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DESCRIPCION
Grupo protector novedoso para sintetizar ARN y derivados del mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un ribonucleésido o un ribonucleétido, o un derivado del mismo, en el que el
atomo de oxigeno del grupo 2’-hidroxilo esta protegido con un grupo protector.

Técnica anterior

Los acidos oligorribonucleicos tienen una variedad de utilidades tales como aplicabilidad como principios activos de
medicamentos para controlar la expresion de genes incluyendo ARN antisentido e iARN, asi como aplicabilidad
como sondas de ARN para andlisis de genes. Los acidos oligorribonucleicos pueden prepararse generalmente
mediante el método de sintesis en fase sélida usando un compuesto de fosforoamidita (J. Am. Chem. Soc., 109,
7845, 1987). Sin embargo, puesto que la B-D-ribosa del ribonucleétido que constituye el acido ribonucleico tiene un
grupo hidroxilo en la posicién 2 (en la memoria descriptiva, este grupo hidroxilo se denomina “grupo 2’-hidroxilo”
para ribonucledtidos y derivados de los mismos, asi como para ribonucledsidos y derivados de los mismos), la
produccion de acidos oligorribonucleicos basados en el método de sintesis en fase sdlida tiene el problema de que
el rendimiento de produccion esta significativamente influido por el tipo de grupo protector para este grupo 2’-
hidroxilo, a diferencia de los métodos para producir acidos desoxirribonucleicos (ADN).

Como grupos protectores del grupo 2-hidroxilo usados para la preparacion de acido oligorribonucleico, se conocen
grupos protectores de tipo sililo tales como grupo terc-butildimetilsillo (TBDMS) y grupo triisopropilsililo (TIPS)
descritos en la publicacion mencionada anteriormente (J. Am. Chem. Soc., 109, 7845, 1987). En particular, puesto
que puede retirarse TBDMS mediante tratamiento con iones fluoruro en condiciones neutras, el grupo protector se
ha usado ampliamente en la preparacién de acidos oligorribonucleicos. Sin embargo, cuando se usa TBDMS como
un grupo protector del grupo 2’-hidroxilo, TBDMS puede translocarse a un grupo 3’-hidroxilo en el momento de la
fosforoamidacioén del grupo 3'-hidroxilo. Ademas, puesto que el grupo TBDMS es tridimensionalmente voluminoso, el
grupo también tiene un problema de eficacia reducida de reaccién de condensacion para generar un enlace
nucleotidico debido a un impedimento estérico.

También se conoce que el uso del grupo 1-(2-cianoetoxi)etilo (CEE) proporcionado como un grupo protector de tipo
acetal (Helvetica Chimica Acta, 81, 1545, 1998; Tetrahedron Lett., 45, 9529, 2004) como grupo protector del grupo
2’-hidroxilo logra una preparacion de acidos oligorribonucleicos eficaz (publicacion de patente internacional
W02005/23828). Sin embargo, también se conoce que un grupo protector de tipo acetal es generalmente inestable
a los acidos, por tanto no puede asegurarse suficiente estabilidad para la sintesis de cadenas largas, y el acrilonitrilo
producido en el sistema de reaccion en el momento de la desproteccion produce una reaccién secundaria con los
restos de nucleobase. Ademas, puesto que este grupo protector tiene un centro asimétrico, el grupo también tiene el
problema de que un producto de reaccién se convierte en una mezcla de diasteredmeros tras la introduccion del
grupo protector, y por tanto se vuelve dificil la identificacion del compuesto objetivo.

Con el fin de resolver los problemas anteriores, se ha propuesto un grupo protector representado por -CH2-O-CH,-
CHx>WG' como grupo protector del grupo 2’-hidroxilo usado en la preparacion de acidos oligorribonucleicos
(publicacién de patente internacional WO2006/22323, WG’ en la férmula representa un grupo electroaceptor), y un
grupo protector que usa un grupo ciano como el grupo electroaceptor representado por WG' (-CH2-O-CH2-CH2-CN,
este grupo protector también puede denominarse “CEM”) se da a conocer especificamente en la publicacion
mencionada anteriormente. Este grupo protector tiene el rasgo distintivo caracteristico de que el grupo tiene un
impedimento estérico pequefo, y puede retirarse mediante tratamiento con i6n fluoruro en condiciones neutras. Sin
embargo, este grupo protector también tiene el problema de que la eficacia de retirada en el momento del
tratamiento con iones fluoruro no es completamente satisfactoria, y se requiere un control de contenido en agua
estricto en un disolvente usado para el procedimiento de retirada del grupo protector, que es indeseable desde un
punto de vista de coste de fabricacion. Ademas, como en el caso del grupo CEE, se conoce que se genera
acrilonitrilo en el sistema de reaccién en el momento de la desproteccién para producir una reacciéon secundaria con
los restos de nucleobase, y por tanto, es esencial la adicion de un eliminador al sistema de reaccién, lo que produce
problemas desde los puntos de vista de coste de fabricacion y carga sobre el medio ambiente.

Referencias de la técnica anterior

Documentos de patente:

Documento de patente 1: Publicacion de patente internacional WO2006/22323
Documento de patente 2: Publicacion de patente internacional WO2005/23828
Documentos no de patente

Documento no de patente 1: J. Am. Chem. Soc., 109, 7845, 1987
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Documento no de patente 2: Helvetica Chimica Acta, 81, 1545, 1998
Documento no de patente 3: Tetrahedron Lett., 45, 9529, 2004
Sumario de la invencion

Objeto que va a lograrse mediante la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un grupo protector para el grupo 2-hidroxilo de un
ribonucledsido, un ribonucleétido o un derivado del mismo usado para la produccion de acidos oligorribonucleicos y
similares.

Mas especificamente, el objeto de la presente invencién es proporcionar un grupo protector tal como se menciond
anteriormente que es estable en las condiciones de reaccion del ciclo de sintesis de acidos nucleicos, y tiene un
impedimento estérico pequefo, y que puede retirarse en condiciones suaves usando iones fluoruro como base
(Chem. Rev., 80, 429, 1980), o que puede retirarse en presencia de un eliminador nucledfilo tal como un reactivo de
sililacion, o en condiciones fuertemente basicas.

Medios para lograr el objeto

Los inventores de la presente invencion llevaron a cabo diversas investigaciones para lograr el objeto mencionado
anteriormente, y como un resultado, encontraron que un grupo protector representado por la siguiente formula
general (l) tenia propiedades superiores porque el grupo era estable en las condiciones de reaccion del ciclo de
sintesis de acidos nucleicos y el grupo tenia un impedimento estérico pequefio, y porque el grupo podia retirarse
muy eficaz y rapidamente mediante tratamiento con iones fluoruro en condiciones suaves, y podia retirarse
facilmente incluso en presencia de agua, lo que permite el uso de un disolvente habitualmente disponible, per se, en
el procedimiento de desproteccion sin ninguna consideracion particular con respecto al contenido en humedad del
disolvente. Ademas, también encontraron que el grupo podia retirarse rapidamente incluso en condiciones
fuertemente basicas en presencia de un eliminador nucledfilo tal como un reactivo de sililacion. La presente
invencion se logro partiendo de la base de los hallazgos mencionados anteriormente.

Por tanto la presente invencién proporciona un ribonucledsido o un ribonucleétido, o un derivado del mismo, en el
que el atomo de oxigeno del grupo 2’-hidroxilo esta protegido con un grupo protector, en el que el grupo protector se
representa por la siguiente formula general (1):

T RS
(o} (o) H 0
R'R2 R R*

*

en la que, el atomo de oxigeno unido con * representa un atomo de oxigeno del grupo 2’-hidroxilo de un
rlbonucle05|do o un ribonucleodtido o un derivado del mlsmo R' y R? representan ambos un atomo de hidrégeno, R®
y R* representan un atomo de hidrégeno, y R® y R® representan independientemente un grupo alquilo Ci
fluorosustituido,

en el que el derivado es un ribonucledsido protegido, un ribonucleétido protegido, un oligonucleétido, un compuesto
ribonucleotidico reactivo usado para la sintesis de oligonucleétidos, o un compuesto nucleotidico o compuesto
oligonucleotidico inmovilizado en una fase solida y protegido con uno o mas grupos protectores.

Segun realizaciones preferidas de la invencidon mencionada anteriormente, se proporaonan los ribonucleésidos o
ribonucledtidos, o derivados de los mismos, menaonados anteriormente, en los que R® y R® representan el mismo
grupo alquilo C1.6 fluorosustituido; en los que R® y R® representan el mismo grupo perfluoro(alquilo C+s); 0 en los que
tanto R® como R® representan un grupo trifluorometilo.

Segun una realizacion preferida de la invencibn mencionada anteriormente, también se proporciona el
ribonucledsido o ribonucleétido, o derivado del mismo, mencionado anteriormente, que es un compuesto de
fosforoamidita.

Por consiguiente, se proporciona un ribonucledsido, un ribonucleétido, o un derivado del mismo, en el que el atomo
de oxigeno del grupo 2-hidroxilo esta protegido con el grupo protector mencionado anteriormente.

Los ejemplos preferidos del derivado de ribonucledtido o ribonucledsido incluyen un compuesto de fosforoamidita
representado por la siguiente férmula general (l1):
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R0 B
18
R17 R5 R6 (”)
R16 O\P/O (@) (0] H
R14 R15 l!l R!' R2 R3 R?
R13 R2

en la que, B representa una nucleobase natural o no natural que puede tener un grupo protector; R' R%4 R} RY, R® y
R® tienen los mismos significados que los definidos anteriormente; R" representa un grupo tritilo que puede tener un
sustituyente (dos grupos fenilo de los tres grupos fenilo que constltuyen eI grupo tritilo pueden unirse entre si
mediante un atomo de OX|gen0 para formar un anillo de xanteno); R" y R® representan independientemente un
grupo alquilo Cqs, 0 R y R' pueden unirse entre si para formar un anillo de 5 6 6 miembros saturado (este anlllo
puede tener uno o dos o mas atomos de oxigeno o atomos de azufre como atomos que constltuyen el anillo); R™ y
R1 representan independientemente un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo C1.6, siempre que R™ pueda unlrse a
R' para formar un anillo de 5 6 6 mlembros R representa un grupo electroaceptor, o cuando R"“seuneaR"™ para
formar un anillo de 5 6 6 miembros, R’ representa un grupo ciano, un grupo nitro, un grugo alquilsulfonilo, un atomo
de halégeno, un grupo alquilo Ci6 quorosustltuldo o un atomo de hldrogeno y R1 y R' representan un atomo de
hidrégeno o un grupo alquilo C1.6, 0 R' R y R'® se unen entre si para representar un grupo arilo junto con el
atomo de carbono al que se unen.

Como aspectos aun adicionales, la presente invencién proporciona un método para preparar un Aacido
oligorribonucleico usando el compuesto de fosforoamidita mencionado anteriormente.

La presente invencion también proporciona un reactivo para proteger el grupo 2’-hidroxilo de un ribonucleésido, un
ribonucledtido, o un derivado del mismo, que comprende un compuesto representado por la siguiente formula
general (lll):

[Férmula 3]
R5 R6
R y (M
R3 R*

[en la formula, R® R* R® y R tienen los mismos S|9n|f|cados que los definidos anterlormente R?’ representa un
grupo hidroxilo, R22-S C(R )(R)-O- (en la formula, R? representa un grupo alquilo C16, y R' y R? tienen los mlsmos
S|9n|f|cados que los definidos anteriormente), o X-C(R')(R?)-O- (en la férmula, X representa un grupo saliente, y R' y

tienen los mismos significados que los definidos anteriormente)]. Los ejemplos preferidos del grupo saliente
incluyen un atomo de cloro, un atomo de bromo, un grupo alquilsulfonilo tal como grupo metanosulfonilo, un grupo
arilsulfonilo tal como grupo p-toluenosulfonilo, y similares.

Se propormona adicionalmente un método para introducir el grupo protector segun la férmula general () en la que R
a R® tienen el mismo significado que anteriormente, que comprende la etapa de hacer reaccionar el reactivo que
comprende un compuesto representado por la siguiente férmula general (l11):

R5 RS

21
R U

R® R4

en la que, R3, R4, R® y R® tienen los mismos significados que los definidos anteriormente, en la que R* es un grupo
hidroxilo

y un ribonucledsido, un ribonucleétido o un derivado del mismo del cual el grupo 2’-hidroxilo esta protegido con un
grupo alquiltiometilo C1.,

en el que el derivado es un ribonucledsido protegido, un ribonucleétido protegido, un oligonucleétido, un compuesto
ribonucleotidico reactivo usado para la sintesis de oligonucleétidos, o un compuesto nucleotidico o compuesto
oligonucleotidico inmovilizado en una fase solida y protegido con uno o mas grupos protectores y un método para
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introducir el grupo protector segun la formula general (I) en la que R' a R® tienen el mismo significado que
anteriormente, que comprende |la etapa de hacer reaccionar el reactivo que comprende un compuesto representado
por la siguiente formula general (lll):

R5 RS

21
R Ul

R® R4

en la que, R3, R4, R® y R® tienen los mismos significados que los definidos anteriormente, R?! representa R%.s-
C(R")(R?-0O- (en la formula, R? rePresenta un grupo alquilo C1s, y R' y R? tienen los mismos significados que los
definidos anteriormente), o XC( R')(R%)-O- (en la féormula, X representa un atomo de cloro, atomo de bromo, un
grupo alquilsulfonilo o un grupo arilsulfonilo, y R' y R? tienen los mismos significados que los definidos
anteriormente) y un ribonucledsido, un ribonucleétido o un derivado del mismo del cual el grupo 2’-hidroxilo no esta
protegido, en el que el derivado es un ribonucledsido protegido, un ribonucleétido protegido, un oligonucleétido, un
compuesto ribonucleotidico reactivo usado para la sintesis de oligonucleétidos, o un compuesto nucleotidico o
compuesto oligonucleotidico inmovilizado en una fase soélida y protegido con uno o mas grupos protectores.

Efecto de la invencion

El grupo protector representado por la formula general (1) mencionada anteriormente es estable en las condiciones
de reaccion del ciclo de sintesis de acidos nucleicos y teniendo un impedimento estérico pequefio, y puede retirarse
muy eficazmente en un tiempo corto mediante, por ejemplo, un tratamiento con un compuesto de flior en
condiciones suaves. Por tanto, el grupo tiene propiedades ideales como grupo protector para el grupo 2’-hidroxilo de
un ribonucledsido, un ribonucledtido, o un derivado del mismo. El grupo protector mencionado anteriormente
también tiene una propiedad superior porque el grupo puede retirarse facilimente incluso en presencia de agua, y
puede usarse un disolvente normalmente disponible sin ningun tratamiento para la etapa de desproteccion
particularmente de manera independiente del contenido en humedad del disolvente. Por tanto, el grupo tiene una
propiedad deseable desde un punto de vista de ahorrar en coste de fabricacion. Ademas, el grupo puede retirarse
rapidamente incluso en condiciones fuertemente basicas en presencia de un eliminador nucledfilo tal como un
reactivo de sililacion, y por tanto, el grupo también tiene la ventaja de que el grupo hara que sean innecesarias
multiples etapas de desproteccion tal como se usa en métodos convencionales mediante la eleccion de manera
apropiada de la combinacion de grupos protectores.

Modos para llevar a cabo la invencion

*

El atomo de oxigeno unido con * en la féormula general (I) mencionada anteriormente representa un atomo de
oxigeno del grupo 2’-hidroxilo de un ribonucledsido, un ribonucleétido, o un derivado del mismo.

En la memoria descriptiva, la base que constituye el ribonucledsido, ribonucleétido, o derivado de los mismos no
esta particularmente limitada, y puede usarse cualquier base natural o no natural. Por ejemplo, pueden usarse bases
de pirimidina tales como citosina y uracilo, y bases de purina tales como adenina y guanina. Como base, también
pueden usarse bases modificadas tales como 5-metilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, 5-fluorouracilo, 5-metiluracilo, 2-
tiouracilo, 6-azauracilo, 5-hidroxiuracilo, 2,6-diaminopurina, 8-azaadenina, 8-azaguanina e isoguanina.

Las bases mencionadas anteriormente pueden tener uno o dos o mas sustituyentes arbitrarios. Los tipos, el nimero
y las posiciones de sustitucion de los sustituyentes no estan particularmente limitados, y cuando existen dos o mas
sustituyentes, pueden ser iguales o diferentes. Los ejemplos de los sustituyentes incluyen, por ejemplo, un atomo de
halégeno, grupo oxo, grupo tioxo, grupo nitro, grupo nitroso, grupo ciano, grupo isociano, grupo cianato, grupo
tiocianato, grupo isocianato, grupo isotiocianato, grupo hidroxilo, grupo sulfanilo, grupo carboxilo, grupo
sulfanilcarbonilo, grupo oxalo, grupo mesoxalo, grupo tiocarboxilo, grupo ditiocarboxilo, grupo carbamoilo, grupo
tiocarbamoilo, grupo sulfo, grupo sulfamoilo, grupo sulfino, grupo sulfinamoilo, grupo sulfeno, grupo sulfenamoilo,
grupo fosfono, grupo hidroxifosfonilo, un grupo alquilo C1 a Cs, un grupo alquenilo C, a Cs (por ejemplo, grupo vinilo,
grupo alilo, grupo 1-propenilo, y similares), un grupo alquinilo C; a Cg (por ejemplo, grupo etinilo, grupo 1-propinilo, y
similares), un grupo alquilideno C1 a Cs, un grupo arilo Cs a C1o, un grupo aralquilo C7 a C42 (por ejemplo, grupo
bencilo, grupo fenetilo, grupo 1-naftiimetilo, grupo 2-naftilmetilo, y similares), un grupo aralquilideno C7 a Ci2 (por
ejemplo, grupo bencilideno, grupo fenetilideno, grupo 1-naftiimetilideno, grupo 2-naftilmetilideno, y similares), un
grupo alcoxilo Cq a Cg, un grupo ariloxilo Ce a C+o (por ejemplo, grupo fenoxilo, grupo 1-naftiloxilo, grupo 2-naftiloxilo,
y similares), un grupo aralquiloxilo C7 a C42 (por ejemplo, grupo benciloxilo, grupo (1-naftilmetil)oxilo, grupo (2-
naftilmetil)oxilo, y similares), un grupo alquilsulfanilo C4 a Cs (por ejemplo, grupo metilsulfanilo, grupo etilsulfanilo, y
similares), un grupo arilsulfanilo C¢ a Cio (por ejemplo, grupo fenilsulfanilo, grupo 1-naftilsulfanilo, grupo 2-
naftilsulfanilo, y similares), un grupo aralquiloxisulfanilo C; a Ci2 (por ejemplo, grupo bencilsulfanilo, grupo (1-
naftilmetil)sulfanilo, grupo (2-naftilmetil)sulfanilo, y similares), un grupo alcanoilo C1 a Cs (por ejemplo, grupo acetilo,
grupo propionilo, grupo n-butirilo, grupo pivaloilo, y similares), un grupo aroilo Cs a C1o (por ejemplo, grupo benzoilo,
grupo 1-naftoilo, grupo 2-naftoilo, y similares), un grupo alquilsulfonilo C4 a Cs (por ejemplo, grupo metanosulfonilo,
grupo etanosulfonilo, grupo propanosulfonilo, y similares), un grupo arilsulfonilo C¢ a Cio (por ejemplo, grupo
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bencenosulfonilo, grupo 1-naftalenosulfonilo, grupo 2-naftalenosulfonilo, y similares), un grupo alcoxicarbonilo Cq a
Cs, grupo amino, grupo hidrazino, grupo hidrazono, grupo diazenilo, grupo ureido, grupo tioureido, grupo guanidino,
grupo carbamoimidoilo (grupo amidino), grupo azido, grupo imino, grupo hidroxiamino, grupo hidroxiimino, grupo
aminoxilo, grupo diazo, grupo semicarbazino, grupo semicarbazono, grupo alofanilo, grupo hidantoilo, grupo fosfano,
grupo fosforoso, grupo fosfo, grupo borilo, grupo sililo, grupo estannilo, grupo selanilo, grupo éxido, un grupo
heteroarilo, un grupo heterociclico parcial o completamente saturado que consiste en un grupo heteroarilo una parte
o todos los dobles enlaces de los cuales estan reemplazados por enlaces sencillos, y similares, pero los
sustituyentes no se limitan a estos ejemplos.

Los sustituyentes ejemplificados anteriormente pueden ademas estar sustituidos con uno o dos o mas tipos de otros
sustituyentes. Los ejemplos de tales sustituyentes incluyen, por ejemplo, un grupo alquilo C4 a Cs halogenado (por
ejemplo, grupo clorometilo, grupo diclorometilo, grupo triclorometilo, grupo difluorometilo, grupo trifluorometilo, grupo
2,2,2-trifluoroetilo, grupo pentafluoroetilo, y similares), un grupo alcoxilo C1 a Cs halogenado (por ejemplo, grupo
trifluorometoxilo, grupo pentafluoroetoxilo, y similares), un grupo alquilo C1 a Cg carboxi-sustituido (por ejemplo,
grupo carboximetilo, grupo carboxietilo, y similares), un grupo amino Cy a Cs alquil-sustituido (por ejemplo, grupo
metilamino, grupo etilamino, y similares), y similares, pero los sustituyentes no se limitan a estos ejemplos.

Como ribonucleésido, puede usarse un compuesto que consiste en D-ribosa a la cual se une la base mencionada
anteriormente, preferiblemente citidina, uridina, adenosina, guanosina o similar, y como ribonucleétido, puede usarse
un compuesto que consiste en un ribonucledsido al cual se une acido fosférico en la posicion 3° mediante un enlace
éster, preferiblemente citidina 3'-fosfato, uridina 3’-fosfato, adenosina 3’-fosfato, guanosina 3’-fosfato y similares. Los
ejemplos del derivado de ribonucledsido incluyen, por ejemplo, un ribonucleésido protegido, y similares, y los
ejemplos del derivado de ribonucledtido incluyen, por ejemplo, ribonucledtido protegido, un oligonucleétido (por
ejemplo, los que contienen aproximadamente de 2 a 100 unidades de nucleétido), un compuesto ribonucleotidico
reactivo usado para la sintesis de oligonucleétidos (por ejemplo, compuestos de fosforoamidita usados en la sintesis
de fase sdlida, y similares), diversos tipos de productos intermedios de produccion usados en la sintesis de
oligonucledtidos (por ejemplo, un compuesto nucleotidico o compuesto oligonucleotidico inmovilizado en una fase
solida y protegido con uno o mas grupos protectores), y similares, pero los derivados no se limitan a estos ejemplos.
Ademas, el derivado de ribonucledsido o ribonucledtido puede ser, por ejemplo, un compuesto que tiene uno o dos o
mas sustituyentes arbitrarios seleccionados de los explicados para la base mencionada anteriormente. Los tipos, el
numero y las posiciones de sustitucion de los sustituyentes no estan particularmente limitados, y cuando existen dos
0 mas sustituyentes, pueden ser iguales o diferentes.

Cuando el ribonucleésido o ribonucleétido tiene un grupo protector, se entiende que el compuesto tiene uno o dos o
mas grupos protectores arbitrarios distintos del grupo protector representado por la formula general (1) mencionada
anteriormente, y estos grupos protectores se usan como grupos protectores para grupos distintos del grupo 2-
hidroxilo. Los ejemplos del grupo protector que puede usarse en un ribonucledsido o ribonucleétido incluyen, por
ejemplo, grupos protectores para grupo amino, grupo hidroxilo, y similares. Y para estos grupos protectores, puede
hacerse referencia a publicaciones tales como Green et al., Protective Groups in Organic Synthesis, 32 edicion,
1999, John Wiley & Sons, Inc.

En la férmula general (1), tanto R' como R? son atomos de hidrégeno.
R® y R* representan independientemente un atomo de hidrégeno.

R® y R® representan independientemente un grupo alquilo C1.s fluorosustituido. Preferiblemente puede usarse un
grupo perfluoroalquilo, y puede usarse mas preferiblemente un grupo trifluorometilo. El grupo protector que tiene los
mismos grupos perfluoro(alquilo C1.5) que R® y R® confieren propiedades fluorosas al compuesto protegido para
hacer que la separacion y purificacion del producto sea mas facil, y por tanto es ventajoso desde un punto de vista
industrial.

Los ejemplos de realizaciones preferidas del grupo protector representado for la férmula general (1) incluyen el
grupo protector en el que tanto R' como R? son atomos de hidrégeno, tanto R® como R* son atomos de hidrégeno, y
R® y R® son los mismos grupos alquilo C+ fluoro-sustituidos, los ejemplos de mas realizaciones preferidas del
mismo incluyen el grupo protector en el que tanto R' como R? son atomos de hidrégeno, tanto R*® como R’ son
atomos de hidrégeno, y R® y R® son los mismos grupos perfluoro(alquilo C1s), y los ejemplos de realizaciones
particularmente preferidas del mismo incluyen el grupo protector en el que tanto R' como R? son atomos de
hidrégeno, tanto R® como R* son atomos de hidrogeno, y ambos R® y R® son grupos trifluorometilo. Sin embargo, el
grupo protector de la presente invencion no se limita a las realizaciones especificas mencionadas anteriormente. Los
grupos protectores de las realizaciones mencionadas anteriormente no tienen un carbono asimétrico. Por
consiguiente, un producto de reaccion tras haberse introducido con los grupos anteriores no se obtiene como una
mezcla de diasteredbmeros, y por tanto, también son ventajosos desde un punto de vista de facil identificacion de un
compuesto objetivo.

Aunque no estan particularmente limitados los medios para introducir el grupo protector representado por la formula
general (1) mencionada anteriormente en el grupo 2’-hidroxilo de un ribonucleésido, un ribonucleétido, o un derivado
del mismo, habitualmente es deseable proteger cualquier grupo funcional reactivo distinto del grupo 2’-hidroxilo con
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grupos protectores arbitrarios antes de la reaccion. Tales grupos protectores pueden elegirse e introducirse
apropiadamente haciendo referencia a publicaciones, por ejemplo, Green et al., Protective Groups in Organic
Synthesis, 3?2 edicién, 1999, John Wiley & Sons, Inc., y similares.

Cuando se usa un compuesto representado por la féormula general (l1l) mencionada anteriormente en la que R?’

un grupo hidroxilo, generalmente puede introducirse el grupo protector mencionado anteriormente de manera facil
haciendo reaccionar el compuesto representado por la férmula general (lll) mencionada anteriormente con un
ribonucledsido, un ribonucleétido, o un derivado del mismo del cual el grupo 2’-hidroxilo esta protegido con un grupo
alquiltiometilo C16. La reaccién mencionada anteriormente puede llevarse a cabo en condiciones anhidras en
presencia de un agente oxidante tal como un acido o N-yodosuccinimida (NIS). Por ejemplo, la reaccién puede
llevarse a cabo en presencia de un disolvente aprético, por ejemplo, un disolvente de tipo éter tal como
tetrahidrofurano (THF), y tamices moleculares (MS) como agente deshidratante. Como acido, por ejemplo, puede
usarse un acido tal como trifluorometanosulfonato de trimetilsililo. En la reaccion mencionada anteriormente, se
somete a yodacion el atomo de azufre del grupo alquiltio en el grupo tiocetal, y después se genera un compuesto de
cetal en el que se introduce el grupo protector representado por la férmula general (I) mencionada anteriormente
mediante reemplazo con el grupo hidroxilo del compuesto de alcohol representado por la férmula general (lll)
mencionada anteriormente. La reaccioén puede llevarse a cabo, por ejemplo, usando tamices moleculares 4A o
similares a una temperatura de reaccion de aproximadamente de -50 a -40°C. Sin embargo, debe entenderse que
las condiciones de reaccion para la introduccion del grupo protector representado por la férmula general (I) no se
limitan a las especificadas anteriormente, y pueden elegirse apropiadamente por los expertos en la técnica.

Ademas cuando se usa un compuesto representado por la férmula general (Ill) mencionada anteriormente en la que
R?" no es un grupo hidroxilo, la reaCC|on puede llevarse a cabo como una reaCC|on de sustitucion habitual. En el
caso del compuesto en el que R?' es el grupo representado como R?-S-C(R")(R?)-0-, la reaccién puede llevarse a
cabo en un disolvente aprético tal como tetrahidrofurano en presencia de tamices moleculares acido
trifluorometanosulfénico, N-yodosuccmlmlda o similares, y en el caso del compuesto en el que R?" es un grupo
representado como X-C(R")(R?)-O-, la reaccion puede llevarse a cabo en un disolvente aprético tal como 1,2-
dicloroetano en presencia de dicloruro de dibutilestafio, diisopropiletilamina, o similares. Sin embargo, las
condiciones de reaccion no se limitan a estas condiciones.

Un ejemplo tipico del procedimiento de reaccion que usa un compuesto representado por la formula general (l1l)
mencionada anteriormente en la que R?" es un grupo hidroxilo se muestra a continuacién. Sin embargo, el alcance
de la presente invencién no se limita al método mostrado en el siguiente esquema. En el esquema, Me representa
un grupo metilo, Et representa un grupo etilo, DIBAL representa hidruro de diisobutilaluminio, Ur representa una
base de uracilo, TMSOTTf representa trifluorometanosulfonato de trimetilsililo, MS4A representa tamices moleculares
4A, THF representa tetrahidrofurano y NIS representa N-yodosuccinimida. Ademas, se muestra un método
especifico para preparar el compuesto (1) mencionado en el esquema en los ejemplos.

[Férmula 4]

\ja
— HO. _<
/ o T CFs cat. TMSOTf A Y
\rsl' (3.0) % NIS (12) \rsl' .
O -
\%Si_o On_SeL THF, MS4A —O O\/D\/T\-:F
> =

\

-78°C, 10 min después 0°C, 1 h

76% 1u
Los ejemplos preferidos de un derivado de ribonucleétido que tiene el grupo protector representado por la formula
general (1) incluyen un compuesto de fosforoamidita representado por la férmula general (II) mencmnada
anterlormente En la férmula general (Il), B representa la nucleobase expllcada anteriormente, y R, R> R, R* R® y
R® tienen los mismos significados como los explicados anteriormente. R" representa un grupo tritilo que puede tener
un sustituyente. Los ejemplos del grupo tritilo que tienen un sustituyente incluyen un grupo tritilo en el que uno o mas
grupos fenilo que constituyen el grupo tritilo, preferiblemente dos o mas grupos fenilo de este tipo, tienen cada uno
un grupo alcoxilo tal como un grupo metoxilo en la posicion para. Sin embargo, la presente invencién no se limita a
la realizacion especifica anterior. Ademas, dos de los tres grupos fenilo que constituyen el grupo tritilo pueden unirse
entre si mediante un atomo de oxigeno para formar un anillo de xanteno. Un ejemplo de un caso de este tipo es que
el grupo tritilo forma un grupo 9-fenilxanten-9-ilo (grupo pixilo), y el uso del grupo pixilo constituye una realizacion
preferida.

R y R' representan independientemente un grupo alquilo Ci.. Ademas R™ y R"™ pueden unirse entre si para
formar un anillo de 5 6 6 miembros saturado. El anillo formado por R R® y el grupo amino al que se unen pueden
tener uno o dos o mas atomos de oxigeno o atomos de azufre como atomos que constituyen el anillo. Los ejemplos
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del sistema de anillo saturado que va a formarse incluyen, por ejemplo, pirrolidin-1-ilo, piperidin-1-ilo, morfolin-1-ilo,
tiomorfolin-1-ilo y similares, pero los sistemas de anillo no se limitan a estos ejemplos.

R™ y R'™ representan |ndepend|entemente un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo Cis, y se prefiere que
representen un atomo de hidrégeno. R™ y R™ pueden unirse entre si para formar un anlllo de 5 o 6 miembros.
Incluso cuando R'? y R™ se unen entre si para formar un anillo de 5 6 6 miembros saturado, R™ y R™ pueden unirse
entre si para formar un anlllo de 5 6 6 miembros, y como resultado para formar un grupo biciclico que contiene el
anillo formado por R" y R™ y el anillo formado por R® y R

Los ejemplos del grupo electroaceptor representado por R incluyen, por ejemplo, un grupo ciano, un grupo nitro, un
grupo alquilsulfonilo, un atomo de halégeno y un grupo alquilo Cis fluorosustituido (por ejemplo, un grupo
perfluoro(alquilo C1.6) tal como grupo trlfluorometllo Y S|m|Iares) pero los grupos no se limitan a estos ejemplos. El
grupo ciano puede usarse preferiblemente como R'®. Cuando R™ y R™ se unen entre si para formar un anillo de 5 6
6 miembros, R16 rePresenta un grupo electroaceptor o un atomo de hidrégeno, preferiblemente un atomo de
hidrégeno. R" y R representan un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo Cis, y se prefiere que ambos
representen un atomo de hidrégeno.

Ademas, también se prefiere que R' R y R' se unan entre si para formar un grupo arilo junto con el atomo de
carbono al que se unen. El grupo arilo puede ser un grupo fenilo sustituido o no sustituido, o similar, y el grupo fenilo
sustituido puede ser, por ejemplo, un grupo fenilo halogenado, un grupo nitrofenilo, grupo trifluorometilfenilo, o
similar, pero los grupos no se limitan a estos ejemplos. El grupo arilo es preferiblemente un grupo fenilo no
sustituido.

Los compuestos de fosforoamidita de la presente invencion incluyen estereoisdbmeros arbitrarios (isémeros 6pticos,
diastereoisdomeros, y similares) en formas puras o formas no puras, mezclas arbitrarias de estereoisémeros, y
similares. Ademas, cuando los compuestos de fosforoamidita de la presente invencién forman sales, tales sales de
formas arbitrarias también se engloban dentro del alcance de la presente invencion. Ademas, hidratos o solvatos de
los compuestos en forma libre o en forma de sal arbitraria también se engloban dentro del alcance de la presente
invencion.

Los ejemplos preferldos deI compuesto de fosforoamidita incluyen un compuesto representado por la siguiente
férmula (11A) en la que R' R y R'® se unen entre si para formar un grupo fenilo junto con el atomo de carbono al
que se unen. Sin embargo el compuesto de fosforoamidita no se limita al siguiente compuesto. Los simbolos
usados en la formula tienen los mismos significados que los definidos anteriormente.

[Férmula 5]

R110 B

5( H (I1A)

R15

Compuestos de fosforoamidita preferidos englobados dentro del alcance de la formula general (lIA) se muestran a
continuacioén. Sin embargo, los compuestos representados por la formula general (11A) no se limitan a estos ejemplos
(en las formulas, Me representa un grupo metilo y Ph representa un grupo fenilo).

[Férmula 6]
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Puede producirse eficazmente un acido oligorribonucleico usando un compuesto de fosforoamidita representado por
la férmula general (II) mencionada anteriormente.

Por ejemplo, un método para preparar un acido oligorribonucleico usando un compuesto de fosforoamidita que tiene
un grupo protector representado como -CH2-O-CH2>-CH2-WG' como un grupo protector para la posicion 2’ se
muestra especificamente en la publicacién de patente internacional W02006/22323. La preparacion de un acido
oligorribonucleico usando un compuesto de fosforoamidita representado por la formula general (lI) mencionada
anteriormente puede llevarse a cabo segun el método dado a conocer en la publicacién de patente internacional
WO02006/22323 mencionada anteriormente. La divulgacion al completo de la publicacion de patente internacional
WO02006/22323 mencionada anteriormente se incorpora al presente documento como referencia como divulgacion
de esta memoria descriptiva. En particular, la repeticion de procedimientos de las etapas Aa Gy las etapas A a D se
explican especificamente para acidos oligorribonucleicos representados por la férmula general (3) en los parrafos
[0025] a [0033] de la publicacion de patente internacional mencionada anteriormente, y puede prepararse un acido
oligorribonucleico usando el compuesto de fosforoamidita de la presente invencion segun la explicacién mencionada
anteriormente, per se, excepto por la diferencia en el grupo protector del grupo 2’-hidroxilo en el compuesto de
fosforoamidita de la presente invencion. Ademas, las definiciones de los términos usados en la explicacion anterior
tales como “portador de fase sélida”, “ligador” y “acido” son las mismas que las usadas en la publicacion de patente
internacional mencionada anteriormente.

Ademas, la publicacién de patente internacional WO2005/23828 da a conocer un método para preparar un derivado
de ribonucledtido usando un ribonucleétido del cual el grupo 2’-hidroxilo esta protegido con un grupo 1-(2-
cianoetoxi)etilo (CEE), y pueden prepararse diversos derivados de ribonucleétido segun el método dado a conocer
en la publicacién de patente internacional W02005/23828 mencionada anteriormente usando un derivado de
ribonucledtido introducido con el grupo protector representado por la formula general (I) mencionada anteriormente.
La divulgacion al completo de la publicacion de patente internacional WO2005/23828 mencionada anteriormente se
incorpora al presente documento como referencia como divulgacion de esta memoria descriptiva.

Ademas, en los métodos dados a conocer en estas publicaciones, pueden seleccionarse apropiadamente los
reactivos de reaccion y las condiciones de reaccion, y pueden afiadirse modificaciones o alteraciones apropiadas
segun se requiera, y debe entenderse que esta seleccion, modificaciones y alteraciones pueden llevarse a cabo
facilmente por los expertos en la técnica dentro de actividades creativas de rutina.

El grupo protector representado por la formula general (I) mencionada anteriormente puede retirarse facilmente, por
ejemplo, permitiendo que un compuesto de fltor tal como fluoruro de tetrabutilamonio reaccione con el grupo. Como
disolvente, puede usarse un disolvente aprético tal como tetrahidrofurano, N-metilpirrolidona, piridina y sulfoxido de
dimetilo, o una mezcla arbitraria de los mismos, pero los disolventes no se limitan a estos ejemplos. Puede
permitirse que el compuesto de flior reaccione con el grupo protector en una cantidad molar de 100 a 500 veces
partiendo de la base del grupo protector que va a retirarse, y la reaccion avanza a una temperatura
aproximadamente de 0 a 80°C, preferiblemente a temperatura ambiente, en el plazo de aproximadamente varios
minutos a varias horas. Ademas, también pueden usarse para la retirada del grupo protector representado por la
féormula general () mencionada anteriormente, por ejemplo, una base organica fuerte tal como 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU) y disolucidon de amoniaco concentrada en etanol.

Ademas, para la retirada del grupo protector en el momento de sintesis de un oligdmero, también son eficaces
medios para permitir que una base fuerte reaccione con el grupo protector en presencia de un eliminador nucledfilo
tal como un reactivo de sililacion, ademas de los medios de permitir que iones fluoruro tales como fluoruro de
tetrabutilamonio mencionado anteriormente reaccionen con el grupo protector. Los ejemplos del reactivo de sililacion
incluyen N,O-bistrimetilsililacetamida (BSA), N,O-bistrimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA), clorotrimetilsilano,
1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano, y similares, pero los reactivos no se limitan a estos ejemplos. Los ejemplos de la
base fuerte incluyen, por ejemplo, DBU, N-metilpirrolidina, piperidina, trietilamina, diisopropiletilamina, y similares,
pero las bases no se limitan a estos ejemplos. Ademas, los ejemplos del disolvente incluyen un disolvente aprotico
tal como acetonitrilo, tetrahidrofurano y N-metilpirrolidona, pero los disolventes no se limitan a estos ejemplos.*

Ejemplos

La presente invencion se explicara mas especificamente con referencia a los ejemplos. Sin embargo, el alcance de
la presente invencién no se limita a los siguientes ejemplos.

Las abreviaturas usadas en los ejemplos son tal como sigue.
ac: acetilo

bz: benzoilo

BFEM: 2-bis(trifluorometil)etoximetilo

CPG: vidrio de poro controlado
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DBU: 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno

DCA: &cido dicloroacético

DCM: diclorometano, CH,Cl,

DMTr: 4,4’-dimetoxitritilo

HCP: poliestireno altamente reticulado

NIS: N-yodosuccinimida

pac: fenoxiacetilo

TBS: terc-butildimetilsililo

TBDPS: terc-butildifenilsililo

TFA: acido trifluoroacético

TMSOTHT: trifluorometanosulfonato de trimetilsililo
Z-NT: 3-nitro-1H-1,2,4-triazol-1-carboxilato de bencilo
Me: metilo

OMe: metoxilo

Ejemplo 1

(a) 2’-O-(2-Trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil)-3’,5’-0O-(1,1,3, 3-tetraisopropildisiloxano-1,3-di-il)uridina (1u)

[Férmula 7]
@)
§
—( O N 0]
/
Si O

|

o

Ss—0 OO oF
- 3

Se seco 2’-O-metiltiometil-3',5'-O-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano-1,3-di-il)uridina (136,7 mg, 250 umol, Journal of
Fluorine Chemistry, 24, pags. 531-533, 1984) mediante coevaporacion repetida con tolueno seco, y finalmente se
disolvio en tetrahidrofurano (1,5 ml). A la disolucion, se afiadieron 2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanol (250 pl,
750 umol) y tamices moleculares 4A, y se enfrid la mezcla de reaccion hasta -78°C. Se afadieron NIS (67,5 mg,
300 pummol) y TMSOTf (45 pl, 250 ummol) a la mezcla de reaccion. Tras agitar durante 10 minutos, la mezcla se
calento hasta 0°C, y la agitacion se continu6 durante 1 hora. Después se extinguio la reaccion con EtsN (75 pl). Se
diluyé la mezcla de reaccion con cloroformo (25 ml), y se lavd sucesivamente con Na;S,03 acuoso saturado (25 ml)
y NaHCO3 acuoso saturado (25 ml). Se seco la fase organica sobre Na;SO., se filtré para separar Na;SO, y se
concentré. Se purifico el residuo mediante cromatografia en gel de silice (eluyente: acetato de etilo:n-hexano = 1:5)
para dar el compuesto objetivo 1u (130 mg, 76%) como espuma blanca.

1u

"H RMN (300 MHz, CDCls) § 9,61 (1H, sa), 7,90 (1H, d, J = 8,1 Hz), 5,73 (1H, s), 5,70 (1H, dd, J = 8,1, 2,0 Hz), 5,01
(1H, d, J = 6,9 Hz), 4,99 (1H, d, J = 6,9 Hz), 4,32-4,09 (5H, m), 4,05-3,94 (2H, m), 3,47-3,26 (1H, m), 1,18-0,95 (28H,
m)

3C RMN (75,5 MHz, CDCls) 5 163,7, 150,2, 139,1, 123,1 (2C, q, J = 286,1 Hz), 101,8, 94,7, 89,0, 81,7, 78,3, 68,0,
61,3, 59,2, 48,7 (1C, quintuplete, J = 27,9 Hz), 17,4, 17,3, 17,3, 17,2, 16,9, 16,8, 16,8, 16,7, 13,2, 13,1, 12,8, 12,5

MALDI TOF-MS m/z calculado para CasHa2FsN2NaOgSiz* [M+Na]* 703,23, encontrado 703,90.
(b) 2’-O-(2-Trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil)-5’-O-(4,4’-dimetoxitritil )uridina (2u)
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[Férmula 8]

2u

Se afiadieron EtsN3HF (121 pl, 739 pmol) y EtsN (53 pl, 380 umol) a una disolucién del compuesto 1u (121 mg,
211 pumol) en tetrahidrofurano seco (2 ml), y se agité la mezcla durante 50 minutos a temperatura ambiente. Se seco
la mezcla de reaccion a presion reducida, se disolvié el residuo en un disolvente mixto de cloroformo y piridina
(10 ml, 1:1, v/v), se lavé la disolucion con agua (3 x 3 ml) y se extrajo de nuevo la fase acuosa con cloroformo (2 x
5 ml). Se combinaron las fases organicas, se secaron sobre Na;SO,, y, tras separarse Na,SO4 mediante filtracion,
se concentraron para dar 2’-O-(2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil)uridina. Se seco la 2’-O-(2-trifluorometil-
3,3,3-trifluoropropanoximetil)uridina en bruto mediante coevaporacion repetida con piridina seca y se disolvié en
piridina seca (2 ml). A la mezcla se le afiadi6 DMTr-Cl (78,9 mg, 232 umol). Tras agitarse la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante 15 horas, se extinguioé la reaccién con metanol (500 pl) y se agité adicionalmente la
mezcla de reaccién durante 30 minutos. Se secé la disolucién a presiéon reducida, se disolvié el residuo en
cloroformo (5 ml) y se lavé con NaHCO3 acuoso al 5% (3 x 5 ml). Se extrajo de nuevo la fase acuosa con cloroformo
(3 x 5 ml) y se seco la fase organica combinada sobre Na;SO., se filtrd para separar Na;SOy, y se seco a presion
reducida. Se purificd el residuo mediante cromatografia en gel de silice (eluyente: del 0 al 1,5% de metanol en
diclorometano) para dar el compuesto objetivo 2u (118 mg, el 90% durante 2 etapas) como espuma blanca.

"H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,68 (1H, sa), 7,99 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,41-7,20 (9H, m), 6,85 (4H, d, J = 8,7 Hz), 5,97
(1H, d, J = 2,1 Hz), 5,31 (1H, dd, J = 8,4, 2,1 Hz), 5,07 (1H, d, J = 7,2 Hz), 4,89 (1H, d, J = 7,2 Hz), 4,52-4,42 (1H,
m), 4,26 (1H, dd, J = 5,1, 2,1 Hz), 4,08-3,94 (3H, m), 3,80 (6H, s), 3,61 (1H, dd, J = 11,4, 2,1 Hz), 3,53 (1H, dd, J =
11,4, 2,7 Hz), 3,28-3,20 (1H, m), 2,31 (1H, d, J = 8,1 Hz)

3C RMN (75,5 MHz, CDCls) & 162,7, 158,8, 158,8, 150,0, 144,2, 139,8, 135,2, 135,0, 130,2, 130,1, 128,1, 1281,
127,3, 122,9 (2C, q, J = 280,6 Hz), 113,3, 102,3, 95,3, 87,8, 87,3, 80,1, 68,8, 61,8, 61,3, 55,3, 48,9 (1C, quintuplete,
J =279 Hz)

MALDI TOF-MS m/z calculado para CssHzsFsN2NaOg' [M+Na]* 763,21, encontrado 763,73.

(c) 3-O-(2-Cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita) de 2’-O-(2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil)-5’-O-(4,4'-
dimetoxitritil)uridina (3u)

[Férmula 9]
NH
MeO —l
F3
NC P
\/\O \
3u
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A una disolucién del compuesto 2u (259 mg, 350 pmol) y N,N-diisopropiletilamina (183 pl, 1,05 mmol) en
diclorometano (3,5 ml), se le afiadid gota a gota N,N,-diisopropilclorofosforamidita de 2-cianoetilo (166 mg,
700 umol). Se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 1 hora, después se diluyé con acetato de etilo
(35 ml), y se lavé con una disolucion de NaHCOs al 5% (3 x 35 ml). Se extrajo de nuevo la fase acuosa con acetato
de etilo (1 x 30 ml) y se seco la fase organica combinada sobre Na,SOy, se filtré para separar Na,SO4 y se seco a
presioén reducida. Se purifico el residuo mediante cromatografia en gel de silice (eluyente: acetato de etilo: n-hexano
= 3:7, que contenia el 0,5% de piridina). Las fracciones que contenian 3u se recogieron y se lavaron con una
disolucion de NaHCO3 al 5% (3 x 35 ml). Se extrajo de nuevo la fase acuosa con acetato de etilo (1 x 30 ml) y se
seco la fase organica combinada sobre Na;SO,, se filtré para separar Na;SO4 y se seco a presion reducida para dar
el compuesto objetivo 3u (279 mg, 85%) como espuma blanca.

"H RMN (300 MHz, CDCIs) 6 8,64 (1H, sa), 8,00 (0,5H, d, J = 8,4 Hz, diastereémero), 7,96 (0,5H, d, J = 8,4 Hz,
diastereémero), 7,44-7,21 (9H, m), 6,88-6,80 (4H, m), 6,00 (1H, d, J = 2,7 Hz), 5,28 (0,5H, d, J = 8,4 Hz,
diasteredmero), 5,22 (0,5H, d, J = 8,4 Hz, diastereébmero), 5,00 (0,5H, d, J = 6,9 Hz, diasteredbmero), 4,92 (0,5H, d, J
= 7,2 Hz, diastereémero), 4,89 (0,5H, d, J = 7,2 Hz, diastereémero), 4,87 (0,5H, d, J = 6,9 Hz, diastereébmero), 4,62-
4,50 (1H, m), 4,40-4,34 (1H, m), 4,21 (1H, dd, J = 17,7, 6,9 Hz), 4,10 (1H, dt, J = 11,0, 4,5 Hz), 4,03-3,23 (8H, m),
3,80 (6H, 2s, diasteredmero), 2,63 (1H, t, J = 6,0 Hz, diasteredbmero), 2,43 (1H, t, J = 6,2 Hz, diasteredmero), 1,22-
1,10 (11H, m), 1,02 (3H, d, J = 6,9 Hz)

3C RMN (75,5 MHz, CDCls) & 163,4, 158,7, 150,4, 150,4, 144,2, 144,0, 139,8, 135,1, 135,0, 135,0, 134,8, 130,2,
127,9,127,9, 127,2, 123,1 (2C, q, J = 284,9 Hz), 117,5, 117,3, 113,2, 102,3, 95,1, 94,9, 88,2, 88,0, 87,1, 87,0, 82,4,
82,1, 82,0, 78,4, 78,2, 78,2, 70,6, 70,3, 70,1, 69,9, 61,7, 61,5, 61,0, 61,0, 58,3, 58,0, 57,8, 55,2, 55,2, 48,6 (1C,
quintuplete, J = 27,9 Hz), 43,3, 43,2, 43,1, 43,1, 24,6, 24,5, 24,4, 24,3, 20,3, 20,2, 20,1

SIPNMR (121,5 MHz, CDCls) 6 152,1 (0,5P, s, diastereémero), 150,8 (0,5P, s, diasteredmero)

ESI| TOF-MS m/z calculado para CasHs2FsN4O10P" [M+H]" 941,33, encontrado 941,45.

Ejemplo 2

(a) N6-Acetil-2’-O-(2-trifIuorometiI-3,3,3-trif|uoropropanoximetil)-S’,5’-0-(1 ,1,3,3-tetraisopropildisiloxano-1,3-di-il)
adenosina (1a)

[Férmula 10]
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Este compuesto se sintetizé de la misma manera que la usada para el compuesto 1u usando N®-acetil-2'-O-

metiltiometil-3’,5’-O-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano-1,3-di-il)adenosina en vez de 2’-O-metiltiometil-3’,5’-0-(1,1,3,3-
tetraisopropildisiloxano-1,3-di-il)uridina. El rendimiento fue del 65% (espuma blanca).

'H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,63 (1H, s), 8,55 (1H, sa), 8,32 (1H, s), 6,08 (1H, s), 5,10 (1H, d, J = 7,2 Hz), 4,96 (1H,
d,J=7,2Hz), 4,67 (1H, dd, J = 9,6, 4,5 Hz), 4,48 (1H, d, J = 4,5 Hz), 4,34-4,14 (3H, m) 4,08-3,96 (2H, m), 3,53-3,38
(1H, m), 2,62 (3H, s), 1,16-0,92 (28H, m)

3C RMN (75,5 MHz, CDCl3) § 170,4, 152,3, 150,1, 149,2, 140,75, 123,0 (2C, q, J = 281,8 Hz), 122,3, 95,0, 88,7,
81,5, 78,1, 69,0, 61,4, 59,5, 49,0 (1C, quintuplete, J = 27,9 Hz), 25,7, 17,4, 17,3, 17,2, 17,0, 16,9, 16,9, 16,8, 13,3,
12,9, 12,8, 12,6

MALDI TOF-MS m/z calculado para CagHasFsNsNaO-Siz* [M+Na]* 768,27, encontrado 768,81.

(b) N°-Acetil-2’-O-(2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil}-5’-O-(4,4’-dimetoxitritil)adenosina (2a)

[Férmula 11]
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2a

Este compuesto se sintetizé de la misma manera que la usada para el compuesto 2u usando el compuesto 1a en
vez del compuesto 1u. El rendimiento fue del 81% (durante 2 etapas, espuma blanca).

"H RMN (300 MHz, CDCls) § 9,15 (1H, sa), 8,59 (1H, s), 8,24 (1H, s), 7,47-7,15 (9H, m), 6,79 (4H, d, J = 8,7 Hz),
6,23 (1H, d, J = 4,5 Hz), 4,93 (1H, t, J = 4,5 Hz), 4,86 (2H, s), 4,62-4,54 (1H, m), 4,30-4,24 (1H, m), 3,94 (1H, dd, J =
11,0, 5,1 Hz), 3,83 (1H, dd, J =11,0, 4,5 Hz), 3,76 (6H, s), 3,55 (1H, dd, J = 10,8, 3,0 Hz), 3,45 (1H, dd, J = 10,8, 3,9
Hz), 3,26-3,10 (1H, m), 3,08 (1H, d, J = 5,4 Hz), 2,59 (3H, s)

3C RMN (75,5 MHz, CDCls) & 170,5, 158,6, 152,4, 150,8, 149,2, 144,3, 141,4, 135,5, 135,4, 130,0, 128,1, 127,9,
127,7,127,0, 122,8 (2C, q, J = 281,5 Hz), 122,1, 113,2, 95,8, 87,1, 86,8, 84,0, 80,1, 70,4, 62,8, 61,7, 55,2, 48,8 (1C,
quintuplete, J = 27,9 Hz), 25,7

MALDI TOF-MS m/z calculado para CsgHa7FsNsNaOg”™ [M+Na]* 828,24, encontrado 828,83.

(c) 3-O-(2-Cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita) de N°-acetil-2-O-(2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil)-5'-
0-(4,4'-dimetoxitritil)adenosina (3a)

[Férmula 12]
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Este compuesto se sintetizé de la misma manera que la usada para el compuesto 3u usando el compuesto 2a en
vez del compuesto 2u. El rendimiento fue del 70% (espuma blanca).

"H RMN (300 MHz, CDClIs) 6 8,83 (1H, sa), 8,59 (1H, s), 8,23 (0,5H, s, diastereémero), 8,23 (0,5H, s, diasteredmero),
7,48-7,10 (9H, m), 6,86-6,72 (4H, m), 6,21 (0,5H, d, J = 4,8 Hz, diastereémero), 6,17 (0,5H, d, J = 5,1 Hz,
diasteredmero), 5,06-4,62 (4H, m), 4,44-4,30 (1H, m), 3,86-3,50 (5H, m), 3,78 (3H, s, diasteredbmero), 3,77 (3H, s,
diasteredbmero), 3,44-3,32 (1H, m), 3,30-3,08 (1H, m), 2,64-2,56 (1H, m, diasteredmero), 2,60 (1,5H, s,
diasteredmero), 2,42-2,32 (1H, m, diastereémero), 2,35 (1,5H, s, diasteredmero), 1,14-1,00 (14H, m)

3C RMN (75,5 MHz, CDCl3) & 170,4, 158,6, 152,3, 150,9, 149,2, 144,4, 144,3, 141,7, 141,6, 135,5, 135,4, 1354,
130,1, 130,1, 128,2, 128,2, 127,8, 127,0, 122,8 (2C, q, J = 282,9 Hz), 122,1, 117,5, 117,3, 113,1, 95,2, 87,4, 87,3,
86,7, 86,7, 83,8, 83,2, 83,2, 78,0, 77,7, 77,6, 71,5, 71,4, 71,3, 71,1, 62,5, 61,5, 58,5, 58,3, 58,0, 57,8, 55,2, 55,2,
48,7 (1C, quintuplete, J = 27,9 Hz), 43,4, 43,2, 43,1, 25,6, 24,7, 24,6, 24,4, 20,3, 20,2, 20,2, 20,1
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¥'P RMN (121,5 MHz, CDCls) & 151,7 (0,5P, s, diasteredmero), 151,6 (0,5P, s, diasteredmero)
ESI TOF-MS m/z calculado para C47HssFsN7OgP* [M+H]™ 1006,37, encontrado 1006,39.
Ejemplo 3

(a) N4-Acetil-2’-O-(2-trifIuorometiI-3,3,3-trif|uoropropanoximetil)-S’,5’-0-(1 ,1,3,3-tetraisopropildisiloxano-1,3-di-il)
citidina (1c)

[Férmula 13]

Este compuesto se sintetizé de la misma manera que la usada para el compuesto 1u usando N*-acetil-2'-O-
metiltiometil-3’,5’-O-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano-1,3-di-il)citidina en vez de 2-O-metiltiometil-3’,5-0-(1,1,3,3-
tetraisopropildisiloxano-1,3-di-il)uridina. El rendimiento fue del 62% (espuma blanca).

"H RMN (300 MHz, CDCls) § 9,20 (1H, sa), 8,31 (1H, d, J = 7,5 Hz), 7,41 (1H, d, J = 7,5 Hz), 5,77 (1H, s), 5,12 (1H,
d, J = 6,9 Hz), 4,98 (1H, d, J = 6,9 Hz), 4,32-3,94 (7H, m), 3,50-3,34 (1H, m), 2,24 (3H, s), 1,11-0,88 (28H, m)

3C RMN (75,5 MHz, CDCl3) 6 171,2, 163,4, 154,8, 144,0, 123,1 (2C, q, J = 281,5 Hz), 96,6, 94,7, 89,9, 81,9, 78,3,
67,6, 61,3, 59,3, 48,8 (1C, quintuplete, J = 27,6 Hz), 24,7, 17,5, 17,4, 17,3, 17,2, 16,9, 16,9, 16,8, 13,2, 13,1, 12,8,
12,5

MALDI TOF-MS m/z calculado para CzgHasFsNsNaOgSiz* [M+Na]* 744,25, encontrado 744,97.

(b) N*-Acetil-2’-O-(2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil}-5’-O-(4,4’-dimetoxitritil)citidina (2c)

[Férmula 14]

2c

Este compuesto se sintetizé de la misma manera que la usada para el compuesto 2u usando el compuesto 1c en
vez del compuesto 1u. El rendimiento fue del 94% (durante 2 etapas, espuma blanca).

"H RMN (300 MHz, CDCls) & 9,34 (1H, sa), 8,49 (1H, d, J = 7,5 Hz), 7,46-7,22 (9H, m), 7,13 (1H, d, J = 7,5 Hz), 6,87
(4H, d, J = 9,3 Hz), 5,94 (1H, s), 5,26 (1H, d, J = 6,9 Hz), 4,93 (1H, d, J = 6,9 Hz), 4,50-4,38 (1H, m), 4,24 (1H, d, J =
5,1 Hz), 4,12-3,92 (3H, m), 3,81 (6H, s), 3,66 (1H, dd, J = 11,3, 3,0 Hz), 3,54 (1H, dd, J = 11,3, 2,4 Hz), 3,40-3,22
(1H, m), 2,45 (1H, d, J = 9,6 Hz), 2,21 (3H, s)
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3C RMN (75,5 MHz, CDCls) & 170,7, 162,9, 158,7, 158,7, 155,0, 144,6, 144,2, 135,4, 135,2, 130,1, 128,1, 128,1,
127,2, 122,9 (2C, q, J = 285,2 Hz), 113,3, 96,9, 94,9, 89,5, 87,1, 82,9, 79,8, 67,8, 61,5, 60,7, 55,2, 48,8 (1C,
quintuplete, J = 27,9 Hz), 24,7

MALDI TOF-MS m/z calculado para Cs;H37FsNsNaOg' [M+Na]* 804,23, encontrado 804,85.

(c) 3-O-(2-Cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita) de N*-acetil-2’-O-(2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil)-5'-
0-(4,4’-dimetoxitritil)citidina (3c)

[Férmula 15]
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Este compuesto se sintetizé de la misma manera que la usada para el compuesto 3u usando el compuesto 2c en
vez del compuesto 2u. El rendimiento fue del 86% (espuma blanca).

"H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 10,35 (1H, sa), 8,56 (0,7H, d, J = 7,8 Hz, diastereémero), 8,49 (0,3H, d, J = 7,8 Hz,
diasteredmero), 7,48-7,24 (9H, m), 7,05 (0,7H, d, J = 7,8 Hz, diastereémero), 6,95 (0,3H, d, J = 7,8 Hz,
diastereémero), 6,90-6,81 (4H, m), 5,98 (1H, s), 5,08-4,96 (2H, m), 4,60-4,42 (1H, m), 4,32-3,98 (4H, m), 3,81 (4,2H,
s, diasteredbmero), 3,80 (1,8H, s, diasteredmero), 3,76-3,40 (5H, m), 2,64-2,54 (0,6H, m, diastereémero), 2,42 (1,4H,
t, J = 6,3 Hz, diastereémero), 2,23 (2,1H, s, diasteredmero), 2,22 (0,9H, s, diasteredbmero), 1,21-0,96 (14H, m)

3C RMN (75,5 MHz, CDCl3) & 170,9, 170,8, 163,2, 163,1, 158,7, 154,8, 144,5, 144,0, 143,9, 135,2, 135,1, 135,0,
135,0, 130,2, 130,2, 128,3, 127,9, 127,2, 123,2 (2C, q, J = 282,1 Hz), 117,4, 117,3, 113,2, 96,9, 95,1, 94,7, 90,0,
89,9, 87,1, 87,0, 81,8, 81,7, 81,6, 81,5, 78,6, 78,4, 70,2, 69,9, 68,9, 68,7, 61,5, 61,3, 60,4, 60,2, 58,3, 58,0, 57,8,
55,2, 55,1, 48,8 (1C, quintuplete, J = 27,9 Hz), 46,1, 43,2, 43,0, 29,6, 29,3, 24,6, 24,6, 24,6, 24,5, 24,5, 24,4, 24,3,
24,3, 20,2, 20,2, 20,1

3P RMN (121,5 MHz, CDCls) & 152,4 (0,3P, s, diastereémero), 150,5 (0,7P, s, diastereémero);

ESI TOF-MS m/z calculado para C4sHssFsNsO10P" [M+H]" 982,36, encontrado 982,43.

Ejemplo 4

(a) N2-Fenoxiacetil-2’-O-(2—trifIuorometil-3,3,3-trif|uoropropanoximetil)-S’,5’-O-(1 ,1,3,3-tetraisopropildisiloxano-1,3-di-
il)guanosina (1g)

[Férmula 16]
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Este compuesto se sintetizé6 de la misma manera que la usada para el compuesto 1u usando N?-fenoxiacetil-2'-O-
metiltiometil-3’,5’-O-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano-1,3-di-il)guanosina en vez de 2’-O-metiltiometil-3’,5-0-(1,1,3,3-
tetraisopropildisiloxano-1,3-di-il)uridina. El rendimiento fue del 53% (espuma blanca).

3

"H RMN (300 MHz, CDCls) & 11,85 (1H, sa), 9,15 (1H, sa), 8,06 (1H, s), 7,36 (2H, t, J = 7,8 Hz), 7,10 (1H, t, J = 7,8
Hz), 6,97 (2H, d, J = 7,8 Hz), 5,94 (1H, s), 5,08 (1H, d, J = 7,2 Hz), 5,00 (1H, d, J = 7,2 Hz), 4,71 (2H, s), 4,55 (1H,
dd, J = 9,6, 4,5 Hz), 4,38-3,92 (6H, m), 3,28-3,10 (1H, m), 1,20-0,70 (28H, m)

3C RMN (75,5 MHz, CDCl3) & 169,6, 156,4, 155,2, 146,7, 146,3, 136,7, 130,0, 123,1, 122,9 (2C, q, J = 281,5 Hz),
114,8, 94,8, 87,5, 81,4, 78,8, 68,8, 67,1, 61,4, 59,5, 48,8 (1C, quintuplete, J = 27,9 Hz), 17,4, 17,3, 17,2, 17,0, 16,9,
16,9, 16,8, 13,3, 13,0, 12,9, 12,6

MALDI TOF-MS m/z calculado para CssHagFsNsNaOgSiz* [M+Na]* 876,29, encontrado 876,94.

(b) N’-Fenoxiacetil-2'-O-(2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil)-5'-O-(4,4’-dimetoxitritil)guanosina (2g)

[Férmula 17]
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Este compuesto se sintetizé de la misma manera que la usada para el compuesto 2u usando el compuesto 1g en
vez del compuesto 1u. El rendimiento fue del 64% (durante 2 etapas, espuma blanca).

"H RMN (300 MHz, CDCls) & 11,82 (1H, sa), 9,07 (1H, sa), 7,84 (1H, s), 7,46-7,14 (11H, m), 7,08 (1H, t, J = 7,5 Hz),
6,91 (2H, d, J = 7,5 Hz), 6,79 (4H, d, J = 8,7 Hz), 6,05 (1H, d, J = 5,4 Hz), 4,83 (2H, dd, J = 10,8, 7,2 Hz), 4,74 (1H, ,
J=5,1Hz), 4,62 (2H, s), 4,54-4,46 (1H, m), 4,28-4,21 (1H, m), 3,98 (1H, dd, J = 11,1, 5,4 Hz), 3,82 (1H, dd, J = 11,1,
4,8 Hz), 3,76 (6H, s), 3,46 (1H, dd, J = 10,8, 3,0 Hz), 3,40 (1H, dd, J = 10,8, 4,2 Hz), 3,20-3,02 (1H, m), 2,90 (1H, sa)

3¢ RMN (75,5 MHz, CDCls) & 169,5, 158,6, 156,3, 155,2, 147,9, 146,4, 144,3, 137,3, 135,4, 135,3, 130,0, 123,0,
129,1, 128,1, 128,0, 127,1, 123,0, 122,8 (2C, q, J = 282,3 Hz), 114,8, 113,2, 113,1, 95,8, 86,8, 85,7, 84,1, 80,4, 70,7,
66,8, 63,3, 61,7, 55,2, 48,7(1C, quintuplete, 27,9 Hz)

MALDI TOF-MS m/z calculado para CasHa1FsNsNaO1o" [M+Na]™ 936,26, encontrado 937,01.

(c) 3-O-(2-Cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita) de N2-fenoxiacetil-2’-O-(2-trifluorometil-3,3,3-
trifluoropropanoximetil)-5’-O-(4,4’-dimetoxitriti)guanosina (3g)

[Férmula 18]
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Este compuesto se sintetizé de la misma manera que la usada para el compuesto 3u usando el compuesto 2g en
vez del compuesto 2u. El rendimiento fue del 51% (espuma blanca).

"H RMN (300 MHz, CDCls) 6 7,88 (0,5H, s, diastereémero), 7,87 (0,5H, s, diastereémero), 7,45-7,16 (11H, m), 7,07
(1H,t,J =7,5Hz), 6,93 (1H, d, J = 8,7 Hz, diasteredmero), 6,88 (1H, d, J = 8,7 Hz, diastereédmero), 6,81 (2H, d, J =
2,3 Hz, diastereémero), 6,78 (2H, d, J = 2,3 Hz, diastereémero), 6,07 (0,5H, d, J = 6,0 Hz, diastereémero), 6,01
(0,5H, d, J = 6,3 Hz, diastereémero), 4,92-4,78 (2H, m), 4,75-4,68 (1H, m), 4,63-4,54 (2H, m), 4,41-4,35 (0,5H, m,
diasteredmero), 4,32-4,35 (0,5H, m, diasteredbmero), 4,04-3,28 (7H, m), 3,77 (6H, s), 3,18-3,00 (1H, m), 2,65 (1H, t, J
= 6,3 Hz, diastereémero), 2,35 (1H, t, J = 6,3 Hz, diastereébmero), 1,44-1,00 (14H, m)

3C RMN (75,5 MHz, CDCl3) § 169,7, 169,5, 158,6, 156,5, 156,5 155,6, 148,1, 146,7, 146,6, 144,3, 144,2, 1375,
137,2, 135,5, 135,4, 135,2, 130,1, 130,0, 130,0, 129,9, 128,2, 128,0, 128,0, 127,9, 127,1, 122,8 (2C, q, J = 279,7
Hz), 122,8, 122,8, 122,2, 122,0, 117,5, 117,3, 114,8, 113,2, 113,2, 95,2, 95,1, 86,8, 86,7, 85,8, 85,7, 84,2, 83,8, 83,8,
78,6, 77,8, 77,7, 71,9, 71,7, 71,4, 71,2, 66,9, 63,1, 61,6, 58,7, 58,5, 57,8, 57,5, 55,2, 55,2, 52,8, 48,6 (1C,
quintuplete, J = 27,9 Hz), 45,9, 43,4, 43,2, 43,0, 29,7, 24,7, 24,6, 24,5, 24,4, 20,3, 20,2, 20,1, 20,1

¥IP RMN (121,5 MHz, CDCls) & 151,7 (0,5P, s, diasteredmero), 151,6 (0,5P, s, diasteredmero);

ESI TOF-MS m/z calculado para CssHsoFsN7O11P" [M+H]" 1114,39, encontrado 1114,50.

Ejemplo 5

(a) 5'-O-(4,4’-Dimetoxitritil)-2’-O-,3’-O-bis(benciloxicarbonil)uridina (4u)

[Férmula 19]

OMe
0O
O I NH
weod Yo S

Ph
0. 0 Ph
)G G

o)

Ph._-O~_-O

4u

A una disolucién de 5’-O-(4,4’-dimetoxitritil)uridina (300 mg, 500 pmol) en diclorometano/NaHCO3 acuoso al 5% (1:1,
v/v, 5 ml) se afiadié Z-NT (400 mg, 1,5 mmol) e i-Pr.NEt (900 pl, 5,0 mmol), y se agit6é la mezcla durante 1 hora. La
mezcla de reaccion se diluyé con diclorometano (10 ml) y se lavé con NaHCO3 acuoso al 5% (3 x 10 ml). Se extrajo
de nuevo la fase acuosa con diclorometano (10 ml) y se secé la fase organica combinada sobre Na;SOs, se filtré
para separar Na;SO., y se seco a presion reducida. Se purificod el residuo mediante cromatografia en gel de silice
(eluyente: del 0 al 2% de metanol en diclorometano) para dar el compuesto objetivo 4u (370 mg, el 93%) como

17



10

15

20

25

30

ES 2 586 683 T3

espuma blanca.

'H RMN (300 MHz, CDCl3) 8 7,91 (1H, sa), 7,70 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,40-7,22 (19H, m), 6,88-6,81 (4H, m), 6,23 (1H,
d, J = 5,4 Hz), 5,56-5,46 (2H, m), 5,33-5,27 (1H, m), 5,19 (1H, d, J = 12,0 Hz), 5,14 (1H, d, J = 12,0 Hz), 5,12 (2H, s),
4,32-4,28 (1H, m), 3,80 (6H, s), 3,58-3,42 (2H, m).

(b) 2’-0O-,3-O-Bis(benciloxicarbonil)uridina (5u)

[Férmula 20]
@)
¢
HO 0 N O
thO\"/O O\"/O\/Ph
0] 0]
5u

A una disolucién del compuesto 4u (370 mg, 460 umol) en diclorometano (50 ml) se afiadio DCA (1,5 ml). Se agito6 la
mezcla durante 10 minutos, y se lavé con NaHCO3 acuoso al 5% (3 x 50 ml). Se extrajo de nuevo la fase acuosa con
diclorometano (10 ml) y se seco la fase organica combinada sobre Na,SOy, se filtrd para separar Na;SO., y se seco
a presion reducida. Se purifico el residuo mediante cromatografia en gel de silice (eluyente: del 0 al 4% de metanol
en diclorometano) para dar el compuesto objetivo 5u (200 mg, el 87%) como espuma blanca.

"H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,48 (1H, sa), 7,52 (1H, d, J = 8,2 Hz), 7,37-7,33 (10H, m), 5,86 (1H, d, J = 6,0 Hz),
5,75 (1H, d, J = 8,2 Hz), 5,59 (1H, dd, J = 6,0, 5,4 Hz), 5,45 (1H, dd, J = 5,4, 3,0 Hz), 5,13 (2H, s), 5,12 (2H, d, J =
0,6 Hz), 4,32-4,26 (1H, m), 4,00-3,78 (2H, m), 2,94-2,86 (1H, m).

(c) Fosfato de 2-cianoetilo y 5-0-(4,4’-dimetoxitritil}-2’-O-(2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil)uridin-3'-ilo 'y
2’-0-,3’-0-bis(benciloxicarbonil)uridin-5-ilo (6uu)

[Férmula 21]
DMTrO Ur
0]

CF,
Os O OO
NCa_~ P N~ CF,4

O/\

O U
o r
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Ph O 0. _0O~_-Ph

6uu

El compuesto 3u (52,7 mg, 56 umol) y el compuesto 5u (24,6 mg, 48 umol) se secaron mediante coevaporacion
repetida con tolueno seco, y finalmente se disolvieron en acetonitrilo seco (500 ul). A la disolucién, se le afadio
tetrazol (7,9 mg, 114 umol), y la reaccién se dejé a temperatura ambiente durante 3 horas. Después se afiadid
hidroperoxido de terc-butilo (40 ul, 70% en agua) a la mezcla de reaccién, y se agité adicionalmente la mezcla
durante 30 minutos. La mezcla de reaccion se diluyo con diclorometano (25 ml), y se lavé con NaHCO3; acuoso al
5% (2 x 25 ml). Se extrajo de nuevo la fase acuosa con diclorometano (2 x 25 ml) y se seco la fase organica
combinada sobre Na,SO, se filtr6 para separar Na;SOs y se secé a presion reducida. Se purifico el residuo
mediante cromatografia en gel de silice (eluyente: del 0 al 4% de metanol en diclorometano, que contenia piridina al
0,5%) para dar el compuesto objetivo 6uu (52,9 mg, el 81%) como espuma blanca.

"H RMN (300 MHz, CDCls) § 9,65-9,50 (2H, m), 7,78 (1H, d, J = 7,8 Hz), 7,40-7,15 (19H, m), 7,09 (1H, d, J = 8,1 Hz),

6,90-6,80 (4H, m), 6,01 (1H, t, J = 4,8 Hz), 5,82-5,52 (2H, m), 5,51-5,42 (2H, m), 5,34-5,26 (1H, m), 5,16-4,98 (4H,
m), 4,96-4,78 (2H, m), 4,64-4,54 (1H, m), 4,44-3,90 (9H, m), 3,82-3,52 (6H, m), 3,64-3,46 (2H, m), 3,34-3,14 (1H, m),
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2,80-2,52 (2H, m)
¥P RMN (121,5 MHz, CDCls) & -1,5 (0,5P, s, diastereémero), -1,7 (0,5P, s, diasteredmero).

(d) Fosfato de 2-cianoetilo y 2-O-(2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil)uridin-3-<ilo  y  2’-O-,3-O-
bis(benciloxicarbonil)uridin-5'-ilo (7uu)

[Férmula 22]
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A una disolucion del compuesto 6uu (52,9 mg, 39 umol) en diclorometano (4 ml) se le afiadio DCA (120 pl). Se agité
la mezcla a temperatura ambiente durante 15 minutos y se lavoé con NaHCO3 acuoso al 5% (2 x 5 ml). Se extrajo de
nuevo la fase acuosa con diclorometano (5 ml) y se secé la fase organica combinada sobre Na,SOs, se filtrdé para
separar Na;SO4 y se secd a presion reducida. Se purificd el residuo mediante cromatografia en gel de silice
(eluyente: del 1 al 4% de metanol en diclorometano) para dar el compuesto objetivo 7uu (33,0 mg, el 79%) como
espuma blanca.

"H RMN (300 MHz, CDCls) 6 10,26-9,84 (2H, m), 7,88 (0,5H, d, J = 8,1 Hz, diastereémero), 7,85 (0,5H, d, J = 8,7 Hz,
diastereémero), 7,36-7,26 (11H, m), 5,94 (0,5H, d, J = 5,4 Hz, diastereébmero), 5,91 (0,5H, d, J = 4,8 Hz,
diastereémero), 5,80-5,48 (5H, m), 5,18-5,00 (4H, m), 4,90-4,77 (2H, m), 4,68-4,22 (7H, m), 4,08-3,76 (4H, m), 3,40-
3,22 (1H, m), 2,81-2,67 (2H, m), 2,09 (1H, sa)

¥P RMN (121,5 MHz, CDCls) 6 -0,9 (0,5P, s, diastereémero), -2,5 (0,5P, s, diasteredmero).
(e) Fosfato de 2-cianoetilo y 2’-O-(2-trifluorometil-3,3,3-trifluoropropanoximetil)uridin-3'-ilo y uridin-5'-ilo (8uu)
[Férmula 23]
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Os, O OO
NC e~ 0 o R
O

HO OH

8uu

A una disolucion del compuesto 7uu (55,0 mg, 51,6 umol) en metanol (1,0 ml) se le afiadi6 Pd(OH), al 20%/C
(10 mg), y se agitd la mezcla vigorosamente durante la noche a temperatura ambiente bajo atmdsfera de hidrégeno.
Se filtré la mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y se seco el filtrado a presion reducida para dar el
compuesto objetivo 8uu (40 mg, 97%) como espuma blanca

'"H RMN (300 MHz, CD3s0OD) 4 8,03 (0,5H, d, J = 2,1 Hz, diasteredbmeros), 8,01 (0,5H, d, J = 1,8 Hz, diastereémeros),
7,71 (0,5H, d, J = 7,8 Hz, diasteredmeros), 7,67 (0,5H, d, J = 7,8 Hz, diastere6meros), 6,20-6,08 (1H, m), 5,90-5,70
(3H, m), 5,12-5,04 (1H, m), 4,92-4,82 (1H, m), 4,64-4,28 (10H, m), 4,26-4,10 (2H, m), 4,10-3,86 (2H, m), 3,86-3,68
(2H, m), 3,34-3,28 (1H, m), 2,98-2,88 (2H, m), 1,29 (1H, sa)

MALDI TOF-MS m/z calculado para CasHzoFsNsNaO1sP* [M+Na]* 820,13, encontrado 820,30.

Ejemplo 6
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3’-0-((3S,3aR)-3-Fenilhexahidropirrolo[1,2-c][1,3,2]oxazafosfol- 1 -iI)-N6-acetil-2’-O-(2-trifIuorometil-3,3,3-
trifluoropropanoximetil)-5’-O-(4,4’-dimetoxitritilladenosina ((Sp)-9a)

[Férmula 24]
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(Sp)-92a

Se secd el compuesto 2a (163,8 mg, 200 umol) mediante coevaporaciones repetidas con piridina seca y tolueno
seco, y se disolvio en tetrahidrofurano seco (600 pl). Se afadieron sucesivamente EtsN (141 pl, 1 mmol) y una
disolucién de (3S,3aR)-1-cloro-3-fenilhexahidropirrolo[1,2-c][1,3,2]oxazafosfol (disolucién 0,5 M en tetrahidrofurano,
800 ul, 400 pmol) gota a gota a la disoluciéon a -78°C con agitacion. Se agitd la mezcla a temperatura ambiente
durante 40 minutos, después se verti6 en NaHCO3 acuoso saturado enfriado con hielo (20 ml), y se extrajo con
cloroformo (20 ml). La fase organica se lavé con NaHCO3; acuoso saturado enfriado con hielo (2 x 20 ml), y la fase
acuosa combinada se extrajo de nuevo con cloroformo (20 ml). Se seco la fase organica combinada sobre Na;SO4,
se filtré para separar Na;SO, y se seco a presion reducida. Se purifico el residuo mediante cromatografia en gel de
silice (eluyente: acetato de etilo:n-hexano = 1:3 que contenia EtsN al 0,5%) para dar el compuesto objetivo (Sp)-9a
(130,4 mg, 63%) como espuma blanca.

"H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,58 (1H, s), 8,23 (1H, s), 7,50-7,12 (14H, m), 6,80 (4H, d, J = 9,0 Hz), 6,21 (1H, d, J =
4,2 Hz), 5,77 (1H, d, J = 6,3 Hz), 5,04-4,86 (1H, m), 4,82 (1H, d, J = 7,2 Hz), 4,69 (1H, d, J = 7,2 Hz), 4,44-4,32 (1H,
m), 3,92-3,36 (5H, m), 3,78 (6H, s), 3,18-2,98 (2H, m), 2,61 (3H, s), 1,80-1,50 (2H, m), 1,34-0,78 (4H, m)

¥IP RMN (121,5 MHz, CDCl3) 6 157,2.
Ejemplo 7

Mediante el uso del compuesto 1u o el compuesto 2u obtenido en el ejemplo 1, se examinaron las condiciones de
eliminacion del grupo protector. La concentracion de sustrato fue de 0,1 M, siempre que la concentracion de sustrato
para los numeros de reaccion 4, 5, 7 y 8 fuera de 10 mM. Se llevaron a cabo las reacciones a temperatura ambiente,
y se confirmé el avance de las reacciones mediante cromatografia en capa fina. Las condiciones de reaccion y los
resultados se muestran en la tabla 1 (en la tabla, Me representa un grupo metoxilo, TBAF representa fluoruro de
tetrabutilamonio, THF representa tetrahidrofurano, DBU representa 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno, TMSC1
representa cloruro de trimetilsililo, EtOH representa etanol, EtsN representa trietilamina, DCA representa acido
dicloroacético, DCM representa diclorometano y TFA representa acido trifluoroacético). Los resultados mostrados en
la tabla 1 revelaron que el grupo protector de la presente invencion podia retirarse de manera extremadamente
rapida en condiciones suaves permitiendo que un compuesto de fllor tal como fluoruro de tetrabutilamonio actuara
sobre él, y fuera estable en condiciones acidas.

3)&0 ] é g
L S s SR

entradas 1-6 entradas 7, 8 entradas 1-6 entradas 7, 8

[Tabla 1]

OMe
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entrada condiciones resultados *
1 TBAF 1 M/ THF 100% desprotegido (<1 min)
2 DBU 0,5 M/ CHsCN 100% desprotegido (2 h)
3 DBU 0,5 M/ CH3CN-TMSCI (9:1, v/v) 100% desprotegido (30 min)
4° NH3-EtOH conc. (3:1, v/v) 100% desprotegido (1 h)
5° NHz 2 M / EtOH ta, estable
6 EtsN-3HF 1 M estable (>1 dia)
7° DCA al 3%/DCM estable (>1 dia)
8° TFA al 1%/DCM 5% desprotegido (12 h)

Aplicabilidad industrial

El grupo protector representado por la formula general (1) mencionada anteriormente es estable en las condiciones
de reaccion de los ciclos de sintesis de acidos nucleicos y tiene un impedimento estérico pequefio, y puede retirarse
muy eficazmente en un tiempo corto mediante tratamiento con, por ejemplo, un compuesto de fldor en condiciones
suaves. Por tanto, el grupo tiene caracteristicas ideales como grupo protector para el grupo 2’-hidroxilo de un
ribonucledsido, un ribonucleétido, o un derivado del mismo, y puede usarse para la sintesis industrial de acidos
nucleicos.

21



10

15

20

25

30

35

ES 2 586 683 T3

REIVINDICACIONES

Ribonucledsido o ribonucleotido, o un derivado del mismo, en el que el atomo de oxigeno del grupo 2-
hidroxilo esta protegido con un grupo protector, en el que el grupo protector se representa por la siguiente
férmula general (1):

]
0. 0
H O

R' RZ R® R*

en la que, el atomo de oxigeno unido con * representa un atomo de OX|gen0 del grupo 2’-hidroxilo de un
rlbonucle05|do o) un ribonucledtido o un derivado del mismo; R’ y R? representan ambos un atomo de
hidrégeno, R® y R* representan un atomo de hidrégeno, y R® y R® representan independientemente un
grupo alquilo C1.¢ fluorosustituido,

en el que el derivado es un ribonucledsido protegido, un ribonucledtido protegido, un oligonucleétido, un
compuesto ribonucleotidico reactivo usado para la sintesis de oligonucledtidos, o un compuesto
nucleotidico o compuesto oligonucleotidico inmovilizado en una fase sélida y protegido con uno o mas
grupos protectores.

Ribonucledsido o ribonucleétido, o un derivado del mismo segun la reivindicacion 1, en el que R® y R®
representan el mismo grupo alquilo C1.¢ fluorosustituido.

Ribonucledsido o ribonucleétido, o un derivado del mismo segun la reivindicacion 1, en el que R® y R®
representan el mismo grupo perfluoro(alquilo C1.g).

Rlbonucle03|do o ribonucledtido, o un derivado del mismo segun la reivindicacion 1, en el que ambos R® y
R® son grupos trifluorometilo.

Ribonucledsido o ribonucledtido, o un derivado del mismo segun la reivindicacion 1, que es un compuesto
de fosforoamidita.

Ribonucledsido o ribonucleétido, o un derivado del mismo segun la reivindicacion 5, en el que el compuesto
de fosforoamidita es un compuesto representado por la siguiente férmula general (l1):

R0 B
O
18
R17R RF {1
e 0.0 0. 0 ’
R14 R15 hll R1 R? R3 R4
R13 “R12

en la que B representa una nucleobase natural o no natural que puede tener un grupo protector; R R R,
R* R® y R°® tienen los mismos significados que los definidos anteriormente; R" representa un grupo tr|t|Io
que puede tener un sustituyente (dos grupos fenilo de los tres grupos fenilo que constituyen el grupo tritilo
pueden unirse entre si mediante un atomo de oxigeno para formar un anillo de xanteno) R™ y R™
representan independientemente un grupo alquilo C, 0 R™ y R' pueden unirse entre si para formar un
anillo de 5 6 6 miembros saturado (este anillo puede tener uno o dos o mas atomos de oxigeno o atomos
de azufre como atomos que constituyen el anillo); R™ y R™ representan |ndepend|entemente un atomo de
hidrégeno o un grupo alquilo C1., siempre que R™ pueda unlrse aR" para formar un anillo de 5 6 6
miembros; R16 representa un grupo electroaceptor, o cuando R" se une aR"™ para formar un anillo de 5 6 6
miembros, R'® representa un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo anU|Isquon|Io un atomo de halogeno,
un grupo alquilo Ci quorosustltuldo o un atomo de hidrégeno; y R" y R'® representan un atomo de
hidrégeno o un grupo alquilo C1, 0 R' R" y R'® se unen entre si para representar un grupo arilo junto con
el atomo de carbono al que se unen.

Ribonucledsido o ribonucledtido, o un derivado del mismo segun la reivindicacion 6, que es un compuesto
representado por la siguiente formula (11A):
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| H (I1A)

en la que los simbolos tienen los mismos significados que los definidos anteriormente.

Método para preparar un acido oligorribonucleico, que usa el compuesto de fosforoamidita segun la
reivindicacion 6 6 7.

Método para introducir el grupo protector segun la formula general (1) en la que R' a R® tienen el mismo
significado que en la reivindicacion 1, que comprende la etapa de hacer reaccionar el reactivo que
comprende un compuesto representado por la siguiente férmula general (l11):

RS RS

21
R g

R® R*

en la que, R3, R4, R® y R® tienen los mismos significados que los definidos anteriormente, en la que R?!
un grupo hidroxilo y un ribonucledsido, un ribonucleétido o un derivado de los mismos de los cuales el
grupo 2’-hidroxilo esta protegido con un grupo alquiltiometilo C+.,

en el que el derivado es un ribonucledsido protegido, un ribonucledtido protegido, un oligonucleétido, un
compuesto ribonucleotidico reactivo usado para la sintesis de oligonucledtidos, o un compuesto
nucleotidico o compuesto oligonucleotidico inmovilizado en una fase sélida y protegido con uno o mas
grupos protectores.

Método para introducir el grupo protector segun la formula general (1) en la que R' a R® tienen el mismo
significado que en la reivindicacion 1, que comprende la etapa de hacer reaccionar el reactivo que
comprende un compuesto representado por la siguiente férmula general (l11):

R5 RS

21
R g

R3S R4

en la que R® R* R® y R® tienen los mlsmos significados que los definidos anterlormente R?’ representa
R?-SC(R")(R?)- O- (en la formula, R* representa un gr 5)0 alquilo C1s, y R' y R? tienen los mismos
significados que los definidos anteriormente), o X-C )-O- (en la férmula, X representa un atomo de
cloro, atomo de bromo, un grupo alquilsulfonilo o un grupo arilsulfonilo, y R’ y R? tienen los mismos
significados que los definidos anteriormente)

y un ribonucleésido, un ribonucleétido o un derivado del mismo del cual el grupo 2'-hidroxilo no esta
protegido,

en el que el derivado es un ribonucledsido protegido, un ribonucledtido protegido, un oligonucleétido, un
compuesto ribonucleotidico reactivo usado para la sintesis de oligonucledtidos, o un compuesto
nucleotidico o compuesto oligonucleotidico inmovilizado en una fase sélida y protegido con uno o mas
grupos protectores.
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