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DESCRIPCION
Método de produccién de un compuesto glucdsido
Campo técnico
La presente invencién se refiere a un método de produccién de un compuesto glucésido.

EI ARN, que es un oligbmero de acido nucleico que comprende ribosa, se puede aplicar como una sonda de ARN, un
ARN antisentido, una ribozima, un ARNip o un aptamero, etc., que es un material util.

Antecedentes de la técnica

En un método para producir un oligdmero de acido nucleico, se usa un compuesto fosforamidita de un nucleésido en
el que un grupo hidroxi en posicidén 3’ esta fosforamiditado. También como precursor del compuesto fosforamidita del
nucleésido, es conocido un compuesto glucésido en el que un grupo hidroxi en posicién 3' y un grupo hidroxi en
posicién 5' del nucledsido estan sustituidos con un grupo protector, y un grupo hidroxi en posicién 2' esta sustituido
con un grupo protector que es capaz de salir en condiciones suaves.

Como método para producir el compuesto glucésido, es conocido un método de produccién de un compuesto
glucésido en donde un grupo derivado de éter se introduce en un grupo hidroxi en posicién 2', que comprende una
etapa de hacer reaccionar un compuesto glucésido en donde un grupo hidroxi en posicién 3 'y un grupo hidroxi en
posicién 5’ estan protegidos con un grupo protector de sililo, con un compuesto de tioéter en tetrahidrofurano como
disolvente (véanse las bibliografias de patente 1 y 2). La bibliografia de patente 3 se refiere a un compuesto glucésido
y a un método de produccidén del mismo. La bibliografia de patente 4 se refiere a un método para introducir un grupo
protector de acido nucleico y producir un derivado de acido ribonucleico. La bibliografia de patente 5 se refiere a un
compuesto de amidita y a un método de produccién de un polinucledtido usando el mismo. La bibliografia no de patente
1 se refiere a la sintesis de un oligémero de ARN largo utilizando un grupo protector CEM.

Listado de citas
Bibliografia de patente

Bibliografia de patente 1: JP 5168145 B2

Bibliografia de patente 2: WO 2016/159374

Bibliografia de patente 3: WO 2013/027843 A1

Bibliografia de patente 4: WO 2008/016079 A1

Bibliografia de patente 5: WO 2019/208571 A1
Bibliografia no de patentes
Bibliografia no de patente 1: Shiba et al., Nucleic Acids Res. 2007, 35, 3287-3296.
Sumario de la invencién
[Problemas que ha de resolver la invencién]
La pureza del compuesto glucésido con la férmula (3) que se menciona a continuacién, el cual se prepara mediante
el método descrito en las bibliografias de patente 1 y 2 mencionadas anteriormente, no es necesariamente
satisfactoria. Un objeto de la presente invencién es proporcionar un método de produccién de un compuesto glucésido
que tiene una alta pureza.
(Medios para resolver los problemas)
La presente invencién proporciona un método de produccién de los compuestos glucésidos que se mencionan a
continuacién. La presente invencién incluye los aspectos descritos en los puntos mencionados a continuacién, pero

sin limitarse a los mismos.

Punto [1] Un método de produccidén de un compuesto glucésido representado por la formula (3):
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en donde B?, i-Pr y n son los mismos que se definen a continuacién,
que comprende hacer reaccionar un compuesto glucésido representado por la formula (1):

en donde B@representa un grupo adenina que puede estar opcionalmente sustituido con un grupo acilo, y el grupo
i-Pr representa un grupo isopropilo,
con un compuesto de éter representado por la férmula [2]:

)
en donde R representa un grupo alquilo C1-C6 o un grupo fenilo, ynes 0 0 1,
en 4-metiltetrahidropirano en presencia de uno o mas agentes de halogenacién seleccionados entre halégenos,
succinimida N-halogenada e hidantoina N-halogenada.

(En lo sucesivo en el presente documento denominado "Método de produccidén de la presente invencién" o
"Método de produccion actual").

Punto [2] EI método de produccidén de acuerdo con [1] en donde nes 1.

Punto [3] EI método de produccidén de acuerdo con [1] en donde n es 0.

Punto [4] El método de produccién de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3] en donde el agente de halogenacidn
es halégeno.

Punto [5] El método de produccién de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [4] en donde el agente de halogenacidn
es yodo.

Punto [6] El método de produccion de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [5] en donde R' representa un grupo
metilo.

Punto [7] El método de produccién de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [6] en donde B? representa un grupo
adenina que esté sustituido con un grupo acetilo o un grupo benzoilo.

Punto [8] El método de produccién de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [6] en donde B? representa un grupo
adenina que esté sustituido con un grupo acetilo.

Efecto de la invencidn

De acuerdo con el método de produccidn de la presente invencidn, se puede suprimir la formacién de impurezas de
un compuesto glucésido que es un material de partida para la sintesis de un acido oligonucleico. EI compuesto
glucésido es adecuado para la sintesis de un &cido oligonucleico.

Modo para llevar a cabo la invencién

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describe con detalle.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "comprende" puede incluir también los significados de
"consiste esencialmente en" y "consiste en".
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En el presente documento se describe un método de produccién de un compuesto glucésido representado por la
férmula (3) (en lo sucesivo en el presente documento denominado "Proceso de la presente invencidén" o "Presente
proceso"), dicho método comprende hacer reaccionar un compuesto glucésido representado por la formula (1) con un
compuesto de éter representado por la formula (2) en 4-metiltetrahidropirano en presencia de uno o mas agentes de
halogenacién seleccionados entre halégeno, succinimida N-halogenada e hidantoina N-halogenada.

Para los compuestos glucésidos de formula (1) y de formula (3), el grupo adenina que puede estar opcionalmente
sustituido con un grupo acilo indicado como B2 tiene la siguiente estructura

R4

r

HN™
N ""’3
;W g
P
e

en donde R? representa un atomo de hidrégeno o un grupo acilo.

Un grupo acilo representa un grupo acilo alifatico de cadena lineal o ramificada, o un grupo acilo aromético, en el que
el nimero total de 4tomos de carbono, incluido el &tomo de carbono contenido en el grupo carbonilo, esde2a 12, y
preferentemente es de 2 a 7. Ejemplos del grupo acilo incluyen grupos acilo alifaticos (tales como un grupo acetilo, un
grupo propionilo, un grupo butanoilo (un grupo butirilo), un grupo isobutanoilo (un grupo isobutirilo), un grupo
pentanoilo, un grupo hexanoilo, un grupo heptanoilo, un grupo octanoilo, un grupo nonanoilo, un grupo decanoilo y
un grupo undecanoilo, etc.); y grupos acilo aromaticos (tales como un grupo benzoilo, un grupo 1-naftoilo y un grupo
2-naftoilo), y preferentemente incluye un grupo acetilo o un grupo benzoilo.

Ejemplos del agente halogenado incluyen halégenos (tales como yodo y bromo); succinimidas N-halogenadas (tales
como N-cloro succinimida, N-bromo succinimida (NBS), y N-yodo succinimida (NIS), etc.); hidantoinas N-halogenadas
(tales como  1,3-diyodo-5,5-dimetilhidantoina,  1,3-dibromo-5,5-dimetilhidantoina, y 1-bromo-3-cloro-5,5-
dimetilhidantoina, etc.). En la presente invencién, se usan preferentemente halégenos, y ademas se usa
preferentemente yodo.

La reaccién de la presente invencién se puede llevar a cabo afiadiendo un acido ademés de los agentes halogenados.
Ejemplos del &cido incluyen los acidos perfluoroalquilcarboxilicos y sales de los mismos, acidos alquilsulfénicos y sales
de los mismos, acidos arilsulfénicos y sales de los mismos, acido perfluoroalquilsulfénico y su sal, y acidos
alquilsulfénicos y sales de los mismos, asi como cualquiera de las combinaciones de dos 0 méas de estos &cidos.
Ejemplos de la sal incluyen sales metélicas (tales como sal de cobre y sal de plata). Ejemplos especificos del &cido
incluyen é&cido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, &cido canforsulfénico, acido trifluorometanosulfénico, y
trifluorometanosulfonato de plata, asi como cualquiera de las combinaciones de dos 0 més de estos acidos. El grupo
alquilo del &cido alquilsulfénico puede ser una cadena lineal o ramificada del mismo, y preferentemente es un grupo
alquilo que tiene de 1 a 6 de atomos de carbono. Como ejemplo del grupo alquilo se ilustran metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, isobutilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo y hexilo. Ejemplos del grupo arilo del 4cido arilsulfénico
incluyen el grupo fenilo y el grupo tolilo.

Para el compuesto de éter de formula (2), el grupo alquilo indicado como R’ puede ser una cadena lineal o ramificada
del mismo, y preferentemente es un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 de atomos de carbono. Ejemplos del grupo alquilo
incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo y hexilo. Ejemplos del
grupo alquilo incluyen preferentemente un grupo metilo.

El disolvente para la reaccién de la presente invencién incluye 4-metiltetrahidropirano (MTHP). La cantidad de
disolvente esta dentro de un intervalo que normalmente varia del 0,5 % v/p al 20 % V/p, y preferentemente del 1 % v/p
al 10 % v/p, a diferencia del compuesto glucésido representado por la férmula (1).

La cantidad del compuesto de éter representado por la férmula (2) estd dentro de un intervalo que normalmente varia
de 0,8 a 5 moles, preferentemente de 1 a 3 moles, y mas preferentemente de 1 a 1,5 moles, frente a 1 mol del
compuesto glucésido representado por la formula (1). La cantidad de los agentes halogenados esta dentro de un
intervalo que normalmente varia de 0,8 a 10 moles, preferentemente de 3 a 10 moles, y mas preferentemente de 3 a
6 moles, frente a 1 mol del compuesto glucésido representado por la formula (1). La cantidad del acido esté dentro de
un intervalo que normalmente varia de 0 a 5 moles, preferentemente de 0 a 1,5 moles, y mas preferentemente de 0 a
0,1 moles, frente a 1 mol de los compuestos glucésidos representados por la férmula (1).
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La temperatura de reaccién de la presente invenciéon estd normalmente dentro de un intervalo de -30 a 30 °C,
preferentemente de -20 a 25 °C, y mas preferentemente de -15 a 5 °C. El periodo de reaccién de la presente reaccion
esta dentro de un intervalo que normalmente varia de 0,5 a 10 horas, y preferentemente de 0,5 a 6 horas.

El compuesto glucésido representado por la féormula (1) se puede preparar mediante un método conocido
pUblicamente, o se puede obtener como un producto disponible en el mercado. El compuesto de éter representado
por la férmula (2) se puede preparar seglin un método conocido publicamente (véanse las bibliografias de patente 1
y 2 y el documento JP 2016-50203 Amencionados anteriormente).

El compuesto glucésido obtenido mediante la presente invencidén se puede usar como producto bruto en una reaccién
posterior, y segln sea necesario, se puede purificar mediante cromatografia en columna de gel de silice.

Ejemplos

En lo sucesivo en el presente documento, se describen ejemplos de trabajo para explicar la presente invencidn con
méas detalle. La presente invencion, sin embargo, no se limita a estos ejemplos, etc.

La pureza del compuesto glucésido sintetizado se midié mediante HPLC. El compuesto glucésido se separé para cada
ingrediente mediante HPLC y, para la cantidad de subproductos, se calcularon el total de los porcentajes del area de
los subproductos en los cromatogramas obtenidos. El aparato de HPLC utilizado se ajustd de tal manera que se
pudiera detectar cualquier pico que tuviera un area de pico de 1000 o mas, y el pico que tenia un area de pico minima
detectable en estas condiciones era del 0,03 % como porcentaje del area.

[Tabla 1]
Columna Columna XBridge BEH C18 XP. 130 A 2,5 um, 3 mm x 50 mm (Waters)
Caudal 1,0 ml/min
Longltgg de onda de 260 nm
deteccién
Fase movil A 10 mM TEAA (tampén de acetato de trietilamina), pH 7,0
Fase mévil B Acetonitrilo
Gradiente Bconc.5%-75%
Temperatura de la 35 °C
columna

En lo sucesivo en el presente documento, tal como se utiliza en el presente documento, CEM representa 2-
cianoetoximetilo, y EMM representa 2-cianoetoximetoximetilo.

Ejemplo 1

Ne-acetil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxano-1, 3-diil)-2'-O-(2-cianoetoximetoximetil)Jadenosina (EMM A)

AcHi
}“"“ N
M e e e ey
& &
by Oy N7 1y, MsOM
BB, Wy 3
R
SR ? TP, 9°C
$“§R‘§w§‘§ R .
P SR ¢
Py

M A

Se disolvid N8-acetil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diiljadenosina (1,0 g, 1,8 mmol) en 4-metiltetrahidropirano
(10 ml), y la mezcla se enfrié a 0 °C. A la misma se afiadieron acido metanosulfénico (17 mg, 0,18 mmol), yodo (2,7 g,
10,8 mmol), y 2-cianoetoximetil metiltiometil éter (0,44 g, 2,7 mmol), y la mezcla se agité a 0 °C en atmoésfera de
nitrégeno durante 3 horas. Las soluciones de reaccién se afiadieron a una solucién mixta de solucién acuosa saturada
de tiosulfato de sodio y solucién acuosa saturada de hidrocarbonato de sodio, y la mezcla se extrajo con acetato de
etilo. Los disolventes se evaporaron para obtener un producto bruto que contenia el producto deseado.

Como resultado del anélisis de HPLC, el total del &rea del pico de LC de los subproductos fue del 5,9 %.

Ejemplo 2
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Ne-acetil-3',5-O-(tetraisopropildisiloxano-1,3-diil)-2-O-(2-cianoetoximetil)Jadenosina (CEM A)

3.0
R e e NN
§}, MaOH
-
MTHP, 9°0

CEM A

Se disolvid N8-acetil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diiljadenosina (1,0 g, 1,8 mmol) en 4-metiltetrahidropirano
(5 ml), y la mezcla se enfrié a 0 °C. A la misma se afiadieron acido metanosulfénico (17 mg, 0,18 mmol), yodo (2,7 g,
10,8 mmol), y metiltiometil 2-cianoetil éter (0,35 g, 2,7 mmol), y la mezcla se agité a 0 °C en atmésfera de nitrégeno
durante 3 horas. Las soluciones de reaccidén se afiadieron a una solucién mixta de soluciéon acuosa saturada de
tiosulfato de sodio y solucién acuosa saturada de hidrocarbonato de sodio, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo.
Los disolventes se evaporaron para obtener un producto bruto que contenia el producto deseado.

Como resultado del anélisis de HPLC, el total del &rea del pico de LC de los subproductos fue del 3,3 %.
Ejemplo 3

Ne-acetil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxano-1, 3-diil)-2'-O-(2-cianoetoximetoximetil)Jadenosina (EMM A)

AcHN
Mea‘s vgvﬂwcﬂ
P Qe b
§ Pr\s ; -
= S MTHP, -10°Cad°C
i i
l-'?f-sw5§*_u On
P 4 i
i-Pr

Se disolvié NP-acetil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diiladenosina (5,0 g, 9,0 mmol) en tolueno (25 ml), y la mezcla
se concentrd a 15 ml como volumen de solucién. A esta solucién se afiadié 4-metiltetrahidropirano (10 ml), y la mezcla
se enfri6 a -10 °C. A la misma se afiadieron yodo (13,8 g, 55,2 mmol), y 2-cianoetoximetil metiltiometil éter (2,18 g,
13,4 mmol), y la mezcla se agité a 0 °C en atmésfera de nitrégeno durante 1 hora. La solucién de reaccién se afiadié
a una solucién mixta de solucién acuosa saturada de tiosulfato de sodio y solucidén acuosa saturada de hidrocarbonato
de sodio, y la mezcla se extrajo con tolueno. Los disolventes se evaporaron para obtener un producto bruto que
contenia el producto deseado.

Como resultado del anélisis de HPLC, el total del &rea del pico de LC de los subproductos fue del 7,1 %.
Ejemplo comparativo 1

Ne-acetil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxano-1, 3-diil)-2'-O-(2-cianoetoximetoximetil)Jadenosina (EMM A)
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Se disolvio Né-acetil-3',5"-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diiljadenosina (1,0 g, 1,8 mmol) en tetrahidrofurano (10 ml), y
la mezcla se enfri6 a 0°C. A la misma se afladieron acido metanosulfénico (17 mg, 0,18 mmol), yodo (2,7 g,
10,8 mmol), y 2-cianoetoximetil metiltiometil éter (0,44 g, 2,7 mmol), y la mezcla se agité a 0 °C en atmoésfera de
nitrégeno durante 3 horas. La solucidén de reaccion se afiadié a una soluciéon mixta de solucién acuosa saturada de
tiosulfato de sodio y solucién acuosa saturada de hidrocarbonato de sodio, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo.
Los disolventes se evaporaron para obtener un producto bruto que contenia el producto deseado.

Como resultado del anélisis de HPLC, el total del 4rea del pico de LC de los subproductos fue del 10,2 %.

Ejemplo comparativo 2

Ne-acetil-3',5-O-(tetraisopropildisiloxano-1,3-diil)-2-O-(2-cianoetoximetil)Jadenosina (CEM A)

KoMl

§2\« FaH

™R, 80

Se disolvié N°-acetil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)adenosina (1,0 g, 1,8 mmol) en tetrahidrofurano (5 ml), y la
mezcla se enfrié a 0 °C. A la misma se afiadieron &cido metanosulfénico (17 mg, 0,18 mmol), yodo (2,7 g, 10,8 mmol),
y metiltiometil 2-cianoetil éter (0,35 g, 2,7 mmol), y la mezcla se agité a 0 °C en atmdsfera de nitrégeno durante 3
horas. Las soluciones de reaccion se afiadieron a una solucién mixta de solucién acuosa saturada de tiosulfato de
sodio y soluciéon acuosa saturada de hidrocarbonato de sodio, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. Los
disolventes se evaporaron para obtener un producto bruto que contenia el producto deseado.

Como resultado del anélisis de HPLC, el total del &rea del pico de LC de los subproductos fue del 8,6 %.
Ejemplo comparativo 3

Ne-acetil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxano-1, 3-diil)-2'-O-(2-cianoetoximetoximetil)Jadenosina (EMM A)
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Se disolvié NP-acetil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diiladenosina (5,0 g, 9,0 mmol) en tolueno (25 ml), y la mezcla
se concentré a 15 ml como volumen de solucién. A esta solucién se le afiadié tetrahidrofurano (10 ml), y la mezcla se
enfrié a -10°C. A la misma se afiadieron yodo (13,8 g, 55,2 mmol) y 2-cianoetoximetil metiltiometil éter (2,18 g,
13,4 mmol), y la mezcla se agité a 0 °C en atmésfera de nitrégeno durante 1 hora. La solucién de reaccion se afiadié
a una solucién mixta de solucién acuosa saturada de tiosulfato de sodio y solucidén acuosa saturada de hidrocarbonato
de sodio, y la mezcla se extrajo con tolueno. Los disolventes se evaporaron para obtener un producto bruto que
contenia el producto deseado.

Como resultado del anélisis de HPLC, el total del 4rea del pico de LC de los subproductos fue del 10,7 %.

Los resultados de los ensayos de los ejemplos y ejemplos comparativos mencionados se muestran en la tabla 2.

[Tabla 2]
Producto Disolvente Acido Cantidad de subproducto Numero total de picos de
deseado (HPLC) subproductos (HPLC)
MTHP Afadido 5,9 % (Ejemplo 1) 27
THF Afadido 10,2 % (Ejemplo 39
comparativo 1)
EMM A MTHP No 7,1 % (Ejemplo 3) 19
afiadido
THF No 10,7 % (Ejemplo 33
afadido comparativo 3)
MTHP Afadido 3,3 % (Ejemplo 2) 15
CEMA THF Afiadido | 8,6 % (Ejemplo comparativo 27
2)

Tal como se muestra en la tabla 2 anterior, el uso de 4-metiltetrahidropirano (MTHP) como disolvente puede suprimir
la formacion de subproductos, el cual puede obtener el producto deseado con mayor pureza.

Aplicabilidad industrial
De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un método de produccién de un compuesto glucésido. El

compuesto glucésido que se obtiene de acuerdo con el proceso tiene una gran pureza, y es adecuado para la sintesis
de oligonucledtidos de gran pureza.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de produccién de un compuesto glucésido representado por la formula (3):
=Pr, o
-1
i-Pr- |

{3)

en donde B?, i-Pr y n son los mismos que se definen a continuacién,
que comprende hacer reaccionar un compuesto glucésido representado por la formula (1):

en donde B@representa un grupo adenina que puede estar opcionalmente sustituido con un grupo acilo, y el grupo
i-Pr representa un grupo isopropilo,
con un compuesto de éter representado por la férmula [2]:

R*S\,{G\}Ow eN
A
2)

en donde R representa un grupo alquilo C1-C6 o un grupo fenilo, ynes 0 0 1,
en 4-metiltetrahidropirano en presencia de uno o mas agentes de halogenacién seleccionados entre halégenos,
succinimida N-halogenada e hidantoina N-halogenada.

2. El método de produccién de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde n es 1.

3. El método de produccién de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde n es 0.

4. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el agente de
halogenacién es halégeno.

5. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el agente de
halogenacién es yodo.

6. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde R’ representa un
grupo metilo.

7. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en donde B? representa un
grupo adenina que esta sustituido con un grupo acetilo o un grupo benzoilo.

8. El método de produccién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en donde B? representa un grupo
adenina que esté sustituido con un grupo acetilo.



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - CLAIMS

