioxano 1/1 (v/v) (86 ml). Después
de 10 minutos, se filtra la mezcla de reaccion, se diluye con diclorometano, se lava sucesivamente con una disolucién
de tiosulfato de sodio 1 M, una disolucién de hidrogenocarbonato de sodio al 10% y agua, se seca sobre sulfato de
sodio, después se concentra al vacio. La purificacion del residuo se efectiia por cromatografia de columna sobre gel de
silice (tolueno/acetato de etilo 6/1 (v/v)) para dar 18,8 g del trisacarido 5.

[@]p = +34° (c = 1,26, diclorometano).

Preparacion 4

2-(Trimetilsilil )etil(4,6-O-bencilideno-a-D-glucopiranosil)-( 1 —4)-(B8-D-glucopiranosil)-(1 -4 )-6-O-bencil-2,3-di-O-
metil-B-D-glucopirandsido (6)

A una disolucién del compuesto 5 (18,7 g; 14 mmoles) en una mezcla de metanol-dioxano 1/1 (v/v) (140 ml) se
afiade rerc-butilato de potasio (3,15 g). Se agita durante 2 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se
neutraliza con la resina Dowex® 50WX4 H*, se filtra y se concentra al vacio. La purificacién del residuo se efectda
por cromatografia de columna sobre gel de silice (diclorometano/metanol 20/1 (v/v)) para dar 10,0 g del compuesto

[a]p = +29° (¢ = 1,11, diclorometano).

Preparacién 5

2-(Trimetilsilil) etil (4,6 - O - bencilideno - 2,3 - di - O - metil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - metil - 8- D -
glucopiranosil)-(1—4)-6-0-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (7)

A una mezcla enfriada (0°C) del compuesto 6 (9,93 g; 12,24 mmoles), yoduro de metilo (9,0 ml; 138 mmoles)
en tetrahidrofurano anhidro (100 ml), se afiaden, en pequefias cantidades, hidruro de sodio (5,2 g; 216 mmoles) en
atmosfera de argon. La mezcla se agita durante 20 horas a temperatura ambiente. Se elimina el exceso de hidruro de
sodio con metanol y se vierte la mezcla de reaccién en agua helada (500 ml). Después de extraccion con acetato de
etilo, se lava la fase orgdnica con una disolucién saturada de cloruro de sodio, se seca sobre sulfato de sodio, después
se concentra al vacio para dar 11 g del compuesto 7, que se utiliza en la etapa siguiente sin purificacion.

CCF: Rf = 0,38, gel de silice, tolueno/acetato de etilo 3/2 (v/v)

Preparacion 6

2-(Trimetilsilil)etil(2,3-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-6-O-
bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (8)

Se disuelve el compuesto 7 (11 g) en 4cido acético al 60% (180 ml) y se agita durante 1 hora 30 a 80°C. Se
concentra y se coevapora la mezcla con tolueno. Se purifica el residuo por cromatografia de columna sobre gel de
silice (tolueno/acetona 2/1 (v/v)) para dar 8,46 g del compuesto 8.

CCF: Rf = 0,36, gel de silice, tolueno/acetona 1/1 (v/v)
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Preparacion 7

2-(Trimetilsilil)etil(6-O-benzoil-2,3-di- O-metil-a-D- glucopiranosil)-(1 —4)-(2,3,6-tri-O-metil-B- D-glucopiranosil )-
(1—4)-6-0-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (9)

A una disolucién del compuesto 8 (8,41 g; 10,6 mmoles) en diclorometano (110 ml), se afiaden 1-benzoiloxi-
1H-benzotriazol (5,36 g; 22,4 mmoles) y trietilamina (3,32 ml). Se agita la mezcla durante 20 horas a temperatura
ambiente, después se diluye con diclorometano, se lava con una disolucién saturada de hidrogenocarbonato de sodio y
agua, se seca sobre sulfato de sodio, después se concentra al vacio. Se purifica el residuo por cromatografia de columna
sobre gel de silice (ciclohexano/acetato de etilo/etanol 5/0,5/0,25 (v/v/v)) para dar 8,40 g del compuesto 9.

[a]p = +15° (¢ = 2, diclorometano).

Esquema 2
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Preparacion 8

2-(Trimetilisilil) etil (2,3 - di - O - benzoil - 4,6 - O - bencilideno - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - benzoil - B -
D - glucopiranosil)-(1—4)-(6 - O - benzoil - 2,3 - di - O - metil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O -metil - - D -
glucopiranosil)-(1—4)-6-0-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (10)

Se transforma el compuesto 9 en compuesto 10 segtin el modo de operacion descrito en la Preparacién 3.

[a]p = +42° (c = 2, diclorometano).

Preparacion 9

2-(Trimetilsilil)etil(4,6- O-bencilideno-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(B-D-gluco-piranosil)-(1 —4)-(2,3-di- O-metil-a-
D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1 —4)-6-O-bencil-2,3-di-O-metil-B3-D-glucopira-
nésido (11)

Se transforma el compuesto 10 en compuesto 11 segiin el modo de operacién descrito en la Preparacion 4.

CCF: Rf= 0,35, gel de silice, diclorometano/metanol 10/1 (v/v)

Preparacion 10

2-(Trimetilsilil) etil (4,6 - O - bencilideno - 2,3 - di - O - metil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - metil - - D -
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-( 1 —4)-(2,3,6-tri-O-metil-3-D-glucopiranosil)-(1 —4)-
6-0-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (12)

Se transforma el compuesto 11 en compuesto 12 segiin el modo de operacién descrito en la Preparacion 5.

CCF: Rf =0,11, gel de silice, ciclohexano/acetato de etilo 1/2 (v/v)

Preparacién 11
2-(Trimetilsilil)etil(2,3-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-3-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-
tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1 —>4)-6-O-bencil-2,3-di- O-metil-f3-
D-glucopirandésido (13)

Se transforma el compuesto 12 en compuesto 13 segiin el modo de operacién descrito en la Preparacion 6.

CCF: Rf = 0,33, gel de silice, ciclohexano/acetato de etilo/etanol 2/0,5/0,5 (v/v/v)

Preparacion 12

2-(Trimetilsilil)etil(6-O-benzoil-2,3-di- O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(2,3,6-tri- O-metil-B-D-glucopiranosil )-
(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-( 1 -4 )-6-O-bencil-2, 3-
di-O-metil-3-D-glucopiranosido (14)

Se transforma el compuesto 13 en compuesto 14 segiin el modo de operacién descrito en la Preparacion 7.

CCF: Rf = 0,16, gel de silice, ciclohexano/acetato de etilo/etanol 3/0,5/0,5 (v/v/v)
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Esquema 3

Sintesis del heptasacdrido 19
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2-(Trimetilsilil) etil (2,3 - di - O - benzoil - 4,6 - O - bencilideno - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - benzoil - 3 -
D - glucopiranosil)-(1—4)-(6 - O - benzoil - 2,3 - di - O - metil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O - metil - - D -
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1 —4)-
6-0-bencil-2,3-di-O-metil-B-O-glucopirandsido (15)

Preparacién 13

La reaccion de acoplamiento del compuesto 14 con el disacarido 4 se realiza segtin el modo de operacidn descrito
en la Preparacién 3, para proporcionar el compuesto 15.

[a]p = +52° (¢ = 1,1, diclorometano).

17
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Preparacion 14

2-(Trimetilsilil )etil(4,6-O-bencilideno-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(B8-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(2,3-di-O-metil-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-3-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-
(2,3,6-tri-O-metil-3-D-glucopiranosil)-(1—4)-6-0-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (16)

Se transforma el compuesto 15 en compuesto 16 segiin el modo de operacién descrito en la Preparacion 4.

CCF: Rf = 0,31, gel de silice, diclorometano/metanol 10/1 (v/v)

Preparacion 15

2-(Trimetilsilil) etil (4,6 - O - bencilideno - 2,3 - di - O - metil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - metil - - D -
glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6 - tri- O -metil - @ - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O - metil - - D - glucopiranosil)-
(1—4)]2-6-0-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (17)

Se transforma el compuesto 16 en compuesto 17 segiin el modo de operacién descrito en la Preparacion 5.

CCF: Rf = 0,46, gel de silice, diclorometano/metanol 10/1 (v/v)

Preparacion 16
2-(Trimetilsilil)etil(2,3-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil )-(1—4)-(2,3,6-
tri- O-metil-a-D- glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O-metil-3- D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O -metil-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-6-O-bencil-2,3-di- O-metil-B-D-glucopirandsi-
do (18)

Se transforma el compuesto 17 en compuesto 18 segtin el modo de operacién descrito en la Preparacién 6.

CCF: Rf = 0,42, gel de silice, ciclohexano/acetato de etilo/etanol 1/0,5/0,5 (v/v/v)

Preparacion 17
2-(Trimetilsilil)etil(6-O-benzoil-2,3-di- O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —>4)-(2,3,6-tri- O-metil-B-D-glucopiranosil )-
(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-O-glucopiranosil)-(1 —4)-(2,3,6-tri-O-me-
til-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1 -4 )-6-O-bencil-2,3-di- O-metil-B-D-gluco-
pirandsido (19)

Se transforma el compuesto 18 en compuesto 19 segiin el modo de operacidén descrito en la Preparacion 7.

CCF: Rf = 0,25, gel de silice, ciclohexano/acetato de etilo/etanol 3/0,5/0,5 (v/v/v)

(Esquema pasa a pigina siguiente)
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Esquema 4

Sintesis del nonasacdrido 23
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Preparacion 18

2-(Trimetilsilil) etil (2,3 - di - O - benzoil - 4,6 - O - bencilideno - a - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - benzoil - 3 -
D - glucopiranosil)-(1—-4)-(6 - O - benzoil - 2,3 - di - O - metil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O -metil - - D -
glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6 - tri- O - metil - @ - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O - metil - B - D - glucopiranosil)-
(1—4)],-6-0O-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (20)

Se agita en atmoésfera de argén, durante 1 hora, una mezcla del tioglicésido 4 (5,2 g; 5,23 mmoles), heptasacarido

19 (4,72 g; 2,75 mmoles) y tamiz molecular 4A en polvo en tolueno. Después se afiade gota a gota, a 0°C, una di-
solucién de N-yodosuccinimida (1,36 g; 5,85 mmoles) y dcido trifluorometanosulfénico (0,140 ml; 1,56 mmoles) en
diclorometano/dioxano 1/1 (v/v) (32 ml). Después de 15 minutos, se filtra la mezcla de reaccidn, se diluye con diclo-
rometano, se lava sucesivamente con una disolucion de tiosulfato de sodio 1 M, una disolucién de hidrogenocarbonato
de sodio al 10% y agua, se seca sobre sulfato de sodio, después se concentra al vacio. La purificacién del residuo se
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efectia por cromatografia de columna sobre gel de silice (ciclohexano/acetato de etilo/etanol 3/0,5/0,5 (v/v/v)) para
dar 7,13 g del compuesto 20.

[a]p = +65° (c = 1,4, diclorometano).

Preparacién 19

2-(Trimetilsilil)etil(4,6- O-bencilideno-a-D- glucopiranosil)-(1—4)-(B-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3-di- O-metil-a-
D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri- O-metil-B- D- glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6-tri- O-metil-a - O - glucopiranosil)-
(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—-4)],-6-O-bencil-2,3-di-O-metil-B-O-glucopirandsido (21)

El compuesto 20 se transforma en compuesto 21 segin el modo de operacion descrito en la Preparacion 4.

CCF: Rf = 0,27, gel de silice, diclorometano/metanol 10/1 (v/v)

Preparacion 20

2-(Trimetilsilil) etil (4,6 - O - bencilideno - 2,3 - di - O - metil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - metil - - D -
glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6 - tri- O -metil -« - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O - metil - - D - glucopiranosil)-
(1—4)]3-6-0O-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (22)

El compuesto 21 se transforma en compuesto 22 segin el modo de operacion descrito en la Preparacion 5.

CCF: Rf = 0,31, gel de silice, ciclohexano/acetato de etilo/etanol 5/1/1 (v/v/v)

Preparacion 21

2-(Trimetilsilil) etil (2,3 - di - O - metil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - metil - B - D - glucopiranosil)-(1—4)-
[(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3, 6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)];-6-0O-bencil-2,3-di-
O-metil-B-D-glucopirandsido (23)

El compuesto 22 se transforma en compuesto 23 segin el modo de operacion descrito en la Preparacion 6.

CCF: Rf = 0,35, gel de silice, ciclohexano/acetato de etilo/etanol 2/1/1 (v/v/v)

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Esquema 5

Sintesis del nonasacdrido 29
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Preparacion 22

2-(Trimetilsilil)etil(2,3-di- O-metil-6- O-tosil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O-metil- O- D- glucopiranosil)-
(1—4)-[(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-3-D-glucopiranosil)-(1—4) ];-6-O-bencil-
2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (24)

Se disuelve en atmdésfera de argén el compuesto 23 (1,09 g) en piridina (10 ml), después se aflade cloruro de tosilo
(1,03 g). Después de 2 horas de agitacion, se diluye con diclorometano (100 ml). Se lava la fase organica sucesivamente
con una disolucién de hidrogenosulfato de potasio al 10%, después agua, se seca y se evapora a sequedad. Después
de cromatografia de columna sobre gel de silice (tolueno/acetona 2,3/2 (v/v)), se obtienen 1,77 g del compuesto
24.

CCF: Rf = 0,5, gel de silice, ciclohexano/acetato de etilo/etanol 3/1/1 (v/v/v)

Preparacion 23

2-(Trimetilsilil) etil (6 - desoxi - 2,3 - di - O - metil - 6 - ftalimido - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O -metil - - D -
glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6 - tri- O -metil -« - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O - metil - - D - glucopiranosil)-
(1—4)]3-6-0-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (25)

A una disolucién del compuesto 24 (500 mg; 0,23 mmoles) en N, N-dimetilformamida anhidra (11 ml) que contiene

tamiz molecular 4A en polvo, se afiade ftalimida de potasio (225 mg; 1,38 mmoles), después éter corona 18-corona-6
(121,5 mg; 0,46 mmoles). Se agita la mezcla a 80°C, durante 4 horas. Después de haber enfriado, se diluye la mezcla
de reaccion con diclorometano, se filtra sobre Celite y se concentra. Se purifica el residuo por cromatografia sobre gel
Sephadex® LH20 (3 x 100 cm) (diclorometano/tanol 1/1 (v/v)) seguido por una cromatografia de columna sobre gel
de silice (tolueno/etanol 11/2 (v/v)) para dar 417,4 mg del compuesto 25.

CCF: Rf = 0,38, gel de silice, tolueno/etanol 11/2 (v/v)

Preparacién 24

2-(Trimetilsilil) etil (2,3,4,6 - tetra- O - acetil -« - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O - acetil - « - D - glucopiranosil)-
(1—4)-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-desoxi- 2,3 -di- O-metil -6 -ftalimido - a - D- glucopiranosil)-
(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6-tri- O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri- O-
metil-O-glucopiranosil)-(1—4)]3-6-0O-bencil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosido (27)

Se agita en atmdsfera de argén, durante 1 hora, una mezcla de tioglicésido 26 (1,515 g; 1,564 mmoles) (preparada
segtn el compuesto 41, preparacion 36 de la patente internacional WO 99/36443), receptor 25 (840 mg; 0,391 mmoles)
y tamiz molecular 4A en polvo (2,15 g) en tolueno (33 ml). Se enfria la mezcla de reaccién a 0°C y se introduce en una
disolucién de N-yodosuccinimida (387 mg) y acido trifluorometanosulfénico (55,4 ul) en diclorometano/dioxano 1/1
(v/v) (7 ml). Después de 10 minutos, se filtra la mezcla, se diluye con tolueno, se lava sucesivamente con una disolucién
de tiosulfato de sodio 1 M, una disolucién de hidrogenocarbonato de sodio al 10% y agua, se seca sobre sulfato de
sodio, después se concentra al vacfo. La purificacién del residuo se hace por cromatografia sobre gel Sephadex® LH20
(diclorometano/etanol 1/1 (v/v)), seguido por cromatografia de columna sobre gel de silice (tolueno/acetona 5/4 (v/v))
y conduce a 887 mg del compuesto 27.

[a]p = +70° (c = 0,35, diclorometano).

Preparacion 25

2-(Trimetilsilil) etil (2,3,4,6 - tetra- O - acetil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O - acetil - « - D - glucopiranosil)-
(1—4)-(2,3,6-tri-O-acetil-3-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-desoxi-2,3-di- O-metil -6 -ftalimido- a- D- glucopiranosil)-
(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6-tri- O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(2,3,6-tri- O-
metil-3-D-glucopiranosil)-(1—4)]5-2,3-di-O-metil-3-D-glucopirandsido (28)

Una disolucién del compuesto 27 (750 mg; 0,245 mmoles) en 4cido acético (37 ml) se trata bajo presién de
hidrégeno [5x10° Pa (5 bar)] en presencia de paladio sobre carbono al 10% (750 mg), durante 2 horas 30. Después de
filtracién, se concentra la disolucién y la purificacién del residuo se efectia por cromatografia de columna sobre gel
de silice (tolueno/etanol 6/1 (v/v)) para dar 728 mg del compuesto 28.

CCF: Rf = 0,32, gel de silice, tolueno/etanol 6/1 (v/v)
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Preparacion 26

2-(Trimetilsilil )etil(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosil)-(1 —-4)-(2,3,6-triO-acetil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-
(2,3,6-tri- O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-desoxi-2,3-di- O-metil-6-ftalimido-a- D- glucopiranosil)-(1 —4)-
(2,3,6-tri-O-metil-B-O-glucopiranosil)-(1—-4)-[(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(2,3,6-tri- O-metil-3-
D-glucopiranosil)-(1—4) ];-6-0O-acetil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopirandsido (29)

A una disolucién del compuesto 28 (728 mg; 0,245 mmoles) en diclorometano (10 ml) se afiade trietilamina
(51,1 ul; 0,368 mmoles), anhidrido acético (32,5 ul; 0,344 mmoles) y dimetilaminopiridina (6,0 mg; 0,049 mmoles).
Después de 1 hora de agitacion, se diluye con diclorometano, se lava sucesivamente con una disolucién de hidrogeno-
sulfato de potasio al 10%, agua, una disolucién saturada de hidrogenocarbonato de sodio y agua, se seca sobre sulfato

de sodio, después se concentra al vacio. La purificacion del residuo se efectiia por cromatografia de columna sobre gel
de silice permite obtener 0,618 mg del compuesto 29.

CCF: Rf = 0,37, gel de silice, tolueno/etanol 6/1 (v/v)
Esquema 6

Sintesis del oligosacdrido 31

29

o
ONe OAc
0 MO MeO 0l
e AcO A OAc (") o o o o
o ) o "
o 0" Beo e o o o MeO
OAc OAc OM2 \ O OMe s
2 30

Me
acd AcO OAc o° o ¥ MeO [
o 0" Ge O OMe "
Ac , Ohe Me Me
31

Preparacion 27

(2,3,4,6-Tetra- O-acetil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O-acetil-a- D- glucopiranosil)-(1 —-4)-(2,3,6 - tri- O -
acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-(bar 2,3-di-O-metil-6-ftalimido-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-
B-D-glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-triO-metil-3-D- glucopiranosil)-
(1—4)]5-6-0O-acetil-2,3-di-O-metil-D-glucopiranosa (30)

Se agita durante 1 hora una disolucién del compuesto 29 (579 mg; 0,192 mmoles) en una mezcla de 4cido trifluo-
roacético/diclorometano 2/1 (v/v) (11,5 ml). Se diluye con una mezcla de tolueno/acetato de n-propilo 2/1 (v/v) (69
ml), se concentra y se co-evapora con tolueno. Se purifica el residuo por cromatografia de columna sobre gel de silice
(tolueno/etanol 5/1 (v/v)) para obtener 523 mg del compuesto 30.

CCF: Rf = 0,31, gel de silice, tolueno/etanol 5/1 (v/v)
Preparacion 28

Tricloroacetimidato de (2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-acetil-a-D-glucopiranosil)-
(1—4)-(2,3, 6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-desoxi-2,3-di-O-metil-6-ftalimido-a-D-glucopiranosil)-
(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosi)-(1— 4)-(2,3,6-tri-O-me-
til-B-D-glucopiranosil)-(1—4)];-6-O-acetil-2,3-di-O-metil-D-glucopiranosa (31)

Se afiade tricloroacetonitrilo (65,5 ul; 0,85 mmoles) y carbonato de cesio (88,4 mg; 0,27 mmoles) a una disolucién
del compuesto 30 en diclorometano (3 ml). Después de agitacion durante 2 horas, se filtra la mezcla, se concentra. Se
purifica el residuo por cromatografia de columna sobre gel de silice (tolueno/etanol 6/1 (v/v) + 0,1% de trietilamina)
para dar 477 mg del compuesto 31.

CCF: Rf = 0,35, gel de silice, tolueno/etanol 6/1 (v/v)
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Preparacion 29

Metil(2,3,4,6 -tetra- O -acetil -« - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O- acetil -« - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 -
tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-desoxi-2,3-di- O-metil-6-ftalimido-a- D- glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-
tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-O-(2,3,6-tri-O-metil-3-D-
glucopiranosil)-(1—4)];-(6-0-acetil-2,3-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(bencil 2,3-di-O-metil-B-D-glucopi-
ranosiluronato)-(1—4)-(3,6-di-O-acetil-2-O-bencil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(bencil 2,3.di-O-metil-a-L-idopira-
nosiluronato)-(1—4)-2,3,6-tri-O-bencil-a-D-glucopirandsido (33)

Se disuelve imidato 31 (370 mg; 0,121 mmoles) y compuesto 32 (336 mg; 0,242 mmoles), (obtenido segtn P.
Westerduin, et al. BioOrg. Med. Chem, 1.994, 2, 1.267) en una mezcla de diclorometano/dietil éter 1/2 (v/v) (5,5
ml). Después de adicién de tamiz molecular 4A en polvo, se enfria la mezcla a - 20°C y se afiade una disolucién
0,1 M de trifluorometanosulfonato de trimetilsililo en diclorometano (181,5 ul). Después de 25 minutos, se neutraliza
la mezcla por adicién de hidrogenocarbonato de sodio sélido. Después de filtracién y concentracion, se purifica el
residuo por cromatografia sobre gel Sephadex® LH20, seguido por una cromatografia de columna sobre gel de silice
(tolueno/acetona 6/5 (v/v)) para dar 302 mg del compuesto 33.

[a]p = +86° (¢ =1, diclorometano).

Preparacion 30

Metil(2,3,4,6 -tetra- O-acetil - a - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O-acetil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 -
tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-desoxi  2,3-di-O-metil-6-ftalimido-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-
tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6-tri-O-metil-a-D- glucopiranosil)-(1—4)-O-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-
glucopiranosil)-(1—4) ];-(6-0-acetil-2,3-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopi-
ranosilurénico)-(1—4)-(3,6-di-O-acetil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosiluronico)-
(1—4)-a-D-glucopirandsido (34)

Se trata una disolucién del compuesto 33 (104 mg; 0,024 mmoles) en 4cido acético (5 ml) bajo presién de hidrégeno
[4x10° Pa (4 bar)] en presencia de paladio sobre carbono al 10% (104 mg), durante 4 horas. Después de filtracién, se
liofiliza la disolucién para dar el compuesto 34 (87 mg), que se utiliza en la etapa siguiente sin purificacion.

Preparacion 31

Metil(a-D-glucopiranosil)-(1—-4)-(a- D - glucopiranosil)-(1—4)-(8-D- glucopiranosil)-(1—4)-(6-desoxi- 2,3 -di- O-
metil-6-ftalimido-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1 —4)-[(2,3,6-tri- O-metil-a-
D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4) |5-(2,3-di- O-metil-a-D- glucopiranosil)-
(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B3-D-glucopiranosilurdnico)-(1—4)-(a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-
a-L-idopiranosiluronico)-(1—4)-a-D-glucopirandsido (35)

A una disolucién del compuesto 34 (80 mg; 0,021 mmoles) en metanol anhidro (6,9 ml) en presencia de tamiz

molecular 3A en polvo (875 mg), se afiade una disolucién molar de metilato de sodio en metanol (140 ul). Después
de 20 horas a temperatura ambiente, se filtra y se neutraliza con 4dcido acético. La disolucion se concentra de humedad
y se deposita sobre columna de Sephadex® G-25 fino (3 x 92 ¢cm). Después de elucién por agua y liofilizacion, se
obtiene el compuesto 35 (66 mg).

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Preparacion 32

Sal de sodio del metil(2,3,4,6-tetra-O-sulfonat-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirano-
sil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-f3-D-glucopiranosil)-( 1 —4)-(6-desoxi 2,3-di-O-metil-6-ftalimido-a-D-glucopirano-
sil)-(1—-4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-
tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)]5-(6-O-sulfonato-2,3-di- O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-
O-metil-B-D-glucopiranosiluronico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-me-
til-a-L-idopiranosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirandsido (36)

Se disuelve el poliol 35 (66,4 mg; 0,021 mmoles) en N,N-dimetilformamida (1,8 ml). Se afiade el complejo triéxido
de azufre-trietilamina (320 mg; 1,77 mmoles) y se agita la mezcla, durante 20 horas, a 55°C. Se deposita la disolucién
sobre una columna de Sephadex® G-25 fino (3 x 92 cm), se eluye con cloruro de sodio 0,2 M. Se concentran las frac-
ciones que contienen el producto y se desalan utilizando la misma columna eluida con agua. Después de liofilizacion,
se obtienen 83 mg del compuesto 36.

Masa: método “ESI”, modo negativo: masa quimica= 4.968,92; masa experimental= 4.966,52 + 0,16 u.m.a.

Preparacién 33

Sal de sodio del metil(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirano-
sil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O-sulfonato-3- D - glucopiranosil)-(1—4)-(6 - amino - 6 - desoxi- 2,3 - di- O -metil -« - D - glucopi-
ranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri- O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6-tri- O-metil - a-n- glucopiranosil)-(1—4)- O-
(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4) |;-(6- O-sulfonato-2,3-di- O-metil-a-D- glucopiranosil )-(1 —4)-(dcido
2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosiluronico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-
O-metil-a-L-idopiranosiluronico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirandsido (37)

Se disuelve el compuesto 36 (83 mg; 0,017 mmoles) en una mezcla de etanol/agua 2/1 (v/v) (1,67 ml). Se anade
hidrato de hidrazina (81,2 ul; 1,67 mmoles) y se hace hervir la mezcla a reflujo durante 20 horas. Se deposita la
disolucién sobre una columna de Sephadex® G-25 fino (3 x 92 cm) eluida con agua. Después de concentracién de
las fracciones que contienen el producto, se disuelve el residuo en etanol/agua 2/1 (v/v) (5,00 ml) y se trata de nuevo
como en las condiciones precedentes con hidrato de hidrazina (81,2 ul) para dar 71 mg del compuesto 37.

Masa: método “ESI”, modo negativo: masa quimica = 4.838,32; masa experimental = 4.814,6 + 0,70 u.m.a.

Esquema 9

Sintesis del pentasacdrido 39

OAc NH
) Ml
MeO (o] . + 32
MeO N, cl

38

AC
BnOOC
O BnOOC oM Bno BnO

N, MeO Me

Preparacién 34

Metil(6-O-acetil-2-azido 2-desoxi-3,4-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(bencil 2,3-di-O-metil-B-D-glucopira-
nosiluronato)-(1-4)-(3,6-di-O-acetil-2-O-bencil-a-D-glucopiranosil)-(1 —>4)-(bencil 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosi-
luronato)-(1—4)-2,3,6-tri-O-bencil-a-D-glucopiranosido (39)

Se disuelve el compuesto tricloroacetimidato de 6-O-acetil-2-azido-2-desoxi-3,4-di-O-metil-a.3-D-glucopiranosa

38 (265 mg; 0,631 mmoles) (obtenido segtin J. Basten, et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. (1.992), 2(9), 901) y com-
puesto 32 (584 mg; 0,420 mmoles) (obtenido segtin P. Westerduin, et al. BioOrg. Med. Chem, 1.994, 2, 1.267) en una
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mezcla de diclorometano/dietil éter 1/2 (v/v) (28,5 ml). Después de adicién de tamiz molecular 4A en polvo, se enfria
la mezcla a -20°C y se afiade una disolucién 0,1 M de trifluorometanosulfonato de trimetilsililo en diclorometano (94,6
ul). Después de 10 minutos, se afiade de nuevo imidato (53,8 mg), después una disolucién 0,1 M de trifluorometano-
sulfonato de trimetilsililo en diclorometano (19,2 ul). Después de 10 minutos, la mezcla se neutraliza por adicién de
hidrogenocarbonato de sodio s6lido. Después de filtracién y concentracion, se purifica el residuo por cromatografia de
columna sobre gel de silice (tolueno/acetato de etilo 3/1 (v/v)) para dar 499 mg del compuesto 39.

[a]p = +66° (¢ =1,07, diclorometano).

Esquema 10

Sintesis del pentasacdrido 44 (Procedimiento 1)
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Preparacion 35

Metil(6-0-acetil-2-amino-2-desoxi-3,4-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopira-
nosiluronico)-(1—4)-(3,6-di-O-acetil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosil-urénico)-
(1—4)-a-D-glucopirandsido (40)

Se trata una disolucién del compuesto 39 (552,6 mg; 0,335 mmoles) en una mezcla de ferc-butanol/acetato de etilo
5/1 (v/v) (16 ml) bajo presién de hidrégeno [1x10° Pa (10 bar)] en presencia de paladio sobre carbono al 10% (1,10
g) y dcido clorhidrico 1 M (0,336 ml), durante 4 horas 30. Después de filtracién, se concentra la disolucién y da el
compuesto 40, que se utiliza en la etapa siguiente sin purificacion.

Preparacion 36

Metil(2-amino-2-desoxi-3,4-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosiluroni-
co)-(1—4)-(a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosiluronico)-(1—4)-a-D-glucopirandsi-
do (41)

Se disuelve el compuesto 40 (324 mg; 0,300 mmoles) en metanol (8,8 ml). Se afiade una disolucién 5 M de
hidréxido de sodio (2,2 ml) y se agita a temperatura ambiente durante 16 horas. Se neutraliza con una resina Dowex®
50 H* y se filtra. Se hace pasar la disolucién por una columna de Sephadex® G-25 fino eluida con agua. Se concentran
las fracciones que contienen el producto y se obtienen 254,2 mg del compuesto 41. En esta fase se verifica por RMN
que se han eliminado los grupos protectores (bencilos y acetilos).

CCF: Rf = 0,26, gel de silice, acetato de etilo/piridina/dcido acético/agua 5/5/1/3 (v/v/v/v)
Preparacién 37

Metil(2-(benciloxicarbonil)amino-2-desoxi-3,4-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-3-D-
glucopiranosiluronico)-(1—4)-(a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilurénico)-(1—4)-
a-D-glucopiranosido (42)

Se disuelve el compuesto 41 (241,1 mg; 0,253 mmoles) en agua (12,4 ml) y se afiade hidrogenocarbonato de sodio
(63,7 mg), después cloroformiato de bencilo (41 ul) gota a gota. Después de 12 horas de agitacién, se hace pasar
la mezcla de reaccién por una columna de Sephadex® G-25 fino eluida con agua. Se concentran las fracciones que
contienen el producto. La purificacion por cromatografia de columna sobre gel de silice (acetato de etilo/piridina/acido
acético/agua 21/17/3,6/10 v/v/v/v) da 221 mg del compuesto 42.

CCF: Rf = 0,63, gel de silice, acetato de etilo/piridina/acido acético/agua 5/5/1/3 (v/v/vIv)
Preparacion 38

Sal de sodio del metil(2-(benciloxicarbonil)amino-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-0-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-
(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-3-D-glucopiranosiluronico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-
(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilurdnico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirandsido (43)

Se disuelve el poliol 42 (19,6 mg; 0,018 mmoles) en N,N-dimetilformamida (1,62 ml). Se afiade el complejo
triéxido de azufre-trietilamina (114 mg) y se agita la mezcla durante 20 horas, a 55°C, al abrigo de la luz. Se deposita la
disolucién sobre una columna de Sephadex® G-25 fino eluida con cloruro de sodio 0,2 M. Se concentran las fracciones
que contienen el producto y se desalan utilizando la misma columna eluida con agua. Después de liofilizacién, se
obtienen 28,5 mg del compuesto 43.

[a]p = +48° (c = 2,75, agua).
Preparacién 39
Sal de sodio del metil(2-amino-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-
O-metil-B-D-glucopiranosiluronico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-me-
til-a-L-idopiranosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosido (44)

Se trata una disolucién del compuesto 43 (27,5 mg; 0,015 mmoles) en una mezcla de ferc-butanol (333 ul)-agua
(500 ul) bajo presién de hidrégeno [5x10° Pa (5 bar)] en presencia de paladio sobre carbono al 10% (8,25 mg), durante
16 horas. Después de filtracién, se concentra la disolucién y se deposita el residuo sobre columna de Sephadex® G-25

fino (3 x 92 cm). Después de elucidn con agua y liofilizacién, se obtienen 23,7 mg del compuesto 44.

[a]p = +58° (c = 1, agua).
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Esquema 11

Sintesis del tetrasacdrido 48

AcO
BnOOC
LevO 0 BnoOO Me BnO BnO

Ac
AcO
HOOC
'-e"° 0" HooC
Ac
cO AcO
MeOOC
Levge 0 Me0O Me Reo AcO
Ac
cO AcO
MeOOC
HO 0 AcO ou
MeO A MeOO OMe C AcO

48

Preparacion 40

Metil(dcido 4-0-levulinil-2,3-di-O-metil-B3-D-glucopiranosiluronico)-(1—4)-(3,6-di-O-acetil-a-D-glucopiranosil)-
(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosiluronico)-(1—4)-a-D-glucopirandsido (46)

Se trata una disolucién del compuesto 45 (4,50 g; 3,02 mmoles) (obtenido segtin P. Westerduin, et al. BioOrg.
Med. Chem. 1.994, 2, 1.267) en una mezcla de acetato de etilo/terc-butanol (72 ml; 1/1, v/v) a presién de hidrégeno
[4x10° Pa (4 bar)] en presencia de paladio sobre carbono al 10% (9,0 g), durante 6 horas. Después de filtracion y
concentracion, el compuesto 46 obtenido se emplea directamente en la etapa siguiente sin purificacion.

CCF: Rf = 0,54, acetato de etilo/piridina/acido acético/agua 26/22/4,6/17 v/v/viv.
Preparacion 41

Metil(metil 4-O-levulinil-2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosiluronato)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-acetil-a-D-glucopiranosil)-
(1—4)-(metil 2,3-di-O-metil-a-L-ido-piranosil-uronato)-(1—4)-2,3,6-tri-O-acetil-a-D-glucopirandosido (47)

A una disolucién del compuesto 46 (2,57 g; 2,71 mmoles) en N,N-dimetilformamida anhidra (35 ml) se afiade, a
0°C, hidrogenocarbonato de potasio (2,71 g), después de yoduro de metilo (3,4 ml). Después de 16 h de agitacién a
temperatura ambiente, se enfria el medio de reaccién a 0°C. Se afiaden entonces sucesivamente dimetilaminopiridina
(132 mg), después anhidrido acético 1,5 ml). Se agita la mezcla durante 16 h. Después de neutralizacién del exceso
de anhidrido acético, se diluye con acetato de etilo. Se lava la fase orgdnica sucesivamente con una disolucién de
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hidrogenosulfato de potasio al 10% y agua, después con una disolucién saturada de hidrogenocarbonato de sodio y
agua, se seca sobre sulfato de sodio, se filtra, después se evapora a sequedad. Se purifica el residuo por cromatografia
de columna sobre gel de silice [ciclohexano/(acetato de etilo/etanol 1/1) 9/5] para dar 2,51 g del compuesto 47.

CCF: Rf = 0,41, tolueno/acetona 2/1 v/v.

Preparacion 42

Metil(metil 2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosiluronato)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-acetil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(metil
2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosiluronato)-(1—4)-2,3,6-tri-O-acetil-a-D-glucopiranosido (48)

Se disuelve el compuesto 47 (2,5 g; 2,56 mmoles) en una mezcla de tolueno/etanol 1/1 v/v (500 ml). Se anade
acetato de hidrazina (1,01 g). Después de 2 h de agitacién a temperatura ambiente, se concentra a sequedad el medio
de reaccion. Se disuelve el residuo en diclorometano. La fase orgédnica se lava sucesivamente con una disolucién de
hidrogenocarbonato de sodio al 2% y agua, se seca sobre sulfato de sodio, se filtra, después se evapora a sequedad.
Después de cromatografia de columna sobre gel de silice (tolueno/acetato de etilo 1/4 v/v), se obtienen 2,01 g del
compuesto 48.

CCF: Rf = 0,37, tolueno/acetona 2/1 v/v.

Esquema 12

Sintesis del pentasacdrido 49

: OAc NH MeQ OAc
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49

Preparacién 43

Metil(6-O-acetil-2-azido-2-desoxi-3,4-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(metil 2,3-di-O-metil-3-D-glucopira-
nosiluronato)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-acetil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(metil 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosiluronato)-
(1—4)-2,3,6-tri-O-acetil-a-O-glucopirandsido (49)

Se disuelve imidato 38 (1,18 g; 2,81 mmoles) (obtenido segiin J. Basten et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. (1.992), 2
(9),901) y compuesto 48 (1,83 g; 1,75 mmoles) en una mezcla de diclorometano/dietil éter 1/2 (v/v) (126 ml). Después
de adicion de tamiz molecular 4A en polvo, se enfria la mezcla a - 20°C y se afiade una disolucién 1 M de trifluoro-
metanosulfonato de ferc-butildimetilsililo en diclorometano (421 ul). Después de 30 minutos, se aflade una nueva
cantidad de imidato (266 mg) asi como una disolucién 1 M de trifluorometanosulfonato de terc-butildimetilsililo en
diclorometano (168 ul). Después de 10 minutos, la mezcla se neutraliza por adicién de hidrogenocarbonato de sodio
solido y se filtra. Se continda con diclorometano, se lava sucesivamente con una disolucién de hidrogenocarbonato de
sodio al 2% y agua, se seca sobre sulfato de sodio, después se concentra al vacio. Se purifica el residuo obtenido por
cromatografia de columna sobre gel de silice (diclorometano/acetato de etilo 4/3, después 1/1 v/v) para dar 1,814 g
del compuesto 49.

CCF: Rf = 0,57, tolueno/acetato de etilo 3/1 v/v.

[a]p = +93° (c =1,15, diclorometano).

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2292 625 T3

Esquema 13

Sintesis del pentasacdrido 44 (Procedimiento I1)

Ac

%w%?\”
”‘"3eo O me0OC Me Aco cO

Ac

"‘"ﬁ N, M 0" Hooc— Ome
0SOy
e N, M:OS\?%/ \%090 OMe SO 'O,So

51
050" . MeO 050,
‘o o 050, 050 o
"00C 0 0 A
e0 o/g\;e/ . .0 e OMe
MeO NH.Meo MeO .0 "ooc—" OMe 0,50~ "0,S0

oso,
44

Preparacion 44

Metil(2-azido-2-desoxi-3,4-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosiluroni-
co)-(1—-4)-(a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilurdnico)-(1—4)-a-D-glucopirandsi-
do (50)

Se afiade agua oxigenada al 30% (42 ml), a - 5°C, a una disolucién del compuesto 49 (845,3 mg) en tetrahidrofurano
(104 ml). Después de 5 minutos de agitacion, se afiade gota a gota una disolucién acuosa 0,7 M de hidréxido de litio
(19,2 ml).

Se agita la mezcla de reaccién durante 1 h, a - 5°C, después durante 4 h, a 0°C y finalmente durante 16 h, a
temperatura ambiente. Se neutraliza con una disolucién 1 M de 4cido clorhidrico.

Se deposita la disolucién sobre una columna de Sephadex® G-25 fino (5 x 1.000 cm) eluida con agua. Se retinen
las fracciones que contienen el compuesto esperado, se concentra y se deposita en una columna de resina Dowex AG
50 WX4 H* (50 ml). Se recoge el compuesto a 0°C y se concentra para obtener 618 mg del compuesto 50.

CCF: Rf = 0,56, acetato de etilo/piridina/acido acético/agua 26/22/4,6/17 v/v/v/v.
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Preparacion 45

Sal de sodio del metil(2-azido-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3-di-O-metil-B-
D-glucopiranosiluronato)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-gluco-piranosil)-(1—4)-(2,3-di- O-metil-a-L-idopira-
nosiluronato)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosido (51)

Justo antes de utilizar el compuesto 50 se codestila con N, N-dimetilformamida (3 x 29 ml). A una disolucién del
compuesto 50 (612 mg; 0,624 mmoles) en N,N-dimetilformamida (58 ml), se afiade complejo de triéxido de azufre-
trietilamina (3,84 g).

Se agita la mezcla durante 16 horas, a 55°C, al abrigo de la luz. Se enfria la mezcla a 0°C, se afiade gota a gota a una
disolucién de hidrogenocarbonato de sodio (5,33 g) en agua (200 ml). Se agita durante 16 h a temperatura ambiente y
se concentra a sequedad.

Se disuelve el residuo en agua y se deposita la disolucién en una columna de Sephadex® G-25 fino eluida con
cloruro de sodio 0,2 M. Se concentran las fracciones que contienen el producto y se desalan utilizando la misma
columna eluida con agua. Después de liofilizacion, se obtienen 1,06 g del compuesto 51.

CCF: Rf = 0,5, acetato de etilo/piridina/dcido acético/agua 3/5/1/3 v/v/v/v.

Preparacion 46

Sal de sodio del metil(2-amino 2-desoxi 3,4-di-O-metil-6-O-sulfonato-a-n-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-
metil-B-p-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-gluco-piranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-
a-L-idopiranosiluronico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-p-glucopirandsido (44)

Esta hidrogenolisis se ha realizado dos veces y cada vez sobre 534,4 mg del compuesto 51.

Se trata una disolucién del compuesto 51 (534,4 mg) en una mezcla de terc-butanol (6,7 ml; 12,6 ml/g)-agua (10
ml; 19 ml/g) bajo presién de hidrégeno [5x10° Pa (5 bar)] en gresencia de paladio sobre carbono al 10% (160 mg),
a 40°C, durante 4 horas. Después de filtracién (filtro Millipore® LSWP 5 um), se concentra la disolucién a sequedad
para dar 530 mg del compuesto 44.

CCF: Rf = 0,49, acetato de etilo/piridina/acido acético/agua 3/5/1/3 v/v/v/v.

(Ejemplos pasan a pagina siguiente)
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Ejemplo 1

Sal de sodio del metil(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirano-
sil)-(1—4)-(2,3,6 - tri- O - sulfonato - B- D - glucopiranosil)-(1—4)-(6 - biotinamido - 6 - desoxi- 2,3 - di - O - metil -« - D -
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - metil - B- D - glucopiranosi)-(1—-4)-[(2,3,6 - tri- O - metil - « - D - glucopiranosil)-
(1—4)-0-(2,3,6-tri- O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)];-(6 - O - sulfonato-2,3-di- O -metil - a - D - glucopiranosil)-
(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosiluronico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil )-(1—4)-
(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosiluronico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirandsido

A una disolucién del compuesto 37 (18 mg; 3,72 umoles) en hidrogenocarbonato de sodio al 0,5% (1,5 ml), se
afiade sulfosuccinimida de biotina (16,5 mg).

Después de 16 horas de agitacién a temperatura ambiente, se deposita la mezcla de reaccién en columna de
Sephade® G-25 fino eluida con cloruro de sodio.

Se concentran las fracciones que contienen el producto y se desalan en la misma columna eluida con agua.
Después de liofilizacidn, se obtienen 15,9 mg del compuesto del Ejemplo 1.
[a]p = +59° (c = 0,78, agua).

Masa: método “ESI”, modo negativo: masa quimica= 5.065,12; masa experimental= 5.064,18 + 1,04 u.m.a.

Ejemplo 2

Sal de sodio del metil(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3, 6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopira-
nosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-f3- D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-[6-(biotinamido ) hexamido | -6-desoxi- 2,3 -di- O-
metil - « - D - glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - metil - B - D - glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6 - tri - O - metil -a - D -
glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6 - tri- O-metil--D - glucopiranosil)-(1—4)];-(6- O - sulfonato- 2,3 -di- O -metil-a-D -
glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-gluco-
piranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosiluronico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranésido

A una disolucién del compuesto 37 (18 mg; 3,72 umoles) en hidrogenocarbonato de sodio al 0,5% (1,5 ml), se
afiade 6-(biotinamido) hexanoato (16,5 mg). Después de 16 horas de agitacidn a temperatura ambiente, se deposita la
mezcla de reaccién sobre columna de Sephadex® G-25 fino eluida con cloruro de sodio.

Se concentran las fracciones que contienen el producto y se desalan en la misma columna eluida con agua.

Después de liofilizacidn, se obtienen 17,9 mg del compuesto del Ejemplo 2.

[a]p = +60° (¢ =1,0, agua).

Masa: método “ESI”, modo negativo: masa quimica= 5.178,28; masa experimental= 5.176,3 + 0,77 u.m.a.

Ejemplo 3

Sal de sodio del metil(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirano-
sil)-(1—-4)-(2,3,6-tri- O-sulfonato-B-D- glucopiranosil)-(1—4)-(6[6-(6-biotanamidohexamido) hexamido | - 6-desoxi-
2,3-di- O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri- O -metil-3- D - glucopiranosil)-(1—4)-[(2,3,6 - triO-metil - a -
D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-(1—4) ;-(6- O-sulfonato-2,3-di- O-metil-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-gluco-
piranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosiluronico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirandsido

A una disolucién del compuesto 37 (17 mg; 3,51 umoles) en hidrogenocarbonato de sodio al 0,5% (1,4 ml), se
afiade 6-(6-biotinamidohexamido) hexanoato de sulfosuccinimidilo (23,6 mg).

Después de 16 horas de agitacién a temperatura ambiente, se deposita la mezcla de reaccién en columna de
Sephadex® G-25 fino eluida con cloruro de sodio. Se concentran las fracciones que contienen el producto y se de-
salan en la misma columna eluida con agua.

Después de liofilizacidn, se obtienen 17,4 mg del compuesto del Ejemplo 3.

[a]p = +64° (c = 1,0, agua).

Masa: método “ESI”, modo negativo: masa quimica= 5.291,44; masa experimental= 5.292,1 + 0,83 u.m.a.
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Ejemplo 4
Sal de sodio del metil(2-biotinamido-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(dcido 2,3-
di-O-metil-B-0-glucopiranosiluronico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-
metil-a-L-idopiranosiluronico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirandsido
A una disolucién del compuesto 44 (21,2 mg; 0,012 mmoles) en hidrogenocarbonato de sodio al 0,5% (750 ul), se
afiade una disolucién de N-hidroxisuccinimida de biotina (42 mg) en N,N-dimetilformamida (750 ul). Después de 16
horas de agitacién a temperatura ambiente, se deposita la mezcla de reaccién en columna de Sephadex® G-25 fino.
Después de elucion con agua y liofilizacién, se obtienen 22,3 mg del compuesto del Ejemplo 4.

[a]lp = +38° (c = 0,15, agua).

Masa: método “ESI”, modo negativo: masa quimica= 1.938,48; masa experimental= 1.937,48 + 0,11 u.m.a.

Ejemplo 5

Sal de sodio del metil(2-[N-(6-biotinamido hexanoil)]-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-
(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosiluronico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-
(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilurdnico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirandsido

Esta reaccidén se ha realizado dos veces y cada vez sobre 494,5 mg del compuesto 44.

El compuesto 44 (494,5 mg; 0,289 mmoles) se disuelve en una disolucién acuosa de hidrogenocarbonato de sodio
al 0,5% (116 ml).

Se afiade gota a gota una disolucién de 6-(biotinamido) hexanoato de sulfosuccinimida (1,46 g; 2,63 mmoles)
en una disolucién de hidrogenocarbonato de sodio al 0,5% (12 ml). Después de 16 horas de agitacién a temperatura
ambiente, se afiade una disolucién acuosa de hidréxido de sodio 1 M y se agita durante 1 h. Se deposita la mezcla de
reaccién en una columna de Sephadex® G-25 fino (5 x 1.000 cm) eluida con cloruro de sodio.

Se retinen las fracciones que contienen el producto y que proceden de las dos reacciones.

Después de liofilizacidn, se obtienen 999,2 mg del Ejemplo 5.

CCF: Rf = 0,42, acetato de etilo/piridina/acido acético/agua 3/5/1/3 v/v/v/v.

Masa: método “ESI”, modo negativo: masa quimica= 2.051,64; masa experimental: 2.051,60 + 0,43 u.m.a.

Ejemplo 6

Sal de sodio del metil(2-[6-(6-biotinamidohexamido)hexamido |-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-O-suifonato-a-D-glucopi-
ranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopirano-
sil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-suifonato-a-D-glucopirandsido

Se disuelve el compuesto 44 (30,1 mg; 17,6 umoles) en una disolucién acuosa de hidrogenocarbonato de sodio
al 0,5% (7 ml). Se afiade gota a gota una disolucién de 6-(6-biotinamidohexamido) de sulfosuccinimidilo (118 mg;
176 umoles) en una disolucién de hidrogenocarbonato de sodio a 0,5% (1 ml) Después de 16 horas de agitacién a
temperatura ambiente, se afiade una disolucién acuosa de hidréxido de sodio 1 M y se agita durante 1 h. Se deposita
la mezcla de reaccién en una columna de Sephadex® G-25 fino (2 x 85 c¢cm) eluida con cloruro de sodio.

Se retinen las fracciones que contienen el producto, se concentran y se desalan en una columna de Sephadex® G-
25 fino (2 x 85 cm) eluida con agua.

Después de liofilizacidn, se obtienen 26,5 mg del compuesto del Ejemplo 6.

Masa: método “ESI”, modo negativo: masa quimica= 2.164,48; masa experimental: 2.164,29 + 0,38 u.m.a.
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REIVINDICACIONES

1. Polisacaridos sintéticos con actividad antitrombdtica y sus sales farmacéuticamente aceptables caracterizados
porque presentan al menos un enlace covalente con biotina o un derivado de la biotina.

2. Polisacéridos segtn la reivindicacién 1 de férmula:
R,
Seoy
Pe
v\ o
x Ryl
n
ity
en la que:
- el trazo ondulado representa un enlace situado bien por debajo o por encima del plano del anillo pirandsico,
R
(]
~\ o
(Ra)n n
Po representa un polisacarido, que contiene n unidades monosacaridicas idénticas o diferentes, unidas por su

carbono anomérico a Pe,

(o]
7%/ X o
(R,),,

es una representacion esquemadtica de una unidad monosacaridica con estructura pirandsica elegida entre: hexosas,
pentosas y los desoxiaziicares correspondientes, estando unida esta unidad por su carbono anomérico a otra unidad
monosacaridica y estando los grupos hidroxi de esta unidad sustituidos con grupos R; idénticos o diferentes, siendo
R, tal como se define a continuacion,

- Pe representa un pentasacarido de estructura:

R R: R\ ‘00C R R S\o:I
! w R1 o] 3 (o] 0] Rtl
0 (Pe)
Ry coo 0 Op o0 (o}
Vs [ R
N SO, SO, . 2

/
SO

R
1

3 3

- hesigualal¢2,

- nes un nimero entero y puede tener cualquier valor de 0 a 25,

- R, representa la secuencia -T-Biot, un grupo alcoxi (C,-Cs) 0 un grupo
- 0S057,

- R, representa la secuencia -T-Biot, un grupo alcoxi (C;-Cs) 0 un grupo
- 0SO;7,

- R; representa la secuencia -T-Biot, un grupo alcoxi (C,;-Cs),
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- R, representa la secuencia -T-Biot, un grupo alcoxi (C;-Cs) 0 un grupo

- OSO0;™ o bien R, constituye un puente -O-CH,-, estando unido el grupo -CH,- al &tomo de carbono portador
de la funcién carboxilica en el mismo ciclo; entendiéndose que al menos uno de los sustituyentes R;, R,,

R; o R, representa un grupo -T-Biot,
- W representa un dtomo de oxigeno o un grupo metileno,

- T representa una de las secuencias elegidas entre: NH,

o
NH
NH cuj']
o H
i fou]
NH cuj k—NH
I o

en los que j y k, idénticas o diferentes, son nimeros enteros que pueden ser cualquier valor de 1 a 10;

- Biot representa el grupo:

S
——ﬁ—(CHz).
o}
HNYNH
o]

asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

3. Polisacéridos segtin una de las reivindicaciones 1 6 2 de férmula (I.1):

R, 0O o
! (R'l)h (R1)n (n‘l)h p
L t
L - m
(1.1)
en la que:
B R, ] r R, ] R
é 0 ) N
AN o =N ol
(Rl)h (Rj)h (Ri)n p
- i e —t
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representa una familia particular de polisacaridos Po, unidos por su carbono anomérico a Pe tal como se define

para (D),

Rl
;%\i\o/

CH

es tal como se define para (I),

- los grupos R; son tal como se define para (I) y, para un mismo monosacdrido, pueden ser idénticos o

diferentes,

- el monosacérido contenido en [ ], se repite m veces, el monosacarido contenido en [ ], se repite t veces, el

monosacdrido contenido en [ ], se repite p veces,

- m es un nimero entero que varia de 1 a 5, t es un niimero entero que varia de 0 a 24 y p es un niimero entero

que varia de 0 a 24, entendiéndose que 1 < m+t+p < 25,

asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

4. Polisacéridos segun la reivindicacién 3 caracterizados porque uno solo de los sustituyentes R;, R,, R; o Ry

representa la secuencia -T-Biot siendo T y Biot tal como se define para (I).

5. Hexadecasacdridos segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 de férmula (1.2):

0,5 0,8
0S5~ ™ L AN MeO MeQ OMe
S~o0 o 0o o Meo ¥ MeO ; ome
0,5 /SQ?(;/ % t 7 ék\
’ 0/%09 0.s° ©° 0 { ° O 12 OMeO M
‘0,8 s0. O ‘en 058 MeO
\ N ! so, Biot 3
1.2
en la que:
- T representa una de las secuencias elegida entre: NH,
o)
NH
NH CH]
J
0

Nu/ﬁ\{cuj]n\g/{m’}k\w

en las que j y k, idénticas o diferentes, son nimeros enteros que pueden ser cualquier valor de 1 a 10;
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Biot representa el grupo:

—C—(CH,);

Pe representa un pentasacérido de estructura:

w% /§<79\ NS
0 0 coo o °o /ZY (Pe)

s, SO

R, representa un grupo alcoxi (C;-Cs) 0 un grupo -OSO;",
R, representa un grupo alcoxi (C;-Cs) 0 un grupo -OSO;",
R; representa un grupo alcoxi (C,-Cy),

R, representa un grupo alcoxi (C,;-Cy) o un grupo -OSO;~ o bien R, constituye un puente -O-CH,-, estando
unido el grupo -CH, al dtomo de carbono portador de la funcién carboxilica en el mismo ciclo;

W representa un atomo de oxigeno o un grupo metileno;

asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

6. Pentasacdridos segun una de las reivindicaciones 1 6 2 de férmula (I.3):

w%kff/ ,é;,v\ %&\/
o0—"
o o coo o °o /%/ (1.3)

SO'

3

en los que Ry, R,, R;, R, y W son como se define para (I), asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

7. Pentasacdridos segtn la reivindicacion 6 caracterizados porque uno solo de los sustituyentes R, R,, R; o R,
representa la secuencia -T-Biot siendo T y Biot tal como se define para (I).

8. Pentasacdridos segtin una de las reivindicaciones 6 6 7 de férmula (1.3) de férmula (1.4):

Blot
R, 00C— R S0\
.,%37 \%bz;‘ go_e A 0 P
o

L4
o 0 coo 0 Op oo o .4

e . R

so,' SO, SO, 3 2
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T representa una de las secuencias elegida entre: NH,

NH)I\[CHj'iNH
B

en las que j y k, idénticas o diferentes, son nimeros enteros que pueden ser cualquier valor de 1 a 10;

Biot representa el grupo:

-—-ﬁ—(CH.‘,)4
o
HN\“/NH
0]

R, representa un grupo alcoxi (C;-C¢) 0 un grupo -OSO;™,
R, representa un grupo alcoxi (C;-C¢) o un grupo -OSO;™,
R; representa un grupo alcoxi (C;-Cy),

R, representa un grupo alcoxi (C,-Cg) 0 un grupo -OSO;~ o bien R, constituye un puente -O-CH,-, estando
unido el grupo -CH,- al 4tomo de carbono portador de la funcién carboxilica en el mismo ciclo,

W representa un 4tomo de oxigeno o un grupo metileno, asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

9. Polisacéridos segtin una de las reivindicaciones 1 6 2 elegidos entre:

Sal de sodio del metil(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1-4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-3-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-biotinamido-6-desoxi-2,3-di-
O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1-4)-(2,3,6-tri-O-metil-8-D-glucopiranosil )-(1 —=4)-[(2,3,6-tri-O-metil-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-metil)-5-D-glucopiranosil)-(1 —4)];-(6-O-sulfonato-2,3-di-O-metil-
a-D-glucopirano-sil)-(1—4)-(4cido 2,3-di-O-metil-8-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3, 6-tri-O-sulfo-
nato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosil-urénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sul-
fonato-a-D-glucopiranésido,

Sal de sodio del metil(2,3.4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri- O-sulfonato-S-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-[6-(biotinamido)hexamido] -
6-desoxi-2,3-di- O-metil-@-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6 - tri - O - metil - 8- D - glucopiranosil)-(1 —4)-
[(2,3,6-tri-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri- O-metil-3-D-glucopiranosil)-(1—4)]5-(6-O-
sulfonato-2,3-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(4dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopiranosilurénico)-
(1—- 4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(dcido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosiluréni-
co)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranésido,

Sal de sodio del metil(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-3-D-glucopiranosil)-(1—4)-(6-[6-(6-biotanamidohexamido)
hexamido]-6-desoxi-2,3-di-O-metil-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(2,3,6-tri-O-metil-B-D-glucopiranosil)-
(1-4)-[(2,3,6 - tri - O - metil - @ - D - glucopiranosil)-(1—4) - 0-(2,3,6 - tri - O - metil - 8- D - glucopiranosil)-
(1-4)]5-(6-0-sulfonato-2,3-di-O-metil)-a-D-glucopiranosil)-(1 —4)-(dcido 2,3-di-O-metil-B-D-glucopi-
ranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(4acido 2,3-di-O-metil-a-L-ido-
piranosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranésido,
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- Sal de sodio del metil(2-biotinamido-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-O-sulfonato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-
(&cido  2,3-di- O-metil-B-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri- O-sulfonato-a-D-glucopiranosil )-
(1—>4)-(acido 2,3-di-O-metil-a-L-idopiranosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glucopiranésido,

- Sal de sodio del metil(2-[6-(6-biotinamidohexamido) hexamido]-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-O-sulfonato-
a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(4cido 2,3-di-O-metil-S-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfo-
nato-a-D-glucopiranosil)-(1—4)-(4cido 2,3-di-O-metil)-a-L-idopiranosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sul-
fonato-a-D-glucopirandsido,

- Sal de sodio del metil(2-[N-(6-biotinamido hexanoil)]-2-desoxi-3,4-di-O-metil-6-O-sulfonato-a-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(4cido 2,3-di-O-metil-8-D-glucopiranosilurénico)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-
D-glucopiranosil)-(1—4)-(acido 2,3-di-O-metil-a-L-idopira-nosilurénico)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-
D-glucopiranésido.

10. Composiciones farmacéuticas que contienen, como principio activo, un polisacdrido segiin una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9 eventualmente en asociacién con uno o varios excipientes inertes y apropiados.

11. Utilizacién de las composiciones farmacéuticas segun la reivindicacién 10 para la fabricacién de un medica-
mento Util para el tratamiento de patologias consecutivas para una modificacion de la homeostasis del sistema de la
coagulacién que aparece durante trastornos del sistema cardiovascular y cerebrovascular como los trastornos trom-
boembdlicos asociados con la ateroesclerosis y la diabetes tales como: angina inestable, ataque cerebral, reestenosis
después de angioplastia, endarterectomia, colocacién de prétesis endovasculares o los trastornos tromboembdlicos
asociados con la retrombosis después de trombolisis, infarto, demencia de origen isquémico, enfermedades arteria-
les periféricas, hemodidlisis, fibrilaciones auriculares, durante la utilizacién de prétesis vasculares de puentes aorto-
coronarios, en el tratamiento o la prevencién de patologias tromboembdlicas de origen venoso tales como embolias
pulmonares, para prevenir o para tratar las complicaciones trombéticas observadas después de operamones quirdrgicas,
desarrollos de tumores o desarreglos de la coagulacién, inducidos por activadores bacterianos, viricos o enzimaticos.

12. Utilizacién de un polisacédrido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para recubrir prétesis.

13. Utilizacién de un polisacdrido segtiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 como adyuvantes durante la
endarterectomia realizada con globos porosos.

14. Procedimiento para emplear avidina o estreptavidina caracterizado porque permite neutralizar los polisacari-
dos segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

15. Utilizacién de avidina o estreptavidina para la preparacion de medicamentos destinados a neutralizar los poli-
sacdridos segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

16. Polisacarido segtin una de las reivindicaciones 1 6 2 de férmula:

ot
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