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DESCRIPCION
Procedimiento para producir P1,P4-di(uridina 5-)tetrafosfato
Campo técnico
La presente invencidn se refiere a un novedoso procedimiento eficaz para producir P1,P4-di(uridina 5'-)tetrafosfato.
Técnica antecedente
Se usa P!, P*di(uridina 5'-)tetrafosfato (en lo sucesivo en este documento "UP4U") representado por la siguiente
formula [I] o una sal del mismo como famaco terapéutico para el trastorno del epitelio queratoconjuntivo que
acompana al ojo seco y es también un compuesto que tiene un efecto inductor de la expectoracion y por tanto se
prevé que se desarrolle como un expectorante o un farmaco terapéutico para la neumonia.
Convencionalmente, como procedimiento para sintetizar UP4U, se ha presentado un procedimiento para hacer
reaccionar el acido uridina 5'-trifosférico ciclico preparado por condensacién de deshidratacion de acido uridina 5'-

trifosforico (UTP) con &cido uridina 5-monofosférico (UMP) (Documento de no Patente 1) y un procedimiento
mejorado del mismo (Documento de Patente 1).
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Sumario de la invencion
Problema técnico

Sin embargo, la técnica anterior descrita en los documentos anteriores tenia margen de mejora en los puntos
siguientes.

En primer lugar, el procedimiento del Documento de Patente 1 puede sintetizar UPsU con un alto rendimiento de 80
% o mas a nivel de laboratorio, pero plantea problemas en la produccion en masa a escala industrial por el
procedimiento.

Especificamente, en el procedimiento del Documento de Patente 1, es necesario usar un material de partida UTP en
una forma de sal de una amina terciaria tal como tri-n-butilamina, con el fin de llevar a cabo una reaccién para fomar
acido 5- trifosférico ciclico a partir de 5-UTP. Por lo tanto, es necesario un procedimiento para preparar previamente
una sal trisddica de UTP en una UTP libre (libre de UTP) mediante una cromatografia en columna de intercambio
ionico y, entonces formar una sal con una amina terciaria. Sin embargo, como se verifica en los ejemplos de ensayo
expuestos a continuacion, el materal libre de UTP es muy inestable, por tanto, es muy dificil usar UTP libre como
material de partida en la produccién en masa a escala industrial.
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En segundo lugar, con el fin de sintetizar eficientemente acido 5' trifosforico ciclico a partir de UTP, es necesario
mantener la sal de tributilamina de UTP en un estado deshidratado inmediatamente antes de la reaccion. Sin
embargo, como se verifica también en el ensayo comparativo expuesto a continuacion, en la produccion en masa a
escala industrial, cuando la sal de tri-n-butilamina de UTP se deshidrata azeotropicamente, se produce una reaccion
de descomposicién témica de UTP y por tanto la pureza de UTP se reduce y, por consiguiente, se reduce la
eficiencia sintética.

Como se ha descrito anteriormente, no se puede decir que el procedimiento del Documento de Patente 1 que usa
UTP como material de partida sea un procedimiento 6ptimo para la produccién industrial en masa de UP4U. Por lo
tanto, un objeto de la presente invencion es desarrollar un nuevo procedimiento de producciéon que pueda evitar la
reduccion de la eficiencia sintética debido a la descomposicién de un material de partida, al no usar UTP libre, o
evitando la operacién de deshidratacion de la sal de UTP para sintetizar acido uridina 5'-trifosférico ciclico.

Solucién al problema

Como procedimiento para evitar los problemas en el procedimiento de sintesis descrito en el Documento de Patente
1, se consideran, o ya se conocen, los dos procedimientos siguientes mostrados en los siguientes AyB.

(A) Un procedimiento para sintetizar UP4U, usando UMP no UTP como material de partida, preparando UTP a
partir de UMP en el sistema de reaccién y aplicando entonces el procedimiento del Documento de Patente 1 sin
purificacion (en lo sucesivo en este documento "procedimiento de sintesis en un solo recipiente").

(B) Un procedimiento para sintetizar UP4U activando un &cido pirofosférico por imidazol para sintetizar pirofosfato
de diimidazolilo y condensarlo con UMP (en lo sucesivo en este documento "antiguo procedimiento de pirofosfato
de diimidazolilo", Documento de Patente 2, Documento de no Patente 2).

Sin embargo, el procedimiento de sintesis en un solo recipiente y el antiguo procedimiento de pirofosfato de
diimidazolilo se realizaron ambos usando un disolvente organico tal como dimetilformamida (DMF) como disolvente
de reaccion de sintesis de UP4U en medio anhidro. Por otra parte, UMP, UTP, acido pirofosforico y similares usados
como materiales de partida de la reaccién son todos compuestos altamente hidrdfilicos, por tanto estos materiales
de partida deben someterse a una etapa de deshidrataciéon en cada procedimiento, con el fin de someterse a la
reaccion. En concreto, un pirofosfato tenia el problema de que la solubilidad en un disolvente organico es también
pobre, el manejo requiere precaucién y similares.

Asimismo, los presentes inventores estudiaron adicionalmente para los dos procedimientos de sintesis mejorados
anteriores. En primer lugar, cuando se estudid en detalle el procedimiento de sintesis en un solo recipiente, el
rendimiento del producto objetivo UPsU se redujo en gran medida hasta aproximadamente un 40 %, como se
muestra en los ejemplos expuestos a continuacion. Ademas, cuando se llevd a cabo el procedimiento del
Documento de Patente 1 como el procedimiento de sintesis en un solo recipiente, se generaron diversos
subproductos, por tanto, se puso de manifiesto que es necesaria una purificacién compleja mediante cromatografia
en columna para la separacion.

A continuacién, también se estudid en detalle el antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo. Como
resultado, se descubridé recientemente que los subproductos se generaron mucho también en el antiguo
procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo y el rendimiento de UP4U, un producto final, relativo a UMP esta lejos
de ser alto, como se muestra en los ejemplos expuestos a continuacidon. Mas especificamente, se hizo evidente que
tanto el procedimiento en un solo recipiente como el antiguo procedimiento de pirofosfato de dimidazolilo no se
pueden poner como un procedimiento de sintesis adecuado para la produccion en masa de UP4U a escala industrial.

Por lo tanto, los presentes inventores han realizado estudios exhaustivos para establecer un procedimiento eficiente
para sintetizar UP4U adecuado para la produccidon industrial en masa y por consiguiente, han descubierto que,
mediante un simple procedimiento de combinar (a) un compuesto activador de acido fosférico sintetizado por
condensacion de acido uridina 5-difosforico (UDP), UMP o un acido pirofosférico con un compuesto seleccionado
entre el grupo que consiste en imidazol, bencimidazol y 1,2,4-triazol que tiene opcionalmente un sustituyente y (b) un
compuesto de acido fosférico seleccionado entre el grupo que consiste en UMP, UDP, UTP y un acido pirofosfoérico o
una sal del mismo (excluyendo UTP libre) y hacer reaccionar los compuestos en agua o un disolvente organico
hidrofilico, en presencia de un i6n metdlico seleccionado entre el grupo que consiste en un i6n de hierro (ll), un i6n
de hierro (lll), un i6n de aluminio trivalente, un id6n de lantano trivalente y un ién de cerio trivalente, como catalizador,
se podria evitar el uso de UTP libre y la operacién de deshidratacion de la sal de UTP y UP4U se podria sintetizar
con un alto rendimiento con menos subproducto. La presente invencion se ha logrado sobre la base de este
hallazgo.

Mas especificamente, la presente invencidon proporciona un procedimiento para producir P1,P4-di(uridina 5'-
)tetrafosfato, que comprende hacer reaccionar un compuesto activador de acido fosférico representado por la
siguiente férmula [Il] o [Ill] con un compuesto de acido fosférico seleccionado entre el grupo que consiste en UMP,
UDP, UTP y un acido pirofosférico o una sal del mismo (excluyendo UTP libre) en agua o un disolvente organico
hidrofilico, en presencia de un i6n metélico seleccionado entre el grupo que consiste en un i6n de hierro (Il), un i6n
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de hierro (lll), un iédn de aluminio trivalente, un ién de lantano trivalente y un i6n de cerio trivalente.

I
R1|-O ||=]x
HO n

Ly

donde R’ representa un grupo uridilo que se une a la posicién 5’; X representa un grupo heterociclico seleccionado
entre el grupo que consiste en un grupo imidazolilo, un grupo bencmidazolilo y un grupo 1,24-triazolilo; y n
representa un nimero enterode 1 o0 2.
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O
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[11]

donde X representa un grupo heterociclico seleccionado entre el grupo que consiste en un grupo imidazolilo, un
grupo bencimidazolilo y un grupo 1,2,4-triazolilo.

Efectos ventajosos de la invencion

El procedimiento de produccién de la presente invencién puede sintetizar UP4U con un alto rendimiento, evitando al
mismo tiempo el uso de UTP libre y la operacidon de deshidratacién de la sal de UTP. Asimismo, en el procedimiento
de produccion de la presente invencion, casi no se produce ningin subproducto, por tanto es facil la purificacién de
UP4U. Ademss, se lleva a cabo una reaccion en condiciones hidrofilicas, a través de la cual se puede omitir una
etapa de deshidratacién complicada. Mas especificamente, el procedimiento de produccién de la presente invencién
es muy adecuado para la sintesisindustrial en masa de UP4U.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 ilustra un grafico de HPLC que analiza un producto en una mezcla de reaccién cuando se sintetiza
UP4U mediante el procedimiento de la presente invencién. En la figura, el 10° pico ilustra un producto objetivo
UP4U yel 6° pico ilustra un material de partida UDP.

La Fig. 2 ilustra un grafico de HPLC que analiza un producto en una mezcla de reaccion cuando se sintetiza
UP4U mediante el procedimiento de sintesis en un solo recipiente. En la figura, el 19° pico ilustra un producto
objetivo UP4U y el 5° pico ilustra un material de partida UMP.

La Fig. 3 ilustra un grafico de HPLC que analiza un producto en una mezcla de reaccién cuando se sintetiza
UPsU mediante el procedimiento de la presente invencion. En la figura, el 16° pico ilustra un producto objetivo
UP4U yel 6° pico ilustra un material de partida UMP.

La Fig. 4 ilustra un grafico de HPLC que analiza un producto en una mezcla de reaccion cuando se sintetiza
UP4U mediante el antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo (sin catalizador). En la figura, el 17° pico
ilustra un producto objetivo UP4U y el 5° pico ilustra un material de partida UMP.

La Fig. 5 ilustra un grafico de HPLC que analiza un producto en una mezcla de reaccion cuando se sintetiza
UP4U mediante el antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo (catalizador ZnCl2). En la figura, el 16°
pico ilustra un producto objetivo UP4U y el 5° pico ilustra un material de partida UMP.

La Fig. 6 ilustra un grafico de HPLC que analiza un producto en una mezcla de reaccién cuando se sintetiza
UP4U mediante el antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo (catalizador tetrazol). En la figura, el 20°
pico ilustra un producto objetivo UPsU y el 5° pico ilustra un material de partida UMP. Descripcién de las
realizaciones

Mas adelante en el presente documento, se describira en detalle la realizacion de la presente invencion.

<Compuesto activador de acido fosférico>
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El compuesto activador de acido fosférico usado en la presente invenciéon es un compuesto representado por la
férmula [Il] o [I1l], y sintetizado por condensacion de UMP, UDP o un acido pirofosférico con imidazol, bencimidazol o
1,2,4 triazol que tiene opcionalmente un sustituyente.

[l

donde R’ representa un grupo uridilo que se une a la posiciéon 5’; X representa un grupo heterociclico seleccionado
entre el grupo que consiste en un grupo imidazolilo, un grupo bencmidazolilo y un grupo 1,24-triazolilo; y n
representa un numero enterode 1 0 2.

®)
O

O——7T

1]

donde X representa un sustituyente heterociclico seleccionado entre el grupo que consiste en un grupo imidazolilo,
un grupo bencimidazolilo y un grupo 1,2,4-triazolilo.

El sustituyente heterociclico representado por X incluye un grupo imidazolilo, un grupo bencimidazolilo, un grupo
1,2,4-triazolilo y similares. Asimismo, estos grupos heterociclicos pueden tener un sustituyente en el grupo
heterociclico y ejemplos del sustituyente incluyen grupos alquilo C+.e, grupos nitro, grupos ciano y similares.

El compuesto activador de acido fosférico descrito anteriomente incluye especificamente UDP-imidazolida, UDP-
triazolida, UMP-imidazolida, pirofosfato de dimidazolilo y similares y estos compuestos se pueden preparar de
acuerdo con un procedimiento conocido (Nucleic Acids Research, vol. 4, 2843 (1977), Joumal of American Chemical
Society, vol. 126, 9548 (2004)).

En la sintesis de UP4U, se puede usar una mezcla del compuesto activador de acido fosférico tal como UDP-
imidazolida, UDP-triazolida, UMP-imidazolida o pirofosfato de diimidazolilo o una solucién concentrada de la misma
tal como esta o usarse después de purificada segun sea necesario.

<Compuesto de acido fosforico>
El compuesto de acido fosforico de la presente invencidén es un compuesto representado por la siguiente formula (IV)

o una sal del mismo y especificamente incluye UMP, UDP, UTP, un acido pirofosférico y sus sales, excepto UTP
libre.

I

HO |-||3 0 -|R2
OH m
[IV]

donde R? representa un grupo uridilo que se une al atomo de hidrégeno o a la posicion 5’; y m representa un nimero
enterode 1 a 3.
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El compuesto de acido fosférico se puede usar en forma de una sal de metal alcalino tal como sodio y potasio, una
sal de amonio terciaria tal como trietilamonio y tributilamonio y una sal de amonio cuaternario tal como sal de
tetraetilamonio y tetrabutilamonio.

<Combinacién de compuestos de material de partida>

La combinacién de compuestos de material de partida del compuesto activador de acido fosférico y el compuesto de
acido fosforico descritos anteriormente se puede deteminar apropiadamente y es adecuada para usar
preferentemente en las siguientes combinaciones.

Combinacion 1: combinacion de compuesto activador de UDP y UDP o sal de UDP
Combinacion 2: combinacion de compuesto activador de UMP ysal de UTP

Combinacion 3: combinacién de compuesto activador de UMP y acido pirofosférico o pirofosfato
Combinacion 4: combinacion de compuesto activador de acido pirofosférico y UMP o sal de UMP

En cualquier combinacion, se prefiere cuando la relacién molar del compuesto activador de acido fosférico y el
compuesto de acido fosférico en la reaccidn de condensacion se establece en el intervalo de 1:10 a 10:1, ya que se
mejora el rendimiento de UP4U. La relacidn molar es, por ejemplo,

(1) en la combinacién 1 anterior, la relacion molar es 3:8, 4:7, 5:6,6:5,7:4,8:3,9:2 0 10:1,

(2) en la combinacion 2 anterior, la relacion molar es 1:10, 2:9, 3:8,4:7,5:6,6:5, 7:4 u 8:3,

(3) en la combinacion 3 anterior, la relacidon molar es 4:7,5:6,6:5, 7:4, 8:3, 9:2, 0 10:1, yadicionalmente,
(4) en la combinacion 4 anterior, la relacién molar es 4:7,5:6,6:5,7:4,8:3,9:2,010:1, y

también puede estar dentro del intervalo de cualquiera de los dos valores numéricos ejemplificados en este
documento.

<l6n metalico>

El ion metalico usado en la presente invencién se afiade a una solucion, en forma de una sal metdlica que contiene
un ion metalico objetivo, convirtiéndose de este modo en un ion metalico en agua o en un disolvente organico
hidrofilico y se puede proporcionar al sistema de reaccion. Como tipo de la sal metalica, se puede sugerir un haluro
metdlico, una sal inorganica metalica, una sal organica metalica y similares. Como ejemplos especificos adicionales,
se prefiere usar (i) cloruro ferroso, cloruro férrico, bromuro férrico, tricloruro de aluminio, tricloruro de cerio, tricloruro
de lantano y similares como ejemplos del haluro metalico, (ii) sales inorganicas tales como sulfato, nitrato, acido
perclorico y similares de un metal seleccionado entre el grupo que consiste en hierro (divalente), hierro (trivalente),
aluminio, cerio y lantano como ejemplos de la sal inorganica metalica y (iii) trifluorometanosulfonato, acetato,
trifluoroacetato, citrato y similares de un metal seleccionado entre el grupo que consiste en hierro (divalente), hierro
(trivalente), aluminio, cerio y lantano como ejemplos de la sal organica metalica, ya que se mejora el rendimiento de
UP4U. Entre ellas, es preferente una sal férrica y cloruro férrico es particulamente preferente, desde el punto de
vista del rendimiento de sintesis y facilidad de manipulacion. En este documento, la sal metalica a usar puede ser
anhidrido o hidruro. Sin embargo, entre las combinaciones del compuesto activador de acido fosférico y del
compuesto de acido fosforico, particulamente en el caso de la Combinacién 4, es particulammente preferente usar
ion de hierro (lll), i6n de aluminio trivalente o similares.

Con el fin de mejorar el rendimiento de UPsU, la sal metalica que es una fuente de iones metalicos, se usa
preferentemente en una cantidad molar de 0,001 a 10 veces el numero molar total del compuesto de acido fosférico
usado en la reaccion y particulammente preferente usado en una cantidad molar de 0,001 a 1 veces. Por ejemplo, la
cantidad de esta sal metalica es una cualquiera de las cantidades molares de 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5 y 1
veces el nimero molar total del compuesto de acido fosférico usado en la reaccién y puede estar dentro de
cualquiera de los dos valores numéricos ejemplificados en este documento.

<Condiciones de la reaccién de condensacion y purificacion>

La reaccion de condensacion del compuesto activador de acido fosférico y del compuesto de acido fosforico en la
presente invencion se realiza usando agua o un disolvente organico hidrofilico como disolvente. Desde el punto de
vista del rendimiento de sintesis y facilidad de manipulacién, se pueden usar alcoholes que tienen seis 0 menos
atomos de carbono tales como metanol o etanol, cetonas tales como acetona, éteres tales como dioxano, nitrilos
tales como acetonitrilo yamidas tales como dimetilformamida como disolvente organico hidrofilico.

En esta reaccidn de condensacion, el pH de reaccion es preferentemente de 7 o menos y particulamente
preferentemente de aproximadamente 1 a 4, con el fin de mejorar el rendimiento de UP4U. Asimismo, en esta
reaccion de condensacion, la temperatura de reaccion es preferentemente de 0 °C a 60 °C, con el fin de mejorar el
rendimiento de UPsU. En la combinacion de los compuestos de material de partida anteriores, es particulatmente
preferente una temperatura de reaccion de 20 a 30 °C en el caso de la Combinacion 1 a la Combinacion 3 y una
temperatura de reaccion de 0 a 20 °C es particulammente preferente en el caso de la Combinacion 4. El periodo de
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tiempo de esta reaccién de condensacion es preferentemente de alrededor de 1 a 36 horas y particulamente
preferentemente de 2 a 20 horas, con el fin de realizar la necesaria y suficiente reaccién de condensacién.

Después de la finalizacién de la reaccién de condensacién, se combinan apropiadamente los procedimientos usados
para la purificacién de aislamiento general del nudedtido (p.€j., procedimiento de cristalizacion, cromatografia en
columna de intercambio i6nico, cromatografia en columna de adsorcidn, cromatografia en columna de carbono
activado, efc.), a través de los cuales se puede separar y purificar el UP4U producido y también se puede
proporcionar en forma de sal segun sea necesario.

Como resina de intercambio iénico usada en la cromatografia en columna de intercambio idnico, se puede usar una
resina de intercambio anidnico fuertemente bésica (p. ej., Amberlite IRA 402 [fabricada por Rohm & Haas], Diaion
PA-312 o Diaion SA-11A [fabricada por Mitsubishi Chemical Corporation], una resina de intercambio aniénico
débimente basica (p. ej., Amberlite IRA 67 [fabricada por Rohm & Haas] o Diaion WA-30 [fabricada por Mitsubishi
Chemical Corporation]), una resina de intercambio catiénico fuertemente acida (p. ej., Diaion PK-216 [fabricada por
Mitsubishi Chemical Corporation]), una resina de intercambio catidnico débimente basica (p. ej., Diaion WK-30
[fabricada por Mitsubishi Chemical Corporation]) o similares.

El carbon activado usado puede ser carbdn activado molido o granulado para cromatografia, por ejemplo, se puede
usar carbén activado disponible en el mercado en Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Futamura Chemical Co., Ltd
o similar.

Asimismo, se puede usar un procedimiento conocido para la cristalizacion y el cristal se obtiene afiadiendo un
disolvente organico hidrofilico a la UP4U obtenida o una sal de la misma para la precipitacién de cristales. Ejemplos
del disolvente organico hidrofilico usado incluyen alcoholes que tienen seis o menos atomos de carbono tales como
metanol y etanol, cetonas tales como acetona, éteres tales como dioxano, nitrilos tales como acetonitrilo, amidas
tales como dimetiformamida y similares. Son preferentes los alcoholes y ademas, el etanol es particulamente
preferente.

<Accién efecto de la presente invenciéon>

Como se ha descrito anteriomente, en la presente invencidén, se usa un procedimiento de combinar (a) un
compuesto activador de acido fosforico sintetizado por condensacidon de acido uridina 5-difosforico (UDP), UMP o un
acido pirofosforico con un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en imidazol, bencimidazol y 1,2,4-
triazol que tiene opcionalmente un sustituyente y (b) un compuesto de acido fosférico seleccionado entre el grupo
que consiste en UMP, UDP, UTP y un acido pirofosférico o una sal del mismo (excluyendo UTP libre) y hacer
reaccionar los compuestos en agua o un disolvente organico hidrofilico, en presencia de un ién metalico
seleccionado entre el grupo que consiste en un i6n de hierro (ll), un ién de hierro (lll), un ién de aluminio trivalente,
un ién de lantano trivalente y un ién de cerio trivalente, como un catalizador, a través del cual la produccién industrial
en masa de UPsU se puede llevar a cabo mediante un simple procedimiento como se muestra en los ejemplos
expuestos a continuacion.

Por otra parte, como ya se ha explicado, el procedimiento convencionalmente conocido del Documento de Patente 1
puede sintetizar UP4U con un alto rendimiento de 80 % o mas a nivel de laboratorio, pero plantea problemas en la
produccidon en masa a escala industrial por el procedimiento. Especificamente, en el procedimiento del Documento
de Patente 1, es necesario usar un material de partida UTP en una forma de sal de una amina terciaria tal como tri-
n-butilamina, con el fin de llevar a cabo una reaccién para formar 5’-trifosfato ciclico de uridina. Por lo tanto, es
necesario un procedimiento para preparar previamente una sal trisédica de UTP en una UTP libre (libre de UTP)
mediante cromatografia en columna de intercambio idnico y, entonces formar una sal con una amina terciaria. Sin
embargo, como se verifica en los ejemplos de ensayo expuestos a continuacion, el material libre de UTP es muy
inestable, por tanto, es muy dificil usar UTP libre como material de partida en la produccion en masa a escala
industrial. Asimismo, con el fin de sintetizar eficientemente una reaccién para formar 5’-trifosfato ciclico de uridina, es
necesario mantener la sal de tri-n-butilamina de UTP en un estado deshidratado inmediatamente antes de la
reaccion. Sin embargo, como se muestra en el ensayo comparativo expuesto a continuacion, en la produccién en
masa a escala industrial, cuando la sal de trin-butiamina de UTP se deshidrata azeotropicamente, se produce una
reaccion de descomposicion témmica de UTP y por tanto la pureza de UTP se reduce y, por consiguiente, se reduce
la eficiencia sintética.

Asimismo, en el procedimiento del Documento de Patente 2 y Documento de No Patente 2, fue posible sintetizar
UP4U sin usar la etapa que usa UTP libre, pero el rendimiento relativo a UMP se redujo notablemente, como también
semuestra en los ejemplos comparativos expuestos a continuacion. Ademas, se generaron muchos subproductos y
no se podria poner como procedimiento de produccién adecuado para la produccion industrial a gran escala.

Por ofra parte, en el procedimiento de la presente invencion, ya que el material de partida es UDP o UMP, no es
necesario usar UTP libre, y ademas, la operacion de deshidratacion de la sal de UTP para sintetizar uridina 5'-
trifosfato ciclico también se puede evitar, por tanto, se puede evitar la reduccion de la eficiencia sintética debido a la
descomposicion de los materiales de partida, como se muestra en los ejemplos expuestos a continuacion. Asimismo,
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no es necesario deshidratar azeotropicamente una sal de tri-n-butilamina de UTP, no se produce una reaccion de
descomposicion témica de UTP y asi mismo, la pureza de UTP no se reduce por la generacion de subproductos
innecesarios, como se muestra en los ejemplos expuestos a continuacidén. Por lo tanto, el procedimiento de
produccion de la presente invencion es un procedimiento muy adecuado para la sintesis industrial en masa de UP4U.

En la presente invencion, es preferente que el compuesto activador de acido fosférico sea UDP-imidazolida y el
compuesto de acido fosforico sea UDP o una sal de UDP. Es porque, en este caso, se verifica en los ejemplos
expuestos a continuacion que la sintesis de UP4U se puede realizar con un alto rendimiento, evitando al mismo
tiempo el uso de UTP libre y la operacién de deshidratacién de la sal de UTP que no son adecuadas para la
produccion industrial en masa.

Ademas, en la presente invencion, es preferente que el compuesto activador de acido fosférico sea UMP-imidazolida
y el compuesto de acido fosférico sea UTP o una sal de UTP. Es porque, también en este caso, se verifica en los
ejemplos expuestos a continuacidén que la sintesis de UP4U se puede realizar con un alto rendimiento, evitando al
mismo tiempo el uso de UTP libre y la operacion de deshidratacion de la sal de UTP que no son adecuadas para la
produccion industrial en masa.

Ademas, en la presente invencion, es preferente que el compuesto activador de acido fosforico sea UMP-imidazolida
y el compuesto de acido fosférico sea un &cido pirofosférico o una sal de acido pirofosférico. Es porque, también en
este caso, se verifica en los ejemplos expuestos a continuacidn que la sintesis de UP4U se puede realizar con un
alto rendimiento, evitando al mismo tiempo el uso de UTP libre y la operacién de deshidrataciéon de la sal de UTP
que no son adecuadas para la produccion industrial en masa.

Ademas, en la presente invencidén, es preferente que el compuesto activador de acido fosférico sea pirofosfato de
diimidazolilo y el compuesto de acido fosférico sea UMP o una sal de UMP. Es porque, también en este caso, se
verifica en los ejemplos expuestos a continuacion que la sintesis de UP4U se puede realizar eficientemente, evitando
al mismo tiempo el uso de UTP libre y la operacién de deshidratacion de la sal de UTP que no son adecuadas para
la produccién industrial en masa.

Ademas, en la presente invencién, es preferente que el idn metalico se seleccione entre el grupo que consiste en un
ion de hierro (Il), un ion de hierro (lll) y un ion de aluminio. En concreto, cuando el compuesto activador de acido
fosforico es pirofosfato de diimidazolilo y el compuesto de acido fosférico es UMP libre o es una sal de UMP, es
preferente que el ibn metalico se seleccione entre el grupo que consiste en un ién de hierro (lll) y un ién de aluminio.
Es porque, también en este caso, se verifica en los ejemplos comparativos expuestos a continuacidén que la sintesis
de UP4U se puede realizar eficientemente, en comparacién con el caso de usar otro ion metalico.

Ademas, en la presente invencién, es preferente que el ion metalico se suministre en una forma de sal seleccionada
entre el grupo que consiste en cloruro, bromuro, nitrato, sulfato y acetato del metal. Es porque, también en este
caso, se verifica que lasintesis de UP4U se puede realizar eficientemente.

Aunque las realizaciones de la presente invencion se describen como antes, éstas son ilustraciones de la presente
invencion ytambién se pueden adoptar diversas constituciones distintas de las anteriores.

Ejemplos

Mas adelante en el presente documento, la presente invencién se describira adicionaimente en detalle a modo de
ejemplos, que no se deben interpretar como limitativos de la presente invencién a este caso.

(Elemplo 1) Combinacion1 (parte 1): Reaccion de UDP-imidazolida (donde en la Férmula Il, R' = 5-uridilo, X =
imidazolilo, n = 2) y sal de sodio UDP (donde, en la formula 1V, R? = 5-uridilo, m= 2)

Se afiadié dimetilacetamida (6,0 ml) a una solucién acuosa de 0,32 M de sal de UDP-tributilamina (1,26 ml, 4,0
mmol) y la mezcla se deshidratd azeotrépicamente cuatro veces. El residuo resultante se disolvio en
dimetilacetamida (6,0 ml) y se afadio a esto carbonildiimidazol (1,95 g, 12,0 mmol), entonces la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se afadi6é agua (0,2 ml) a la mezcla de reaccién bajo enfriamiento con hielo y
adicionalmente, se afiadié gota a gota una solucién acuosa de 0,5 M e acido clorhidrico (12,0 ml) (pH 7,0). la mezcla
de reaccion se concentré a presion reducida para preparar una solucion de UDP-imidazolida.

Se afiadié una solucién acuosa de sodio UDP (2,0 mmoal, 2,1 ml) a la solucién de UDP-imidazolida bajo enfriamiento
con hielo y adicionalmente, se afadié a esto una solucién acuosa 2 M de &acido clorhidrico para preparar una
solucién mixta con pH 4,9. Se afiadié a esto una solucién acuosa 1 M de cloruro férrico (1,5 mmol, 1,5 ml) bajo
enfriamiento con hielo y adicionalmente, se afiadi6 a esto una solucidon acuosa 2 M de &cido clorhidrico para
preparar una soluciéon mixta con pH 1,6 y la solucién mixta se agité a 25 °C durante 3 horas. La mezcla de reaccion
se agjustd a pH 12 mediante la adicién de una soluciéon acuosa 6 M de hidroxido de sodio y se agitdé a temperatura
ambiente durante 30 minutos. La mezcla de reaccion se ajusté a pH 7,6 mediante la adicidon de acido clorhidrico 2 M.
La mezcla de reaccién resultante se determind cuantitativamente mediante analisis por HPLC y el rendimiento de
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sintesis de UP4U se calculé como 87 %.

La mezcla se concentrd hasta 10 ml y se disolvié afiadiendo hidrdgeno fosfato de sodio (4,2 mmol) para depositar
fosfato de hierro. La suspension se dejé reposar a 4 °C durante una noche, entonces el precipitado se eliminé por
centrifugacion. El sobrenadante se ajusté a pH 2,5 y entonces se ajustd a una solucién de 30 ml para preparar una
solucion adsorbente en columna.

La desalinizacién de la solucién adsorbente en columna se realizd6 mediante cromatografia en columna de carbono
activado (cantidad de resina de 20 ml), y la solucién de recuperacion resultante se ajusté a pH 7 y se concentrd,
entonces se sometid a filtracion por membrana. El residuo se concentré adicionalmente y se afiadié etanol gota a
gota al residuo, entonces se cristalizd a temperatura ambiente durante una noche. El cristal se filtr6 y se secé al
vacio a 50 °C durante 3 horas para obtener 2,12 g (rendimiento de 75 % como tetrahidrato) de UP4U.

(Ejemplo 2) Combinacion1 (parte 2): Reaccién de UDP-imidazolida (donde en la Formula I, R' = 5"-uridilo, X =
imidazolilo, n = 2) y sal de sodio UDP (donde, en la formula 1V, R?= 5'-uridilo, m=2)

Se afadié una solucién 5,64 M de imidazol-dimetilacetamida (0,5 ml) a una soluciéon acuosa 0,94 M de sodio UDP
(1,0 ml), y se anfadid N,N-disopropilcarbodiimida (0,73 ml, 4,7 mmol) a temperatura ambiente y se agit6 a
temperatura ambiente durante 5 horas a 50 °C durante 2 horas para preparar una mezcla de UDP y un UDP-
imidazolida.

Se afadié a esto una solucién acuosa 2 M de acido clorhidrico bajo enfriamiento con hielo para preparar una
solucidn mixta con pH 5,3. Posteriomnente, se afiadié a esto una solucién acuosa 1 M de doruro férrico (0,24 mmol,
0,24 ml) y se afiadié adicionalmente a esto una solucién acuosa 2 M de acido dorhidrico para preparar una solucion
mixta con pH 1,9 y la solucion mixta se agitd a 25 °C durante 16 horas. La mezcla de reaccion resultante se
determiné cuantitativamente mediante analisis por HPLC y el rendimiento de UP4U se calculé como 63 %.

(Ejemplo 3) Combinacién1 (parte 3): Reaccién de UDP-imidazolida (donde en la Formula I, R' = 5-uridilo, X =
imidazolilo, n = 2) y sal de sodio UDP (donde, en la formula 1V, R? = 5"-uridilo, m= 2)

Se afadio propionitrilo (3,0 ml) a una solucién acuosa de 0,17 Mde sal de UDP-tributilamina (11,8 ml, 2,0 mmol) yla
mezcla se deshidraté azeotrépicamente cuatro veces. El residuo resultante se disolvié en propionitrilo (3,0 ml). Esta
solucion se afiadié gota a gota a una suspension de propionitriio (2,0 ml) de 1,1'-carbonildimidazol (0,97 g, 6,0
mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos y entonces se concentré a
presion reducida para preparar una solucién de UDP-imidazolida.

Se afiadi6 sal UDP-disddica (0,53 g, 1,0 mmol) a la solucion de UDP-midazolida bajo enfriamiento con hielo y la
solucidn mixta se ajusté a pH 3,9 mediante una solucién acuosa 6 M de acido dorhidrico. Se afiadié adicionalmente
a esto una solucién acuosa 1 M de cloruro férrico (15ul, 0,02 mmol) y la soluciéon mixta se agité a 10 °C durante 27
horas. La mezcla de reaccidn se ajustd a pH 10 mediante la adicién de una solucién acuosa 7,5 M de hidroxido de
sodio y entonces se agité durante 1 hora bajo enfriamiento con hielo. Se afiadid 10 ml de etanol a la mezcla de
reaccion bajo enfriamiento con hielo y la mezcla se dej6 reposar a 4 °C durante una noche. El precipitado se recogi6
y se prepar6 a una solucion acuosa de 20 ml con pH 7,5, entonces, la solucién acuosa se detemino
cuantitativamente mediante analisis por HPLC y el rendimiento de UP4U se calculd como 94 %. Mas
especificamente, se ha puesto de manifiesto que incluso cuando la cantidad de catalizador de cloruro férrico usado
se reduce enomemente, la reaccidon avanza correctamente.

(Ejemplo 4) Combinacion1 (parte 4): Reaccién de UDP-bencimidazolida (donde en la Fémula |, R' = 5"-uridilo, X =
bencimidazolilo, n = 2) ysal de sodio UDP (donde, en la fémula IV, R2 = 5'-uridilo, m= 2)

Se disolvié sal UDP-disddica (0,5 g, 0,94 mmol) en 2,7 ml de agua y se afiadio una solucién de dimetilacetamida (1,8
ml) de bencimidazol (0,33 g, 2,82 mmol) y N,N-diisopropilcarbodiimida (0,44 ml, 2,82 mmol) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante una noche. El disolvente se destilé a presidn reducida para preparar una mezcla de
UDP y UDP-bencimidazolida.

Se afiadié a esto 1 ml de agua y entonces se afadidé a esto una solucion acuosa 2 M de acido clorhidrico bajo
enfriamiento con hielo para ajustar el pH a 4,6. Se afadié a esto una soluciéon acuosa 1 M de cloruro férrico (94 ul,
0,09 mmol) bajo enfriamiento con hielo y se afiadié a esto adicionaimente una solucién acuosa 2 M de acido
clorhidrico para preparar una solucién mixta con pH 3,0 y la solucion mixta se agit6 a temperatura ambiente
durante10 horas. La mezcla de reaccion se ajustdé a pH 12 mediante la adicién de una solucién acuosa 6 M de
hidréxido de sodio y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccion se ajusté a pH 7,3
mediante la adicién de acido dorhidrico 2 M. La mezcla resultante se determiné cuantitativamente mediante anélisis
por HPLC y el rendimiento de UP4U se calculé como 83 %.

(Ejemplo 5) Combinacion1 (parte 5): Reaccion de UDP-triazolida (donde en la Formula |, R' = 5"-uridilo, X= 1,2,4-
triazolilo, n = 2) ysal de sodio UDP (donde, en la férmula 1V, R? = 5'-uridilo, m = 2)
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Se afiadio dimetilacetamida (2,0 ml) a una solucién acuosa de 0,37 M de sal de UDP-tributilamina (1,6 ml, 0,6 mmol)
y la mezcla se deshidraté azeotropicamente cuatro veces. El residuo resultante se disolvié en dimetilacetamida (2,0
ml) y se afiadié a esto 1,1-carbonildi-(1,2,4-triazol (0,25 g, 1,5 mmol), entonces la solucion mixta se agitd6 a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se afadié agua (0,2 ml) a la soluciéon de reaccion bajo enfriamiento con hielo,
y adicionaimente, se afiadié una soluciéon acuosa 0,5 M de acido clorhidrico para tener un pH 7,4. La mezcla se
concentrd a presion reducida para preparar una solucion de UDP-triazolida.

Se afiadié una solucion acuosa de sal de sodio UDP (0,25 mmol, 0,9 ml) a la solucién de UDP-triazolida bajo
enfriamiento con hielo y se afiadié una solucién acuosa 1 M de doruro férrico (0,19 mmol, 0,19 ml) (pH 6,3) y la
mezcla se agité a 25 °C durante 5 horas. La mezcla se ajustd a pH 12 mediante la adicion de una solucién acuosa 6
M de hidroxido de sodio y se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. La mezcla se ajusté a pH 7,0
mediante la adicidon de acido clorhidrico 2 M. La mezcla resultante se determind cuantitativamente mediante anélisis
por HPLC y el rendimiento de UP4U se calculé como 48 %.

(Ejemplo 6) Combinacion 2: Reaccion de UMP-imidazolida (donde en la Fémula II, R' = 5%-uridilo, X = imidazolilo, n
=1)y sal de sodio UTP (donde, en la fomula IV, R? = 5-uridilo, m= 3)

Se afiadié tributilamina (0,25 ml, 1,1 mmol) a una soluciéon acuosa 2,05 M de UMP libre (0,49 ml, 1,0 mmol) y la
solucibn mixta se agitd a temperatura ambiente durante 20 minutos. Entonces, se afiadié adicionalmente
dimetilacetamida (1,5 ml) y la solucion mixta se deshidraté azeotrépicamente tres veces. La solucién de sal de UMP-
tributilamina resultante se disolvié en dimetilacetamida (1,5 ml), y se afadié a esto carbonildiimidazol (486 mg, 3,0
mmol), entonces la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadié agua (0,2 ml) a la mezcla
bajo enfriamiento con hielo y adicionalmente, se afiadié gota a gota una solucién acuosa 0,5 M de acido dorhidrico
(4,0 ml) (pH 7,2). La mezcla se concentro a presién reducida para preparar una solucién de UMP-imidazolida.

La solucién de UMP-imidazolida y una soluciéon acuosa 2 M de acido clorhidrico se afiadieron a una solucion acuosa
165 Mm de sal de sodio UTP (8,0 ml, 1,3 mmol) bajo enfriamiento con hielo para preparar una solucion mixta con pH
5,1. Se afiadié a esto una solucién acuosa de cloruro férrico (0,5 mmol, 0,2 ml) bajo enfriamiento con hielo y la
solucién mixta se agité a 25 °C durante 4 horas. La mezcla se someti6 a filtracion por membrana, entonces se ajusto
a pH 10,4 mediante la adicion de una solucién acuosa 1 M de hidréxido de sodio (11 ml) y se agité a temperatura
ambiente durante 40 minutos. Posteriomente, La mezcla se ajusté a pH 6,9 mediante la adicion de acido dorhidrico
2 M (3,5 ml). La mezcla resultante se determind cuantitativamente mediante andlisis por HPLC y el rendimiento de
UP4U se calculé como 67 %.

Posteriommente, como resultado de la purificacion del mismo modo que en el Ejemplo1, se obtuvieron 471 mg (50 %
como tetrahidrato) del UPsU objeto.

(Ejemplo 7) Combinacién 3: Reaccion de UMP-imidazolida (donde en la Fémula Il, R' = 5-uridilo, X = imidazolilo, n
=1)y sal trietilamina de acido fosférico (donde, en la formula IV, R?= atomo de hidrégeno, m= 2)

Se afiadié tributilamina (0,25 ml, 1,1 mmol) a una solucién acuosa 2,05 M de UMP libre (0,49 ml, 1,0 mmol) y la
soluciébn mixta se agitd a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después, se afadié adicionalmente
dimetilacetamida (1,5 ml) y la solucion mixta se deshidraté azeotrépicamente tres veces. La sal de UMP-tributilamina
resultante se disolvio en dimetilacetamida (1,5 ml), se afiadié a esto carbonildimidazol (486 mg, 3,0 mmol) y la
solucidon mixta se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadi6 agua (0,2 ml) a la mezcla bajo
enfriamiento con hielo y adicionalmente, se afiadié gota a gota una solucién acuosa 0,5 M de acido clorhidrico (4,0
ml) (pH 7,2). La mezcla se concentr6 a presiéon reducida para preparar una solucion de UMP-imidazolida (esta
operacion se realizd dos veces).

Se afiadi6 una solucion acuosa 0,95 M de sal trietlamina de &cido pirofosforico (1,1 ml, 1,0 mmol) a la solucion de
UMP-imidazolida bajo enfriamiento con hielo y adicionalmente, se afiadié a esto unasolucion acuosa 1 M de cloruro
férrico (0,5 mmol, 0,5 ml). La mezcla se ajusté a pH 5,1 mediante la adicién de una solucién acuosa 2 M de acido
clorhidrico y entonces se agité a 25 °C durante 5 horas. Después de agitar, la solucién de UMP-imidazolida (1,0
mmol) preparada por separado se afadio a esto bajo enfriamiento con hielo y la solucion mixta se ajusté ademas a
pH 2,1 mediante una solucién acuosa 2 M de acido clorhidrico y se agité a 25 °C durante 6 horas. Se afiadié a esto
unasolucién acuosa 6 M de hidroxido de sodio a esto para tener un pH 11 yla solucion mixta se agité a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Ademas, la solucion mixta se ajusté a pH 7,6 mediante la adicién de acido dorhidrico
2 My se deteminé cuantitativamente mediante analisis por HPLC y el rendimiento de UP4U se calculé como 45 %.

(Ejemplo 8) Combinacidén 4: Reaccidén de pirofosfato de diimidazolio (donde en la Férmula Ill, X = imidazolilo) y
UMP (donde,en la Fomula IV, R? = 5"-uridilo, m= 1)

Se afadié tributilamina (0,95 ml, 4,0 mmol) y formamida (2,0 ml) a una soluciéon acuosa de 1,09 M de acido
pirofosforico-sal de ftrietilamina (1,86 ml, 2,0 mmol) y la solucidn mixta se deshidraté azeotrépicamente con
dimetilformamida cuatro veces. El residuo resultante se disolvio en dimetiifomamida (8 ml), se afiadié a esto
carbonildiimidazol (0,97 g, 6,0 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadié agua
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(0,2 ml) a la mezcla bajo enfriamiento con hielo y adicionalmente, se afiadié gota a gota una solucion acuosa 2,0 M
de acido clorhidrico (1,5 ml) (pH 7). La mezcla se concentrd a presion reducida para preparar una solucion de
pirofosfato de diimidazolilo.

Se afiadio una solucién acuosa libre de UMP (2,03 M, 2,47 ml, 5,0 mmol) a la solucién de pirofosfato de diimidazolilo
bajo enfriamiento con hielo. Ademas, se afiadio a esto una solucidon acuosa 1 M de doruro férrico (2ml, 2,0 mmol) y
la mezcla se ajustd a pH 2,4 mediante la adicion de una solucién acuosa 2 M de acido dorhidrico y se agité a 0 °C
durante 5 horas. Se afiadié a la mezcla una solucién acuosa 6 M de hidréxido de sodio para tener un pH 6,3. Se
afiadié a esto agua para preparar una solucion acuosa de 50 ml y la solucién de reaccion resultante se determind
cuantitativamente mediante analisis por HPLC y el rendimiento de UP4U se calculé como 51 %.

(Ejemplo de ensayo 1) Determinacion de la estabilidad de UTP yun compuesto relacionado

Con el fin de evaluar la estabilidad de UTP libre, se examinaron la estabilidad de soluciones acuosas de UTP libre y
de sal de sodio UTP (UTP-Na) y de una solucion de dimetilacetamida de sal de UTP-tributilamina (UTP-TBA).
Asimismo, también se deteminé la estabilidad de soluciones acuosas libres de UDP y UDP-Na como control de
comparacion. La solucidon de cada sustancia se dejé reposar durante un deteminado periodo a -20 °C, 25 °C 0 50
°C y la concentracion de cada sustancia se determind por HPLC para calcular una velocidad de descomposicion. En
este documento, la velocidad de descomposicién se definié como sigue [Ecuacion 1].

[Ecuacion 1]

Velocidad de descomposicion (%) de cada sustancia = {100-(% de HPLC de cada sustancia en la
deteminacion/% de HPLC de cada sustancia al comienzo del ensayo) x 100}

Como resultado, se puso de manifiesto que, como se muestra en la siguiente [Tabla 1] y [Tabla 2], UTP libre y UTP-
TBA claramente tienen baja estabilidad durante el almacenamiento de la solucidon, en comparacién con otros
compuestos tales como sal de sodio UTP, UDP libre y sal de sodio UDP.

[Tabla 1]
-20°C,18h | 25°C,8h | 25°C,24 h
16 mMde UTP libre 4% 4% 12 %
10 mMde UDP libre - 0 % 0 %

(Los valores numéricos de la tabla indican una velocidad de descomposicién en cada condicion)

[Tabla 2]

50°C,8h | 50 °C, 24 h
35mMde UTP-TBA | 7% 18 %
40 mMde UTP-Na 2% 6 %
40 mMde UDP-Na 2% 5%

(Los valores numéricos de la tabla indican una velocidad de descomposicién en cada condicién)

(Ensayo comparativo 1) Efecto catalizador del metal en la reaccién de UDP-imidazolida (donde, en la Formula I, R’
= 5'-uridilo, X = imidazolilo, n = 2) y sal de sodio UDP (donde, en la férmula IV, R? = 5'-uridilo, m= 2)

Se afadieron diversos catalizadores de metal (0,06 M) a una solucién acuosa mixta de UDP-imidazolida y sal de
sodio UDP en una relacion molar de 1:1 (cada uno 0,15 M) yla mezcla se ajusté a pH 2 + 0,3 mediante una solucion
acuosa 2 Mde acido clorhidrico. La cantidad producida de UP4U después de 6 horas se determind cuantitativamente
a 25 °C por HPLC. El resultado se muestra en la Tabla 3.

[Tabla 3]
Catalizador | pH de reaccion | Rendimiento de UPsU
FeCls 2,0 79,4 %
Fe (NO3)3 2,0 81,8 %
AICI3 2,0 69,2 %
LaCl3 2,0 52,1 %
CeCl3 2,0 53,5 %
MnC|2 2,0 10,3 %
MgClz 2,2 6,3 %
FeCl> 2,3 68,3 %
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Catalizador | pH de reacciéon | Rendimiento de UPsU
ZnCl2 2,2 7,0 %
Sin adicién 2,1 2,8 %

Como resultado, se puso de manifiesto que se puede obtener UPsU con un rendimiento particulamente alto cuando
se usa cloruro ferroso, cloruro férrico, nitrato férrico, cloruro de aluminio, cloruro de lantano o coruro de cerio como
la sal metalica como catalizador.

(Ensayo comparativo 2) Efecto catalizador del metal en la reaccidon de pirofosfato de imidazolilo (donde, en la
Formula Ill, X= imidazolilo) y UMP libre (donde,en la Férmula IV, R?= 5'-uridilo,m=1)

Se afadieron diversos catalizadores de metal (0,4 mmol) a una solucién acuosa mixta de pirofosfato de diimidazolilo
y UMP libre en una relacién molar de 2:5 ( 0,4 mmol como pirofosfato de diimidazolilo) preparado en el
procedimiento del Ejemplo 8 y la mezcla se ajusté a pH 2,5 + 0,5 mediante una soluciéon acuosa 2 M de acido
clorhidrico. La cantidad producida de UP4U después de 5 horas se deteminé cuantitativamente a 0 °C por HPLC. El
resultado se muestra en la [Tabla 4].

[Tabla 4]
Catalizador | pH de reacciéon | Rendimiento de UPsU
FeCls 29 511 %
ACI3 2,7 49,2 %
MnCl; 27 17,7 %
MgCl2 2,8 52 %
FeCl> 29 10,6 %
ZnCl2 29 0,6 %
NiCl2 27 0,2 %
CoCl2 2,7 1.2 %
CaClz 2,8 0,5 %
Sin adicién | 2,3 0%

Como resultado, se puso de manifiesto que se puede obtener UP4U con un rendimiento particulamente alto cuando
se usa doruro férrico o cloruro de aluminio como la sal metalica como catalizador cuando se usa la combinacion de
un compuesto activador de acido pirofosforico y UMP.

(Ensayo comparativo 3) Comparacién del rendimiento de UP4U y el nivel de produccién de impurezas cuando se usa
el procedimiento de sintesis en un solo recipiente y el procedimiento de la presente invencion

El rendimiento del producto final de cada uno se compard cuando se sintetiz6 UP4U de cada uno usando el
procedimiento de sintesis en un solo recipiente que es un procedimiento de sintesis que mejora el procedimiento
habitual y evita una etapa usando UTP libre y el procedimiento del presente ejemplo. El procedimiento del presente
ejemplo estaba de acuerdo con el procedimiento del ejemplo 1 anterior. La sintesis mediante el procedimiento de
sintesis en un solo recipiente que cambia el procedimiento habitual se realizd mediante la siguiente etapa.

(1) Preparacion de la solucion de sintesis 1

Se afiadié tri-n-butilamina (2,2 ml, 9,2 mmol) a una solucion acuosa 2,05 M de UMP libre (2,1 ml, 4,3 mmol) y la
solucién mixta se agitdé durante 20 minutos, entonces se deshidratd azeotrépicamente con N,N-dmetilacetamida
(DMAC) cuatro veces. El residuo se disolvié en DMAC (5,5 ml) y se afiadid a esto clorofosfato de difenilo (DPC) (1,1
ml, 5,2 mmol) a esto a 10 °C y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadi6é a esto tri-n-
butilamina (4,1 ml, 17,2 mmol) y la mezcla se agitd6 a temperatura ambiente durante 10 minutos para preparar la
solucion de sintesis 1.

(2) Preparacion de la solucion de sintesis 2

Se afadi6 tri-n-butilamina (2,2 ml, 9,2 mmol) y DMAC (3,0 ml) a una solucién acuosa 0,95 M de acido pirofosférico-
sal de tretilamina (9,0 ml, 8,5 mmol), entonces la solucion mixta se deshidratd azeotropicamente con piridina tres
veces. Se afiadié tri-n-butilamina (0,4 ml, 2,8 mmol) y piridina (4 ml) al residuo para preparar la solucidon de sintesis
2,

(3) Preparacion de la solucion de UMP-TBA
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Se afiadié tri-n-butilamina (1,7 ml, 6,9 mmol) a una solucion acuosa 2,05 M de UMP libre (3,1 ml, 6,4 mmol) y la
solucién mixta se agitdé durante 20 minutos, entonces se deshidratd azeotrépicamente con N,N-dimetilacetamida
(DMAC) cuatro veces. El residuo se disolvio en DMAC (3,5 ml) para preparar la solucion de UMP-TBA.

(4) Preparacion de la solucién de sintesis de UP4U

La solucién de sintesis 1 se afiadio gota a gota a la solucion de sintesis 2 a temperatura ambiente y la mezcla se
agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora (se confimd6 mediante anélisis por HPLC que se produjo UTP
aproximadamente un 60 %). Se afiadié a esto N,N-diisopropilcarbodiimida (2,3 ml, 17,0 mmol) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 3 horas. Posteriomente, se afadié a esto la solucion de UMP-TBA y el cloruro de
magnesio-hexahidratado (1,7 g, 8,4 mmol) y la mezcla se agité a 0 °C durante 1 hora y a temperatura ambiente
durante 19 horas. Se afiadié a esto agua (20 ml) a 0 °C, entonces la solucién mixta se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora. La mezcla se concentré a presion reducida, entonces se afiadid a esto agua (50 ml) y la mezcla se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. El precipitado se eliminé por filtracién para preparar una
solucion de UP4U. UP4U se determind cuantitativamente por HPLC y el rendimiento de UMP se calculé como 42 %.

(Tratamiento de resultados- rendimiento)

Como resultado, mientras que el rendimiento de UDP fue de 87 % cuando se sintetizd0 UPsU mediante el
procedimiento de los presentes ejemplos, como se muestra en el Ejemplo 1 descrito anteriornente, el rendimiento
de UMP fue solo de 42 % en el procedimiento de sintesis en un solo recipiente. Por tanto, se puso de manifiesto que
el procedimiento de la presente invencion consigue un rendimiento notablemente alto, en comparacién con el
procedimiento de sintesis en un solo recipiente.

(Tratamiento de resultados- subproductos)

Ademas, con el fin de comparar la diferencia de los niveles de produccién de impurezas en el procedimiento del
presente ejemplo y en el procedimiento de sintesis en un solo recipiente, el producto de la solucién de reaccion,
después de sintetizar UP4U para cada procedimiento, se analizé por HPLC. Los graficos de HPLC se muestran en la
[Fig. 1] y [Fig. 2]. Como se desprende de las Figs. 1 y 2, en el procedimiento de sintesis en un solo recipiente,
subproductos distintos de UP4U que es un producto o UMP que es un material de partida se generaron
aproximadamente 48 % en la relacion del area del grafico de HPLC y también el numero del tipo de subproductos es
alto. Por otra parte, en el procedimiento de la presente invencion, la relacion de subproductos distintos de UP4U o
UDP que es un material de partida se redujo claramente 4,8 % y también el nimero del tipo de subproductos es muy
bajo. Por tanto, en el procedimiento de la presente invencion, la generacion de subproductos se puede reducir
notablemente, por tanto, el producto se puede sintetizar eficientemente y el aislamiento y la purificacion son faciles
también.

Basandose en la comparacion como se ha descrito anteriomente, se mostré que el procedimiento de la presente
invencion produce menos impurezas, en comparacion con el procedimiento de sintesis en un solo recipiente y da un
rendimiento notablemente mejorado, por tanto es muy adecuado como procedimiento de produccion industrial en
masa de UP4U.

(Ensayo comparativo 4) Comparacion del rendimiento de UP4U y el nivel de produccion de impurezas cuando se usa
el antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo y el procedimiento de la presente invencion

El rendimiento del producto final de cada uno se comparé cuando se sintetizo UP4U de cada uno usando el antiguo
procedimiento de imidazolida y el procedimiento del presente ejemplo. El procedimiento del presente ejemplo estaba
de acuerdo con el procedimiento del Ejemplo 8 anterior. La sintesis mediante el antiguo procedimiento de
imidazolida se realiz6 mediante la siguiente etapa. Asimismo, respecto al catalizador usado en la reaccion, se ha
estudiado (1) el caso de no afadir catalizador en la reaccion y (2) el caso de usar cloruro de cinc o (3) el caso de
usar tetrazol como un catalizador, en referencia a procedimientos conocidos (se refiere al Documento de Patente 2 y
Documento de No Patente 2).

(1) Casosin catalizador

Se afadié tributilamina (0,95 ml, 4,0 mmol) y formamida (2,0 ml) a una soluciéon acuosa de 1,09 M de acido
pirofosforico-sal de trietilamina (1,86 ml, 2,0 mmol) y la solucién mixta se deshidraté azeotrépicamente cuatro veces
con dimetilformamida. El residuo resultante se disolvi6 en dimetilformamida (8,0 ml) y se afadi6 a esto
carbonildiimidazol (0,97 g, 6,0 mmol), entonces la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadio
agua (0,2 ml) a la mezcla bajo enfriamiento con hielo y adicionalmente, se afadié gota a gota a esto una solucién
acuosa 2,0 M de acido clorhidrico (1,5 ml) (pH 7). La mezcla se concentr6 a presion reducida y adicionalmente se
deshidratd azeotropicamente dos veces con dimetilformamida para preparar una solucion de pirofosfato de
diimidazolilo anhidro.

Se afadio tributlamina (3,56 ml, 15,0 mmol) a una solucién acuosa libre de UMP (2,03 M, 2,47 ml, 5,0 mmol) y la
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solucién mixta se deshidratd azeotrépicamente cuatro veces con dimetilformamida, entonces se afiadié a esto
dimetilformamida (2,0 ml) para preparar una solucién de UMP-tributilamina anhidro. Esta solucion se afiadié a la
solucién de pirofosfato de dimidazolilo anhidro yla solucion mixta se concentré a presion reducida y se agitdé a 25 °C
durante 48 horas. Se afadid agua a la mezcla para preparar una solucién acuosa de 50 ml y la solucién acuosa
resultante se determind cuantitativamente mediante andlisis por HPLC y el rendimiento de UP4U se calculé6 como 10
%.

(2) Caso de usar cloruro de cinc como catalizador

Se afadié tributilamina (0,95 ml, 4,0 mmol) y formamida (2,0 ml) a una soluciéon acuosa de 1,09 M de acido
pirofosforico-sal de trietilamina (1,86 ml, 2,0 mmol) y la soluciéon mixta se deshidraté azeotrépicamente cuatro veces
con dimetilformamida. El residuo resultante se disolvi6 en dimetilformamida (8,0 ml) y se afiadi6 a esto
carbonildiimidazol (0,97 g, 6,0 mmol), entonces la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadio
agua (0,2 ml) a la mezcla bajo enfriamiento con hielo y adicionalmente, se afiadié gota a gota a esto una solucién
acuosa 2,0 M de acido clorhidrico (1,5 ml) (pH 7). La mezcla se concentr6 a presion reducida y adicionalmente se
deshidraté azeotrépicamente dos veces para preparar una solucion de pirofosfato de diimidazolilo anhidro.

Se afiadio tributiamina (3,56 ml, 15,0 mmol) a una solucion acuosa libre de UMP (2,03 M, 2,47 ml, 5,0 mmol) y la
solucion mixta se deshidratd azeotropicamente cuatro veces con dimetilformamida, entonces se afadié a esto
dimetilformamida (2,0 ml) para preparar una solucion de UMP-tributilamina anhidro. Esta solucién se afiadié a la
solucion de pirofosfato de dimidazolilo anhidro y se afiadié adicionalmente cloruro de cinc (1,34 g, 9,8 mmol),
entonces la solucion mixta se concentré a presién reducida y se agité a 25 °C durante 5 horas. Se afiadié agua a la
mezcla para preparar una solucién acuosa de 50 ml y la solucién acuosa resultante se deteminé cuantitativamente
mediante analisis por HPLC y el rendimiento de UP4U se calculé como 17 %.

(3) Caso de usar tetrazol como catalizador

Se afadié tributilamina (0,95 ml, 4,0 mmol) y formamida (2,0 ml) a una soluciéon acuosa de 1,09 M de acido
pirofosforico-sal de trietilamina (1,86 ml, 2,0 mmol) y la soluciéon mixta se deshidraté azeotrépicamente cuatro veces
con dimetilformamida. El residuo resultante se disolvi6 en dimetilformamida (8,0 ml) y se afiadi6 a esto
carbonildiimidazol (0,97 g, 6,0 mmol), entonces la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afadio
agua (0,2ml) a lamezcla de reaccidn bajo enfriamiento con hielo y adicionalmente, se afiadi6 gota a gota a esto una
solucién acuosa 2,0 M de acido clorhidrico (1,5 ml) (pH 7). La mezcla se concentré6 a presién reducida y
adicionalmente se deshidraté azeotropicamente dos veces para preparar una solucion de acido pirofosférico-
diimidazolida anhidro.

Se afadio tributlamina (3,56 ml, 15,0 mmol) a una solucioén acuosa libre de UMP (2,03 M, 2,47 ml, 5,0 mmol) y la
solucién mixta se deshidratd azeotrépicamente cuatro veces con dimetilformamida, entonces se afiadié a esto
dimetilformamida (2,0 ml) para preparar una solucién de UMP-tributilamina anhidro. Esta solucion se afiadié a la
solucion de acido pirofosforico-diimidazolida anhidro y se afiadié adicionalmente 1 H-tetrazol (0,5 g, 7,2 mmol),
entonces la solucion mixta se concentré a presién reducida y se agité a 25 °C durante 19 horas. Se afadi6é agua al
liguido de reaccion para preparar una solucion acuosa de 50 ml y la soluciéon acuosa resultante se detemind
cuantitativamente mediante analisis por HPLC y el rendimiento de sintesis de UP4U se calculé como 9%.

(4)Tratamiento de resultados-rendimiento

Para resumir el rendimiento de sintesis de UPsU en el antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolida y el
procedimiento de la presente invencién, se da como se muestra en la [Tabla 5] como se describe a continuacion.
Mas especificamente, se puso de manifiesto que el procedimiento de la presente invencién consigue un rendimiento
notablemente alto, en comparacién con el antiguo procedimiento de pirofosfato de dimidazolida que un
procedimiento conocido.

[Tabla 5]
Procedimiento Rendimiento de UP4U
Antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolida (sin catalizador) 10 %
Antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolida (catalizador: cloruro de cinc) 17 %
Antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolida (catalizador: tetrazol) 9%
Procedimiento de la presente invencién (Ejemplo 8) 51 %

(5) Tratamiento de resultados-subproductos
Ademas, con el fin de comparar la diferencia de los niveles de producciéon de impurezas en el procedimiento de la

presente invencion y en el antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolida, el producto del liquido de reaccidn,
después de sintetizar UP4U para cada procedimiento, se analizé por HPLC. Los graficos de HPLC se muestran en la
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[Fig. 3] a [Fig. 6]. Asimismo, en el antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolida y en el procedimiento del
presente ejemplo, la relacion de los subproductos distintos de UP4U que es un producto o UMP que es un material
de partida en el area del grafico de HPLC es como se muestra en la [Fig. 6] descrita anteriomente.

Como se desprende de las Figs. 3 a 6 y de la Tabla 6, en el antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo,
subproductos distintos de UP4U que es un producto o UMP que es un material de partida se generaron tanto como
aproximadamente 40 % en la relacion del area del grafico de HPLC y también el numero del tipo de subproductos es
alto. Por otra parte, en el procedimiento de la presente invencién, la relacion de subproductos distintos de UP4U o la
UMP que es un material de partida se redujo claramente como 16 % y también el nimero del tipo de subproductos
es muy bajo. Por tanto, en el procedimiento de la presente invencion, la generacién de subproductos se puede
reducir notablemente, por tanto, el producto se puede sintetizar eficientemente y el aislamiento y la purificacion son
faciles también.

[Tabla 6]
Procedimiento Relacién de area del subproducio
Antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo (sin catalizador) 40 %
Antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo (catalizador: cloruro de cinc) 39 %
Antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo (catalizador: tetrazol) 41 %
Procedimiento de la presente invencion (Ejemplo 8) 16 %

Basandose en la comparacion como se ha descrito anteriomente, se mostré que el procedimiento de la presente
invencién produce menos impurezas, en comparacion con el antiguo procedimiento de pirofosfato de diimidazolilo y
da un rendimiento notablemente mejorado, por tanto es muy adecuado como procedimiento de produccion industrial
en masa de UP4U.

La presente invencion se ha descrito anteriomente, basandose en los ejemplos. Los ejemplos son simplemente
ejemplos y se entiende por una persona experta en la técnica que son posibles diversas modificaciones y las
modificaciones estan también en el alcance de la presente invencion.

Por ejemplo, en los ejemplos anteriores, se us6 una solucién acuosa de cloruro férrico como la soluciéon acuosa que
contiene el ibn metalico que se usd, pero no es la intencidn de limitar en concreto y se puede usar adecuadamente
una solucion acuosa que disuelve (i) cloruro ferroso, cloruro férrico, bromuro férrico, tricloruro de aluminio, tricloruro
de cerio, tricloruro de lantano y similares como ejemplos del haluro metalico, (ii) sales inorganicas de sulfato, nitrato,
acido perclérico y similares de un metal seleccionado entre el grupo que consiste en hierro (divalente), hierro
(trivalente), aluminio, cerio y lantano como ejemplos de la sal inorganica metalica o (iii) trifluorometanosulfonato,
acetato, trifluoroacetato, citrato y similares de un metal seleccionado entre el grupo que consiste en hierro
(divalente), hierro (trivalente), aluminio, cerio y lantano como ejemplos de la sal organica metalica. Una persona
experta en la técnica puede entender facimente que el rendimiento de UP4U se mejora asi como los ejemplos
anteriores también, cuando se usa la solucién acuosa que contiene estos iones metalicos.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir P1,P4—di(uridina 5’-)tetrafosfato, que comprende hacer reaccionar un compuesto
activador de acido fosforico representado por la siguiente férmula [ll] o [lll] con un compuesto de acido fosférico
seleccionado entre el grupo que consiste en UMP, UDP, UTP y un acido pirofosférico o una sal del mismo,
excluyendo UTP libre, en agua o un disolvente organico hidrofilico, en presencia de un i6n metalico seleccionado
entre el grupo que consiste en un ién de hierro (ll), un i6n de hierro (lll), un ién de aluminio trivalente, un ién de
lantano trivalente y un ién de cerio trivalente.

(]

donde R’ representa un grupo uridilo que se une a la posicién 5’; X representa un grupo heterociclico seleccionado
entre el grupo que consiste en un grupo imidazolilo, un grupo bencmidazolilo y un grupo 1,2,4-triazolilo; y n
representa un nimero enterode 1 0 2,

0 0
.

X P 0o P X
|
HL HO

]

donde X representa un grupo heterociclico seleccionado entre el grupo que consiste en un grupo imidazolilo, un
grupo bencimidazolilo y un grupo 1,2 ,4-triazolilo.

2. El procedimiento de produccién de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el compuesto activador de acido
fosforico es UDP-imidazolida y el compuesto de acido fosforico es UDP o una sal de UDP.

3. El procedimiento de produccion de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el compuesto activador de acido
fosforico es UMP-imidazolida y el compuesto de acido fosférico es una sal de UTP.

4. El procedimiento de produccién de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el compuesto activador de acido
fosférico es UMP-imidazolida y el compuesto de acido fosférico es un acido pirofosférico o pirofosfato.

5. El procedimiento de produccién de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el compuesto activador de acido
fosférico es pirofosfato de diimidazolilo y el compuesto de acido fosférico es UMP o una sal de UMP.

6. El procedimiento de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el i6bn metalico
se seleccione entre el grupo que consiste en un i6n de hierro (ll), un ion de hierro (lll) yun ion de aluminio.

7. El procedimiento de produccién de acuerdo con la reivindicacion 6, donde el idn metalico es un ién de hierro (lll) o
un ién de aluminio.

8. El procedimiento de produccién de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el ién metalico se proporciona en forma
de cloruro, bromuro, nitrato, sulfato o acetato del metal.
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[Figura 1]
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[Figura 2]
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[Figura 3]
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[Figura 4]
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[Figura 5]
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[Figura 6]
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