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ES 2306 783 T3

DESCRIPCION

Procedimiento para preparar nucleésidos purinicos.

La presente invencion se refiere, en general a la preparaciéon quimica de nucleésidos purinicos. Mds especificamen-
te, la invencion se refiere al acoplamiento de un derivado de adenina con un arabinofuranosilo bloqueado para formar
un nucledsido de B-D-adenina. Tales nucledsidos son compuestos valiosos en el campo del tratamiento del cancer y
como agentes antivirales.

Antecedentes de la invencion

Una serie de nucleésidos S-D-purinicos derivados de adenina son ttiles como agentes antitumorales y antivirales.
Una etapa importante en la sintesis de dichos agentes es la formacién del enlace N-glucosidico entre la base nucleo-
tidica adenina y un derivado de arabinofuranosilo. Las reacciones de acoplamiento usadas para formar en enlace N-
glucosidico de los 2’-desoxinucledsidos normalmente han tenido como resultado la formacién de una mezcla de @ y
B-anémeros.

Se han sintetizado nucledsidos mediante glucosilacién de fusién, en la que la reaccién se lleva a cabo en ausencia
de disolventes a una temperatura suficiente para convertir los reactantes en una fase de fusién. Por ejemplo, la 2,6-
dicloropurina se ha acoplado en condiciones de fusién con 5-O-bencil-2-desoxi-1,3-di-O-acetil-2-fluoroarabinosa para
formar un 2’-fluoroarabinonucleésido con un rendimiento del 27% (Wright y col., J. Org. 34: 2632, 1969). Otro
procedimiento sintético utiliza derivados sililados de bases nucleotidicas, por ejemplo una base nucleotidica sigilada se
ha acoplado a azticar desoxi paracetilada en presencia de un disolvente y un catalizador de Friedel Crafts (Vorbruggen y
col., J. Org. Chem. 41: 2084, 1976). Este procedimiento se ha modificado incorporando un grupo saliente de sulfonato
en el azdcar desoxi en la sintesis de 2’-desoxi-2’-difluoronucledsidos (patente de EE.UU. N° 4.526.988; patente de
EE.UU. 4.965.374).

Se han obtenido rendimientos elevados de nucledsidos 2’-desoxi-2’-fluoro-pirimidina mediante el reflujo de pi-
rimidinas con bromuro de 2-desoxi-2-fluoro-3,5-di-O-benzoil-a-O-arabinofuranosilo. (Howell y col., J. Org. Chem.
53: 85-88, 1988). Se ha descubierto que el uso de los disolventes con constantes dieléctricas menores tienen ma-
yores cocientes de andmeros B:a. Se ha postulado que tales disolventes favorecian una reaccién Sy2, mientras que
disolventes con constantes dieléctricas mayores favorecian la produccién de @-anémeros a través de una via iénica de
Sxl1.

También se han usado procedimientos de glucosilacién aniénica para preparar nucledsidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-
purina. El documento EP 428109 describe el acoplamiento de la sal de sodio de 6-cloropurina, formada por hidruro
de sodio, con bromuro de 3,5-dibencil-@-D-arabinofuranosilo usando condiciones que favorecen el desplazamiento
Sx2. El uso de acetonitrilo/cloruro de metileno 1:1 tuvo como resultado un producto nucleosidico con una proporcién
entre los anémeros ;83 de 10:1, frente a la proporcién de 3,4:1 observada al usar un reactante purinicos sililado. Con
respecto al uso de sales de adenina, el sustituyente de amino en la posicion C-6 se protegié como un derivado de ben-
zoilo durante la reaccién de acoplamiento. La proteccion del grupo amino exociclico impide la formacién de aductos
de arabinofuranosilo que, en caso contrario cabria esperar que se produjeran (p. ej., Ubukata y col., Tetrahedron Lett.,
27 3907-3908, 1986; Ubukata y col., Agric. Biol. Chem. 52: 1117-1122, 1988; Searle y col., J. Org. Chem., 60:4296-
4298, 1995; Baraldi y col., J. Med. Chem., 41: 3174-3185, 1998). La preparacion de los andmeros a y 8 de los nu-
cleésidos 2’-desoxi-2’-fluoropurina y 2’-difluoropurina mediante glucosilacién anidnica se describe en la patente de
EE.UU. n° 5.744.597 y la patente de EE.UU. n°® 5.821.357 con nucledsidos enriquecidos con el anémero 8 preparado
en una proporcién de anémeros a8 entre superior a 1:1 a alrededor de 10:1 y de mayor a 1:1 a alrededor de 7:1, res-
pectivamente. Con respecto a las purinas sustituidas con grupos amino exociclicos, de nuevo ambas patentes describen
la proteccion de dichos grupos durante el acoplamiento a un resto de azicar adecuado (véase también el documento
EP 577304). La patente de EE.UU. n° 5.281.357 también describe el efecto de los disolventes sobre la proporcién
de anémeros a8 de 9-[1-(2’-desoxi-2’,2’-difluoro-3’,5’-di-O-benzoil-D-ribofuranosilo)]-2,6-dipivalamidopurina pre-
parada mediante acoplamiento de la sal de potasio de 2,6-dipivalanudipurina con una preparacién de 2-desoxi-2,2-
difluoro-D-ribofuranosil-3,5-dibenzoil- 1 -trifluorometanosulfonato enriquecida con anémero @. No hubo correlacién
entre la constante dieléctrica de los seis disolventes usados y la proporcién entre los anémeros «@:3, por ejemplo tanto
el acetato de etilo como el acetonitrilo dieron la misma proporcién de 1,6:1. El alcohol t-butilico dio la proporcién
mas elevada de andémeros a:8 de 3,5:1.

A pesar de los procedimientos preparativos para los nucledsidos purinicos conocidos en la técnica, todavia existe
la necesidad de un procedimiento eficaz, eficiente y econdmicamente preferible para la preparacién de estos com-
puestos. El objeto de la presente invencién es proporcionar tal procedimiento. Otros objetos son minimizar el nd-
mero de etapas de reaccion del procedimiento y proporcionar un procedimiento que sea facilmente escalable pa-
ra la produccién de cantidades a escala comercial. Otros objetos y ventajas se hardn evidentes para personas ex-
pertas en la técnica y familiarizadas con las referencias bdsicas a partir de una lectura detenida de esta memoria
descriptiva.
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Resumen de la invencion

En sus términos mds generales, un aspecto de la presente invencidn proporciona la preparacion de nucledsidos de
B-adenina mediante el acoplamiento de un derivado de adenina que contiene en la posicién C-6 un grupo amino exo-
ciclico no protegido y un derivado de arabinofuranosilo bloqueado. En formas de realizacién preferidas, esta reaccion
se puede representar como:

NH,
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R! es hidrégeno, halégeno o -ORS, en el que R® es un grupo protector de hidroxi. En una forma de realizacién
preferida, R! es fldor. R? y R® son grupos protectores de hidroxi. En formas de realizacién preferidas, R?, R? y R®
son, de forma independiente, benzoilo o acetilo. R* es un grupo saliente. Entre los grupos salientes adecuados se in-
cluyen halo, fluorosulfonilo, alquilsulfoniloxi, trifluoroalquilsulfoniloxi y arilsulfoniloxi. En una forma de realizacién
preferida, R* es bromo. R® es hidrégeno, haldgeno o -NH,. En formas de realizacion preferidas, R’ es cloro o fldor.

Sorprendentemente, esta reaccién procede sin una produccién sustancial de aductos resultantes de la adicién de
arabinofuranosilo bloqueado (1) con el grupo amino exociclico en la posicién C-6 del compuesto (2) (en lo sucesivo

denominado “grupo amino exociclico C-6"), que permanece sin proteger durante la reaccién y/o el nitrégeno en la
posicién N-7 del anillo de adenina. Un ejemplo de un aducto subproducto del grupo amino exociclico no deseado esta

representado por la férmula siguiente:
1
K m

3 -~
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@
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Para los propésitos de la presente invencion y a la luz del objetivo de proporcionar un procedimiento eficaz, efi-
ciente y econémicamente preferible, “formacién sustancial” significa conversion de alrededor del 40% del derivado de
adenina de férmula (2) en un aducto o aductos subproductos resultantes de la adicién del arabinofuranosilo bloqueado
de férmula (1) al grupo amino no exociclico C-6 no protegido y/o la posiciéon N-7 del compuesto (2). En formas de
realizacion en las que R es -NH, (en lo sucesivo denominado “grupo -NH, R>”), “formacién sustancial” significa
conversion de alrededor del 40% del derivado de adenina de férmula (2) en aducto(s) subproducto(s) resultantes de la
adicién del arabinofuranosilo bloqueado de férmula (1) al grupo amino exociclico C-6 no protegido y/o posicién N-7
y/o el grupo -NH, R® del compuesto (2).

Incuso més sorprendente es que la reaccién puede proceder sin incluso una produccidn significativa de aductos
resultantes de la adicién del arabinofuranosilo bloqueado (1) al grupo amino exociclico C-6 no protegido y/o posicién
N-7 del compuesto (2). Para los propésitos de la presente invencion, “produccién significativa” significa conversion de
alrededor del 5% del derivado de adenina de férmula (2) en un aducto o aductos subproductos resultantes de la adicién
del arabinofuranosilo bloqueado (1) al grupo amino exociclico C-6 no protegido y/o posicién N-7 del compuesto (2).
En formas de realizacion en las que R> es -NH,, “produccién significativa” significa conversion de alrededor del 5%
del derivado de adenina de férmula (2) en un aducto(s) subproducto(s) resultante de la adicién del arabinofuranosilo
bloqueado de férmula (1) al grupo amino exociclico C-6 no protegido y/o posicién N-7 y/o el grupo -NH,-R® del
compuesto (2).

En general, bases titiles son aquéllas con una pKa en agua de 15 o superior. En formas de realizacién preferidas, la
base es una base de metal alcalino, mds preferentemente una base de potasio. En formas de realizacion preferidas, la
base es una base estedricamente impedida, por ejemplo t-butéxido de potasio o t-amilato de potasio. Los disolventes
inertes adecuados incluyen, entre otros, alcohol ¢-butilico, acetonitrilo, diclorometano, dicloroetano, alcohol #-amilico,
tetrahidrofurano o mezclas de los mismos. En formas de realizacién preferidas, el disolvente o mezcla de disolventes
tiene un punto de ebullicién de alrededor de 80°C o mayor.
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El procedimiento de la presente invencidn también comprende ademds la desproteccidn del resto de hidrato de
carbono bloqueado para formar un S-nucledsido de la férmula:

NHy
,"1*14
HO. :x”’ e
5
&)
en la que R' y R’ son como se ha definido antes.
En algunas formas de realizacién, el derivado de adenina es 2-cloroadenina y el derivado de arabinofuranosilo

bloqueado es un derivado de 2-desoxi-2-fluoro-arabinofuranosilo, con lo cual el S-nucledsido resultante es un derivado
de 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-g8-D-arabinofuranosilo)adenina. La reaccion se puede representar como:

NEH,
2 NH N. X
o - .8
F N ¢ I
0% + Jyw Base Ro. N
R“ ( l f)\ \‘F
0R3 N7™N" O Disclvente
oR?

(6) (7 8

en la que R?, R? y R* son como se ha definido antes. Asimismo, el procedimiento también comprende desproteger el
resto hidrato de carbono para formar 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-g-D-arabinofuranosilo)adenina, también conocida
como clofarabina.

Otro aspecto de la invencién es el descubrimiento de la sorprendente estereoselectividad que se puede alcanzar en
la produccién de nucledsidos de 2’-desoxi-2’-halo-B-D-adenina, en el que dichos nucledsidos también se producen
con un rendimiento elevado. Esta reaccion se puede representar como:

N RE
Ko, NHy | ¢ f“
oX s «N i N disolvente RO g{ 'N)\Rs . oy ¢ 'N\YRS
7 A X N
o R NTUR {
M OR? NH;
&) (19 (11) {12)

R’ y R?® son, de forma independiente, halégeno, M* es potasio, y R?, R® y R’ son como se ha definido antes.
Halégeno incluye bromo, fldor, cloro y yodo. En una forma de realizacion preferida, R® es flior. En varias formas
de realizacién, R’ es cloro o, preferentemente, bromo. El algunas formas de realizacién, el procedimiento ademads
comprende la adicién de hidruro de calcio. Entre los disolventes inertes adecuados se incluyen alcohol #-butilico,
acetonitrilo, diclorometano, dicloroetano, alcohol #-amilico, tetrahidrofurano o mezclas de los mismos. En formas de
realizacién preferidas, el disolvente es una mezcla de alcohol #-butilico y acetonitrilo, o una mezcla de alcohol #-
butilico y dicloroetano, o una mezcla de dicloroetano y acetonitrilo, o una mezcla de alcohol f-amilico y dicloroetano,
o una mezcla de alcohol t-amilico y acetonitrilo, o una mezcla de alcohol t-amilico, acetonitrilo y diclorometano, o
una mezcla de alcohol r-amilico, acetonitrilo y dicloroetano. En formas de realizacién preferidas, el disolvente o la
mezcla de disolventes tiene un punto de ebullicién de alrededor de 80°C o superior.

En algunas formas de realizacion, la sal derivada de adenina (10) se forma in situ mediante la reaccidn de una base
de potasio con el correspondiente derivado de adenina (2). En formas de realizacién preferidas, la base es #-but6xido
de potasio o t-amilato de potasio.

En varias formas de realizacién de la invencion, la reaccién de acoplamiento produce una preparacidn, en la que
la proporcién del anémero 8 de férmula (11) con el anémero @ de férmula (12) es de al menos alrededor de 10:1, o,
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preferentemente, es de al menos alrededor de 15:1 o, mas preferible, es de al menos alrededor de 20:1. Por tanto, la
proporcién de andmeros puede ser de 10:1 o superior, 15:1 o superior o de 20:1 o superior. En formas de realizacién
preferidas, el anémero 8 de férmula (11) se prepara en un rendimiento de alrededor del 40% o superior. En formas de
realizacién mds preferidas, el anémero 8 de férmula (11) se prepara en rendimientos de alrededor del 50% o superior
o de alrededor del 80% o superior.

El procedimiento de la presente invencion puede también comprender el aislamiento del anémero S (11) sometien-
do la mezcla de andmeros 8 y « a recristalizacién o mediante un procedimiento de re-suspensién. En una forma de
realizacion preferida, la posterior purificacién comprende la resuspension en metanol o la cristalizacién de una mezcla
de acetato de butilo y heptano. En varias formas de realizacidn, la preparacién purificada comprende una mezcla de
nucledsidos en las que la proporcién entre el andmero S de férmula (11) y el anémero a de férmula (12) es de al menos
alrededor de 20:1, o de al menos alrededor de 40:1 o de al menos alrededor de 60:1.

El procedimiento también comprende la desproteccidn del resto hidrato de carbono bloqueado del anémero 8
protegido para formar un nucleésido S de la férmula:

NH,
e
N
qr;]ful;kn5
HO. RE

OH
(13)

en la que R® y R® son como se ha definido antes. Cuando R5 es cloro y R® es fldor, el nucleésido 8 de férmula (13) es
2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-3-D-arabinofuranosil)adenina.

Otro aspecto de la presente invencién es un procedimiento de multiples etapas para la preparacién de una compo-
sicién que comprende 2-cloro-9-(2’°-desoxi-2’-fluoro-B-D-arabinofuranosil)adenina. Esto comprende la integracién de
los otros aspectos de la presente invencion en una sintesis eficaz, eficiente y econdmicamente preferible y aislamiento
de 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-B-D-arabinofuranosil)adenina. Este procedimiento minimiza el nimero de etapas,
en parte no requiriendo la proteccién del grupo amino exociclico C-6. Ademas, la sorprendente preferencia estereose-
lectiva por el anémero 3 permite, en parte, la preparacion de una composiciéon con una proporcion entre los anémeros
B:a de al menos 99:1 o, en formas de realizacién preferidas, es de alrededor de 400:1 o mayor, de alrededor de 500:1
o superior o de alrededor de 1000:1 o superior, sin utilizar una etapa de cromatografia preparativa para la purificacién
del anémero . La ausencia de una etapa cromatograficas es una ventaja principal en relacién con el procedimiento
econdmicamente preferible a escala comercial.

El procedimiento comprende la reaccion de bromuro de 3,5-O-dibenzoil-2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosilo
con una sal de potasio de 2-cloroadenina de la férmula:

NH,
Sy
N N*cn
K

(14)

En presencia de un disolvente para formar 2-cloro-9-(3’,5’-O-dibenzoil-2’-desoxi-2’-fluoro-3-D-arabinofuranosil)
adenina. El grupo amino exociclico C-6 de la sal de potasio 2-cloroadenina no estd protegido durante el procedimien-
to. A continuacién, la 2-cloro-9-(3’,5’-O-dibenzoil-2’-desoxi-2’-fluoro-3-D-arabinofuranosil)adenina se desprotege
para formar 2-cloro-9-(2’desoxi-2’-fluoro-3-D-arabinofuranosil)adenina, que después se aisla para proporcionar una
composicién que comprende 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-3-D-arabinofuranosil)adenina. En algunas formas de rea-
lizacién, en las que la composicién producida mediante el procedimiento de multiples etapas como se ha descrito
anteriormente, también comprende 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-a-D-arabinofuranosil)adenina, la 2-cloro-9-(2’-de-
soxi-2’-fluoro-B-D-arabinofuranosil)adenina es sustancialmente pura. Para los fines de la presente invencidn, la 2-
cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-B-D-arabinofuranosil)adenina sustancialmente pura significa que la proporcién entre el
B-anémero y el a-anémero, medida mediante cromatografia liquida de alta presion y andlisis espectrofotométrico, es
de al menos 99:1.

El procedimiento puede ademds comprender aislar la 2-cloro-9-(3’,5’-O-dibenzoil-2’-desoxi-2’-fluoro-g-D-ara-
binofuranosil)adenina antes de la etapa de desprotecciéon. En algunas formas de realizacion, este aislamiento puede
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comprender resuspension y/o recristalizacién, que pueden efectuarse mediante el uso de metanol o mediante el uso
de una mezcla de acetato de butilo y heptano. En otras formas de realizacion, el aislamiento de 2-cloro-9-(2’-deso-
xi-2’-fluoro-(3-D-arabinofuranosil)adenina también comprende recristalizacién. En algunas formas de realizacidn, la
recristalizacion se hace en metanol.

En algunas formas de realizacion, la sal de potasio de 2-cloroadenina se prepara in situ mediante la reaccioén de
una base de potasio con 2-cloroadenina en un disolvente inerte adecuado. En formas de realizacién preferidas, la base
es t-butéxido de potasio o f-amilato de potasio. Entre los disolventes inertes adecuados se incluyen alcohol #-butilico,
acetonitrilo, diclorometano, dicloroetano, alcohol -amilico, tetrahidrofurano o mezclas de los mismos. En formas de
realizacién preferidas, el disolvente es una mezcla de alcohol #-butilico y acetonitrilo, o una mezcla de alcohol #-
butilico y dicloroetano, o una mezcla de dicloroetano y acetonitrilo, o una mezcla de alcohol #-amilico y dicloroetano,
o una mezcla de alcohol #-amilico y acetonitrilo, o una mezcla de alcohol #-amilico y acetonitrilo y diclorometano, o
una mezcla de alcohol #-amilico, acetonitrilo y dicloroetano.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras siguientes forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar més ciertos
aspectos de la presente invencion. La invencién puede entenderse mejor por referencia a una o mds de estas figuras
en combinacién con la descripcion detallada de formas de realizacion especificas presentadas en la presente memoria
descriptiva.

Fig. 1. Esquema que representa la potencial justificacion del efecto del potasio en la produccién estereoselectiva
de nucledsidos de 2’-desoxi-2’-fluoro-B-D-adenina. R?, R* y R® son como se ha definido anteriormente.

Fig. 2. Esquema de las conformaciones previstas de los protones relevantes y &tomos de fldor para la 2-cloro-9-(2’-
desoxi-2’-halo-gB-D-arabinofuranosil)adenina (clofarabina) (21) y 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-a-D-arabinofurano-
sil)adenina (epiclofarabina) (22).

Fig. 3. RNM 1H parcial de 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-B-D-arabinofuranosil)adenina (clofarabina) (21).
Fig. 4. RNM 1H parcial de 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-a-D-arabinofuranosil)adenina (epiclofarabina) (22).
Descripcion detallada de la invencion
1. Reacciones De acoplamiento usando bases piiricas con grupos amino exociclicos no protegidos

Un aspecto de la presente invencion proporciona la preparacion de nucledsidos de S-adenina mediante el acopla-
miento de un derivado de adenina con un grupo amino exociclico C-6 no protegido y un derivado de arabinofuranosilo
bloqueado, en presencia de una base y de disolvente. El derivado de arabinofuranosilo bloqueado puede estar repre-
sentado por la estructura:

) :03'

p i

@

R! es hidrégeno, haldgeno o -OR®, en el que R es un grupo protector de hidroxi. Los halégenos incluyen bromo,
cloro, fldor y yodo. R* y R® son grupos protectores de hidroxi. Los grupos protectores de hidroxi se conocen en la
técnica como grupos quimicos funcionales a los que se puede unir selectivamente y que se pueden eliminar de una
funcionalidad hidroxi presente en un compuesto quimico, para convertir tal funcionalidad inerte en las condiciones
de la reaccién quimica a la que el compuesto es expuesto. Los grupos protectores de hidroxi se describen en Green y
Wauts, Protective Groups in Organic Synthesis, 2° edicién, John Wiley & Sons, Nueva York, 1991, e incluyen formilo,
acetilo, propionilo, arilacilo (p. €j., benzoilo y benzoilo sustituido), tritilo o monometoxitritilo, bencilo o bencilo
sustituido, derivados de carbonato (p. ej., fenoxicarbonilo, etoxicarbonilo y t-butoxicarbonilo) y sililo trisustituido,
incluido trialquilsililo (p. ej., dimetil-t-butilsililo) o difenilmetilsililo. En formas de realizacién preferidas, los grupos
protectores son, de forma independiente, benzoilo o acetilo.

R* es un grupo saliente, ejemplos adecuados del cual incluyen halégeno, alquilsulfoniloxi y arilsulfoniloxi. Entre
los halégenos se incluyen cloro, flior, yodo y, en una forma de realizacién preferida, bromo. Los haluros de a-
arabinofuranosilo bloqueados se pueden preparar mediante varios procedimientos conocidos en la técnica empleando
procedimientos estandar de uso habitual por un experto en la técnica, por ejemplo bromuro de 3,5-O-dibenzoil-2-
desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosilo (que se muestra como ejemplo en el Ejemplo 1; Tann y col., J. Org. Chem.,
50: 3644, 1985, que se incorpora en la presente memoria descriptiva por referencia); el bromuro de 3-O-acetil-5-O-
bencil-2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosilo (Fox y col., Carbohydrate Res., 42-233, 1975, que se incorpora en la
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presente memoria descriptiva por referencia); cloruro de 2,3,5-O-tribencil-a-D-arabinofuranosilo (patente de EE.UU.
n°5.110.919, que se incorpora en la presente memoria descriptiva por referencia); y cloruro de 3,5-di-p-toluil-2-desoxi-
a-arabinofuranosilo (Bhattacharya y col., J. Org. Chem., 28: 428, 1963; Nuhn y col., Pharmazie, 24: 237, 1969, ambas
incorporados en la presente memoria descriptiva por referencia). La preparacion de derivados de a-arabinofuranosilo
bloqueados sustituidos en la posicién C-1 con alquilsulfonatos y arilsulfonatos se describe en la patente de EE.UU. n°
5.401-861 y la patente de EE.UU. N° 5.744.579. ambas incorporadas en la presente memoria descriptiva por referencia.
Entre los alquilsulfonatos se incluyen metanosulfonato, etilsulfonato y butilsulfonato, y entre los alquilsulfonatos
sustituidos se incluyen compuestos tales como sulfonato de trifluorometano y 1,1,1-trifluorometanosulfonato. Entre los
arilsulfonatos se incluyen arilsulfonatos sustituidos tales como p-nitrobencenosulfonato, p-bromobencenosulfonato, p-
metilbencenosulfonato y similares.

Generalmente, las bases ttiles tienen una pKa en agua de 15 o mayor, y son adecuados para la formacién de una
sal del derivado de adenina (2), como se representa con la féormula:

NH,
NSy
2
Il:; g

(13)

R’ es como se ha definido anteriormente y R* es un catién monovalente. La base puede ser una base de metal alca-
lino y, en formas de realizacion preferidas, la base de metal alcalino es una base de potasio. En formas de realizacién
preferidas, la base es una base estedricamente impedida, por ejemplo #-butéxido de potasio o r-amilato de potasio.

Los disolventes ttiles en la presente invencién son aquéllos que son inertes con respecto a la reaccién. Entre los
disolventes inertes adecuados se incluyen, entre otros, alcohol #-butilico, acetonitrilo, diclorometano, dicloroetano,
alcohol t-amilico, tetrahidrofurano o mezclas de los mismos.

En una forma de realizacion preferida, la reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente. No obstante, en otras
formas de realizacion, la reaccién se lleva a cabo a temperaturas elevadas o menores. Por ejemplo, 1a reaccion se puede
llevar a cabo a alrededor de 40°C, o a alrededor de 50°C, o a alrededor de 60°C o en condiciones de reflujo. Como
alternativa, la reaccién se puede llevar a cabo de alrededor de -25°C a alrededor de 25°C, a alrededor de -20°C o a
alrededor de -10°C, o a alrededor de 0°C o a alrededor de 10°C.

Siempre que un grupo amino se describe como “no protegido”, ello significa que el grupo amino no se ha bloqueado
con un grupo protector de amino. El uso y los tipos de funcionalidades protectoras de amino son bien conocidos en
la técnica. Ejemplos se describen en Green y Wuts Protective Groups in Organic Synthesis, 2°* edicién, John Wiley &
Sons, Nueva York, 1991.

La proporciéon molar de los reactantes no se considera critica y, en formas de realizacion preferidas, se usan equi-
valentes molares aproximadamente iguales de derivado de arabinofuranosilo bloqueado (1), derivado de adenina (2) y
la base. En algunas formas de realizacién se usa un ligero exceso molar (p. ej., 1,05 a 1,1,5 equivalentes) de derivado
de adenina (2) y/o de base. El orden y la forma de adicién preferidos para cualquier forma de realizacién especifica se
pueden determinar mediante experimentacion rutinaria con una vision hacia el rendimiento de la reaccién y hacia la
ingenieria quimica y las consideraciones de las producciones.

2. Preparacion estereoselectiva de nucledsidos de 2-desoxi-purina
Otro aspecto de la invencidn es la preparacion estereoselectiva de nucledsidos de 2-desoxi-8-D-adenina. En este

procedimiento, un haluro de 2-desoxi-a-D-arabinofuranosilo bloqueado se acopla a la sal de un derivado de adenina
representado por la férmula:

(10)

R’ y M* son como se ha descrito previamente. Sorprendentemente, la identidad del catién tiene un profundo
efecto sobre la estereoselectividad de la reaccidon de acoplamiento. Las sales de potasio produjeron proporciones de
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los anémeros SB:a mayores que las sales de litio o de sodio. La sal representada por la férmula (10) se puede producir
in situ mediante el uso de bases de potasio y derivados de adenina de férmula (2). Generalmente las bases adecuadas
tienen una pKa en agua de 15 o mayor, e incluyen bases de t-alcéxido de potasio, hidréxido potésico, y las bases
impedidas incluyen diisopropilamida de potasio, bis(trimetilsilil)amida de potasio, hexametildisililazida de potasio,
hidruro de potasio y similares. En formas de realizacion preferidas, la base es una base estéricamente impedida, por
ejemplo 7-butéxido de potasio o -amilato de potasio.

No queriendo estar limitado por ninguna teoria, la estereoselectividad preferencial observada con potasio puede
deberse, por ejemplo, cuando R® es fldor y R7 es bromo, a una atraccion electrosttica entre el dtomo de fldor elec-
tronegativo y el catién de potasio duro, lo que condice a un ataque preferencial en el lado 3, como se representa en la
Fig. 1. La ausencia de selectividad del litio y sodio puede deberse a una asociaciéon mds covalente del catién con la
base ptrica. La presente invencion también abarca otros cationes, tales como cesio, que pueden reemplazar al potasio
como cation duro.

El disolvente empleado también posee un efecto marcado sobre la proporcion de los andmeros S:a. Generalmente,
los disolventes con una constante dieléctrica menor favorecen la produccién del anémero S3. Pero la eleccién del disol-
vente no viene dictada simplemente por la constante dieléctrica, en cuanto a que existe una tendencia por una relacién
inversa entre incrementar la proporcién de anémeros B:a y el rendimiento de los anémeros Sy @. Presumiblemente,
este efecto se relaciona con la solubilidad de los reactantes y/o los productos intermedios. Ente los disolventes ade-
cuados se incluyen alcohol #-butilico, acetonitrilo, diclorometano, dicloroetano, alcohol ¢-amilico, alcohol isoamilico,
tetrahidrofurano o mezclas de los mismos. En formas de realizacion preferidas, el disolvente es una mezcla de alcohol
t-butilico y acetonitrilo, o una mezcla de alcohol ¢-butilico y dicloroetano, o una mezcla de dicloroetano y acetonitrilo,
o una mezcla de alcohol #-amilico y dicloroetano, o una mezcla de alcohol f-amilico y acetonitrilo, o una mezcla de
alcohol t-amilico, acetonitrilo u diclorometano, o una mezcla de alcohol -amilico, acetonitrilo u dicloroetano. En las
mezclas de dos componentes, los dos disolventes se pueden combinar en el intervalo de alrededor de 1:4 a alrededor de
1:1 v/v. En mezclas de tres componentes, los tres disolventes pueden estar combinados en proporciones de alrededor
de 2:3:1 o de alrededor de 2:1:1 o de alrededor de 1:1:1.

En una forma de realizacién preferida, la reaccién se lleva a cabo a temperatura ambiente. En otras formas de
realizacién se usan temperaturas elevadas o menores. La disminucién de la temperatura de la reaccién, como en
el intervalo de la temperatura ambiente a alrededor de -25°C, puede conducir a un incremento de la proporcién de
andémeros B:«@. Las temperaturas elevadas se pueden usar en el intervalo de la temperatura ambiente a las condiciones
de reflujo.

En algunas formas de realizacién se afiade hidruro de calcio. La adicién de hidruro de calcio generalmente aumenta
la proporcién de anémeros SB:a. Este efecto puede deberse, en parte, a la eliminacién de restos de agua del disolvente.

La proporcién molar de los reactantes no se considera critica y, en formas de realizacién preferidas en las que la
sal derivada de adenina (10) se produce in situ, se usan equivalentes molares aproximadamente iguales de derivado de
arabinofuranosilo bloqueado (9), derivado de adenina (2) y la base, y, cuando se afiade, hidruro de calcio. En algunas
formas de realizacion se usa un ligero exceso molar (p. €j., 1,05 a 1,1,5 equivalentes) de derivado de adenina (2) y/o
de base. El orden y la forma de adicién preferidos para cualquier forma de realizacion especifica se pueden determinar
mediante experimentacion rutinaria con una vision hacia el rendimiento de la reaccidn y hacia la ingenieria quimica y
las consideraciones de las producciones.

Ejemplos de la invencion

Sin mds elaboracion, se cree que un experto en la técnica puede, usando la descripcién precedente, utilizar la
presente invencion en toda su extension. Con los siguientes ejemplos especificos se pretende meramente ilustrar la
invencién y no limitar de ninguna manera el alcance de las descripcién o el alcance de las reivindicaciones.
Ejemplo 1

Preparacion de bromuro de 3,5-0-dibenzoil-2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosilo

BzO BzO
\F OBz HBr O-\F
L N
Acido acético
0Bz OBz

(16) %))
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Un matraz de fondo redondo de una boca (100 ml) se equip6 con una barra de agitacién y un adaptador de entrada
de nitrégeno. El matraz se cargé con diclorometano (10,4 ml) y 1,3,5-O-tribenzoil-2-desoxi-2-fluoro-g-D-arabinofura-
nosilo (16) (2,6 g, Sigma, St. Louis, MO) a temperatura ambiente. La solucién se introdujo en atmésfera de nitrégeno.
Se cargé una solucién al 33% de bromuro de hidrégeno en dcido acético (0,96 g) y la mezcla resultante se agité du-
rante 18 h. El disolvente se eliminé mediante evaporacion rotatoria para dar un residuo naranja. Esto se disolvié en
diclorometano (30 ml) u se inactivé con salmuera de bicarbonato sédico (30 ml), con lo que el pH fue de 7-8. La
fase orgdnica se repartié y lavé con salmuera de bicarbonato sédico (30 ml). La fase orgénica se secé sobre MgSO,
y se filtr6. La eliminacién del disolvente mediante evaporacion rotatoria y alto vacio dio bromuro de 3,5-dibenzoil-2-
desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosilo (17) en forma de una goma viscosa amarilla.

Ejemplo 2

Preparacion de 2-cloro-9-(3,5-O-dibenzoil-2-desoxi-2-fluoro-B-D-arabinofuranosilo )adenina

NH>
B2O. NHy ¢ I:
1 f\F . (yl)\\; _ Bae )\Cl + Bzo I Y
BzO Br NN ¢1 Disalvente
H
Bw *‘“‘2
an (18) (19) (20)

Se prepar6 2-cloro-9-(3,5-O-dibenzoil-2-desoxi-2-fluoro-gB-D-arabinofuranosil)adenina (19) (Borregaard) utilizan-
do diferentes bases y numerosos sistemas disolventes y la adicién opcional de hidruro de calcio. En los ejemplos
siguientes se describen tres preparaciones con detalle y otras preparaciones se resumen en la Tabla 1.

A. Preparacion 1

Un matraz de fondo redondo de tres bocas se equipé con un controlador de la temperatura, entrada de nitrégeno
y tubos de salida, tabiques y una barra de agitacién magnética. Se cargd cloroadenina (18) (0,45 g) en forma de
solido y bajo atmésfera de nitrégeno, seguido por #-butéxido de potasio (0,34 g), acetonitrilo (2,3 ml) y alcohol #-
butilico (6,9 ml). Después de agitar durante 1 hora a 24°C-26°C, se afadié bromuro de 3,5-O-dibenzoil-2-desoxi-2-
fluoro-a-D-arabinofuranosilo (17) (1,21 g). La suspensién naranja resultante se agité a 24°C-26°C durante 16 horas.
El andlisis HPLC de una muestra control durante el procedimiento mostré una conversion del 96,6% y una proporcién
de anémero S (19) y anémero «a (20) de 10,7:1. El anélisis HPLC us6 un sistema de fase inversa con una columna
Zorbax-SB-C18 y una fase mévil de 80:20 de acetonitrilo/agua con 15% v/v de dcido trifluoroacético a un caudal de
1 ml/min a 30°C. La deteccion se realizé mediante andlisis espectrofotométrico a 263 nm. La conversién se expresa
en forma de valores del drea bajo la curva (a.u.c) de (19) + (20)/(18) + (19) + (20) x 100. El disolvente se evapord
para dar 1,79 g de un residuo naranja. A esto se afladié acetato de etilo (34 ml) y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 1,25 h y, después, se filtr6 a través de papel de filtro y el papel se enjuagé dos veces con 5 ml de
acetato de etilo. La evaporacidn de la solucién filtrada dio 1,28 h de cristales de color naranja claro (86,8% mediante
HPLC, édrea de los anémeros combinados). Este material todavia contenia un cantidad pequefia de 2-cloroadenina
(13) mediante HPLC. La proporcién anomérica fue de 11,8:1. Los cristales se disolvieron con 33 ml de acetato de
etilo a temperatura ambiente, para dar una solucién ligeramente opaca. Esto se filtré a través de una hoja de celite
y el filtrado se evapord para dar 1,16 g de cristales. Este material todavia contenia un cantidad pequena de (13). El
problema se remedié mediante una filtracién mas eficiente. Los cristales se disolvieron en 25 ml de acetato de etilo
durante la noche a temperatura ambiente, para dar una solucién ligeramente turbia, Esto se filtré a través de un filtro
de jeringa Whatman de nylon de 0,45 mM y se evapord para dar 1,13 g. este material no contenia (18), mediante
andlisis HPLC, y tenia una proporcién anomérica de 11,9:1 y un rendimiento de 83% con una pureza del 98,1%
(a.u.c.). Considerando la produccion de los anémeros (19) y (20), no se produjo una formacién sustancial de un aducto
subproducto formado por la reacciéon de bromuro de 3,5-O-dibenzoil-2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosilo (17)
con el grupo amino exociclico no protegido de la 2-cloroadenina (18). Ademds, el andlisis HPLC revel6 la ausencia
de formacién considerable de subproductos.

B. Preparacion I1
Un matraz de fondo redondo de tres bocas se equipd con una barra de agitacion magnética, un controlador de la
temperatura y una entrada de nitrégeno y se cargé con 2-cloroadenina (18) (0,29 g), seguido por acetonitrilo (1,6 ml),

alcohol #-amilico (3,3 ml), terc-butéxido de potasio (0,2 g) e hidruro de calcio (0,069 g). Esta mezcla se agité a 25°C
durante 30 minutos antes de cargar bromuro de 3,5-O-dibenzoil-2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosilo (17) (0,68
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g) disuelto en diclorometano (3,25 ml). La solucién naranja se agité durante dos dias, tras lo cual el andlisis IIPLC
mostrd una proporcién anomérica S:a de 18,8:1 y una conversién de aproximadamente el 67%. El calentamiento a
401C durante aproximadamente 4,5 h tuvo como resultado una proporcién anomérica S:a de 18,7:1 y una disminucién
de la conversion aparente a 63%. La mezcla de reaccion se filtré al vacio y la torta de filtrado se lavé con diclorometano
(2x12 ml). El filtrado se paso a través de un filtro de jeringa de nylon y después se concentré mediante evaporacion
rotatoria y bomba de alto vacio para dar 0,72 g de material con una proporcién anomérica S:a de 19:1, y una pureza
de 88% mediante HPLC (a.u.c.), dando un rendimiento de los anémeros (19) y (20) del 77%. En cuanto que hubo una
conversién de aproximadamente un 77% de la cloroadenina, no hubo una formacién sustancial ni significativa de un
aducto subproducto formado mediante la reaccién de bromuro de 3,5-O-dibenzoil-2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofu-
ranosilo (17) con el grupo amino exociclico no protegido de 2-cloroadenina (18). Ademads, el andlisis HPLC revel6
ausencia de formacion sustancial o significativa de subproductos.

C. Preparacion II1

Un matraz de fondo redondo de tres bocas se equipd con una barra de agitacién magnética, un controlador de la
temperatura y una linea de entrada de nitrégeno y se cargé con alcohol #-amilico:acetonitrilo (9 ml) a una proporcién
de 2:1, seguido por 2-cloroadenina (18) (0,63 g), t-amilato de potasio (0,47 g) e hidruro de calcio (0,15 g). Esta mezcla
se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos antes de la adicién de bromuro de 3,5-O-dibenzoil-2-desoxi-2-
fluoro-a-D-arabinofuranosilo (17) (1,5 g) disuelto en alcohol #-amilico:acetonitrilo (97 ml) en una proporcién de 2:1.
La solucién se agit6 durante 17 horas, tras lo cual el andlisis mediante HPLC mostré una conversién de alrededor del
79% y una proporcion anomérica de S:a de 14,5:1. La mezcla de reaccidn se filtr6 al vacio y el residuo se lavé con 2 x 5
ml de acetonitrilo. El filtrado se volvié a filtrar a través de un filtro de nylon de 0,45 u y después se concentré. El residuo
concentrado se disolvio en acetato de butilo (5 ml). Se afiadié heptano (35 ml) y los cristales resultantes se recogieron
mediante filtracion al vacio y se sometieron a alto vacio. El analisis HPLC de los cristales indic6 una proporcién
anomérica de B:a de 19,4:1 y un rendimiento del 63% de material con una pureza del 90% (a.u.c.). En cuanto a que
se produjo una conversion de alrededor del 79% de la cloroadenina, no se produjo una formacién sustancial de un
aducto subproducto formado por la reaccién de bromuro de 3,5-O-dibenzoil-2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosilo
(17) con el grupo amino exociclico no protegido de la 2-cloroadenina (18). Ademads, el andlisis HPLC no revel6 una
formacioén sustancial de subproductos.

D. Resumen de los procedimientos preparativos
Los resultados de los ejemplos preparativos ademds de los ejemplos anteriores indicados en las preparaciones

I, I y III, se resumen en la Tabla 1. Normalmente, los procedimientos preparativos usaron equivalentes molares
aproximadamente iguales de (17) y (18) e hidruro de calcio y un ligero exceso molar de base.

TABLA 1
Disolventet Base* .| CaH, | Tiempo | Prop. % Rendimiento
(horas) B:d Conversion | aislado (%)
(19)/(20) | T
2:1 KOtBu | + 14 17 54 NDtt
tBuOH/DCE
1:2 KOtBu | + 14 20,1 60 ND
DCEAAMOH
1:4 KOtBu | + 14 20,5 58 ND
DCE/AAMOH
1:2:2 KOtBu | + 14 221 74 ND
MeCN/DCEAAMOH
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52% tBuOH KOtBu | + 26 10,7 90 42
48% MeCN
52% tBuOH KOtBu | - 22 10,7 84 77
48% MeCN
52% tBuOH KOtBu | - 21 11 86 79
48% MeCN
51% alcohol amilico KOtBu | - 17 13,1 80 83
49% MeCN
2:2:1 KOtBu | + 85 18,7 71 80
CH.Cl:tAmOH:MeCN
2:1 tAmOH:MeCN KOtBu | + 85 12,7 70 84
2:1 tAmOH:MeCN KOtBu | + 85 13,1 77 89
2:2:1 KOtBu | + 69 13,9 73 41
CH,Cl>tAmOH:MeCN
2:1 tAmOH:MeCN t- - 18 19,6 76 80
amilato
de K
1:1 tAmOH:MeCN t- - 18 13,3 79 84
amilato
de K
1:2 tAmOH:MeCN t- - 18 6,73 92 ND
amilato
de K
2:2:1 KOtBu | + 16 20,3 79 48
tAMOH:MeCN:CH,Cls.
1tBuOH= alcohol t-butilico; DCE= dicloroetano; tAmOH= alcohol t-amilico; MeCN=
acetonitrilo.
*KOtBu= t-butéxido de potasio.
1%Conversién= a.u.c. de (19)+(20)/(18) + (19) + (20)x100.
11ND= No determinado.

Ejemplo 3
Purificacion de 2-cloro-9-(3,5-O-dibenzoil-2-desoxi-2-fluoro-3-D-arabinofuranosil Jadenina mediante resuspension

Para purificar el compuesto (19) se usé una etapa de re-suspension utilizando reflujo con metanol. Si es necesario,
el pH debera ajustarse a 6,0 antes de esta etapa, para prevenir la desproteccién durante la etapa de re-suspension.
Dado que la resuspensién debe implicar un equilibrio entre las fases de s6lido y de solucién se requiere un periodo de
tiempo para que este equilibrio se establezca bajo un grupo dado de condiciones experimentales. Por tanto, se inves-
tigaron los tiempos requeridos para el equilibrio mediante monitorizacién de la composicién anomérica de pastas a
diferentes proporciones de disolventes y temperaturas. Tres caracteristicas salientes se pusieron de manifiesto: (1) una
resuspension caliente tuvo como resultado cantidades mayores de (19) en la solucién en equilibrio; (2) la cantidad de
(19) en la fase de solucidon aumenta con el tiempo a medida que se acerca al equilibrio para la resuspensién en caliente
y disminuye con el tiempo para una resuspension a temperatura ambiente; y (3) el equilibrio se alcanza esencialmente

11
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a las 5 horas en condiciones de resuspension en caliente o a temperatura ambiente, aunque se observa un ligero cam-
bio en condiciones de temperatura ambiente en agitacion durante la noche. La resuspension a temperatura ambiente
produjo un mayor incremento anomérico. Se concluyé que una resuspension a temperatura ambiente durante al me-
nos 5 horas, seguida por 1 hora de enfriamiento y filtracion tiene como resultado la mejor recuperacioén y proporcién
anomérica. Los resultados de este procedimiento se muestran en la Tabla 2 para ciclos de 20 g realizados en un reactor
dell.

TABLA 2
Condiciones 1 Proporcion inicial | Proporcién  final | Recuperacion de
(19)/(20)% (19)/(20) masa*
A 19 79 62
B 20 39 69
B 24 66 74

tCondiciones: A: 10 ml MeOH por gramo de producto bruto (19), 0,5 h a
reflujo, después Temp.. amb. Durante 19 h, B: temp. Amb. Durante 5 dias.

T se refiere a la proporcion anomérica que se somete a la etapa de
resuspension con metanol.

*se refiere a la recuperacién de masa s6lo en la etapa de resuspensiéon con
metanol.

Ejemplo 4

Hidrolisis del producto de condensacion para dar 2-cloro-9-(3°,5’-O-dibenzoil-2’-desoxi-2’-fluoro-B-D-arabinofura-
nosilo)adenina

NH, Ry
¢ 4 f*’
B2z0 N N/’kcl NaOMe, MeOH HO. <N rz”ku
1 ;O.Fll 1 :oflj

OH

19 (21)

Dado que el benzoato de metilo es un liquido y facilmente soluble en muchos disolventes orgénicos, se prefirié
la escision de los grupos bencilo con metéxido de sodio. Un matraz de 250 ml con varias bocas y equipado con un
termopar, un agitador magnético, un purgador de nitrégeno y condensador de reflujo, se cargé con (19) (8,42 g, 16,45
mmol) y 15 ml de metanol a temperatura ambiente. Se inici6 la agitacidn y la mezcla se calent6 hasta 38°C. La reaccién
se cargd con metdxido sédico (62 ul, 0,329 mmol). La mezcla de reaccién se agit6 a 38°C durante 7 horas, después
se detuvo el calentamiento y la mezcla se enfrié hasta la temperatura ambiente y se agité durante la noche. El pH se
ajusté hasta 5,0 con 4cido acético. El matraz de reaccidn se enfri6 en un bafio de hielo durante 2 horas y la mezcla de
reaccion se filtré y el matraz y la torta de filtrado se lavaron con 9,5 ml de metanol. Un matraz de 250 ml y mdltiples
bocas, equipado con un termopar, un agitador magnético, un purgador de nitrégeno y un condensador de flujo se cargd
el sélido himedo y 105 ml de metanol, se agit y se calentd hasta reflujo. La solucién caliente se filtr y el filtrado
se transfirié al matraz de reaccién original, en la que la mezcla se enfrié hasta la temperatura ambiente. La mezcla se
enfrié en un bafio de hielo/agua durante 0,5 h y la mezcla se filtr6 y el matraz y la torta de filtro se enjuagé con 9,8 ml
de metanol. El s6lido himero se sec6 en una estufa de vacio para producir (21) a un rendimiento de 69,4% con una
pureza de 99,14 (a.u.c.). No se detect6 ningtin anémero @ mediante HPLC.
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Otros Ejemplos del procedimiento de desproteccién con condiciones variables se muestran en la Tabla 3.

TABLA 3
Mmol NaOMe | MeOH | Temp % Proporcion | Area
(19) (eq.) mi/kg °C Recuperacion | anomérica | HPLC
de masa (%)
1,68 0,015 4 25 68,8 338/1 98,0
2,05 0,100 20 25 58,9 415/1 99,6
2,1 0,010 20 25 58,4 469/1 93.7
2,09 0,010 4 25 64,2 248/1 99,0
2,03 0,100 4 25 68,2 126/1 98,6
2,82 0,055 12 38 60,2 330/ 99,1
3,07 0,055 12 38 66,9 521/1 99,0
2,94 0,055 12 38 64,9 /1 99,6
2,01 0,100 4 50 62,6 1657/1 99,4
2,07 0,010 4 50 64,3 521/1 98,9
1,97 0,010 20 50 59,3 432/1 99,4
1,99 0,100 20 50 61,0 397/1 61,0
17,05 0,020 8 25 53,5 988/1 98,8
Ejemplo 5

Designaciones RMN para clofarabina y epiclofarabina

Preparaciones agrupadas de mezclas anoméricas de (19) y (20) se agruparon y desprotegieron a través de la elimi-
nacioén de los grupos benzoilo mediante tratamiento con metéxido de sodio y metanol. Las clofarabina y epiclofarabina
resultantes se aislaron mediante HPLC preparativa. En un ciclo tipico, 60 mg de muestra bruta se disolvieron en 1,4
ml de fase movil, es decir acetonitrilo/agua en una proporcién de 1:9 /v/v), para su inyeccién en una columna Pheno-
menex Progidy C18, 10 x ODS, 250 x 21,2 mm y un caudal de 12 ml/min. Las fracciones agrupadas se sometieron a
evaporacion rotatoria para eliminar el acetonitrilo y se liofilizaron. Las muestras purificadas se sometieron a andlisis

RMN.

La Fig. 2 muestra las conformaciones previstas de los protones relevantes y de los d&tomos fluoruro para 2-cloro-
9-(2’-desoxi-2-fluoro-B-D-arabinofuranosilo)adenina (clofarabina) (21) y 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-@-D-arabi-

nofuranosilo)adenina (epiclofarabina):

13
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Segtin estas suposiciones conformacionales y la relacién de Karpus, las constantes de acoplamiento previstas del
anémero 3 (21) y del anémero « (22) deberdn cumplir la relacion siguiente:

a) JH,F serd grande para ambos anémeros, @ o 8
b) (JH,F); < JH,F),
¢) (JHHy); > JHH,),
d) JH,H; serd pequefio ara ambos anémeros, @ 0 8
Estas predicciones estan avaladas por el andlisis RMN de los anémeros purificados, como se muestra en la Tabla
2, Fig. 3 y Fig. 4. Es notable el hecho de que los protones Ng exociclicos se producen en un desplazamiento quimico

predecible (7,8-8,0 ppm) para clofarabina (21) y epiclofarabina (22). Se han comunicado desplazamientos quimicos
N para otros derivados de adenina (Reid y col., Helv. Chim. Acta, 72: 1597-1606, 1989).

TABLA 2

Desplazamientos quimicos relevantes y constantes de acoplamiento para los

anomerost

Compuesto H26 (ppm) H16 (ppm)

Clofarabina 5,76 (dt, 1H, J= 63 Hz, { 6,31 (dd, J= 15 Hz, J=5
J=5 Hz) Hz)

Epiclofarabina 5,61 (dt, J= 67 Hz, J= 46,19 (dd, J= 19,5 Hz, J=
Hz) 4 Hz)

THRMN datos recogidos a 250 MHz en DMSO—d6

La presente invencion se ha mostrado tanto mediante descripcién como mediante ejemplos. Los ejemplos son
tnicamente ejemplos y no pueden interpretarse como que limitan el alcance de la invencién. Un experto en la técnica
preverd equivalentes del procedimiento de la invencién descrito mediante las reivindicaciones siguientes que entran
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dentro del alcance de la invencién reivindicada.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacién de un S nucleésido de la férmula:

NH,
N ~ N
4
(N ‘ N//LR’

R%0. )t

en la que
- R! es hidrégeno, halégeno o -OR®,
- R% es un grupo protector de hidroxi,
- R? y R? son, de forma independiente, grupos protectores de hidroxi, y
- R5 es un halégeno o -NH,,

en la que el procedimiento comprende la etapa de hacer reaccionar un derivado de a-arabinofuranosilo de la férmula:

\ :o»Rl'
y R

OR

)

en la que R!, R? y R? son como se ha definido antes y R* es un grupo saliente seleccionado de halégeno, alquilsulfo-
niloxi y arilsulfoniloxi,

con un derivado de adenina de la féormula:

NH,
N \N
/
<z I N/)\R’

En la que R® es como se ha definido en lo que antecede y el grupo amino exociclico C-6 de dicho derivado de
adenina no estd protegido, en presencia de un disolvente y una base, en la que dicha base tiene una pKa en agua de
alrededor de 15 o mayor, y en la que no hay una produccién sustancial o significativa de aductos formados mediante la
adicién de dicho derivado de a-arabinofuranosilo con dicho grupo amino exociclico C-6 de dicho derivado de adenina.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que R3 es -NH, (no protegido) y no hay una produccién sustancial
de aductos formados mediante la adicién de dicho derivado de @-arabinofuranosilo con dicho grupo -NH,.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que R! es fldor o en el que R’ es cloro.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que R! es fldor y R® es cloro.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que R!' y R® son, de forma independiente, bencilo o acetilo.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que R* es bromo.

7. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicha base es t-butéxido de potasio o t-amilato de potasio.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho disolvente es mezcla de dos o mds de alcohol #-butilico,
acetonitrilo, dicloroetano, diclorometano, tetrahidrofurano y alcohol f-amilico.
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9. El procedimiento de la reivindicacién 1 6 4, en el que el procedimiento ademds comprende la etapa de despro-

ES
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teger dicho S-nucledsido para formar un S-nucledsido de la férmula:

NH,
N Y]
y
( I N')La’
o'
H

en la que R' y R® son como se ha definido en lo que antecede.

10. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que dicha base es #-butéxido de potasio y dicho disolvente es una

mezcla de alcohol #-butilico y acetonitrilo.

11. Un procedimiento para la preparacién estereoselectiva de un 2’-desoxi-S-nucledsido de la férmula:

en la que R? y R? son, de forma independiente, grupos protectores de hidroxi, y R® es un halégeno o -NH,, en el que
el procedimiento comprende la etapa de hacer reaccionar un derivado 2’-desoxi-a-arabinofuranosilo de la férmula:

R0

en la que R es un halégeno y R? y R? son como se ha definido en lo que antecede,

con una sal del derivado de adenina de la férmula:

NH,
N SN

U

«N- I //L 5
NNTR

16
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en la que R® es como se ha definido en lo que antecede y el grupo amino exociclico C-6 de dicha sal del derivado
de adenina no esté protegido, en presencia de un disolvente, en la que dicho 2’-desoxi-S-nucledsido se produce en una
proporcién molar de al menos 10:1 respecto al andmero 2’-desoxi-a-nucledsido representado por la férmula:

RO
/OJ;
5
N -N.__R
or* ! :ﬂ 1
Y
N \\l:"
NH.

12. El procedimiento de la reivindicacién 11, en el que R es cloro y/o en el que R” es bromo o cromo.
13. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que R’ es cloro y R es bromo.

14. El procedimiento de la reivindicacién 11 6 13, en el que dicha proporcién molar entre dicho 2’-desoxi-S3-
nucledsido y dicho 2’-desoxi-a-nucledsido es de al menos 15:1, preferentemente al menos 20:1.

15. El procedimiento de la reivindicacién 11 6 13, en el que R? y R? son, de forma independiente, bencilo o acetilo.

16. El procedimiento de la reivindicacion 11 6 13, en el que dicha sal del derivado de adenina se forma in situ en
dicho disolvente mediante la reaccién de una base de potasio con un derivado de adenina de la férmula:

NH,
N =N

7

<S l N”LRS

17. El procedimiento de la reivindicacién 16, en el que dicha base de potasio es z-butdxido de potasio o t-amilato
de potasio.

18. El procedimiento de la reivindicacion 11 6 13, en el que dicho disolvente se selecciona de alcohol #-butilico, una
mezcla de alcohol #-butilico y acetonitrilo, una mezcla de alcohol #-butilico y dicloroetano, una mezcla de dicloroetano
y acetonitrilo, una mezcla de alcohol t-amilico y dicloroetano, una mezcla de alcohol z-amilico y acetonitrilo, una
mezcla de alcohol t-amilico, acetonitrilo y diclorometano y una mezcla de f-amilico, acetonitrilo y dicloroetano.

19. El procedimiento de la reivindicaciéon 11 6 13, en el que no hay una produccién sustancial o significativa de
aductos formados mediante la adicién de dicho derivado de 2’-desoxi-a-arabinofuranosilo con dicho grupo amino
exociclico C-6 de dicha sal de derivado de adenina.

20. El procedimiento de la reivindicacién 11 6 13, que ademds comprende la etapa de purificar dicho S-nucledsido
mediante recristalizacion o preparacion de una suspension en un disolvente inerte.

21. El procedimiento de la reivindicacion 20, en el que dicha purificaciéon de dicho S-nucleésido comprende la
resuspension en metanol o la recristalizacion de la mezcla de acetato de butilo y heptano.

22. El procedimiento de la reivindicacion 11 6 13, que ademds comprende la etapa de desproteccién de dicho 2°-
desoxi-B-nucledsido para formar un 2’-desoxi-B-nucleésido de la férmula:

!
O
en la que R’ es como se ha definido en lo que antecede.
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23. Un procedimiento para la preparaciéon de una composiciéon que comprende 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-flior-3-D-
arabinofuranosil)adenina, en el que el procedimiento comprende las etapas de:

(1) hacer reaccionar bromuro de 3’,5’-O-dibenzoil-2’-desoxi-2’-fluoro-a-D-arabinofuranosilo con una sal de
potasio de 2-cloroadenina de la férmula:

NH;
NS

N
-
N;’LN’L *Cl
K

en la que el grupo amino exociclico de dicha sal de potasio de 2-cloroadenina no estd protegido, en presencia de un
disolvente para formar 2-cloro-9-(3’,5’-O-dibenzoil-2’-desoxi-2’-fluoro-8-D-arabinofuranosil )Jadenina;

(2) desproteger dicha 2-cloro-9-(3’,5’-O-dibenzoil-2’-desoxi-2’-fluoro-B-D-arabinofuranosil)adenina para for-
mar 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-fluoro-B-D-arabinofuranosil)adenina; y

(3) aislar dicho 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-flior-B-D-arabinofuranosil)adenina para formar una composicién que
comprende 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-flior-B-D-arabinofuranosil)adenina.

24. El procedimiento de la reivindicacién 23, en el que dicha composicién comprende 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-
fldor-B-D-arabinofuranosil)adenina sustancialmente pura, es decir, la proporcién de dicho 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-
flior-B-D-arabinofuranosil)adenina con su anémero @ medido mediante cromatografia de liquido de alta presién y
analisis espectrofotométrico es al menos 99:1.

25. El procedimiento de la reivindicacion 23, en el que el procedimiento comprende ademads la etapa de
(4) aislar dicha 2-cloro-9-(3’,5’-O-dibenzoil-2’-desoxi-2’-flior-8-D-arabinofuranosil)adenina antes de despro-
teger dicha 2-cloro-9-(3’,5’-O-dibenzoil-2’-desoxi-2’-flior-SB-D-arabinofuranosil)adenina, en particular en

la que dicha etapa de aislamiento (4) comprende un procedimiento de resuspension.

26. El procedimiento de la reivindicacion 23, en el que dicha etapa de aislamiento (3) comprende la recristalizacién
de dicha 2-cloro-9-(2’-desoxi-2’-flior-B-D-arabinofuranosil)adenina.

27. El procedimiento de la reivindicacién 23, en el que dicha sal de potasio de 2-cloroadenina se forma in situ en
dicho disolvente mediante la reaccién de una base de potasio con 2-cloroadenina.
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FIG. 1
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Clofarabina (21) Epiclofarabina (21)
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FIG.3
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