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DESCRIPCION
Procedimiento para la preparacién de cladribina
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patente provisional de EE.UU. nimero de serie 61/234.683
presentada el 18 de agosto, 2009.

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencién

La presente solicitud se refiere a la sintesis de la 6-amino-2-cloro-9-(2'-desoxi-B-D-ribofuranosil)-purina de calidad
API (ingrediente farmacéutico activo), conocida de otra manera como cladribina (I), CdA y 2-cloro-2'-
desoxiadenosina, que se puede usar a escala de fabricacion.

Descripcion de la técnica relacionada

Previamente, Robins y Robins (Robins, M. J. y Robins, R. K., J. Am. Chem. Soc. 1965, 87, 4934-4940) describieron
que la fusion catalizada por acido de la 1,3,5-tri-O-acetil-2-desoxi-D-ribofuranosa y 2,6-dicloropurina daba un
rendimiento de 65% de una mezcla anomérica de 2,6-dicloro-9-(3’,5'-di-O-acetil-2'-desoxi-a-R-D-ribofuranosil)-
purinas, a partir de la cual se obtenia el andmero a en forma de un producto cristalino puro por cristalizaciéon
fraccionada en etanol con 32% de rendimiento y el andmero B equivalente permanecia en las aguas madre (véase el
esquema 1). El anémero 3, que se podria haber usado para sintetizar la cladribina, no se aislaba mas. El anémero a
se trataba con amoniaco en metanol lo que producia la desacetilacion y aminacion simultaneas, para dar la 6-amino-
2-cloro-9-(2'-desoxi-a-D-ribofuranosil)-purina, que es un diastereoisdémero de la cladribina.
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Esquema 1 - Sintesis del andmero a de la cladribina de Robins, 1965.

Broom et al. (Christensen, L. F., Broom, A. D., Robins, M. J., y Bloch, A., J. Med. Chem. 1972, 15, 735-739)
adaptaron el método de Robins et al. tratando la mezcla acetilada (es decir, 2,6-dicloro-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-
a,B-D-ribofuranosil)-purina) con amoniaco liquido y reacetilando las 2'-desoxi-a- y -3-adenosines resultantes con
cloruro de p-tolucilo (véase el esquema 2). La 2-cloro-9-(3',5'-di-O-p-toluoil-2'-desoxi-R-D-ribofuranosil)-adenina
después se separd por cromatografia y la eliminacion del grupo p-toluoilo produjo la cladribina con 9% de
rendimiento total basado en la fusion de la 1,3,5-tri-O-acetil-2-desoxi-D-ribofuranosa y 2,6-dicloropurina.
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Esquema 2 - Sintesis de cladribina de Brooms, 1972.

Para aumentar la estereoselectividad en favor del anémero 3, Robins et al. (Robins, R. L. et al., J. Am. Chem. Soc.
1984, 106, 6379-6382, US4760137, EP0173059) proporcionaron un método mejorado en el que se acoplaba la sal
5 de sodio de la 2,6-dicloropurina con la 1-cloro-2-desoxi-3,5-di-O-p-toluoil-a-D-ribofuranosa en acetonitrilo (MeCN)
para dar el nucledsido R protegido aislado con 59% de rendimiento, después de cromatografia y cristalizacion,
ademas de 13% del regioisomero N-7 no deseado (véase el esquema 3). La selectividad aparentemente mas alta en
esta reaccion de acoplamiento se atribuye a que es un desplazamiento Sny2 directo del ion cloruro por la sal de sodio
de la purina. El 2’-desoxi-R-nucledsido N-9 se traté con amoniaco en metanol a 100°C para dar la cladribina con 42%
10 de rendimiento total. El inconveniente de este procedimiento es que el nitrégeno nucledfilo de la posicidon 7 compite
en la reaccion de Sn2 con la posicion 9 nucledfila, conduciendo a una mezcla de los isémeros N-7 y N-9-glicosilo, asi

como a la necesidad de cromatografia y cristalizacion para obtener el isémero deseado puro.
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Esquema 3 - Procedimiento de Sy2 de Robins

15 Gerszberg y Alonso (Gerszberg S. y Alonso, D., documentos W00064918 y US20020052491) también usaban un
procedimiento de Sy2 con 1-cloro-2-desoxi-3,5-di-O-p-toluoil-a-D-ribofuranosa, pero se acoplaba con la sal de sodio
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de la 2-cloroadenina en acetona dando el anémero R deseado de la cladribina protegida con 60% de rendimiento
después de cristalizacion en etanol (véase el esquema 4). Después de la etapa de desproteccidon usando amoniaco
en metanol (MeOH), se aislaba el anémero R de la cladribina con un rendimiento total de 42% basado en el 1-
cloroazucar, y 30% si se calculaba basado en la sal de sodio, puesto que esta se usaba con un exceso molar de 2,3.
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Esquema 4 - Sintesis de cladribina de Gerszberg y Alonso

Para aumentar la regioselectividad hacia la glicosilacion en la posicion N-9, Gupta y Munk (Gupta, P. K. y Munk, S.
A., documentos US20040039190, W02004018490 y CA2493724) recientemente llevaron a cabo una reaccion de
Sn2 usando el andmero a anoméricamente puro, 1-cloro-2-desoxi-3,5-di-O-p-toluoil-a-D-ribofuranosa, pero
acoplandolo con la sal de potasio de una purina modificada con 6-heptanoilamido (véase el esquema 5). El grupo
alquilo voluminoso probablemente impartia impedimento estérico alrededor de la posicién N-7, dando como
resultado la regioselectividad mejorada descrita. A pesar de esto, después de desproteccion, el rendimiento total de
cladribina basado en el 1-cloroazucar era 43%, no mostrando una gran mejora en el rendimiento total frente a
métodos relacionados. Ademas, la 2-cloroadenina requeria acilacién previa con anhidrido heptanoico a alta
temperatura (130°C) con 72% de rendimiento, y el acoplamiento requeria enfriamiento criogénico (-30°C) y el uso de
la base fuerte hexametidisilazida de potasio y le seguia la cromatografia en columna para purificar el producto
cladribina protegido.
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Esquema 5 - Sintesis de cladribina de Gupta y Munk

Mas recientemente Robins et al. (Robins, M. J. et al, J. Org. Chem. 2006, 71, 7773-7779, US20080207891)
publicaron un procedimiento para la sintesis de cladribina que pretendia lograr rendimientos casi cuantitativos en la
glicosilacion regioselectiva en N-9 de las sales de sodio de la 6-(imidazol-sustituido-1-il)-purina con 1-cloro-2-desoxi-
3,5-di-O-p-toluoil-a-D-ribofuranosa en mezclas de MeCN/diclorometano (DCM) para dar cantidades pequefias 0 no
detectables del andmero a no deseado (véase el esquema 6). En realidad, esto solo se demostraba a escala de
multimiligramos a varios gramos, y aunque el rendimiento del acoplamiento real después de cromatografia del
anémero R-N-9 deseado era alto (de 83% a cuantitativo), los productos de 6-(imidazol-sustituido-1-ilo) protegidos se
obtenian con rendimientos de 55% a 76% después de recristalizacion. Después de esto, se usaba yoduro de bencilo
toxico para activar los grupos 6-(imidazol-1-ilo) que después se desplazaban posteriormente con amoniaco a 60-
80°C en amoniaco en metanol para dar la cladribina con 59-70% de rendimiento después de cromatografia de
intercambio i6nico y multiples cristalizaciones, o después de extraccion con DCM vy cristalizacion. Aunque se
demostré una alta glicosilacion anomérica y regioselectiva, el procedimiento es mas largo que las técnicas
anteriores, no es econdmico en atomos y no es facilmente aplicable a la sintesis industrial de la cladribina debido a
la dependencia en la cromatografia y el requisito de un recipiente de presion en la sustitucion de los grupos 6-
(imidazol-sustituido-1-ilo).
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Esquema 6 - Sintesis de cladribina basada en 6-(imidazol-1-ilo) de Robins

Por lo tanto es necesario un procedimiento mas directo, menos laborioso, que produzca la cladribina con buen
rendimiento y alta pureza, que sea aplicable a escala industrial.

5 Resumen de la invencion

De acuerdo con un aspecto de la presente solicitud, un procedimiento para hacer la cladribina de formula |

NH,
<“ @)
HO o. N
HO , comprende:

a) acoplar un compuesto de formula Il
NHx(SIR'R’R3)y
<X

R4
11

10 en donde cada uno de R R? y R® es independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo, preferlblemente cada
uno de R', R? y R® tiene |ndepend|entemente 1-20 atomos de carbono mas preferiblemente, cada uno de R' R? y
R®es metllo xes0,102,yes2,100,y R* es hidrégeno o SiR'R?R?, con la condicion de que cuando x es 2 y es
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0, R* es SR’ R2R3, con una 2-desoxi-ribofuranosa protegida de formula Il

RO
0 5

6
R°0C

en donde cada uno de R® y R’ es independientemente un grupo protector de hidroxilo, y R®es un grupo labil, en un
disolvente organico y en presencia de un acido de Brdnsted o acido de Lewis basado en acido sulfonico, para
obtener una mezcla de reaccién que comprende

un anémero B de formula IV

NHx'(SIR'RZR3)y'

RO )\

v
RSO
endondex es0,102,y'es 2,100;

b) precipitar selectivamente el anémero B de formula IV de la mezcla de reaccion en presencia de MeCN para
obtener una mezcla heterogénea;

c) aislar el anémero R de formula IV precipitado de la mezcla de reaccién heterogénea para obtener el anémero R de
férmula IV aislado y sustancialmente enriquecido; y

d) convertir el anémero R de férmula IV aislado y sustancialmente enriquecido para obtener la cladribina.

Preferiblemente, el grupo protector de hidroxilo puede ser un grupo acilo, tal como grupo benzoilo sustituido o no
sustituido y grupo aroilo sustituido con halogeno mas especificamente el grupo 4-cloro-benzoilo. El grupo protector
de hidroxilo también puede ser un grupo sililo. R®es un grupo labil que saldra del compuesto de féormula Il durante la
reaccion de acoplamiento, de modo que el compuesto de formula Il y el compuesto de formula Il reaccionan y
forman el compuesto de formula IV. Por ejemplo, el grupo Iabil sale del compuesto de formula Il tras activacion con
un acido de Lewis o acido de Br@nsted. El grupo labil puede ser, por ejemplo, alcoxi, ariloxi o aciloxi (incluyendo
acetoxi, benzoiloxi y benzoiloxi sustituido), mas preferiblemente un grupo acetoxi.

El compuesto de férmula Il se puede preparar por sililacion de 2- cloroadenlna con un agente de sililacién en un
disolvente organico o solo, en donde x es 0, 1 o 2,yes2,100, R* es hidrégeno o SIR'R?R?, respectivamente, y
cuando x es 2, y es 0, R* debe ser SIR'R’R’. El compuesto de formula Il tiene al menos un grupo sililo, mas
preferiblemente al menos dos grupos sililo, Preferiblemente, la sililacion se lleva a cabo en un disolvente organico. El
disolvente organico puede ser un nitrilo, un éter, un hidrocarburo (tal como un hidrocarburo aromatico y un
hidrocarburo clorado) o un agente de sililacion, incluyendo MeCN, THF, DCM, DCE, PhMe, HMDS, BSTFA, BSA o
una mezcla de dos o mas de estos disolventes. Mas preferiblemente, el disolvente organico es MeCN.
Preferiblemente, el disolvente organico es el mismo que el usado en la etapa de acoplamiento a). El agente de
sililacion puede ser BSTFA, HMDS, BSA, TMSCI, MSA, MSTFA o una mezcla de al menos dos de estos agentes.
Mas preferiblemente, el agente de sililacion es BSTFA. Preferiblemente, el compuesto sililado de formula 1l se usa
directamente en la siguiente reaccién de acoplamiento sin aislarlo.

La etapa de acoplamiento a) se lleva a cabo en presencia de acido de Br@dnsted o de Lewis basado en acido
sulfénico.

Preferiblemente, el acido de Lewis basado en acido sulfénico es un acido de Lewis no metalico. El acido de
Br@nsted o de Lewis no metalico usado en la etapa (a) puede ser TfOH, TMSOTf, TESOTf, TMSI, TBSOTf, TsOH,
MsOH, MS,0, o una combinacién de dos o mas de estos acidos. Mas preferiblemente, el acido es TfOH. El
disolvente organico usado en la etapa de acoplamiento (a) es preferiblemente MeCN. La etapa de acoplamiento a)
se puede llevar a cabo a una temperatura de entre aproximadamente 0°C a aproximadamente temperatura de reflujo
del disolvente organico; mas preferiblemente de 40°C a 80°C, en particular aproximadamente 60°C, de modo que el
anomero B deseado del compuesto nucledsido protegido de férmula IV precipita selectivamente en la mezcla de
reaccion sustancialmente exento de los isémeros no deseados y otros productos de reaccion e impurezas.

6
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De acuerdo con una realizacion preferida de la presente solicitud, antes de empezar la etapa c), el procedimiento
como se ha descrito antes comprende ademas una etapa de envejecimiento de la mezcla heterogénea formada en
la etapa b), es decir, mantenimiento de la mezcla heterogénea formada en la etapa b) a una temperatura elevada,
preferiblemente de 40°C a 85°C, mas preferiblemente a 60°C, durante un periodo de tiempo prolongado,
preferiblemente no menor de 2 horas, mas preferiblemente de 6 a 24 horas.

La etapa de conversion d) puede comprender desproteger el compuesto de férmula IV y/o eliminar un grupo sililo, si
lo hay, para hacer el producto cladribina.

También se describe un procedimiento para hacer la cladribina con una mayor pureza, que comprende:

a) disolver la cladribina bruta en un disolvente protico en presencia de una base para formar una disolucién que
comprende cladribina bruta disuelta;

b) mantener la disolucion a una temperatura elevada (es decir, una temperatura que es mayor que la temperatura
ambiente, preferiblemente entre 60°C y temperatura de reflujo del disolvente prético) de modo que la disolucion sea
homogénea hasta que se reduzca la cantidad de impurezas de nucleésido protegido o parcialmente protegido a un
limite superior predeterminado;

c) enfriar la disolucién de la etapa b) de modo que se formen cristales de cladribina y se aislen. La temperatura
elevada se refiere a una temperatura que es mayor que la temperatura ambiente, preferiblemente entre 60°C y la
temperatura de reflujo del disolvente protico.

El disolvente protico puede ser un alcohol alifatico (p. ej., C1-Cg), tal como MeOH y EtOH, o una mezcla de alcohol
alifatico y agua. Preferiblemente, el disolvente prético es una mezcla de agua y metanol. El disolvente prético usado
en la presente memoria puede ser una mezcla de dos o mas disolventes préticos. La base puede ser un alcoxido,
hidréxido, carbonato, amoniaco o amina, y preferiblemente metdxido sodico.

Preferiblemente, el limite superior predeterminado de la cantidad de impurezas de nucledsido protegido o
parcialmente protegido puede ser 0,1% por analisis de HPLC de la disolucion.

La cladribina aislada mencionada antes se puede recristalizar adicionalmente, p. €j., en un alcohol alifatico y agua.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente solicitud, un procedimiento para hacer un anémero beta de férmula
v

NHxX'(SiR'RZR3)y"

.g
7

|
R0 o <N S

HIV

RO
en donde cada uno de R1, R? y R% es independientemente alq7uilo,
alquenilo, alquinilo o arilo (p. €j., de C1 a Cx), X es 0, 1 02,y es 2, 1 0 0, y cada uno de R® y R" es
independientemente un grupo protector de hidroxilo, con una pureza mejorada, comprende:

(a) tratar una mezcla que comprende el anémero beta de formula IV y al menos un isémero no deseado, con un
acido de Br@nsted o de Lewis basado en &cido sulfénico en MeCN, y en presencia de un agente de sililacion
(preferiblemente BSTFA) de modo que al menos un isdmero no deseado isomeriza y se convierte en el anémero
beta de formula IV; y

(b) aislar el anémero beta de férmula IV de la mezcla de la etapa (a).

El catalizador preferiblemente es TfOH o TMSOTf. El compuesto de férmula IV que se va a purificar puede estar
contaminado con isémero anomérico alfa no deseado (p. €j., el compuesto de férmula V mostrado a continuacion)
y/o regioisémeros en N-7 (p. €j., compuestos de formula VI'y VIl mostrados a continuacion).

La mezcla que comprende el compuesto de formula IV también se puede obtener tratando un derivado no sililado del
compuesto de férmula IV (es decir, en donde X’ = 2 e y’ = 0) con un agente de sililacion (preferiblemente BSTFA),
preferiblemente con exceso molar con respecto al derivado no sililado del compuesto de férmula 1V, en un disolvente
organico (preferiblemente MeCN), preferiblemente sin posterior aislamiento del compuesto de formula IV del
disolvente organico.

El compuesto de formula IV con una pureza mejorada obtenido segun la presente solicitud se puede convertir
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después en cladribina, p. €j., eliminando los grupos protectores y/o sililo, si los hay.

También se descrlbe un procedlmlento para hacer un andémero beta de férmula IV como se ha definido antes (es
decir, cada uno de R' R? y R®es independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo, X es0,102,y' es 2,100,
y cada uno de R® y R es independientemente un grupo protector de hidroxilo), que comprende acoplamiento de un
compuesto de férmula Il como se ha definido antes, con una 2-desoxi-ribofuranosa protegida de formula Ill como se
ha definido antes, en un disolvente organico y en presencia de un acido de Br@dnsted o de Lewis basado en acido
sulfénico, para obtener el compuesto de formula IV, el cual después se puede convertir en cladribina. El disolvente
organico puede ser un nitrilo organico, compuesto aromatico, compuesto clorado, éter, hidrocarburo o una mezcla de
dos o mas de estos compuestos. Preferiblemente, el disolvente organico puede ser MeCN, PhMe, DCM, THF o una
mezcla de dos 0 mas de estos compuestos.

Las diferentes caracteristicas novedosas que caracterizan la invenciéon se sefialan con particularidad en las
reivindicaciones adjuntas y que forman parte de la descripciéon. Para una mejor comprension de la invencion, sus
ventajas operativas y objetos especificos alcanzados mediante su uso, debe hacerse referencia a la materia
descriptiva en la que se ilustran y describen realizaciones preferidas de la invencion.

Descripcion detallada de las realizaciones actualmente preferidas

Como se usa en la presente memoria, la expresion “anémero [ enriquecido” (anémero beta) se refiere a un producto
nucledsido que comprende mas de 1:1, preferiblemente al menos 2:1, mas preferiblemente al menos 3:1 del
anoémero R/su correspondiente andmero a (andémero alfa).

Como se usa en la presente memoria, la expresion “anémero [ sustancialmente enriquecido” (andmero beta) se
refiere a un producto nucledsido que comprende mas de 10:1, preferiblemente al menos 20:1, mas preferiblemente
aproximadamente 40:1 del anémero [3/su correspondiente anémero a.

Como se usa en la presente memoria, el término “envejecimiento” se refiere a mantener una mezcla de reaccion
durante un periodo de tiempo prolongado, p. €j., al menos 2 horas, preferiblemente de 6 a 24 horas, a una
temperatura elevada (es decir, mayor que la temperatura ambiente), preferiblemente al menos aproximadamente de
40°C a 80°C, mas preferiblemente aproximadamente 60°C. Mas preferiblemente, durante el envejecimiento, la
mezcla de reaccion se mantiene en las mismas o sustancialmente las mismas condiciones (p. €j., temperatura,
concentracion de soluto, cantidad de catalizador) de la reaccidon inmediatamente anterior, p. €j., la reaccion de
acoplamiento descrita antes, después de que la reaccién inmediatamente anterior se haya completado. Por ejemplo,
no se interfiere en o se cambian las condiciones de la reaccién inmediatamente anterior durante la etapa de
envejecimiento. Como se describe con mas detalle mas adelante, el envejecimiento conduce a un mayor
rendimiento aislado del anémero R deseado de lo que se esperaria de otra forma sin usar la etapa de
envejecimiento.

La presente solicitud se refiere a la sintesis de la cladribina (l) (véase, p. €j., el esquema 7 a continuacion).

\Acop\amienlo, envejeo\m\entoyais\amien10| [Desproteccién|
R REEEEEE ETAPA--===--====--—=—-momsmmmo oo Hmmmmmo - ETAPAR mmmmmmmmmmmoss -5
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pEe 0 N N '
Ohc ¢ “ lN ¢ & 1r.- :
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BSTFA, NHxTMSY Enfiara P-CHBZOT) o N \N*CI HOT o N \N)\Cl m\c
f MECN N p-C1-Bz0 Ml agprox ta H NaGMe. H Pl
| —weon i
)\ Ca'm \NJ\C, 0,2eq TIOH,  Filtracién MeOH, e
n calor p-CI-820 v aprox.ta. HO 'T g
]
2-Cloroadenina 2-Cloroadenina sillada Cladrabina API bruto )
_ protegida bruta H.0. MeOH, NaOMe !
R=TMS o H enriquecida en anémero B (0 B0, MeOH), !
calentar después enfriar !
1

API puro

Esquema 7 - Sintesis de cladribina de acuerdo con una realizacién preferida de la presente solicitud

La cladribina se prepara por acoplamiento directo de la tri-O-protegida-2-desoxi-ribofuranosa Ill con 2-cloroadenina
sililada, preferiblemente doblemente sililada (ll, 2-cloro-6-aminopurina sililada) catalizado por acidos de Br@nsted, lo
mas preferiblemente derivados de acidos sulfénicos o acidos de Lewis basados en acido sulfénico, tales como
ésteres de trimetilsillo de acidos sulfénicos. Durante la etapa de reaccion de acoplamiento y después de
completarse en una etapa de envejecimiento se produce un enriquecimiento total en la cantidad del andmero R
deseado del producto N-9-glicosilado, que se cree que se debe a una isomerizacion no descrita del anémero a V no
deseado del producto N-9-glicosilado en el anémero B IV del producto N-9-glicosilado (las féormulas de estos
andmeros se muestran a continuacion), el cual después precipita en la mezcla de reaccion. Las etapas de sililacion,
acoplamiento y envejecimiento se pueden llevar a cabo en un solo recipiente de reaccion, permitiendo un
procedimiento muy eficiente. La reaccién de acoplamiento se cataliza mediante una cantidad subestequiométrica del
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catalizador, y debido a la naturaleza del catalizador, su pequefia cantidad y la precipitacién del anomero R IV
deseado del producto N-9-glicosilado protegido en la mezcla de reaccién, no es necesaria una etapa posterior de
desactivacion del catalizador. La falta de una etapa de desactivacion del catalizador es una ventaja para la
fabricacion de cladribina porque evita la necesidad de un tratamiento acuoso, que, de lo contrario, aumentaria el
tiempo de operacion en la instalacion de fabricacion. El producto protegido con N-sililo, di-O-acilo IVa se somete a
desproteccion en una etapa separada para producir la cladribina con buen rendimiento y una pureza alta. La alta
pureza anomérica y regioisomera del producto protegido IV significa que no se requiere etapa de purificacion. La
etapa de acoplamiento avanza con la adicion solo de tri-O-protegida-2-desoxi-ribofuranosa Il y un catalizador a la 2-
cloroadenina sililada I, sin que sea necesaria otra etapa de procesamiento (es decir, sin tratamiento, tratamiento
acuoso, desactivacion/amortiguacion de catalizador, destilacion o transferencia de reactivo). EI anémero B IV
protegido deseado del nucledsido N-9-glicosilado se puede aislar directamente en forma de un sélido de la mezcla
de la reaccion de acoplamiento por filtracion con una alta pureza y rendimiento, y no requiere posterior purificacion.
El anémero B IV se aisla con un rendimiento mayor y con una cantidad muy pequefia del andmero a V de lo
esperado. Esto es muy favorable porque los datos analiticos muestran que la selectividad anomérica del
acoplamiento es baja.

Por lo tanto, mediante la selecciéon de las condiciones en las que se disuelve el anédmero a en disolucién pero en las
que el anomero R deseado no se disuelve, junto con el consumo del anémero a V incluyendo por la isomerizacion
que se produce en disolucién, y la precipitacion del anémero 3 protegido deseado resultante, se observa una
selectividad total alta. De esta forma, algo del anémero a V formado en la reaccién de acoplamiento se puede
convertir en el andmero B deseado. Al final de la etapa de envejecimiento, la cantidad de anémero a, tanto en la fase
soélida como en la liquida de la reaccion, es baja en comparacion con la del anémero R. Los regioisomeros en N-7 VI
y VIl no son problematicos porque en las condiciones de reaccion pueden isomerizar a los isomeros N-9
termodinamicamente mas estables. El anomero B protegido del nucledsido aislado se desprotege para dar la
cladribina bruta con buena pureza con un rendimiento alto. La cladribina pura para uso humano se puede obtener
por una etapa de cristalizacion adicional. El rendimiento total del producto de calidad API (pureza por HPLC >
99,5%, e impurezas no individuales > 0,1%) es de hasta aproximadamente 55%.

NHx'(SIR'RZR%)y'
7 7
</N “Z N R°O o_ _H
9 |
R0 o N \N/I\CI Ngd v
6 . N (Va:x'=y'=1
H v RO/NK | 7 Vb:x'=2,y=0)
6 (IVa: x' =y =1 x> reirR2R 3w
R°O IVb: x' =3, y' = 0) CI™ "N "NHx(SIR'R*R%)y
anoémero R del producto N-9-glicosilado anomero a del producto N-9-glicosilado
NS _N._Cl R0O— 5 H
LT A
RO o N - N N7 “N®

H  NHX(SIRRZR%)y R°0 /(L—\(N
(SIR'RZR3)y'NHx'

RGO Vi VII N_<
Cl
anoémero R del producto N-7-glicosilado anomero a del producto N-7-glicosilado

R6,R7 = 4-Clorobenzoilo; x'=0,102,y'=2,100
Isébmeros de los nucledsidos protegidos

La sililacion, acoplamiento, envejecimiento y precipitacion descritos en la presente memoria se pueden llevar a cabo
en un solo recipiente. Después de la etapa de acoplamiento y envejecimiento, el andmero 3 N-9-glicosilado (1V) del
nucledsido se aisla directamente, en forma de un sélido de la mezcla de la reacciéon de acoplamiento por filtracion
con una pureza (tipicamente pureza por HPLC no menor de 95%) y rendimiento relativamente altos, y no requiere
purificacion. Este nucledsido protegido se desprotege para dar la cladribina bruta con una pureza buena con un
rendimiento alto. La cladribina pura para uso humano se puede obtener por una etapa adicional de cristalizacion. El
rendimiento total puede ser aproximadamente 55% (salvo que se defina explicitamente de otra forma, el rendimiento
descrito aqui y mas adelante se calcula a partir de los moles de materiales de partida y moles de producto, es decir,
rendimiento = (moles de producto/moles de materiales de partida)*100).
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Los autores de la invencion han descubierto sorprendentemente que la isomerizacion estereoquimica del andémero a
en el anémero B podria producirse en las condiciones de reaccion de la etapa de acoplamiento de la presente
solicitud. Lo que es mas importante, han descubierto que este procedimiento de isomerizacion se podria aprovechar
para dar un rendimiento mayor del producto IV deseado y una relacion mayor del anémero 3 al anémero a en la
mezcla del producto de reaccion, de lo que de otra forma proporcionaria la reaccion de acoplamiento, mediante la
seleccion adecuada de condiciones en las que el isémero 3 deseado precipite apreciablemente en la solucion de la
reaccion pero en las que el isdmero a no deseado no precipite sustancialmente. Esta isomerizacion y precipitacion
proporcionan un mayor rendimiento, y mas aun cuando a la etapa de acoplamiento le sigue una etapa de
envejecimiento, y pureza del andmero N-9-R deseado cuando se aisla por filtracion directa de la mezcla de
productos, de lo que seria posible por i) tratamiento directo de la mezcla de productos completa (es decir, fases
soélida y liquida), o ii) en condiciones en las que la reaccién de acoplamiento se llevara a cabo en condiciones
homogéneas.

También se descubrié que los regioisomeros N-7 no deseados VI y VIl que también se pueden formar en la reaccion
de acoplamiento no son problematicos, porque en las condiciones de reaccion de acoplamiento y de envejecimiento
seleccionadas de la presente invencién pueden isomerizar facilmente a los isémeros N-9 termodinamicamente mas
estables. Esto significa que el rendimiento de la reaccidon no se reduce por estos regioisomeros no deseados. A esta
secuencia en “un solo recipiente” le sigue un aislamiento del producto sélido muy sencillo por filtracion del anémero
R N-9-glicosilado del nucledsido protegido IV deseado muy enriquecido, que solo estd contaminado con una
cantidad pequefa del anémero a. La cladribina pura se obtiene por desproteccion y cristalizacion, y la pequefia
cantidad de isémeros e impurezas formadas en la secuencia de reacciones clave, que precipitan con el producto IV
no comprometen la calidad del API final.

En esta invencién no se requiere cromatografia o cristalizacion fraccionada como una operacion independiente, para
obtener el anomero B N-9-glicosilado del nucledsido protegido IV deseado muy enriquecido, porque el anémero
deseado precipita selectivamente de la mezcla de productos de la reaccion de glicosilacion durante la reaccion de
acoplamiento y durante la etapa de envejecimiento en una forma sustancialmente pura. En la realizacién preferida
de esta invencion, la pureza del producto precipitado 1Va medida por analisis de HPLC es de mas de 90%,
tipicamente mas de 95%. Ademas, el producto IVa también precipita en la mezcla de productos de reaccion cuando
se enfria desde la temperatura de reaccion a aproximadamente temperatura ambiente. Debido a la
estereoisomerizacion del centro estereogénico anomérico del anémero a al anémero B menos soluble durante la
reaccion y durante la etapa de envejecimiento, se forma mas anémero R de lo que se formaria de otra forma en la
propia reaccién de acoplamiento. Es decir, aunque la selectividad anomérica real de la reaccién de acoplamiento es
baja (de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 2:1) en las condiciones descritas en esta invencion, este
fenémeno de precipitacion e isomerizaciéon conduce al enriquecimiento total del anémero R dentro del sistema de
reaccion total conduciendo a relaciones de mas de aproximadamente 2,4:1, incluso tan altas como
aproximadamente 3:1, o incluso mayores, calculado basado en el sistema de reaccién entero. La relacion de
anomero B al anédmero a del producto precipitado aislado IV puede ser tan alta como aproximadamente 40:1.
Ademas, después de consumirse el material de partida ribofuranosa Il en la etapa de acoplamiento, se prefiere
calentar la mezcla a una temperatura elevada durante mas tiempo, en lo que se denomina la etapa de
envejecimiento, preferiblemente a aproximadamente 60°C, para mejorar el rendimiento total del anémero 3 deseado.
El tiempo al que se detiene la etapa de envejecimiento se puede evaluar midiendo el ensayo (porcentaje en peso)
del anémero a V no deseado en la fase de disoluciéon de la mezcla de productos. Tipicamente, la etapa de
envejecimiento se lleva a cabo durante al menos 6 horas hasta aproximadamente 24 horas, pero el periodo de
tiempo requerido para el rendimiento éptimo depende de las condiciones de reaccioén (p. ej., concentracion de soluto,
temperatura y cantidad de catalizador) y se puede determinar vigilando la cantidad de anémero a no deseada en la
fase de disolucion.

La eleccion del disolvente es importante para este procedimiento. Aunque una serie de disolventes organicos
pueden ser eficaces en la etapa de acoplamiento, el mas preferido es el MeCN. La cantidad de disolvente MeCN
usado con respecto a la nucleobase Il y derivado de 2-desoxi-ribosa Ill se puede seleccionar a lo largo de un
intervalo, pero se prefiere de aproximadamente 12 a aproximadamente 20 volumen/peso (basado en la 2-
cloroadenina) y se prefiere de aproximadamente 12 a aproximadamente 14 volumen/peso. Si se usa demasiado
poco MeCN, la 2-cloroadenina no se disuelve completamente en la etapa de sililacion. Si se selecciona un disolvente
que no tiene algunas de las caracteristicas fisicas deseadas del MeCN, entonces el enriquecimiento y el aislamiento
conveniente por filtracion del anémero R puede ser dificil y/o ineficaz.

Por lo tanto, este procedimiento muy conveniente desarrollado por los autores de la invencién era muy inesperado al
comienzo de la investigacion. El procedimiento es muy selectivo para el isémero 3 IV deseado, incluso cuando se
pueden formar potencialmente cuatro isomeros (es decir, los andmeros a y 3 del producto N-7-glicosilado VI y VI,
asi como los anémeros a y 3 del producto N-9-glicosilado IV y V) durante la reaccion de acoplamiento. Se prefiere
una temperatura superior a aproximadamente 0°C, en particular una temperatura de aproximadamente 60°C para la
reaccion de acoplamiento.

La 2-cloroadenina se puede sililar con un agente de sililacion tal como N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA), N,O-bis(trimetilsilil)acetamida (BSA), cloruro de trimetilsillo (TMSCI), cloruro de terc-butil-dimetilsililo
(TBSCI), TMSOTH, triflato de terc-butil-dimetilsillo (TBSOTf) y hexametildisilazano, bis(trimetilsilil)sulfato, terc-
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butilclorodimetilsilano, butil(cloro)dimetilsilano, 1-(terc-butildimetilsilil)imidazol, terc-butil(cloro)difenilsilano, N-terc-
butildimetilsilil-N-metiltrifluoroacetamida, N, O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida, 1,3-dimetil-1,1,3,3-tetrafenildisilazano,
1,1,3,3-tetrametil-1,3-difenildisilazano, 1,1,3,3-tetrametil-1,3-divinildisilazano, N-metil-N-trimetilsililacetamida, N-metil-
N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), clorotriisopropilsilano, clorotrietilsilano, N-(trimetilsilil)acetamidasilano, sin
embargo, se prefiere la BSTFA cuando la reaccion de sililacion se lleva a cabo en MeCN y se usa con exceso molar
con respecto a la 2-cloroadenina. Aunque el exceso molar de BSTFA puede ser mayor de 2,0 equivalentes, se
prefieren aproximadamente 3 equivalentes. Cuando se usé BTSFA o BSA para sililar la 2-cloroadenina en MeCN se
descubrié por analisis de GCMS que la 2-cloroadenina estaba doblemente sililada y el cromatograma de corriente
i6nica total (TIC) sugeria la existencia de solo un isémero de la 2-cloroadenina doblemente sililada.

Por conveniencia y eficacia se prefiere que la etapa de sililacion se lleve a cabo en el mismo disolvente que se usa
en la etapa de la reaccién de acoplamiento, aunque estas etapas se pueden llevar a cabo en disolventes diferentes
o0 mezclas de disolventes. La etapa de sililacion y acoplamiento se pueden llevar a cabo en el mismo recipiente de
reacciéon unico, o en recipientes separados si se requiere una operacion de filtracién después de la etapa de
sililacion. Si se usan agentes de sililacion distintos de la BSTFA que producen un subproducto reactivo que interfiere
con la integridad de la etapa de acoplamiento, entonces el producto sililado Il se puede purificar mediante su
aislamiento por métodos conocidos para los que tienen experiencia en la técnica, tales como, incluyendo la
cristalizacion, precipitacion o evaporacion del disolvente para proporcionar un residuo o destilacion. Se puede usar
una variedad de disolventes en la etapa de acoplamiento tales como tetrahidrofurano (THF), tolueno (PhMe), DCE
(dicloroetano), HMDS y DCM, pero se prefiere en MeCN.

La 2-cloroadenina sililada 1l se acopla con una 2-desoxi-ribofuranosa Ill en un disolvente organico y en presencia de
un acido de Br@nsted o de Lewis no metélico basado en acido sulfonico, incluyendo triflato de trimetilsililo (TMSOTY),
TBSOTf, triflato de trietilsillo (TESOTf), acido triflico (TfOH), acido metanosulfénico (MsOH), acido para-
toluenosulfonico (TsOH), anhidrido del acido triflico (Tf20), y anhidrido del acido metanosulfénico (Ms,0), pero
preferiblemente TfOH. Se pueden usar otros acidos de Br@nsted o de Lewis, tales como los conocidos para los
expertos en la técnica de las reacciones de acoplamiento de nucledsidos, pero estos son menos preferidos. La
presente invencion se lleva a cabo preferiblemente usando una cantidad subestequiométrica baja del catalizador de
se mantuvo a esta temperatura durante 1 hora, y después se enfri6 a aproximadamente 15°C y se agité a esta
temperatura durante 2 horas. Los Sin querer estar ligados por la teoria, se cree que la reacciéon de acoplamiento

Sin querer estar ligados por la teoria, se cree que la reaccion de acoplamiento avanza por un mecanismo de
reaccion Sy1 para dar una mezcla anomérica de productos nucledsidos protegidos, porque la relacion de los
productos nucledsidos protegidos anoméricos IV y V es independiente de la relacion de la mezcla anomérica original
de la 2-desoxi-ribofuranosa protegida lll. Por lo tanto, no se necesitan requisitos especiales para un material de
partida Ill anoméricamente puro. Esto es ventajoso, porque el material de partida Il que no es anoméricamente puro
se puede producir de forma mas barata. Esto contrasta con otros métodos de la técnica anterior para sintetizar
cladribina, tales como los mostrados en los esquemas 3-6, que usan un material de partida de hidrato de carbono
anomeéricamente puro.

Mezclas de productos nucledsidos acoplados obtenidos por otros métodos sintéticos se pueden convertir en
cladribina por sililaciéon e isomerizacion/precipitacion seguido de desproteccion, como se describe en esta invencion.
Como ilustracion de esto, una muestra de 50 g de mezcla de nucledsido no sililado bruto que contiene 58,6%
(equivalente a 29,3 g) de anémero a N-9-glicosilado Vb y 34,3% (equivalente a 17,15 g) del anémero 3 N-9-
glicosilado IVb se traté con 3 equivalentes molares de BSTFA en MeCN a 60°C durante 3 horas, seguido
directamente por la adicién de 0,2 equivalentes molares de TfOH con calentamiento a 60°C durante 15 horas. El
precipitado sdlido se filtro y se seco para dar 24,0 g del producto IV precipitado con pureza de 95%, principalmente
sililado (es decir, IVa), cuya composicion era equivalentes a 20,55 g de Vb no sillado. Ademas, se detecté mas IV
en las aguas madre. Por lo tanto, en total se obtuvo 24% mas del anomero R N-9-glicosilado IV de lo que se puso en
la reaccion de isomerizacion, del cual se aislé 16% mas de los que se puso en la reaccidon de isomerizacion en el
procedimiento de precipitacion y filtracion.

Por lo tanto, aunque probablemente se puede usar una variedad de condiciones en esta invencion, las condiciones
mas preferidas son el uso de MeCN como un disolvente de reaccion, BSTFA como un agente de sililacion y TfOH
como un catalizador y que la reaccién de sililacion, acoplamiento y etapa de envejecimiento se llevan a cabo en el
mismo recipiente a aproximadamente 60°C. A escala de fabricacién cuando se hace la cladribina para consumo
humano, se prefiere que el producto sililado se filtre a través de un coadyuvante de filtracion, pero no se requiere
otra operacioén adicional. Este sistema de reaccion favorece el anémero N-9- IV frente al andmero a V debido a la
precipitacion del anémero N-9-% en la mezcla de la reaccidon de acoplamiento con isomerizaciéon en el sitio del
anomero N-9-a no deseado al andmero N-9- deseado que precipita en la mezcla de reaccion. Esta secuencia de
reaccion de sililacion, acoplamiento y envejecimiento da un rendimiento de aproximadamente 60-65% (calculado a
partir del material de partida 2-desoxi-ribosa protegida lll) a escalas de fabricacion de gramos hasta multikilogramos
de solido aislado del anédmero N-9-13 sustancial y satisfactoriamente puro.

El analisis directo de la solucién de la reaccién por HPLC muestra que la reaccion de acoplamiento real sin la etapa
de envejecimiento produce una relacién molar de aproximadamente <1:1 a >2:1 del anémero N-9-8 IV/ andmero N-
9-a V dependiendo de las condiciones de reaccion. Cuando se usan agentes de sililacion no preferidos y

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 572380 T3

catalizadores no preferidos, tales como BSA y Tf,0, por ejemplo, se encuentra que la selectividad puede ser baja o
incluso se puede favorecer el anémero a no deseado frente al anémero R deseado. Los autores de la invencién
encontraron que la selectividad en la reaccion de acoplamiento era mayor cuando se usaba BSTFA (relacién molar
de hasta aproximadamente 2,3:1 del andmero N-9-B/anémero N-9-a), en lugar de BSA (relacién molar de
aproximadamente 1:1 del anémero N-9-/anémero N-9-a) como el agente de sililacion, y se us6 TfOH como
catalizador en MeCN cuando la solucién del producto de la reaccioén de sililacion se usé directamente en la etapa de
acoplamiento sin aislamiento del compuesto de formula Il o tratamiento. Después de la etapa de envejecimiento, la
relacion del anémero 3 al anémero a del sistema de reaccion total puede ser mas de aproximadamente 2,6:1,
incluso tan alta como aproximadamente 3:1 o incluso mas alta, y la relacién del anémero R al anémero a del
producto IV precipitado aislado puede ser tan alta como aproximadamente 40:1.

En una realizacién preferida de la invencién, la reaccion de desproteccion del compuesto de férmula IV se lleva a
cabo como una mezcla heterogénea en MeOH a aproximadamente 25°C usando una base alcéxido, preferiblemente
metoxido sédico. La cladribina bruta preferiblemente se aisla directamente por filtracién proporcionando una pureza
quimica alta de tipicamente aproximadamente 96% a aproximadamente 99%. Sin querer estar ligados por la teoria,
se cree que la pureza alta de la cladribina bruta se debe a un fendmeno de cristalizaciéon de la cladribina que se
produce durante la reaccion, lo cual estaba respaldado por analisis de difraccion de rayos X de polvo (XRPD). La
cantidad de disolvente MeOH se puede variar, pero se prefiere aproximadamente 5 volumen/peso con respecto al
compuesto de formula IV.

Los autores de la invencion descubrieron que cuando la reaccién de desproteccién se llevaba a cabo en las
condiciones preferidas de esta invencién, se obtenia cladribina bruta de alta pureza quimica de aproximadamente
96% a aproximadamente 99% por analisis de HPLC. Sin embargo, se encontrd, que la cladribina bruta a veces
estaba contaminada con pequefias cantidades de IVb y Vb residual y productos intermedios parcialmente
desprotegidos e impurezas. Los autores de la invencién descubrieron que era muy dificil eliminar eficazmente estas
impurezas mediante una sola etapa de cristalizaciéon en mezclas de disolventes alcoholes o alcohol y agua, y a
veces el criterio de pureza de la cladribina aislada no cumplia el de las directrices de la ICH sobre impurezas. Por lo
tanto, los autores de la invencién idearon un protocolo que permitia eliminar las impurezas eficazmente. Este
protocolo se combiné eficazmente con el procedimiento de cristalizacion, que era muy conveniente a escalas de
fabricacion, y proporcionaba cladribina pura mas eficazmente que si eran necesarias operaciones separadas. El
protocolo combinado es una realizacion preferida de esta invencion y consistia en disolver la cladribina bruta en una
solucion de MeOH y agua que contenia una cantidad pequefia de una base soluble en agua, preferiblemente
metdxido soédico, en donde la cantidad de base estaba directamente relacionada con la cantidad de los productos
intermedios residuales, isémeros e impurezas y productos parcialmente desprotegidos mencionados antes. La
mezcla se calentd convenientemente aproximadamente a la temperatura de reflujo para disolver los sdlidos, y se
enfrié opcionalmente a aproximadamente 70°C o se dejé aproximadamente a la temperatura de reflujo, y se agité a
la misma temperatura hasta que los compuestos residuales mencionados antes se consumieron a menos de o igual
a 0,10% por analisis de HPLC. Después, se dejoé que la cladribina cristalizara en la solucién y se aislé por filtracion,
se lavo y seco dando cladribina de alta pureza. Aunque se podia usar un intervalo de relaciones en peso de MeOH y
agua en la etapa de purificacion/cristalizacion, se preferia una relacion de aproximadamente 4:5 en peso/peso,
respectivamente. En total, se preferia una relacion de aproximadamente 9:1 en peso/peso de la mezcla de MeOH y
agua con respecto a la cladribina bruta. Este protocolo se puede llevar a cabo en un solo recipiente de reaccion,
haciéndolo muy conveniente. En otra realizaciéon de esta invencién, opcionalmente después de este protocolo, se
puede llevar a cabo una recristalizacién de la cladribina en MeOH y agua.

En las formulas (Il) y (V) descritas antes, x y X', e y € ¥’ no son necesariamente iguales. El andmero a V puede
perder su grupo sililo facilmente tras el aislamiento. El tratamiento con agua o tratamiento con agua acida u otras
condiciones de desililacion también pueden producir la eliminacién de los grupos sililo. Comparado con otros grupos
protectores, los grupos sillo no estan fuertemente unidos a los compuestos. Por ejemplo, X =1 ey = 1, el
compuesto aislado de formula (IV) puede permanecer igual cuando el “aislamiento” es la filtracion directa. Si estan
implicadas etapa de contacto con agua u otras condiciones de desililacion antes o durante la etapa de precipitacion,
el compuesto de férmula (IV) con x’=1 e y’=1 inicialmente, se puede “aislar’ posteriormente como un compuesto de
férmula (V) con x'=2 e y’=0.

Las ventajas de esta invencion para la sintesis incluyen que es aplicable para la sintesis a escala de fabricacion de
cladribina de calidad API que es adecuada para el consumo humano. El procedimiento sintético es eficaz como se
demuestra por un alto rendimiento total, comparado con los rendimientos de procedimientos en competencia
descritos en técnicas anteriores. El procedimiento es muy conveniente para realizar a escala de laboratorio y de
instalacion de fabricacion y se demostr6 mediante la ilustracién de multi-kilogramos, como se describe en los
ejemplos mas adelante. El procedimiento sintético descrito como la realizacion preferida de esta invencion no
requiere que la 2-desoxi-ribosa protegida Ill sea anoméricamente pura, puesto que la pureza anomérica de este
material de partida no tiene relacién con la pureza anomérica del producto nucledsido acoplado. Esto reduce el coste
de la entrada de material de partida. El que las etapas de sililacion, acoplamiento y envejecimiento se puedan llevar
a cabo en un solo recipiente de reaccién, o en no mas de dos si se requiere una etapa de filtracion después de la
etapa de sililacion, es muy ventajoso. El uso unico del comportamiento de epimerizacion de la cladribina protegida
junto con la eleccion adecuada de las condiciones de reaccion en las que el andomero 3 deseado precipita en la
solucion, pero en las que el anémero a no deseado permanece en solucion, proporciona un mejor rendimiento de la
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cladribina. Ademas, la eleccion adecuada de las condiciones de reaccién permitia que el anémero R deseado de la
cladribina protegida precipitara en la solucion con dicha alta pureza, de modo que se pudiera aislar por filtracion y
usar directamente para hacer cladribina de calidad API sin su purificaciéon. El uso de acidos de Lewis no metalicos
tales como TMSOT(f o acidos Brdnsted evita la contaminacion del producto API con residuos metalicos, que pueden
ser un problema cuando se usan algunos catalizadores metalicos en la sintesis de nucledsidos. Debido a que el
producto de la etapa de acoplamiento y envejecimiento se aislaba directamente por filtracion de la mezcla de
productos, no se requeria tratamiento acuoso, lo que mejoraba la eficacia de tiempo del procedimiento general.

En una realizacion de esta invencion, se sintetiza cladribina que tiene calidad API que se puede aplicar a escalas de
fabricacion, como sigue:

i) La 2-cloroadenina se silila usando un exceso molar de BSTFA en MeCN a temperatura de reflujo, que después de
completarse opcionalmente se filtra en caliente (aproximadamente 55°C) a través de un coadyuvante de filtracion.

ii) Después se afiade directamente una cantidad subestequiométrica de TfOH a la solucion del producto de la etapa
(i), seguido de 1-O-acetil-3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-D-ribofuranosa, y la mezcla se calienta a
aproximadamente 60°C durante un periodo de horas.

iii) Después de consumirse la 1-O-acetil-3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-D-ribofuranosa, la mezcla se envejece
aproximadamente en las mismas condiciones que en la etapa (ii) hasta que el porcentaje en peso de 2-cloro-6-
amino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2'-desoxi-a-D-ribofuranosil]-purina (Vb; anémero a), que se detecta como su
derivado no sililado en la fase de solucién, es menor o igual a 3%.

iv) La mezcla de productos después se enfria de aproximadamente 15 a 30°C y después se agita durante no menos
de 2 horas, y después se filtra para recoger el producto solido que se lava opcionalmente con MeCN, y después el
solido se seca para dar sustancialmente la 2-cloro-6-trimetilsililamino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-R-D-
ribofuranosil]-purina (1Va).

v) El producto sdlido seco de la etapa (iv) se desprotegid por tratamiento con metdxido sédico en MeOH,
preferiblemente como una mezcla heterogénea de aproximadamente 20 a 30°C.

vi) La mezcla de productos de la etapa (v) después se filtro para recoger el producto sélido y se lavé con MeOH y se
seco para dar la cladribina bruta.

vii) La cladribina bruta de la etapa (vi) se purifica afiadiéndola a una mezcla de agua, MeOH y metéxido sédico
(donde la cantidad de metéxido sodico se determina basandose en la cantidad de IVb, Vb residual y productos
intermedios parcialmente desprotegidos e impurezas que quedan de la etapa de desproteccion) y calentando a
aproximadamente temperatura de reflujo para la disolucion, y opcionalmente enfriando a aproximadamente 70°C y
agitando a la misma temperatura hasta que se consumieron las impurezas residuales a menos de o igual a 0,10%.

viii) La mezcla de producto purificada de la etapa (vii) se tratd opcionalmente con carb6on activado a
aproximadamente 65°C, se filtrd en caliente y se lavé con MeOH y agua precalentados. El producto de la etapa (vii)
o el producto tratado opcionalmente con carbon se enfrid para dejarlo cristalizar. La suspensién formada tras la
cristalizacion se enfria a aproximadamente 10-20°C durante no menos de 2 horas, y después se filtra, se lava con
MeOH y se seca proporcionando la cladribina con alta pureza.

ix) Opcionalmente, la cladribina aislada de la etapa (viii) se puede recristalizar disolviéndola en una mezcla de agua
y MeOH a aproximadamente temperatura de reflujo, y enfriando para permitir la cristalizacion. La suspension
formada tras cristalizacion se enfria a aproximadamente 15°C durante no menos de 2 horas, y después se filtra, se
lava con MeOH y se seca proporcionando cladribina de alta pureza.

Los siguientes ejemplos se proporcionan solo con el fin de ilustrar mejor y no se pretende que sean limitaciones de
la invencion descrita.

Ejemplo 1
Preparacion de 2-cloro-6-trimetilsililamino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-3-D-ribofuranosil]-purina

La 2-cloroadenina (75 g, 0,44 mol, 1,0 eq.), MeCN (900 ml, 12 P), y BSTFA (343,5 g, 1,33 mol, 3,0 eq.) se agitaron y
calentaron a temperatura de reflujo hasta que la mezcla se habia vuelto casi transparente. La mezcla se enfri6 a
60°C y se anadieron TfOH (7,9 ml, 0,089 mol, 0,2 eq.) y después 1-O-acetil-3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-D-
ribofuranosa (ll; 200,6 g, 1,0 eq.) a la mezcla, y después la mezcla se agit6 a 60°C. Después de 1 hora, precipitd
algo de sdlido en la solucion y la mezcla se calenté durante al menos otras 10 horas. La mezcla se enfrid a t.a. y se
agité durante 2 horas. El sélido se filtr6 y sec6 a vacio a 60°C para dar 180,6 g con 64% de rendimiento de una
mezcla de 2-cloro-6-trimetilsililamino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil}-2-desoxi-R-D-ribofuranosil]-purina (IVa) con 95,4%
de pureza por HPLC y su derivado no sililado 2-cloro-6-amino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2'-desoxi-R-D-
ribofuranosil]-purina (IVb) con 1,1% de pureza por HPLC.
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Ejemplo 2

Preparacion de  2-cloro-6-trimetilsililamino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-R-D-ribofuranosil]-purina  por
isomerizacion de una mezcla de 2-cloro-6-amino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-a,3-D-ribofuranosil]-purina

Se cargaron 50,0 g de 2-cloro-6-amino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-a,3-D-ribofuranosil]-purina como una
mezcla 0,6:1,0 del anémero R IVb y el anémero a Vb (83,16 mmol, el ensayo del anémero a era 58,6% (52,06 mmol)
y el anémero B era 34,3% (31,10 mmol, 17,15 g)), 68,6 g BSTFA (266,5 mmol) y 180 ml de MeCN (3,6 P) en un
matraz de 4 bocas secado. La mezcla se calentd a 60°C en atmoésfera de N, durante aproximadamente 3 h y
después se anadieron 2,67 g de TfOH (17,8 mmol). La mezcla se agité a 60°C durante 15 h y después se enfrié a
aproximadamente 25°C y se agitdé durante 2 h mas y después se filtro. La torta de filtracion se lavé dos veces con
MeCN (20 ml cada vez) y se sec6 a 60°C a vacio durante 6 h para dar 24 g de sélido blanquecino (el ensayo de la 2-
cloro-6-amino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-a-D-ribofuranosil]-purina era 1,4% (0,60 mmol, 0,34 g), la 2-cloro-
6-amino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-R-D-ribofuranosil]-purina era 8,4% (3,18 mmol, 2,02 g) y la 2-cloro-6-
trimetilsililamino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil )-2-desoxi-R-D-ribofuranosil]-purina era 86,6% (32,73 mmol, 20,78 g)). El
analisis de 274,8 g de las aguas madre mediante ensayo, mostré que ademas del anémero a contenian 0,5% (1,37
g, 2,43 mmol) de 2-cloro-6-amino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-R-D-ribofuranosil]-purina y 0,01% (0,027 g,
0,05 mmol) de 2-cloro-6-trimetilsililamino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-R-D-ribofuranosil]-purina.

Ejemplo 3
Preparacion de 2-cloro-2"-desoxi-adenosina (cladribina)

A la mezcla preparada antes de 2-cloro-6-trimetilsililamino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-R-D-ribofuranosil]-
purina (IVa) y 2-cloro-6-amino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2’-desoxi-R-D-ribofuranosil]-purina (IVb) (179 g, >95,4%
de pureza por HPLC) en MeOH (895 ml, 5 P) se afadié solucion de MeONa/MeOH al 29% (5,25 g, 0,1 eq.) a 20-
30°C. La mezcla se agité a 20-30°C durante 6 horas, el sélido se filtrd, se lavé con MeOH (60 ml, 0,34 P) y después
se seco a vacio a 50°C durante 6 horas para dar 72 g de cladribina bruta de blanca a blanquecina con 98,9% de
pureza por HPLC con aproximadamente 93% de rendimiento.

Ejemplo 4
Recristalizacion

La cladribina bruta (70 g), H20 (350 ml, 5 P), MeOH (350 ml, 5 P) y solucion de MeONa/MeOH al 29% (0,17 g) se
agitaron y calentaron a temperatura de reflujo hasta que la mezcla se volvié transparente. La mezcla se agitod
durante 3 horas y después se filtr6 para separar los precipitados a 74-78°C. La mezcla se agitdé y calenté a
temperatura de reflujo hasta que la mezcla se volvié transparente y después se enfri6. Empezaron a formarse
cristales a aproximadamente 45°C. La suspension se agité durante 2 horas al punto de turbidez. La suspensién se
enfrié lentamente a una velocidad de 5°C/0,5 horas. La suspension se mantuvo a 10-20°C durante 4-8 horas y
después se filtr6. La torta de filtracion se lavo tres veces con MeOH (50 ml cada vez) y se sec6 a 50°C a vacio
durante 6 horas para dar 62,7 g de la cladribina 99,9% pura por HPLC con aproximadamente 90% de rendimiento.

Ejemplo 5
Preparacion de 2-cloro-6-trimetilsililamino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-3-D-ribofuranosil]-purina

La 2-cloroadenina (2,2 Kg, 13,0 mol, 1,0 eq,), MeCN (20,7 Kg, 12 P), y BSTFA (10,0 Kg, 38,9 mol, 3,0 eq,) se
agitaron y calentaron a temperatura de reflujo durante 3 horas y después se filtraron a través de Celite y se enfriaron
a aproximadamente 60°C. Se afadieron TfOH (0,40 Kg, 2,6 mol, 0,2 eq,) y 1-O-acetil-3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-
desoxi-D-ribofuranosa (lll; 5,87 Kg, 13,0 mol, 1,0 eq,) al filtrado y la mezcla se agité a aproximadamente 60°C
durante 29,5 horas. La suspension se enfrié a aproximadamente 20°C y se agité durante 2 horas. Los sélidos se
filtraron y se lavaron con MeCN (2,8 Kg) dos veces a vacio a 60°C para dar 5,17 kg con 96,5% de pureza por HPLC
con 62% de rendimiento, de una mezcla de 2-cloro-6-trimetilsililamino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2-desoxi-R-D-
ribofuranosil]-purina (IVa) y el derivado no sillado 2-cloro-6-amino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2’-desoxi-R-D-
ribofuranosil]-purina (IVb).

Ejemplo 6
Preparacion de 2-cloro-2’-desoxi-adenosina (cladribina)

A una mezcla de metoxido sédico al 25% en MeOH (0,11 Kg, 0,5 mol, 0,1 eq,) y MeOH (14,8 Kg, 5 P) a
aproximadamente 25°C, se afadié 2-cloro-6-trimetilsililamino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil }-2-desoxi-R-D-ribofuranosil]-
purina (IVa) y el derivado no sililado 2-cloro-6-amino-9-[3,5-di-O-(4-clorobenzoil)-2'-desoxi-3-D-ribofuranosil]-purina
(IVb) (3,70 Kg, pureza combinada por HPLC >96,3%) y la mezcla se agité a aproximadamente 25°C durante 2 horas.
Los sodlidos se filtraron, se lavaron con MeOH (1,11 Kg, 0,4 P) y después se secaron a vacio a 60°C durante 4 horas
para dar 1,43 Kg de una cladribina bruta con 97,8% de pureza por HPLC con 87% de rendimiento.
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Ejemplo 7
Recristalizacion de la cladribina bruta

Una mezcla de cladribina bruta (1,94 Kg, >96,0% de pureza por HPLC), MeOH (7,77 Kg, 5 P), agua purificada por
procedimiento (9,67 Kg, 5 P) y metoxido sddico al 25% en MeOH (32 g, 0,15 mol) se agité y calenté a temperatura
de reflujo hasta que se disolvieron los sdlidos. La solucién se enfrié a aproximadamente 70°C y se tratd con carbdn
activado (0,16 Kg) y Celite durante 1 hora a aproximadamente 70°C, se lavo con una mezcla previamente calentada
de MeOH y agua purificada por procedimiento (p/p = 1:1,25, 1,75 Kg). El filtrado se enfrié a aproximadamente 45°C y
se mantuvo a esta temperatura durante 1 hora, y después se enfri6 a aproximadamente 15°C y se agité a esta
temperatura durante 2 horas. Los sélidos se filtraron y lavaron con MeOH (1,0 Kg, 0,7 P) tres veces y después se
secaron a vacio a 60°C durante 4 horas dando la cladribina de calidad API (1,5 Kg, 5,2 mol) con 80% de rendimiento
con 99,84% de pureza por HPLC.

Ejemplo 8
Recristalizacion de la cladribina bruta

Una mezcla de cladribina bruta (1,92 Kg, >95,7% de pureza por HPLC), MeOH (7,76 Kg, 5 P), agua purificada por
procedimiento (9,67 Kg, 5 P) y metoxido sddico al 25% en MeOH (36 g, 0,17 mol) se agité y calenté a temperatura
de reflujo hasta que se disolvieron los soélidos. La solucién se enfrié a aproximadamente 70°C y se tratdé con carbdn
activado (0,15 Kg) y Celite durante 1 hora a aproximadamente 70°C, se lavo con una mezcla previamente calentada
de MeOH y agua purificada por procedimiento (1:1,25, 1,74 Kg). El filtrado se enfri6 a aproximadamente 45°C y se
mantuvo a esta temperatura durante 1 hora, y después se enfri6 a aproximadamente 15°C y se agité a esta
temperatura durante 2 horas. Los soélidos se filtraron y lavaron con MeOH (1,0 Kg, 0,7 P) tres veces y dieron
cladribina humeda (1,83 Kg), Una mezcla de esta cladribina (1,83 Kg), MeOH (7,33 Kg, 5 P) y agua purificada por
procedimiento (9,11 Kg, 5 P) se agitaron y calentaron a temperatura de reflujo hasta que los sélidos se disolvieron y
después se enfriaron a aproximadamente 45°C y se mantuvieron a esta temperatura durante 1 hora. La suspension
se enfri6 mas a aproximadamente 15°C y se agitdé a esta temperatura durante 2 horas. Los sélidos se filtraron y
lavaron con MeOH (0,9 Kg, 0,7 P) tres veces y después se secaron a vacio a 60°C durante 4 horas dando la
cladribina de calidad API (1,38 Kg, 4,8 mol) con 75% de rendimiento con 99,86% de pureza por HPLC.
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REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para hacer la cladribina de férmula |

NH5
(LI
S
HO™ oL NTN"c
HO , que comprende:
a) acoplar un compuesto de formula Il
NHx(SIR'R’R3)y
¢}
I
o
N N/'\Cl
R4
11

en donde cada uno de R1, RZQ/ R3es independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo, xes 0,102,yes 2,10
0,y R* es hidrégeno o SIR'R R3, con la condiciéon de que cuando x es 2, y es 0, R* es SiR' R2R3, con una 2-desoxi-
ribofuranosa protegida de férmula Ill

RO
0 5

6
R°0C

10 en donde cada uno de R® y R es independientemente un grupo protector de hidroxilo, y R®es un grupo labil, en un
disolvente organico y en presencia de un acido de Brdnsted o acido de Lewis basado en acido sulfonico, para
obtener una mezcla de reaccién que comprende un anémero 3 de férmula IV

NHx'(SIR'RZR3)y'

7

H

Cl

v
RSO
endondex es0,102,y'es2,100;

15 b) precipitar selectivamente el anédmero R de formula IV de la mezcla de reaccion para obtener una mezcla
heterogénea en presencia de MeCN;

c) aislar el anomero R de férmula IV precipitado de la mezcla heterogénea para obtener el andmero 3 de formula IV
aislado y sustancialmente enriquecido; y

d) convertir el anémero R de férmula IV aislado y sustancialmente enriquecido en cladribina.

20 2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde el compuesto de férmula Il se prepara por sililaciéon de 2-
cloroadenina con un agente de sililacion en un disolvente organico o solo, en donde xes 0, 1, 2,yes 2, 1, 0, R* es
hidrégeno o SiR! R2R3, ycuandoxes 2,y es 0, R* es SIR'R°R®.
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3. El procedimiento de la reivindicacién 2, en donde el agente de sililacion es BSTFA.

4. El procedimiento de la reivindicacién 1, en donde la etapa de acoplamiento se lleva a cabo en presencia de
un agente de sililacion.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde el grupo protector de hidroxi es un grupo aroilo sustituido
con halégeno.

6. El procedimiento de la reivindicacién 1, en donde el grupo labil es acetoxi.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde el disolvente organico se selecciona del grupo que
consiste en MeCN, THF, DCM, DCE, PhMe, HMDS, BSTFA, BSA, y combinaciones de los mismos, preferiblemente
el disolvente organico es MeCN.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde antes de empezar la etapa c), el procedimiento
comprende ademas una etapa de mantener la mezcla heterogénea formada en la etapa b) a una temperatura de
40°C a 85°C durante al menos 2 horas.

9. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde la etapa de acoplamiento se lleva a cabo a una
temperatura de aproximadamente 0°C a la temperatura de reflujo del disolvente organico.

10. Un procedimiento para hacer un anémero 3 de férmula IV
NHxX'(SiR'RZR3)y"
«”f.”
R0O— 45 N \N/I\CI
H v
RO

con una pureza mejorada, en donde cada uno de R1, R? y R% es
independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo, X es 0, 1 0 2,y es 2, 1 0 0, cada uno de R® y R’ es
independientemente un grupo protector de hidroxilo, que comprende:

(a) tratar una mezcla que comprende el anémero R de férmula IV y al menos un isémero no deseado, con un acido
de Br@nsted o de Lewis basado en acido sulfonico, en MeCN, y en presencia de un agente de sililacion de modo
que el al menos un isémero no deseado isomeriza y se convierte en el andémero 3 de formula 1V;

(b) aislar el anémero R de férmula IV de la mezcla de la etapa (a), y opcionalmente, convertir en una etapa adicional
el anémero R de férmula IV con una pureza mejorada en cladribina.

11. Un procedimiento para hacer un anémero 3 de férmula IV
NHx'(SiR'R2R3)y’
e
' |
7 NS
RO o N N)\CI
H
v
R®O

en donde cada uno de R® y R es independientemente un grupo protector de hidroxilo, cada uno de R' R? y R® es
independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo, X es 0, 10 2, y’ es 2, 1 0 0, que comprende:

a) acoplar un compuesto de féormula Il
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NHx(SIR'R?R3)y
L
NS
N™ N7 ~ci
R4
I

en donde R* es hidrégeno o SiR' R2R3, xes0,102,yes 2,100, respectivamente, con la condicién de que cuando
xes2,yesO, R* es SiR' R2R3, y cuando R* es hidrégeno, y es 2 o 1; con una 2-desoxi-ribofuranosa protegida de
formula lll

RO
0 5

R8O
il
en donde R® es un grupo labil, en un disolvente organico y en presencia de un acido de Br@nsted o acido de Lewis
basado en acido sulfénico, para obtener una mezcla de reaccién que comprende el anémero R de férmula 1V;

b) precipitar selectivamente el anémero R de formula IV en la mezcla de reaccion para obtener una mezcla
heterogénea en presencia de MeCN;

c) aislar el anémero R de férmula IV precipitado de la mezcla heterogénea para obtener el andmero 3 de formula IV
aislado y sustancialmente enriquecido; vy,

d) opcionalmente, convertir el anémero 3 de formula IV aislado y sustancialmente enriquecido en cladribina.
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