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DESCRIPCION
Sintesis de floxuridina
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere en general a un proceso novedoso para la preparaciéon de floxuridina, un farmaco
anticancerigeno y un intermediario clave en la sintesis de derivados de floxuridina, como NUC-3373 (5-fluoro-2'-
desoxiuridina-5'-0-[1-naftil(benzoxi-L-alaninil)] fosfato), otro farmaco contra el cancer.

Antecedentes de la invencion

El fluorouracilo (5-FU) es un farmaco contra el cancer ampliamente utilizado para tratar el cancer colorrectal, el cancer
de eséfago, el cancer de estdmago, el cancer de pancreas, el cdncer de mama, el cancer de cuello uterino, la
queratosis actinica y el carcinoma basocelular. Floxuridina (FUDR) es la desoxiuridina correspondiente del 5-FU y se
utiliza a su vez para tratar el cancer colorrectal y el cancer de rifién.
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Los ProTides son derivados fosfatados enmascarados de nucledsidos. Han demostrado ser agentes terapéuticos
particularmente potentes tanto en el campo de los antivirales como de los oncologia. Los ProTides, mas
especificamente, son profadrmacos de nucledsidos monofosforilados. Estos compuestos parecen evitar muchos de los
mecanismos de resistencia inherentes y adquiridos que limitan la utilidad de los nucledsidos parentales (véase, por
ejemplo, "Application of ProTide Technology to Gemcitabine: A Successful Approach to Overcome the Key Cancer
Resistance Mechanisms Leads to a New Agent (NUC-1031) in Clinical Development’, Slusarczyk et al., J. Med.
Chem., 2014, 57, 1531-1542).

NUC-3373 (5-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-0-[1-naftil(benzoxi-L-alaninil)] fosfato) es una adaptacién de ProTide de FUDR.
EINUC-3373 y una serie de compuestos relacionados han mostrado actividad in vitro contra una serie de modelos de
cancer, en muchos casos, y en particular para el NUC-3373, esa actividad fue sobresaliente y muy superior a los
resultados obtenidos con 5-FU o FUDR. La adicién de la fraccion de la unidad estructural de fosforamidato de
ProTide a la molécula de FUDR confiere las ventajas especificas de suministrar la forma activada clave del
agente (monofosfato de FUDR) en las células tumorales. Estudios no clinicos han demostrado que el NUC-3373
supera los mecanismos clave de resistencia de las células cancerosas asociados al 5-FU y su profarmaco oral
capecitabina, generando altos niveles intracelulares del metabolito activo FAUMP, dando como resultado en una
inhibicién mucho mayor del crecimiento de las células tumorales. Ademas, en estudios toxicolégicos formales
con perros, NUC-3373 es tolerado significativamente mejor que el 5-FU (véase el documento WO2012/117246;
McGuigan et al., “Phosphoramidate ProTides of the anticancer agent FUDR successfully deliver the preformed
bioactive monophosphate in cells and confer advantage over the parent nucleoside”, J. Med. Chem., 2011, 54,
7247-7258; y Vande Voorde et al., “The cytostatic activity of NUC-3073, a phosphoramidate prodrug of 5-fluoro-
2'-deoxyuridine, is independent of activation by thymidine kinase and insensitive to degradation by phosphorolytic
enzymes". Biochem. Pharmacol., 2011, 82, 441-452).
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NUC-3373

El FUDR es un intermediario clave en muchas aproximaciones sintéticas al NUC-3373.
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El FUDR se produce tipicamente acoplando la porcién de azlcar con la nucleobase. Un factor clave en el éxito
de esta reaccién de acoplamiento es la diastereoselectividad que es lograda en la posicién anomérica. Tanto en
FUDR como en NUC-3373, la porcion de 5-FU esté orientada en la posicion .

Se conocen varias rutas de la técnica anterior para obtener FUDR. Muchas de ellas tienen varios pasos. Aoyama
(Bull. Chem. Soc. Jpn., 1987, 60, 2073-2077) ha descrito una ruta mas corta partiendo de un cloruro de
ribofuranosilo protegido y haciéndolo reaccionar con 2,4-bis(trimetilsiloxi)-5-fluoropirimidina en presencia de
nitrofenol en cloroformo a 30 °C.

T. Lagerwall, et al., Tetrahedron Lett., 2015, 56, 5950-5953, divulga una serie de derivados de a- y B-5-halo-2'-
desoxiuridina preparados con selectividad anomérica utilizando el método de glucosilacién de sililbase
convencional y aprovechando el grupo de proteccion 3-O-(N acetil)glicilo y el control de la temperatura. R.
Noyori, et al., Chem. Lett., 1987, 16, 57-60, divulga la condensacién de 1-fluorofuranosas y nucleobases sililadas
catalizada por tetrafluorosilano. F. Yang et al., Chem. Commun., 2012, 48, 7097, divulga un efecto de
concentracion dramatico en la estereoselectividad de la N-glicosilacién, que es atribuible a una participacién
remota facilitada por una baja concentracién, que conduce a una sintesis conveniente de los 2' desoxi-B-
ribonucledsidos de importancia biolégica. H. Aoyama, et al., J. Chem. Soc. Japan, 1986, 12, 1765-1770, divulga
una sintesis estereoselectiva de 5 fluoro-2'-desoxi-B-uridina.

Es un objetivo de ciertas realizaciones de esta invencioén proporcionar un método para suministrar FUDR.

Es un objetivo de ciertas realizaciones de esta invencién proporcionar un método para proporcionar el FUDR
que pueda ser utilizado a mayor escala, mas econémico y/o més eficiente que los métodos de la técnica previa.
Por lo tanto, el método puede implicar la formacion de menos impurezas o cantidades menores de impurezas
particulares, en particular el a-anémero indeseado de FUDR. El método puede proporcionar un mayor
rendimiento de FUDR.

Ciertas realizaciones de esta invencion satisfacen algunos o todos los objetivos anteriores.
Resumen de la invencién
En un primer aspecto de la invencién, se proporciona un proceso para la preparacion de FUDR en forma
sustancialmente diastereocisoméricamente pura:
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en donde el proceso comprende el paso a) y, opcionalmente, el paso b):

a) haciendo reaccionar un compuesto de la Férmula la con un compuesto de la Férmula lla en presencia de un acido
A1 para proporcionar un compuesto de la Férmula llla con unapureza diastereoisomérica superior al 95%:
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R0

L llla

en donde R' y R? son cada uno independientemente grupos trialquilsililo; R® y R* son un grupo benzoilo sustituido o
no sustituido; y X es un grupo saliente;

b) donde R® y/o R* son grupos protectores, eliminando opcionalmente el grupo R3 y/o R* protector del compuesto de
la Férmula llla para proporcionar FUDR en una pureza diastereoisomérica superior al 95%:

en donde el paso de hacer reaccionar un compuesto de la Férmula la con un compuesto de la Férmula lla se lleva a cabo
a una temperatura T1 en el intervalo de 9°C a 15°C.

en donde el 4cido A1 es opcionalmente seleccionado entre un acido de Lewis, un acido sulfénico y un acido carboxilico.

Los inventores han encontrado que ciertos acidos proporcionan reacciones mejoradas en relacién con los de la técnica
anterior, por ejemplo, el uso de ciertos acidos proporciond rendimientos més altos que los acidos descritos en la
técnica anterior. En particular, se encontré que el uso de acidos sulfénicos como é&cido p-toluenosulfénico era
particularmente beneficioso.

En el primer aspecto de la reaccion, el paso de hacer reaccionar un compuesto de la Férmula la con un compuesto
de la Férmula lla puede llevarse a cabo en un disolvente S1 seleccionado entre acetonitrilo (ACN), 1,2-dicloroetano
(DCE) y diclorometano (DCM).

Los inventores han encontrado que llevar a cabo la reaccién de acoplamiento en determinados disolventes proporciona
reacciones mejoradas en relacién con las de la técnica anterior, incluyendo, por ejemplo, proporcionar una mejor
selectividad para el B-anémero deseado. En particular, el uso de DCM resultd especialmente beneficioso.

Los inventores han encontrado que llevar a cabo la reaccién de acoplamiento a temperaturas mas bajas proporciona
una mejor selectividad para el -anémero deseado.

En un segundo aspecto de la invencidn, se proporciona un proceso para preparar NUC-3373. En este aspecto de la
invencién, un proceso del primer, segundo o tercer aspectos de la invencién comprende ademas convertir el FUDR
en NUC-3373:

N g
<’z; ..... <\\\ /f> o F\\./JL\NH
s 4 :§ !
NN N ; ;
e ) S Sy

NUC-3373

El compuesto de la Férmula la

Tipicamente, R" y R? son iguales. Sin embargo, es posible que sean diferentes. R puede ser Si(alquilo C1-C4)s. Los
tres grupos alquilo C41-C4 pueden ser los mismos. R' puede ser Si(alquilo C4-C3)s en el cual los grupos alquilo C4-C3 son
iguales. R puede ser Si(alquilo C4-C5); en donde los grupos alquilo C4-C2 son los mismos. De modo ejemplar, los
grupos R' pueden ser t-butildimetilsililo, triisopropilsililo, trietilsililo y trimetilsililo.

R2 puede ser Si(alquilo C4-C4)s. Los tres grupos alquilo C+-C4 pueden ser el mismo. R?puede ser Si(alquilo C4-C3); en el
cual los grupos alquilo C4-C3 son los mismos. R? puede ser Si(alquilo C1-C2)s en el cual los grupos alquilo C4-C» son
los mismos. De modo ejemplar, los grupos R?incluyen t-butildimetilsililo, triisopropilsililo, trietilsililo y trimetilsililo.

Puede ser que R' y R? sean cada uno trimetilsililo (TMS). El compuesto de la Férmula la puede ser, por tanto, un
compuesto de la Férmula lb:
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El proceso puede comprender el paso de formacién del compuesto de la Férmula la. El compuesto de formacién
del compuesto de la Férmula la puede comprender la reaccion de 5-FU con un agente SA1 sililante apropiado,
opcionalmente en presencia de una base B1, preferiblemente una base nitrogenada. Una manera de formar el
compuesto Ib se describe en Aoyama (Bull. Chem. Soc. Jpn., 1987, 60, 2073-2077).

Compuesto de la Férmula lla

Tipicamente, R3 y R* son el mismo y consisten en un grupo protector benzoilo sustituido o no sustituido. Puede ser
que R3®y R* sean cada uno un grupo 4-clorobenzoilo. El compuesto de la Férmula lla puede ser un compuesto de la
Férmula llb:

Cuando R3 y/o R* son benzoilo (por ejemplo, 4-clorobenzoilo), puede ser que el paso de eliminacion de R® y R* se
lleve a cabo utilizando una solucién metandlica de amoniaco.

X puede seleccionarse entre halo, OC(O)-alquilo C4-C4, O-alquilo C4-C4 y OH. X puede seleccionarse entre halo y
OC(O)-alquilo C4-C4. Puede ser que X sea halo. Puede ser que X sea Cl.

El compuesto de la Férmula lla puede ser un compuesto de la Férmula llc:
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Condiciones de reaccién para el acoplamiento entre el compuesto de la Férmula la y el compuesto de la Férmula lla

A1 puede seleccionarse entre un écido de Lewis, un acido sulfénico, un fenol y un acido carboxilico. A1 puede
seleccionarse entre un acido de Lewis, un &cido sulfénico y un acido carboxilico. A1 puede ser un &cido sulfénico. A1
puede seleccionarse entre acido alcanfor sulfénico, acido bencenosulfénico, acido p-toluenosulfénico y éacido
metanosulfénico. El acido puede ser 4cido p-toluenosulfénico.

La reaccién de acoplamiento se lleva a cabo en un disolvente S1 organico. S1 puede seleccionarse entre un disolvente
halogenado y acetonitrilo. S1 puede seleccionarse entre diclorometano, 1,2-dicloroetano y acetonitrilo. S1 puede ser
un disolvente halogenado. S1 puede seleccionarse entre diclorometano y 1,2-dicloroetano. S1 puede ser
diclorometano.

La reaccidn de acoplamiento se lleva a cabo a una temperatura T1. T1 puede ser inferior a la temperatura ambiente.
T1 puede ser inferiora 25 °C. T1 puede ser inferior a 20 °C. T1 puede estar en el intervalo de 5 °C a 18 °C. T1
puede estar en el intervalo de 9°C a 15 °C.

Conversion de FUDR a NUC-3373

El proceso del primer, segundo o tercer aspectos de la invencién puede comprender ademas convertir el FUDR en
NUC-3373, proporcionando asi un proceso de provisién de NUC-3373:
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NUC-3373

Asi, el proceso puede comprender el paso d) y, opcionalmente, los pasos ¢)y e):.
c) convertir opcionalmente FUDR en un compuesto de la Férmula Va en donde R® es un grupo protector;

d) hacer reaccionar un compuesto de la Férmula [Va; con un compuesto de la Férmula Va en presencia de una base
(B2) para proporcionar un compuesto de la Férmula Vla; en donde R® es un grupo saliente y R® se selecciona
independientemente entre H (en cuyo caso el compuesto de la Férmula Va es FUDR) y un grupo protector:

) OR®

Férmula lva Férmula Va
et o
/
\ e A
N\ y ——
{3 Y
— QP Ny,
- ‘//4\\{ (Ej " 'f,,O-\
i : A 3 ;
NS ‘"\F//\ ('},;
G
Férmula Via

e) donde R® es un grupo protector, eliminando opcionalmente el grupo R® protector del compuesto de la Férmula Via
para proporcionar NUC-3373.

Un método ilustrativo para convertir FUDR a NUC-3373 es descrito en el documento WO2012/117246.
R® puede ser H.

R® puede seleccionarse independientemente entre grupo protector sililo, grupo protector éster, grupo protector
carbonato, grupo protector bencilo opcionalmente sustituido -C(arilo)s, y - alquilo C4-C»-0O- alquilo C4-Ca.

R® puede seleccionarse independientemente entre -Si(alquilo C4- Cs)s opcionalmente sustituido, -C(O)-O-alquilo C+-
Ce opcionalmente sustituido y -C(O)OCH-arilo opcionalmente sustituido, -C(O)-O-alilo. Preferiblemente, R® se
selecciona entre -C(O)OtBu, y - C ( O)O-bencilo. Asi, R® puede ser -C(O)O CHs-arilo. R® puede ser -C(O)OtBu.

Alternativamente, R® puede seleccionarse independientemente entre -C(O)- alquilo C1- Cs opcionalmente sustituido y
-C(O)-arilo opcionalmente sustituido, por ejemplo, R® puede seleccionarse independientemente entre benzoilo y
acetilo.

En otra alternativa, R® puede ser -Si(alquilo C4- Cs)s opcionalmente sustituido. R® puede ser -Si(alquilo C1-C4)s. Los
grupos alquilo pueden ser no sustituidos. R® puede ser t-butildimetilsililo.

R® puede ser halo. R® puede ser un sulfonato. R® puede ser un grupo saliente fenélico en donde el fenol esta sustituido
con entre 1y 5 grupos que retiran electrones.

EI NUC-3373 puede existir en dos formas diasterecisoméricas, que difieren en la configuracién sobre el centro quiral
del fésforo. El diastereoisémero que tiene la configuracion (S) en el fésforo se conoce en el presente documento como
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diastereoisémero (Sp)-Nuc-3373 y el diastereoisémero que tiene la configuracién (R) en el centro quiral del fésforo es
conocido en el presente documento como el correspondiente diasterecisémero (Rp).

<A P
o a8

& -
Ny

SO Y
Y

(Rp)NUC-3373

oo {SpINUCIFTF

Puede ser que el proceso comprenda un método de fabricacién de NUC-3373 en forma diasterecisoméricamente
enriquecida respecto al centro quiral de fésforo. En estas realizaciones puede ser que el compuesto de la Férmula IVa
sea un compuesto de la Férmula IVb:

Férmula IVb

en donde R7 representa un grupo que retira de electrones y a es un nimero entero de 1 a 5; y en donde el compuesto
de la Férmula Vb esta en forma sustancialmente diasterecisoméricamente pura. Los grupos ilustrativos que retiran
electrones (p. ej., grupos R’) incluyen: grupo halo (p. ej., seleccionado entre flior, bromo, cloro o yodo); trifluorometilo,
ciano y nitro. a es un nimero entero entre 1y 5. R7 puede ser en cada caso halo, por ejemplo flGor. Para (R7),, a
puede ser 5.

Como ocurre con NUC-3373, los compuestos de la Férmula IVb pueden existir en dos formas diastereoisoméricas que
difieren en la configuracién sobre el centro quiral de fésforo (diastereoisémeros [Vc y IVd). La identidad y la posicion
de los grupos R7 en el grupo fenoxi saliente pueden afectar a la prioridad (segun las reglas de Cahn-Ingold-Prelog) de
los distintos grupos unidos al fésforo, por lo que las formulas genéricas Ve y IVd no pueden asignarse como Rp o Sp.

N 7R
4 2 L
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El desplazamiento del grupo saliente fenoxi sustituido tiene lugar con inversién del estereocentro fosfato. Asi, el
diastereoisdémero [Vc proporciona el diastereoisémero (Sp) de NUC-3373 y el IVd proporciona el diasterecisbmero
(Rp) de NUC-3373.

Asi, puede ser que el proceso comprenda convertir FUDR en el diasterecisémero (Sp) de NUC-3373 en forma
diastereoisoméricamente enriquecida, y el compuesto de la Férmula IVb sea el diastereoisémero 1Vc en forma
diastereoisoméricamente enriquecida.

Asi, puede ser que el proceso comprenda convertir FUDR en el diastereoisémero (Rp) de NUC-3373 en forma
diastereoisoméricamente enriquecida, y el compuesto de la Férmula IVb sea el diastereoisémero IVd en forma
diastereoisoméricamente enriquecida.

La base (B2) puede ser una base nitrogenada. Alternativamente, la base (B2) puede ser una base organometélica o
base de hidruro metalico (por ejemplo, NaH). Asi, la base puede ser un reactivo de Grignard (es decir, un haluro de
alquilmagnesio).

El paso d) puede realizarse en un disolvente S2. Cuando el paso d) se realiza en presencia de un reactivo de Grighard,
el disolvente organico S2 es preferiblemente un éter. Méas preferiblemente, el disolvente S2 es tetrahidrofurano.
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El proceso puede comprender el enriquecimiento diastereoisomérico de un compuesto de la Férmula IVb; en donde
el proceso comprende:

x) suspensién o disolucién del diastereoisémero IVd de un compuesto de la Férmula IVb; o una mezcla de los
diastereoisémeros IVc y IVd de un compuesto de la Férmula IVb en un disolvente (S3),

y) tratamiento de la solucién o suspensién con una base (B3) para obtener el diastereoisémero IVc en forma
sustancialmente diastereoisoméricamente enriquecida, y

z) aislamiento del diasterecisémero V¢ de un compuesto de la Férmula [Vb.

El diasterecisémero IVc de un compuesto de la Férmula Vb puede utilizarse entonces en el paso d) del proceso
descrito anteriormente para suministrar (Sp)-NUC-3373.

Los inventores han encontrado sorprendentemente que al tratar los compuestos de la Férmula IVb con una base, se
isomerizan, formando preferiblemente el diastereoisémero [Vc sobre el diastereoisémero IVd. Asi, el diastereoisémero
IVd puede convertirse en el diastereoisémero IVc o una mezcla epimérica del diastereoisémero IVd y el
diastereoisémero IVc puede convertirse en el diasterecisdmero IVc. Esto aumenta la eficiencia neta de cualquier
secuencia sintética para hacer el diasterecisémero (Sp) de NUC-3373.

La base (B3) puede seleccionarse del grupo formado por bases aminicas orgénicas (p. €j. aminas primarias,
secundarias, terciarias, aminas ciclicas; las bases aminicas organicas ejemplares incluyen bases incluyen N-
alquilimidazoles, (por ejemplo N-metil imidazol (NMI)), imidazol, piridinas opcionalmente sustituidas, (por ejemplo
colidina, piridina, 2,6-lutidina) y trialquilaminas (por ejemplo, trietilamina y diisopropiletilamina)); o bases inorganicas
(por ejemplo, hidréxido de metal alcalino, carbonatos de metal alcalino, alcéxidos de metal alcalino, ariléxidos de metal
alcalino). Preferiblemente, B3 es una amina terciaria. Asi, B3 puede ser una trialquilamina. Mas preferiblemente, B3
es trietilamina.

El disolvente S3 puede seleccionarse del grupo que consiste en amidas, éteres, ésteres, cetonas, hidrocarburos
aromaticos, disolventes halogenados, nitrilos, sulféxidos, sulfonas y sus mezclas. S3 puede ser un disolvente organico.
Los disolventes organicos incluyen, sin limitarse a, éteres (por ejemplo tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, dietiléter, t-
butilmetiléter); cetonas (p. ej., acetona y metil isobutil cetona); disolventes halogenados (p. ej., diclorometano,
cloroformo y 1,2-dicloroetano); hidrocarburos (p. ej., ciclohexano, pentano, hexano, heptano); disolventes aromaticos
(p. €j., benceno y tolueno); ésteres (p. ej., acetato de etilo) y amidas (p. ej. DMF, NMP); o mezclas de los mismos.

Preferiblemente, S3 es un hidrocarburo 0 es una mezcla que comprende un hidrocarburo. Cuando S3 es una mezcla,
puede ser una mezcla que comprende mas del 50% (por ejemplo, mas del 70%) del hidrocarburo, S3 puede ser un
hidrocarburo. El hidrocarburo puede ser hexano. El hidrocarburo puede ser heptano. S3 puede ser una mezcla de
hexano o heptano y un disolvente orgénico relativamente més polar (por ejemplo, un éter, un éster, un alcohol o un
disolvente halogenado). S3 puede ser una mezcla de hexano o heptano y un disolvente organico polar, en donde la
mezcla comprende méas de 50% (por ejemplo, mas del 70%) en volumen de hexano o heptano. S3 puede ser una
mezcla de hexano o heptano y acetato de etilo. S3 puede ser una mezcla de heptano y acetato de etilo. S3 puede ser
una mezcla de hexano o heptano y acetato de etilo, en donde la mezcla comprende mas del 50% (por ejemplo, mas
del 70%) en volumen de hexano o heptano. S3 puede ser una mezcla de heptano y acetato de etilo, en donde la
mezcla comprende mas del 50% (por ejemplo, mas del 70%) en volumen de heptano. S3 puede ser una mezcla de
hexano o heptano y metil-terc-butil-éter. S3 puede ser una mezcla de hexano y metil-terc-butil éter. S3 puede ser una
mezcla de hexano o heptano y metil-terc-butil-éter, en donde la mezcla comprende mas del 50% (por ejemplo, mas
del 70%) en volumen de hexano o heptano. S3 puede ser una mezcla de hexano y metil-terc-butil éter, en donde la
mezcla comprende mas del 50% (por ejemplo, mas del 70%) en volumen de hexano.

El paso y) puede implicar el agitar la mezcla del compuesto de la Férmula IVb y la base B3 durante 24 h o més. El
paso y) puede involucrar el agitar la mezcla del compuesto de la Férmula IVb y la base B3 durante 48 h o més. El
paso y) puede implicar el agitar la mezcla del compuesto de la Férmula IVb y la base B3 durante 60 h o més. El paso
y) puede implicar agitar la mezcla del compuesto de la Férmula IVb y la base B3 durante 72 h 0 més. El paso y) puede
implicar el agitar la mezcla del compuesto de la Férmula IVb y la base B3 durante 100 h 0 mas.

En ciertas realizaciones especificas, el compuesto de la Férmula IVb es un compuesto seleccionado entre:
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NO,

*representa el centro quiral en el fésforo

El compuesto de la Férmula IVb puede ser el compuesto [Ve:

F

@pwﬁ)ﬁi

compuesto Ve

El compuesto de la Férmula IVb puede ser el compuesto V.

E . NO;
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compuesto IVf
Formulaciones y usos de los productos de los métodos de /a invencion

La invencién también puede proporcionar una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de los
aspectos quinto y sexto de la invencién y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La invencién también puede proporcionar un método para tratar el cancer (por ejemplo, un tumor sélido o leucemia),
en donde el método comprende el administrar a un sujeto que lo necesita, una cantidad terapéuticamente eficaz de
un compuesto de los aspectos quinto y sexto de la invencion.

Los compuestos de los aspectos quinto y sexto de la invencién pueden ser de uso médico. Los compuestos de los
aspectos quinto y sexto de la invencién pueden ser para uso en el tratamiento del cancer (por ejemplo, un tumor sélido
o leucemia).

Descripcién detallada

Un grupo protector para un grupo hidroxilo (es decir R®) puede ser seleccionado independientemente entre grupo
protector sililo, grupo protector éster, grupo protector carbonato, grupo protector bencilo opcionalmente sustituido -
C(arilo)s, y -alquilo C4-C»>-O-alquilo C4-Ca.

Los métodos de acceso a los compuestos protegidos de la Férmula lla, [Ib o Va son conocidos en la técnica y/o
pueden prepararse por métodos conocidos. Por ejemplo, los compuestos de la Férmula Va puede sintetizarse
a partir de FUDR protegiendo los grupos hidroxi con grupos protectores adecuados. Los grupos protectores
pueden afadirse y eliminarse tipicamente utilizando la metodologia convencional de grupos protectores, por
ejemplo, como se describe en "Protective Groups in Organic Chemistry", editado por J W F McOmie (1973);
"Greene's Protective Groups in Organic Synthesis", 5a edicién, G. M. Wuts (2014); y "Protecting Groups", 3a edicidén
P. J Kocienski (1995).
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Tipicamente serd necesario preparar los compuestos de la Férmula Va protegiendo primero el grupo 5-hidroxi de
FUDR con un grupo protector que sea ortogonal a los que se utilizardn para proteger el 3' hidroxi (es decir, un grupo
que pueda eliminarse del grupo 5'-hidroxilo sin eliminar también el grupo protector del 3'-hidroxilo deseado).
Simultanea o posteriormente, los grupos 3'-hidroxilo se protegen con el/los grupo(s) protector(es) deseado(s) y el
grupo protector de 5'-hidroxilo puede eliminarse para generar el compuesto de la Férmula Va, Determinados grupos
protectores pueden introducirse simultaneamente en el 3'-hidroxilo y en el 5-hidroxilo y luego eliminarse
selectivamente del grupo 5' hidroxilo sin eliminarse del grupo 3' hidroxilo.

Un grupo protector sililo es tipicamente un grupo -Si(alquilo C1- Cg)s opcionalmente sustituido. Un grupo protector sililo
también puede ser un grupo t-butildimetilsililo. EI grupo opcionalmente sustituido -Si(alquilo C1- Ceg)s puede ser un
grupo -Si(alquilo C4-C4)s. El grupo es (es decir, los grupos alquilo son) preferiblemente no sustituido. Los ejemplos
ilustrativos incluyen el trietilsililo, triisopropilsililo y t-butildimetilsilililo.

Un grupo protector éster puede seleccionarse entre -C(O)-alquilo C4- Cs opcionalmente sustituido y -C(O)-arilo
opcionalmente sustituido.

El grupo -C(O)- alquilo C4- Cg opcionalmente sustituido puede ser un grupo -C(O)- alquilo C+- Ce.

El grupo (es decir, el grupo alquilo) es preferiblemente no sustituido. Los ejemplos ilustrativos incluyen acetilo y
propionilo.

El grupo -C(O)-arilo opcionalmente sustituido puede ser un grupo -C(O)-fenilo. Los grupos -C(O)-fenilo también pueden
denominarse grupos benzoilo protectores. El grupo (es decir, el grupo fenilo) puede ser sustituido o no sustituido.
Ejemplos ilustrativos son el benzoilo y el 4-clorobenzoilo.

Un grupo protector carbonato puede seleccionarse entre -C(O)- alquilo C4- Cs opcionalmente sustituido, -C(O)O CHo-
arilo opcionalmente sustituido, -C(O)-O-alilo y -C(O)-O- CHo-fluorenilo.

El grupo opcionalmente sustituido -C(O)-O-alquilo C1- Cg puede ser un grupo -C(O)-O C4-Cy-alquilo. El grupo (es decir,
el grupo alquilo) es preferiblemente no sustituido. Ejemplos ilustrativos son -C(O)-O -metilo y -C(O)-O-etilo. Un ejemplo
particularmente preferido es OC(O)tBu. El grupo -C(O)O CHa-arilo opcionalmente sustituido es preferiblemente un
grupo-C(O)O bencilo opcionalmente sustituido. Ejemplos ilustrativos incluyen -C(O)O bencilo y -C(O)O-(4-
metoxibencil).

Un grupo bencilo protector es un grupo -(C1-alquileno)-arilo opcionalmente sustituido. El grupo opcionalmente
sustituido -(C1-alquileno)-arilo. los ejemplos ilustrativos incluyen el bencilo, el 1-etilbenceno (-CH(Me)Ph), el 4-metoxi-
bencilo, el 4-nitrobencilo, el 4-bromobencilo, el 2,3- dimetoxibencilo y el 2,4-dimetoxibencilo.

El grupo opcionalmente sustituido -alquilo C1-C»>-O-alquilo C4-C4 puede ser un -alquilo C4-C2-O- grupo alquilo C4-C». El
grupo es (es decir, los grupos alquilo son) preferiblemente no sustituidos. Los ejemplos ilustrativos incluyen
metoximetilo (MOM) y el 2-metoxietoximetilo (MEM).

El grupo opcionalmente sustituido -C(arilo)s puede ser un grupo -C(fenilo)s. Los ejemplos ilustrativos incluyen el tritilo.

Los reactivos de Grignard ejemplares incluyen haluros de t-butiimagnesio como {-BuMgCl, t-BuMgBr. Preferiblemente,
la base B1 es t-BuMgCl.

Las bases nitrogenadas ejemplares incluyen N-alquilimidazoles, (por ejemplo, N-metil imidazol (NMI)), imidazol,
piridinas opcionalmente sustituidas, (por ejemplo, colidina, piridina, 2,6-lutidina) y trialquilaminas (por ejemplo,
trietilamina y diisopropiletilamina).

Los agentes sililantes (SA1) ejemplares incluyen cloruros de sililo, sililsulfonatos (por ejemplo, triflatos) vy
hexametildisilazano.

Los 4cidos de Lewis ejemplares incluyen SnCls, TiCls, Ti(OR)4 AlMes, AIMeoCl, AlMeCl,, AICI3, fuentes de BFs (p. €j.
BFs.OEt>-0Eh y BFs-SMey), BCls, B(CsFs)3, FeCls, Yb(OTf)s, InBrs y tioureas.

Los fenoles ejemplares que pueden usarse como acidos en los métodos de ciertos aspectos de la invencién incluyen
los que tienen grupos que retiran electrones unidos al anillo bencénico. Los ejemplos incluyen pentafluorofenol, 2-
nitrofenol, 3-nitrofenol y 4- nitrofenol.

Los acidos carboxilicos ejemplares incluyen los é&cidos alquilcarboxilicos, por ejemplo, el acido acético, el acido
propiénico y los acidos arilcarboxilicos, por ejemplo, el acido benzoico.

Los acidos sulfénicos ejemplares incluyen el acido alcanfor sulfénico, el acido bencenosulfénico, el &cido p-
toluenosulfénico, acido metanosulfénico.

A lo largo de esta especificacion, "forma diastereoisoméricamente enriquecida" y "forma sustancialmente
diastereoisoméricamente pura" significan una pureza diastereoisomérica superior al 95%. Por "forma
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diastereoisoméricamente enriquecida"y"forma sustancialmente diastereoisoméricamente pura" puede entenderse una
pureza diastereoisomérica superior al 98%, superior al 99% o superior al 99.5%.

Cualquiera de los grupos alquilo y arilo (por ejemplo, fenilo, incluidos los grupos fenilo de los grupos bencilo) antes
mencionados, estan opcionalmente sustituidos, siempre que sea quimicamente posible, por 1 a 3 sustituyentes, cada
uno de los cuales se selecciona independientemente en cada ocurrencia entre el grupo consistente en: oxo, =NR?
=NOR?® halo, nitro, ciano, NR?R? NR2S(0).R? NR*CONR?*R? NR*CO,R®* OR? SR?# SOR? SO;R? SO;R? SO;NR*R?,
CO,R* C(O)R?, CONRPR?, alquilo C4-Cs4, alquenilo C»Cs y haloalquilo C+-Cs; en donde R®* se selecciona
independientemente en cada ocurrencia entre H, C4-C4 alquilo y haloalquilo C4-Ca.

Puede ser que cualquiera de los grupos alquilo antes mencionados sea no sustituido.

Puede ocurrir que cualquiera de los grupos arilo antes mencionados (por ejemplo, fenilo, incluidos los grupos fenilo
de los grupos bencilo) estén opcionalmente sustituidos, cuando sea quimicamente posible, por 1 a 3 sustituyentes,
cada uno de los cuales se selecciona independientemente en cada ocurrencia entre los siguientes grupos formado por:
halo, nitrato, ciano, NR?R?, NR?S(O):R? NR?*CONR?R? NR2CO.R? OR? SR? SOR?, SOs;R?, SO;R?, SO;NR*R?, CO,R?
C(0) R?, CONRaR?, alquilo C4-C4, alquenilo C»-C4, alquenilo C2-C4 y C4-C4 haloalquilo; en donde R? se selecciona
independientemente en cada ocurrencia entre H, alquilo C4-C4 y C4-C4 haloalquilo.

Puede ser que cualquiera de los grupos arilo antes mencionados (por ejemplo, fenilo, incluidos los grupos fenilo en
grupos bencilo) estén opcionalmente sustituidos por 1 a 3 sustituyentes que son cada uno independientemente en
cada ocurrencia seleccionados del grupo que consiste en: halo, nitro, OR?; alquilo C4-C,4, haloalquilo C4-Ca4; en donde
R? es independientemente en cada ocurrencia seleccionado entre H, alquilo C4-C4 y haloalquilo C4-Ca.

Los grupos arilo tienen de 6 a 20 atomos de carbono, segln sea apropiado para satisfacer los requisitos de valencia.
Los grupos arilo son grupos carbociclicos que cumplen la regla de Huckel (es decir, contienen un sistema de anillos
carbociclicos con 2(2n + 1) electrones 1r). Los grupos arilo pueden ser grupos fenilo opcionalmente sustituidos, grupos
bifenilo opcionalmente sustituidos, grupos naftalenilo opcionalmente sustituidos o grupos antracenilo opcionalmente
sustituidos. Igualmente, los grupos arilo pueden incluir porciones carbociclicas no aromaticas. Preferiblemente, un
grupo arilo es un grupo fenilo opcionalmente sustituido.

Los grupos alquilo pueden ser de cadena recta o ramificada. Asi, por ejemplo, un grupo alquilo C4 puede ser n-butilo,
i-butilo o t-butilo.

Los grupos alquileno son bi-radicales alquilo. Los ejemplos incluyen - CH»- y - CHoCHo-. Un grupo alquileno C+- puede
ser - CHo- 0 -CHMe-.

Los disolventes organicos incluyen, pero no estan limitados a, acetonitrilo, éteres (por ejemplo, tetrahidrofurano, 1,4-
dioxano, éter dietilico, metil-terc-butil éter); cetonas (por ejemplo, acetona y metil isobutil cetona); disolventes
halogenados (por ejemplo, diclorometano, cloroformo y 1,2-dicloroetano); y amidas (por ejemplo, DMF, NMP); o
mezclas de los mismos.

Cuando el paso d) del primer aspecto se realiza en presencia de una base nitrogenada, el disolvente organico es mas
preferiblemente un disolvente halogenado o una amida.

El paso d) se realiza tipicamente a una temperatura adecuada, por ejemplo, de -5°C a 40°C aproximadamente.
Preferiblemente, la temperatura de reaccién es de aproximadamente 25°C a aproximadamente 30°C. La reaccién
puede agitarse durante un periodo de tiempo comprendido entre aproximadamente 15 minutos y aproximadamente
16 horas y preferiblemente de aproximadamente 30 min a aproximadamente 60 min.

Los procesos de la invencién también pueden implicar la desproteccién de los grupos protectores hidroxi.

Puede ser que el paso de desproteccidn (paso b) se lleve a cabo sin purificar el producto del paso a). Puede ser que
el paso de desproteccion (paso e) se lleve a cabo sin purificar el producto del paso d).

Cuando un grupo protector es labil al acido (por ejemplo, tritilo, C(O)OtBu, MOM, MEM, 2,4- dimetoxibencilo, 2,3-
dimetoxibencilo, -C(Me).-), el paso de desprotecciéon puede ser realizado utilizando un acido adecuado. El acido puede
ser un acido de Bronsted (por ejemplo, TFA, acido fosférico, HCI o 4cido férmico) o un 4&cido de Lewis (por ejemplo,
ZnBry, CeCls). Los acidos de Lewis (por ejemplo, ZnBr2) son menos preferidos. El HCI también es menos preferido.
Preferiblemente, el acido es TFA.

Cuando un grupo protector es sensible a la base, por ejemplo acetilo, benzoilo, 4-clorobenzoilo, el paso de
desproteccién puede realizarse utilizando una base adecuada, por ejemplo NH3z acuoso, solucién metanélica de
amoniaco, NaOH acuoso. Los grupos sensibles a bases pueden ser menos preferidos para R®.
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Cuando un grupo protector es un grupo sililo (por ejemplo, trietilsililo o t-butildimetilsililo), el paso de desproteccion
puede realizarse utilizando un acido adecuado (por ejemplo, TFA) o utilizando una fuente de fluoruro adecuada (por
ejemplo, fluoruro de tetrabutilamonio, acido fluorosilicico, HF).

Cuando un grupo protector es un grupo bencilo o un grupo C(O)O bencilo, el paso de desproteccidn puede realizarse
utilizando Hz y un catalizador adecuado (por ejemplo, Pd/C). Tales grupos protectores pueden ser menos preferidos.

Cuando un grupo protector es un 4-metoxibencilo, 2,3-dimetoxibencilo, 2,4- dimetoxibencilo o0 C(O)O-(4-metoxibencilo)
el paso de desproteccidn puede realizarse utilizando un agente oxidante adecuado (por ejemplo, acido meta-
cloroperbenzoico).

Cuando un grupo protector es -C(O)-O-alilo, el paso de desproteccién puede realizarse utilizando (PPhsz)sPd y un
captor nucleofilico apropiado para el catién alilico, como NaBH4 o acido N,N-dimetilbarbiturico.

Cuando un grupo protector es -C(O)-O-CHs-fluorenilo, el paso de desproteccién puede realizarse con piperidina.

El paso de desproteccién puede realizarse en un disolvente organico o en una mezcla de los mismos. Los disolventes
organicos ejemplares incluyen, pero no estan limitados a, disolventes halogenados (por ejemplo, diclorometano,
cloroformo, 1,2-dicloroetano); alcoholes (por ejemplo, metanol, etanol, isopropanol) y éteres (por ejemplo,
tetrahidrofurano, éter dietilico).

Cuando el paso de desproteccion se lleva a cabo en presencia de un &cido (por ejemplo, TFA), el disolvente orgénico
es preferiblemente un disolvente halogenado, por ejemplo diclorometano.

La reaccién de desproteccién puede llevarse a cabo a una temperatura en el intervalo de, por ejemplo, entre -10°C y
aproximadamente 30°C, por ejemplo, a aproximadamente 10°C. Una temperatura conveniente para llevar a cabo la
reaccién es de -5°C a 5°C. La reaccidén puede agitarse durante un periodo de tiempo de aproximadamente 15 minutos
a aproximadamente 16 horas y preferiblemente de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 4 horas, y méas
preferiblemente de aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas.

Cuando la desproteccidn se lleva a cabo en presencia de un &cido (por ejemplo, TFA), el aislamiento del producto
obtenido tras la desproteccidn se realiza tipicamente apagando con una base apropiada el exceso de acido utilizado
en el paso de desproteccion, y extrayendo el producto con un disolvente orgénico inmiscible en agua y recuperando
el producto por evaporacién del disolvente orgénico.

Ejemplos de disolventes organicos inmiscibles en agua Utiles en la extraccién incluyen ésteres tales como como acetato
de etilo, acetato de metilo, acetato de isopropilo y similares; disolventes clorados como diclorometano, cloroformo y
similares; disolventes de hidrocarburos arométicos como tolueno, xileno y similares; preferiblemente acetato de etilo.

En ciertas realizaciones, puede todavia ser deseable purificar el producto de todos y cada uno de los pasos de la
reaccién. Los métodos de purificaciéon son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen cromatografia por
ejemplo, cromatografia en columna), recristalizacién y destilacién. En otras realizaciones, no es necesaria la
purificacion.

Se entendera que pueden realizarse diversas modificaciones a las realizaciones aqui descritas. Por lo tanto, la
descripcién anterior no debe interpretarse como limitante, sino simplemente como una ejemplificacién de las
realizaciones preferidas. Por ejemplo, las funciones descritas anteriormente e implementadas como el mejor modo de
operacién de la presente invencién tienen Unicamente fines ilustrativos. Otros arreglos y métodos pueden ser
implementados por los expertos en la técnica, sin apartarse del alcance y espiritu de esta invencion. Ademas, los
expertos en la técnica podran imaginar otras modificaciones dentro del alcance y espiritu de la especificacién anexa.

A lo largo de esta especificacién se utilizan las siguientes abreviaturas:
Ejemplos

La presente invencién se ilustra ademéas mediante los siguientes ejemplos, que se proporcionan Unicamente a titulo
ilustrativo y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Preparacién de 3'5'-di-O-(4-clorobenzoil)-5-fluoro-2'-p-desoxiuridina 3 (un ejemplo ilustrativo de un
compuesto de la Férmula llla).
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1-cloro-3,5-di-(4-clorobenzoil}- 3',5'-di-O-(4-clorobenzoil)-
2-desoxi-D-ribosa (Clororibosa) 5- fluoro-2'- P-desoxiuridina

En un recipiente de 1 | a 30 °C se afiadié bis(trimetilsilillamina [HMDS] (100 ml, 2 v/p con respecto a 1), 5-fluorouracilo
1 (16.65 g, 0.128 moles) y se agité durante 10-20 minutos. A continuacién, la mezcla de reaccién se calenté a 120 °C
durante 4-6 h, tras lo cual se enftrié a 75 °C y el HMDS que no habia reaccionado se eliminé al vacio (600 mm de Hg,
75°C). La reaccidn fue transformada en azeotrépica enfriando el recipiente a 35 °C, afiadiendo clorobenceno (100 ml,
2 vIp) que se destilé al vacio (600 mm de Hg, 75 °C); este procedimiento se repitié dos veces. La masa de reaccidon
se enfrié a 25 °C, se afiadié CH>Cl» (225 ml., 4 v/p de la masa anterior), y a continuacién la reaccién se enfrié a 5 °C.
Se afiadié 1-cloro-3,5-di-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-d-ribosa 2 (50 g, 0.0582 mol es 25 g 0.1168 mol es 50 g) y mas
CH2Cl2 (25 ml, 0.5 v/p) y la mezcla de reaccidn se agitd durante 15-30 min a 5 °C. se afiadié acido p-tolueno sulfénico
monohidrato (2.214 g, 0.01164 moles) a 5 °C, se elevé la temperatura a 12+3 °C y posteriormente se agité durante
20-24 h (si la temperatura aumenta por encima de 15 °C aumenta la proporcidén del anémero q).

Una vez completada la reaccién, segln lo determinado por HPLC, se transfiri a un matraz de 2 | que contenia
isopropanol (PrOH) (250 ml, 5 v/p) a 25 °C, utilizando 'PrOH adicional (500 ml) para ayudar a la transferencia. La
pasta liquida de la reaccién se agité durante 2-3 h a 25 °C, tras lo cual se filtré al vacio y se lavé con 'PrOH (100 ml a
25 °C). La torta de filtracién humeda se recristalizé de &cido acético (750 ml, 15 v/p) a 80 °C enfriando a 25 °C
gradualmente durante 2 h. La mezcla de reaccién se agité durante 2-3 h a 25 °C, después se filtré y se lavd con
acido acético (100 ml, 2 v/p), PrOH (100 ml, 2 v/p), y se seco al vacio a 55 °C para dar 3:

Resultado:

Peso del compuesto 3: 385 ¢g
Rendimiento: 63 %
Pureza HPLC: 99.49 % (anémero a 0.1%)

Los datos de caracterizaciéon de 3 son consistentes con los publicados anteriormente en Aoyama et al. (Bull. Chem.
Soc. Jpn., 1987, 60, 2073-2077).

Ejemplo 2: Preparacion de 2'-desoxi-5-fluorouridina (FUDR).
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3',5'-di-O-(4-clorobenzoil)- FUDR
5- fluoro-2'- P-desoxiuridina 2'-desoxi-5-fluorouridina

A una solucién de amoniaco metandlico (10-12% p/p; 500 ml, 10 v/p) a 10 °C se afadié se afiadié 3',5'-di-O-(4-
clorobenzoil)-5-fluoro-2'-p-desoxiuridina 3 (50 g, 0.0955 mol). La mezcla de reaccién se elev6 a 25 °C durante 1-2h y
se mantuvo a esta temperatura durante 20-24 h. Cuando la reaccién se completd, segln se determiné por HPLC, se
filtré a través de Celite® a 25 °C. Se lavé el Celite® con MeOH (100 ml, 2 v/p) y el filtrado combinado se concentro a
50-100 ml al vacio ( 600 mm de Hg, <45 °C). Se afiadi6 acetato de etilo (100 ml, 2 v/p)y se concentrd al vacio hasta
aproximadamente 50-100 ml. Se afiadié mas acetato de etilo (350 ml, 7 v/p) y se mantuvo la pasta liquida resultante
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a 30 °C durante 2-3 h. A continuacién, la pasta liquida de la reaccién se filtré al vacio y se lavé con acetato de etilo
(100 ml, 2 v/p). El sélido resultante se trituré con acetato de etilo (150 ml, 3v) a 30 °C, se filtr6 bajo vacio, se lavé con
més con acetato de etilo (100 ml, 2 v/p) y se secé al vacio para obtener FUDR como sélido:

Resultado:

Peso del compuesto FUDR: 20.2g
Rendimiento: 86.2%.
Pureza HPLC: 99.94

Los datos de caracterizacién del FUDR son consistentes con los publicados anteriormente, por ejemplo en Aoyama et
al. (Bull. Chem. Soc. Jpn., 1987, 60, 2073-2077).

Ejemplo 3: Preparacion de la mezcla diastereoisomérica del éster 9 bencilico del é&cido 2-[(2,3,4,5,6-

pentafluorofenoxi)-nafto-1-oxifosforil amino] propidnico 9 (Un ejemplo ilustrativo de un compuesto de la Férmula IVb).

Q
OH poct,  CHP-Cl
(f\ff\. ,,,,,,,,,,,,,,,,,, o O
4

/1 2 Q P 411} F”\é”\F ”’7 s Q
NN & T S = WP 8 O AP
TR T 7 s T Woa
g /f" N t/

7 N/ f
i g
N

El alfa-naftol 4 (100 g) se disolvié en DCM (1 1) a 25°C y se afiadié POClIs (1.1 eq) a 25°C y se agitd durante 10 min
antes de enfriar la mezcla a -70°C y se agité durante 10 min. Se afiadié lentamente trietilamina (1.1 eq.) manteniendo
la temperatura por debajo de -70°C y la mezcla se agitd durante 1 h a -70°C. La mezcla se calenté a 25°C y se agité
durante 1h antes de enfriarse a -50°C. Se afiadi6 el éster bencilico de I-alanina 6 (sal de HCI; 1 eq.) a la mezcla, que
se agitd durante 10 min antes de afiadir trietilamina (2.2 eq.) en DCM (200 ml) a -50°C durante 30 minutos. La mezcla
se agité durante 1 h a -50°C antes de calentarla a 25°C y agitarla durante 1 h mas. La mezcla se enfrié a -10°C y se
agitd durante 10 min antes de afiadir lentamente a la masa de reaccién pentafluorofenol 8 en DCM (200 ml) a menos
de -10°C. La mezcla se agitd a -10°C durante 10 min antes de afiadir trietilamina (1,1 eq.) durante 30 min a -10°C. La
mezcla se agitd a-10°C durante 1h antes de que la mezcla se calentd a 0°C. Se afiadié agua (1 1) y la mezcla se agité
durante 30 min a 0°C. La mezcla se calent6 hasta 25°C y se agité durante 5-10 min antes de separar la capa organica.
La capa acuosa fue sometida a extraccién con DCM (500 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con
solucién de bicarbonato sédico al 7 % (2X1 1) y la capa organica se sec6 sobre sulfato sédico anhidro antes de ser
concentrado al vacio.

Se afiadié IPA/agua al 50% (2.4 |) al compuesto crudo y se agitd durante 1 h a 25°C. El compuesto sélido se filtré y la
torta humeda se lavd con IPA/agua 50% (500 ml) antes de secarla al vacio. De nuevo, se afiadid IPA/agua al 50%
(2.4 1) al compuesto crudo y se agitdé durante 1 h a 25°C antes de filtrarlo y se lavé de nuevo la torta himeda con IPA
al 50%/agua (500 ml) antes de secar al vacio. El compuesto semiseco se lavd con ciclohexano (10 v/p) a 25-30°C
durante 1 h antes de lavar el compuesto sélido con ciclohexano (2 1) y el compuesto himedo 9 se secé al vacio a 55-
60°C durante 12 h

Resultados:

Peso del compuesto 9: 252 ¢

Rendimiento global: 66%

Pureza HPLC: 98,31 % (la proporcidn diastereoisomérica es 1:1)

3P RMN (202 MHz, CDClg): 8, -1.35, -1.41; "H RMN (500 MHz, CDCls): 814 8.13-8.10 (1H, m, H-Ar), 7.90 — 7.88 ('H, m,

H-Ar), 7.73 (1H, d aparente, J = 8.5 Hz, H-Ar), 7.62-7.55 (3H, m, H-Ar), 7.45 - 7.41 (1H, m, H-Ar), 7.36 — 7.28 (5H,
(

1H,
m, H-Ar), 5.01 (1H, s aparente, CHePh). 5.12 (1H, q, J = 12.5 Hz, CH2Ph), 4.38 — 4.31 (1H, m, NHCHCH), 4.17 - 4.08
(1H, m, NHCHCH3), 1.49, 1.47 (3H, 2 x d, J = 3.5 Hz, NHCHCHs); MS (ES+) m/z: 574 (M + Na*, 100%), Masa exacta:
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CasH19FsNOsP requerido 551.40 encontrado 574.05 (M + Na*); HPLC en fase inversa, eluyendo con HoO/MeOH en
20/80 en 35 min, F = 1 ml/min, A = 254, dos picos para dos diastereoisémeros con tg = 12.96, 14.48 min.

Los diastereoisémeros del compuesto 9 se separaron por HPLC con Biotage Isolera utilizando un cartucho C18 SNAP
Ultra (30 g) con una mezcla de MeOH/H>O (70%/30%) como un eluyente para dar: el isémero de elucién rapida (se
cree que es el diastereoisémero Rp) y el isémero de elucién lenta (se cree que es el diastereoisémero Sp).

Nota: Los isémeros se denominan de elucién rapida (FE) y de elucién lenta (SE) sobre la base del tiempo de retencidn
en el cartucho C18 (fase inversa) y en la columna analitica de HPLC.

Isémero de elucion rapida (se cree que es el diastereoisémero Rp): *'P RMN (202 MHz, CDCls): 8, — 1.41; "H RMN
(500 MHz, CDCls): 64 8.02 (1H, dd, J = 7.0, 2.0 Hz, H-Ar), 7.79 (1H, dd, J = 6.5, 3.0 Hz, H-Ar), 7.64 (1H, d, J = 8.5 Hz,
H-An), 753 7.45 (3H, m, H-Ar), 733(1H t, J= 8.0 Hz, H-Ar), 7.28 — 7.23 (5H, m, H-Ar), 5.09 (s, 2H, CH2Ph), 4.29 —
4.21 (1H, m, NHCHCHj3), 4.02 - 3.97 (1H, m, NHCHCHs) 1.38 (3H, d, J = 7.0 Hz, NHCHCH5s); MS (ES+) m/z: MS (ES+)
m/z. 574 (M + Na*, 100%), Masa exacta: C2sH19FsNOsP requerido 551 40 encontrado 574.05 (M + Na+); HPLC en
fase inversa, eluyendo con HoO/MeOH en 20/80 en 35 min, F =1 ml/min, A= 254, tr = 12.96.

Isémero de elucién lenta (se cree que es el diastereoisémero Sp): 3'P RMN (202 MHz, CDCls): 8, — 1.36; "H RMN
(500 MHz, CDCls): 81 8.14 — 8.11 (1H, m, H-Ar), 7.90 - 7.87 (1H, m, H-Ar), 7.74 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-Ar), 7.60 (1H, d,
J =8.0 Hz, H-Ar), 7.58 - 7.55 (2H, m, H-Ar), 7.44 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-Ar), 7.34 — 7.30 (5H, m, H-Ar), 5.12 (2H, q, J =
12.5 Hz, CH2Ph), 4.35 -4.29 (1H, m, NHCHCHj3), 4.04 —4.00 (1H, m, NHCHCH3), 1.48 (3H, d, J = 7,0 Hz, NHCHCH?);
MS (ES+) m/z: MS (ES+) m/z: 574 (M + Na*, 100%), Masa exacta: CosH1gFsNOsP requerida 551.40 encontrada 574.05
(M + Na*); HPLC en fase inversa, eluyendo con H.O/MeOH en 20/80 en 35 min, F = 1 ml/min, A = 254, tr = 14.48.

Ejemplo 4: Enriquecimiento del diastereocisémero S, del diasterecisémero Sp del éster bencilico del acido 2-[{2,3,4,5,6-
pentafluorofenoxi)-nafto-1-oxifosforil amino] propiénico (9)

9 (mezcla 1:1 Spy Rp) 9 (diastereoisbmero Sp)

Se disolvié una mezcla diasterecisomérica 1:1 del compuesto 9 (25 g) en MTBE al 10% / n-hexano (500 ml) y se
afiadid trietilamina (2.5 ml) a la masa de reaccién a 25 °C. La mezcla se agité durante 80 h a 30 °C. La mezcla se filtrd
y la torta himeda se lavé con MTBE/n-hexano al 10% (75 ml) antes de secarla al vacio 30 min.

Se afiadié un 50% de IPA/agua (200 ml) al compuesto crudo anterior y se agitdé durante 1 h a 25-35°C antes de filtrar.
La torta hUmeda se lavé con IPA/agua al 50% (100 ml) antes de secarla al vacio a 55-60°C durante 12 h para dar XX
en forma enriquecida en el diastereoisémero:

Resultado:

Peso del compuesto Sp-9: 179
Rendimiento: 68 %
Pureza HPLC: 97.66 %

Isémero de elucién lenta (se cree que es diastereoisémero Sp): *'P RMN (202 MHz, CDCls): 8, — 1.36; 'H RMN (500
MHz, CDCls): &4 8.14 — 8.11 (1H, m, H-Ar), 7.90 - 7.87 (1H, m, H-Ar), 7.74 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-Ar), 7.60 (1H, d, J =
8.0 Hz, H-Ar), 7.58 - 7.55 (2H, m, H-Ar), 7.44 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-Ar), 7.34 - 7.30 (5H, m, H-Ar), 512 (2H, q, J = 125
Hz, CH2Ph), 4.35- 4.29 (1H, m, NHCHCH?3), 4.04 - 4.00 (1H, m, NHCHCHj3), 1.48 (3H, d, J = 7.0 Hz, NHCHCH?:); MS
(ES+)m/z. MS (ES+) m/z. 574 (M + Na*, 100%), Masa exacta: CosH19FsNOsP requerlda 551.40 encontrada 574.05
(M + Na+); HPLC fase inversa, eluyendo con HoO/MeOH en 20/80 en 35 min, F = 1 ml/min, A = 254. t{r = 14.48.

La estereoquimica (Rp vs Sp) de los dos isémeros del compuesto 9 descritos anteriormente ha sido asignada
tentativamente sobre la base de la comparacion del desplazamiento quimico de 3'P, los espectros de RMN de 'H y
los tiempos de retencién por HPLC de los isémeros de NUC-3373 fabricados usando los isbmeros del compuesto 9
con los de otros ProTides conocidos en la literatura. Como se ha mencionado anteriormente, la estereoquimica del
estereocentro del fosfato se invierte durante el proceso de la invencién, por lo que el diasterecisdmero (S) del
compuesto 9 formaré el diastereoisémero (S) de NUC-3373 y, del mismo modo, el diastereoisémero (R) del compuesto
9 formara el diastereoisémero (R) de NUC-3373. La asignacién estereoquimica esté respaldada por la difraccién de
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Ejemplo 5 - Formacién de isémeros Sp y Rp de NUC-3373

El FUDR 12 protegido con 3'-BOC (un ejemplo ilustrativo de un compuesto de la Férmula Va) puede fabricarse segin

5 el esquema siguiente.
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A continuacién, el compuesto 12 puede acoplarse con un compuesto de la Férmula 1Vb.

Ejemplo 6: Preparacién del isémero Sp de Nuc-3373 a partir de 12 y del isémero Sp del compuesto 9.
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10

El compuesto 12 (1g) y el isémero Sp del compuesto 9 (1.2 eq) se disolvieron en THF (10 ml) y la mezcla se enfrié
hasta 0 °C. Se afiadi6 cloruro de t-butil-magnesio (2.5 eq., 2,0 M en THF) a la mezcla a lo largo de 15 min. La mezcla
se calenté y se agitd a 25 °C durante 4 h. La mezcla se enfrié a 10 °C y se afiadié solucidn de cloruro aménico sat. (10
ml). Se afiadié acetato de etilo (10 ml) a la mezcla y se separd la capa orgénica. La capa acuosa se sometié a
15 extraccion con acetato de etilo (5 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua desionizada (5 ml)
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seguido de una solucién de cloruro sédico al 20% (5 ml). Las capas organicas se secaron sobre sulfato de sodio
anhidro antes de concentrar al vacio para obtener 2.16 g del compuesto 13 (rendimiento bruto del 100%).

El compuesto 13 crudo (1 g) se disolvié en DCM (5 ml) y se enfrié a 10 °C. Se afiadié lentamente TFA (2 ml) a la
mezcla, manteniendo la temperatura por debajo de 20 °C. La mezcla se calentd hasta 30°C y se agité durante 6 h. La
mezcla se enfrié hasta 10 °C y se afladié lentamente agua desionizada (5 ml), manteniendo la temperatura por debajo
de 20 °C. Tras agitar durante 10 minutos, se separé la capa organica y se extrajo la capa acuosa con DCM (5 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron con agua desionizada (2 X 5 ml), solucién de bicarbonato sédico al 7% (2 X
5 ml) y solucién de cloruro sédico (5 ml) antes de secar con sulfato sédico anhidro (1 p/p) y concentrar al vacio. El
compuesto crudo se purificé con cromatografia en columna en acetato de etilo / DCM utilizando gel de silice (malla
100-200). El compuesto puro se eluyé en acetato de etilo / DCM al 50% hasta acetato de etilo al 100%. Las fracciones
puras combinadas se concentraron al vacio antes de que la pasta liquida del compuesto se lavara con ciclohexano (5
ml) para dar NUC-3373.

Resultado:

Peso de NUC-3373 (isbmero Sp): 9.3 g
Rendimiento global: 70 %

Pureza HPLC: 96.86

1H-RMN (500 MHz, MeOD): 8y 8.16 - 8.14 (m, 1H, H-Ar), 7.90 - 7.80 (m, 1H, H-Ar), 7.72 - 7.70 (m, 2H, H-Ar), 7.54 -
7.49 (m, 3H, H-Ar, H-6), 7.43 (t aparente, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 7.35 - 7.27 (m, SH, H-Ar), 6.16 - 6.13 (m, 1H, H-1),
5.11 (sistema AB, J =30  12.0 Hz, 2H, O CH:Ph), 4.35 - 4.33 (m, 2H, 2 x H-5"), 4.30 - 4.28 (m, 1H, H-3"), 4.14 -4.08
(M, H, CHCHs), 4.07 - 4.04 (m, 1H, H-4"), 2.14 - 2.09 (m, 1H, H-2"), 1.74 - 1.68 (m, 1H, H-2'), 1.35 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
CHCHs);

13C-RMN (125 MHz, MeOD): 8, 174.92 (d, 3Jcp = 3.75 Hz, C=0, éster), 159.37 (d, 2Jcr = 25.9 Hz, C=0, base), 150.54
(d, “Jor= 4.0 Hz, C=0, base), 147.99 (d, 2Jc.p = 7.1 Hz, C-Ar, Naph), 141.75 (d, "Jcr = 232.1 Hz, CF-base), 137.18.
136.29 (C-Ar), 129.59. 129.36. 128.90. 127.91 (CH-Ar), 127.83 (d, 3Jc.p = 5.4 Hz, C-Ar, Naph), 127.59,. 126.52,
126.50, 126.18 (CH-Ar), 125.54 (d, 2Jcr = 34.1 Hz, CH-base), 122.64 (CH-Ar), 116.29 (d, 3Jop = 2.75 Hz, CH-
Ar, Naph), 86.95 (C-1'), 86.67 (d, 3Jcp = 8.1 Hz, C-4'), 72.12 (C-3'), 68.05 (O CH,Ph), 67.85 (d, 2Jc.p = 5.3 Hz,
C-5'), 51.96 (CHCHs), 40.84 (C-2'), 20.52 (d, 3Jcp = 7.5 Hz, CHCHb).

31P-RMN (202 MHz, MeOD): 8p 4.62;
19F RMN (470 MHz, MeOD): &¢ -167.19;
(ES+) m/z Hallado: (M + Na*) 636.1520. Requerido CaeH20NsOsFNaP: (M*), 613.15.

HPLC inversa (Varian Pursuit XRs 5 C18. 150 x 4.6 mm) eluyendo con (H-O/AcCN de 90/10 a 0/100) en 35 min,
tr 16.61 min.

Se puede acceder al isémero Rp del NUC-3373 realizando el proceso anterior pero partiendo del
diastereoisémero Rp del compuesto 9:

1H-RMN (500 MHz, MeOD). 8y 8.17 - 8.15 (m, 1H, H-Ar), 7.91 - 7.88 (m, 1H, H-Ar), 7.72 - 7.69 (m, 2H, H-Ar), 7.56
-7.52 (m, 2H, H-Ar, H-6), 7.50 - 7.48 (m, 1H, H-Ar), 20 7.39 (t aparente, J = 8.0 Hz, 1H, H-Ar), 7.35 - 7.28
(m, 5H, H-Ar), 6.16 - 6.09 (m, 1H, H-1'), 5.13 (s, 2H, O CH2Ph), 4.35 - 4.25 (m, 3H, 2 x H-5', H-3'), 4.14 - 4.08 (m, 1H,
CHCHs), 4.05 - 4.03 (m, 1H, H-4"), 2.15 - 2.10 (m, 1H, H-2'), 1.74 - 1.68 (m, 1H, H-2'), 1.36 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
CHCH3),

13C-RMN (125 MHz, MeOD): 8, 174.58 (d, 3Jc.p = 5.0 Hz, C=0, éster), 159.38 (d, 2Jcr = 26.3 Hz, C=0), 150.48
(C=0 base), 147.80 (d, 2Jc.p = 6.5 Hz, C-Ar, Naph), 141.67 (d, "Jcr = 232.5 Hz, CF-base), 137.15, 136.26 (C-Ar),
129.62, 129.40, 129.36, 128.96, 127.89 (CH-Ar), 127.84 (d, 3Jop = 5.5 Hz, C-Ar, Naph), 127.59, 126.57, 126.55,
126.21 (CH-Ar), 125.61 (d, 2Jcr = 34.0 Hz, CH-base), 122.62 (CH-Ar), 116.55 (d, 3Jc.p = 3.75 30 Hz, CH-Ar, Naph),
86.97 (C-1'), 86.66 (d, 3Jop = 7.5 Hz, C-4"), 72.01 (C-3'), 68.07 (O CH,Ph), 67.84 (d, 2Jcp = 5.0 Hz, C-5'), 51.83
(CHCHs), 40.89 (C-2'), 20.42 (d, 3Jc.p = 7.5 Hz, CHCHb).

31P-RMN (202 MHz, MeOD): 8p 4.27;

19F RMN (470 MHz, MeOD): &¢ -167.27;

(ES+) m/z hallado: (M + Na*) 636.1520. Requerido CasH2oNsOoFNaP: (M*), 613.15

HPLC inversa (Varian Pursuit XRs 5 C18, 150 x 4,6 mm) eluyendo con (H-O/MeOH de 90/10 a 0/100) en 35 min,, tr
16.03 min.
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La estereoquimica (Rp frente a Sp) de los dos isbmeros del NUC-3373 descritos anteriormente se ha asignado
tentativamente sobre la base de la comparacién del desplazamiento quimico de 3'P, los espectros de RMN de "H y
los tiempos de retencién en HPLC con los de otros ProTides conocidos en la literatura.

La estereoquimica del compuesto 9 se ha asighado tentativamente sobre la base de qué isémero de NUC-3373 forma
ese isémero del compuesto 9.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la preparacién de FUDR con una pureza diastereoisomérica superior al 95%:

Ox FUDR

en donde el proceso comprende el paso a) y, opcionalmente, el paso b):

a) hacer reaccionar un compuesto de la Férmula la con un compuesto de la Férmula lla en presencia de un &cido A1
para proporcionar un compuesto de la Férmula llla con una pureza diastereocisomérica superior al 95%:

GR!
i R3O,
£ /\u; o
2 ] ey
\N’)\oal’ !
OR* Hi
s

s
en donde R' y R? son cada uno independientemente grupos trialquilsililo; R® y R* son cada uno un grupo benzoilo
sustituido o no sustituido; y X es un grupo saliente; y

b) eliminar el grupo R® y R* protector del compuesto de la Férmula llla para proporcionar FUDR en una pureza
diastereoisomérica superior al 95%;

en donde el paso de reaccidén de un compuesto de la Férmula la con un compuesto de la Férmula lla se lleva a cabo
a una temperatura T1 comprendida en el intervalo de 9 °C a 15 °C.

2. Un proceso de la reivindicacién 1, en donde el paso de hacer reaccionar un compuesto de la Férmula la con un
compuesto de la Férmula lla se lleva a cabo en un disolvente S1 seleccionado entre acetonitriio (ACN), 1,2-
dicloroetano (DCE) y diclorometano (DCM).

3. Un procedimiento de la reivindicacién 1 o de la reivindicacién 2, en donde el acido A1 se selecciona entre un acido
de Lewis, un acido sulfénico y un acido carboxilico.

4. Un proceso de la reivindicacion 3, en donde el 4cido es un 4cido sulfénico.
5. Un proceso de la reivindicacidn 4, en donde el acido es acido p-toluenosulfénico.

6. Un proceso de cualquier reivindicacién precedente, en donde el paso de reaccionar un compuesto de la Férmula la
con un compuesto de la Férmula lla se lleva a cabo en un disolvente S1 que es diclorometano (DCM).

7. Un procedimiento de cualquier reivindicacién precedente, en donde R' y R? son cada uno trimetilsililo.
8. Un procedimiento de cualquier reivindicacién precedente, en donde R3 y R* son cada uno un grupo 4-clorobenzoilo.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde R® y R* se eliminan utilizando soluciéon de amoniaco
metandlico.

10. Un proceso de cualquier reivindicacion precedente, en donde X es Cl.

11. Un proceso de cualquier reivindicaciéon precedente, en donde el proceso comprende ademés convertir el FUDR
en NUC-3373:
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12. Un proceso de la reivindicacién 11, en donde el FUDR se convierte en NUC-3373 en un proceso que comprende
el paso d) y opcionalmente comprende las pasos ¢c) y e):

5 c) conversion opcional de FUDR en un compuesto de la Férmula Va en la cual R® es un grupo protector;

d) haciendo reaccionar un compuesto de la Férmula IVa; con un compuesto de la Férmula Va en presencia de una
base (B2) para proporcionar un compuesto de la Férmula Vla; en donde R® es un grupo saliente y R® se selecciona
independientemente entre H (en cuyo caso el compuesto de la Fé6rmula Va es FUDR) y un grupo protector:

A

&} i;’ R
N
ano
Q OR®
10 Férmula IVa Férmula Va

Férmula Via

e) donde R® es un grupo protector, eliminando opcionalmente el grupo R® protector del compuesto de la Férmula Via
para proporcionar NUC-3373.
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