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DESCRIPCION
Procedimientos para la preparacién de derivados acidos de GalNAc
La invencion se refiere a un nuevo procedimiento para la preparacion de derivados de GalNAc de formula |
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en la que n es un numero entero entre 0 y 10 y sus sales, sus enantidmeros correspondientes y/o los isémeros opticos
de los mismos.

Los derivados de GalNAc de formula | son normalmente el resto dirigido de conjugados que comprenden el resto
GalNAc y determinados oligonucleétidos. El resto GalNAc, debido a su afinidad por el receptor asialoglucoproteico que
se localiza en la célula hepatica, permite el suministro funcional de conjugados de oligonucleétidos a la célula
hepatica. Dichos conjugados antisentido de agrupamiento de GalNAc tienen el potencial de actuar como moduladores
farmacocinéticos y se describen, por ejemplo, en la publicacion PCT WO 2012/083046 o en la publicacion de solicitud
de patente de EE. UU. US 2011/0207799. Si bien estas publicaciones también divulgan procedimientos para la
preparacion de los derivados de GalNAc, se hallé que estos procedimientos no cumplen el estandar para una sintesis
a escala técnica.

Por lo tanto, el objetivo de la invencidn es proporcionar un procedimiento mejorado para la preparacion de los
derivados de GalNAc de férmula | que cumplen los requisitos de un procedimiento a escala industrial.

Otro objetivo de la invencion es el uso del derivado acido de GalNAc de férmula | para la preparacion de conjugados de
oligonucledtidos con GalNAc terapéuticamente valiosos y de un procedimiento para la preparacion de dichos conjugados.

El objetivo se pudo alcanzar con el procedimiento de la presente invencién que comprende

a) el acoplamiento de una sal triaminica de formula Il

+
NH,

07N NH;
H
07 o7

en la que R" es un grupo protector de éster y X es un anion de un acido con un acido tetrahidropiranico de férmula 1l
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en la que n es como anteriormente y R? es un grupo protector de hidroxi en presencia de un agente de acoplamiento
5 peptidico, una base aminica y un disolvente organico para formar el éster de GalNAc de férmula IV
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en la que n, R' y R? son como anteriormente;

10
b) la eliminacion del grupo protector de éster R' y de los grupos protectores de hidroxi R? en presencia de una base
mineral para formar la sal acida de GalNAc de férmula V
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en la que n es como anteriormente y M es un cation metalico;

y

c) opcionalmente, la transformacion de la sal acida de GalNAc de férmula V en el derivado acido de GalNAc de
féormula I.

Las siguientes definiciones se exponen para ilustrar y definir el significado y alcance de los diversos términos usados
para describir la invencion en el presente documento.

Siempre que un carbono quiral esté presente en una estructura quimica, se entiende que todos los estereoisémeros
asociados con ese carbono quiral estdn englobados por la estructura como estereoisémeros puros, asi como mezclas
de los mismos.

El término "alquilo C1.7" indica un grupo hidrocarburo saturado lineal o ramificado monovalente de 1 a 7 atomos de
carbono y, en modos de realizacion mas particulares, de 1 a 4 atomos de carbono. Ejemplos de alquilo incluyen metilo,
etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo o terc-butilo.

El término fenil-alquilo C1.7 indica un grupo fenilo que esta unido a un grupo alquilo C1.7 como se define anteriormente.
Un ejemplo particular es el grupo bencilo.

El grupo fenilo se puede sustituir opcionalmente por halégeno tal como cloro, bromo o yodo o por un grupo alquilo C1.7
como se define anteriormente.

El término "grupo protector de amino" indica grupos destinados a proteger un grupo amino e incluye bencilo,
benciloxicarbonilo, carbobenciloxi (CBZ o Z), 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC), p-metoxibenciloxicarbonilo,
p-nitrobenciloxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo (BOC) y trifluoroacetilo. Otros ejemplos de estos grupos se encuentran
en T. W. Greene y P. G. M. Wuts, "Protective Groups in Organic Synthesis", 2.2 ed., John Wiley & Sons, Inc., Nueva
York, NY, 1991, capitulo 7; E. Haslam, "Protective Groups in Organic Chemistry”, J. G. W. McOmie, Ed., Plenum
Press, Nueva York, NY, 1973, capitulo 5, y T.W. Greene, “Protective Groups in Organic Synthesis”, John Wiley &
Sons, Nueva York, NY, 1981. Los grupos protectores de amino preferentes son FMOC y BOC.

El término "grupo protector de hidroxi" y el término "grupo protector de éster" indican grupos destinados a proteger un
grupo hidroxi e incluyen grupos formadores de ésteres y éteres, en particular grupos tetrahidropiranilo, benzoilo,
acetilo, carbamoilo, bencilo y sililéteres (por ejemplo, TBS, TBDPS). Otros ejemplos de estos grupos se encuentran en
T.W. Greene y P. G. M. Wuts, "Protective Groups in Organic Synthesis", 2.2 ed., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York,
NY, 1991, capitulo 2-3; E. Haslam, "Protective Groups in Organic Chemistry”, J. G. W. McOmie, Ed., Plenum Press,
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Nueva York, NY, 1973, capitulo 5, y T.W. Greene, “Protective Groups in Organic Synthesis”, John Wiley & Sons,
Nueva York, NY, 1981.

En un modo de realizacién preferente, el derivado de GalNAc tiene la férmula la, en la que n es como anteriormente.

Asimismo, de acuerdo con la formula la, los compuestos intermedios II, IlI, 1V, X, XI, XII, XIll, XIV, XX, XXI y XXII
comparten la misma estereoquimica en sus centros quirales.
10

Sintesis de la sal triaminica de férmula Il (componente basico A):

El procedimiento comprende

15 a1) transformacion del acido carboxilico de formula X

en la que R® y R* son diferentes e independientes entre si y son un grupo protector de amino, en un éster de formula
20 XI

i
HN
. N X
R~
1
R
0 o~

en la que R" es un grupo protector de éster y R® y R* son como anteriormente;
25
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b1) eliminacién del grupo protector de amino R* y posteriormente formacién de una sal aminica de formula Xl

B

|
X HN
H3+NI\J Xl
1
R
o} 0~

en la que R" y R® son como anteriormente y X es un anion acido;
c1) acoplamiento de la sal aminica de férmula XII con un derivado de acido hexanoico de férmula XIlI

gm
|

! NH
||?3

HN X
0% SOH

en la que R¥ y R3" son grupos protectores de amino, para formar la triamina protegida de formula XIV
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en la que R¥, R¥, R¥" y R son como anteriormente;
d1) conversioén de la triamina protegida de férmula XIV, con un acido, en la sal triaminica de férmula II.

La etapa a1) comprende la transformacion del acido carboxilico de férmula X con un alcohol R'OH en presencia de un
agente activador, un catalizador de aminas y un disolvente organico en el éster respectivo de formula XI.

Dado que el grupo protector de éster se debe poder escindir en condiciones basicas, alcoholes R'OH adecuados son
aquellos en los que R' es alquilo C1.7 o fenil-alquilo C1.7, en el que el grupo fenilo esta opcionalmente sustituido por
halégeno o alquilo C1-7. En particular, son adecuados los alcoholes alifaticos C+-4, tales como metanol o etanol o
alcohol bencilico. El alcohol preferente es el alcohol bencilico.

Es importante que los grupos protectores de amino R¥, R®" y R®” sean diferentes de R* con respecto a las condiciones
para su eliminacion. Adecuadamente, para R¥, R¥ y R%" se selecciona un grupo protector de amino que se pueda
escindir en condiciones acidas, tales como el grupo Boc preferente.

Para los grupos protectores de amino R* se seleccionan preferentemente grupos que se puedan escindir en
condiciones basicas o por medio de hidrogenoalisis, tales como FMOC (condiciones basicas) o Z (hidrogenolisis).
FMOC es el grupo protector de amino preferente para R*.

Los agentes activadores adecuados se pueden seleccionar entre las carbodiimidas clasicas conocidas por los
expertos en la técnica, tales como N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC), N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC) o
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), pero preferentemente se usa DCC.

La presencia de un catalizador de aminas, preferentemente 4-(dimetilamino)piridina, es ventajosa para la
esterificacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2744 437 T3

La esterificacion se realiza, por lo general, a una temperatura de 20 °C a 50 °C en un disolvente organico aprotico tal
como hidrocarburos halogenados como el diclorometano.

La etapa b1) en una primera etapa implica la eliminacién del grupo protector de amino R4, preferentemente Fmoc, con
una amina alifatica en presencia de un disolvente organico.

Convenientemente, la amina alifatica es una amina alifatica secundaria tal como dimetilamina, dietilamina, morfolina o
piperazina. Preferentemente se aplica dietilamina.

La reaccién se realiza, por lo general, en un disolvente organico adecuado, tal como en disolventes aproéticos polares
como tetrahidrofurano a temperaturas de reaccion de entre 20 °C y 50 °C.

El exceso de amina se puede eliminar adecuadamente mediante destilacion aceotrépica con un disolvente adecuado
tal como, por ejemplo, con acetonitrilo.

En una segunda etapa de la etapa b1), la amina libre se transforma en una sal aminica de férmula XIl con un acido
adecuado.

Los acidos adecuados son &acidos minerales como &cido clorhidrico o acido fosforico o acidos sulfonicos.
Preferentemente se pueden usar acidos sulfénicos, tales como acido metanosulfénico o acido p-toluensulfonico, y
mas preferentemente, acido metanosulfénico.

En consecuencia, X representa el anién del acido aplicado.

Dado que, por lo general, la amina libre no se aisla, la reaccion puede tener lugar en el acetonitrilo usado en la etapa
b1), normalmente a temperatura ambiente.

La sal aminica formada de formula XlI se puede aislar, por lo general, mediante filtracion.

La sal aminica de formula XIl|

H3+N X

en la que
R es bencilo, R¥ es Boc
y X es el anién del acido metanosulfonico, constituye otro modo de realizacion de la presente invencion.

La etapa c1) implica el acoplamiento de la sal aminica de formula XlI en la que R', R¥ y X son como anteriormente,
pero preferentemente en la que R" es bencilo, R* es Boc y X es el anion del acido metanosulfénico con el derivado de
acido hexanoico de férmula XllI, en la que R® y R®" son como anteriormente, pero preferentemente son Boc con un
agente de acoplamiento en presencia de una base aminica y un disolvente organico, y la formacion de la triamina
protegida de formula XIV.

El acoplamiento puede seguir los procedimientos clasicos conocidos por los expertos en la técnica usando un agente
de acoplamiento carbodiimidico como DCC (N,N'-diciclohexilcarbodiimida), EDC
(N-[3-dimetilaminopropil]-N'-etilcarbodiimida) o EDC HCI (clorhidrato de N-[3-dimetilaminopropil]-N'-etilcarbodiimida) y
un aditivo como HOBt (1-hidroxibenzotriazol)) HOSu (N-hidroxisuccinimida), TBTU (tetrafluoroborato de
N,N,N',N'-tetrametil-O-[benzotriazol-1-ilJuronio, HBTU (hexafluorofosfato de
2-[1H-benzotriazol-1-il]-1,1,3,3-tetrametiluronio) o HOAt (1-hidroxi-7-azabenzotriazol) y combinaciones comunes de
los mismos tales como TBTU/HOBt o HBTU/HOAL.

En un modo de realizacién preferente, el anhidrido del acido n-propilfosfénico (T3P) se selecciona como agente de
acoplamiento conjuntamente con una base aminica terciaria, como trietilamina o N-etildiisopropilamina, pero
preferentemente con N-etildiisopropilamina.
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Los derivados de acido hexanoico de férmula XIIl, en particular el derivado protegido con Boc, son compuestos que
estan disponibles comercialmente.

La reaccion de acoplamiento tiene lugar normalmente en un disolvente aprético polar como acetonitrilo o
tetrahidrofurano o mezclas de los mismos a temperaturas de reaccion en el intervalo de 0 °C a 50 °C.

El aislamiento de la triamina protegida en bruto de formula XIV puede ocurrir eliminando los disolventes. La posterior
cristalizacion, por ejemplo, con acetonitrilo, da lugar a un producto de alta pureza que se puede usar facilmente para la
siguiente etapa d1).

En un modo de realizacion preferente, en la triamina protegida de formula XIV, R es bencilo y R¥, R®" y R%” son Boc.

La etapa d1) implica la conversion de la triamina protegida de férmula XIV en la que R, R¥, R®" y R¥” son como
anteriormente, preferentemente en la que R es bencilo y R¥, R%" y R®" son Boc con un &cido en presencia de un
disolvente organico, en la sal triaminica de férmula I1.

Los acidos adecuados son acidos minerales como acido clorhidrico o acido fosférico, acido trifluoroacético o acidos
sulfénicos. Preferentemente se pueden usar acidos sulfénicos, tales como &acido metanosulfonico o acido
p-toluensulfonico, y mas preferentemente, acido metanosulfénico.

Preferentemente se usa un exceso de 4 eq. a 10 eq. del acido respectivo.

La reaccion se realiza normalmente en un disolvente aprético polar adecuado a una temperatura de reaccién de 20 °C
a 80 °C.

En un modo de realizacion preferente de la presente invencion, la conversion se realiza en un disolvente aprético polar
que impide la cristalizacion de la sal triaminica de féormula Il resultante. En particular, el disolvente preferente es
acetonitrilo, que deja la sal triaminica de férmula Il resultante en forma de una emulsion que se puede usar facilmente
para el posterior acoplamiento con el acido tetrahidropiranico de féormula Il en la etapa a).

Sintesis del acido tetrahidropiranico de férmula lll (componente basico B):

El procedimiento para producir el acido tetrahidropiranico de férmula Ill comprende

a2) la transformacion de un diol de férmula XX

HO MOH
O n

XX

en la que n es un numero entero entre 0 y 10, en el éster alcohdlico de formula XXI

0
HO\/\£ /\410\)']\
0 o)
n
XX R’

en la que n es como anteriormente y R® es un grupo protector de éster;

b2) el acoplamiento del éster alcohdlico de férmula XXI con un derivado tetrahidropiranico de férmula XXII
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R|2
O
R|2
@]
) XXII
2 6
R R
\O o~
YNH

en la que R? y R® independientes entre si son grupos protectores de hidroxi para formar un éster tetrahidropiranico de
férmula XXIII

2

R
o)
T2
o)
0
RA 0 0
o o/\/% \/ﬁ\o/ﬁ( R
e O

o XXl

en la que R? y R® son como anteriormente;

c2) la eliminacion del grupo estérico R para formar el acido tetrahidropiranico de férmula l11.

La etapa a2) requiere la transformacion del diol de férmula XX en el éster alcohdlico de formula XXI.

El diol de féormula XX se caracteriza por n repeticiones de unidades -(CH2-)-O-. Por lo general, el nimero entero n se
selecciona entre 0 y 10, pero preferentemente entre 0 y 5, mas preferentemente entre 0 y 2. El diol preferente es el
2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxiletanol disponible comercialmente (n = 1).

En una primera etapa de la etapa a2), el diol de férmula XX se desprotona con un alcoholato de metal alcalino.

Los alcoholatos de metales alcalinos adecuados son alcoholatos terciarios de sodio o potasio tales como f-butilato de
sodio o potasio o amilato de sodio o potasio.

Para la desprotonacién puede estar presente un disolvente aprético polar o proético polar tal como
N,N-dimetilformamida o alcoholes terciarios como t-butanol o 2-metil-2-butanol y la reaccién puede tener lugar a entre
50 °Cy 120 °C.

En una segunda etapa de la etapa a2), el resto de acido acético se introduce con un acido acético halogenado o con
una sal adecuada del mismo.

El &cido acético halogenado adecuado es acido bromoacético o cloroacético o las sales de metales alcalinos de los
mismos. En un modo de realizacién preferente se emplea una sal del acido acético halogenado, mas preferentemente
se usa cloroacetato de sodio.

La reaccion puede tener lugar en un disolvente aprético polar o prético polar, normalmente en el mismo disolvente que
en la etapa previa.

La temperatura de reaccién depende del disolvente, pero por lo general se selecciona entre 50 °C y 120 °C.
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En la tercera etapa de la etapa a2), la sal estérica intermediaria se transforma sin aislamiento en el éster alcohdlico de
formula XXI.

La formacion del éster alcoholico significa la introduccion del grupo protector de éster RS.
Si bien la técnica conoce muchas posibilidades para proteger un éster, el grupo bencilo resulté ser el mas adecuado.
Su introduccién puede ocurrir con un halogenuro de bencilo o un éster bencilsulfonilico, pero preferentemente con

bromuro de bencilo.

La esterificacion puede tener lugar en un disolvente aprotico polar, normalmente en el mismo disolvente que en la
etapa anterior, a una temperatura de reaccién de 20 °C a 120 °C.

El aislamiento del éster alcohdlico de la mezcla de reaccion puede ocurrir por medio de extraccidon con un disolvente
adecuado tal como con metil-t-butiléter y la eliminacion del disolvente. La etapa b2) requiere la reaccion del éster
alcohodlico de férmula XXI con el derivado tetrahidropiranico de férmula XXII en presencia de un acido y un disolvente
organico para formar el éster tetrahidropiranico de férmula XXIII.

Aungue la técnica conoce muchos grupos protectores de hidroxi, R? y R® son, preferentemente, acetilo.

El derivado tetrahidropiranico de formula XXII, en particular los derivados de acetilo, son compuestos que estan
disponibles comercialmente.

Los acidos adecuados son acidos sulfonicos halogenados tales como el acido trifluorometanosulfénico preferente.

La reaccion se realiza normalmente en presencia de un disolvente aprético polar como diclorometano a temperaturas
de reaccion de 0 °C a 40 °C.

En un modo de realizacion preferente, el acido acético generado se elimina mediante destilacion continua durante el
transcurso de la reaccion.

Después de la neutralizacion de la mezcla de reaccioén, el éster tetrahidropiranico de férmula XXIIl se puede aislar
eliminando los disolventes. El producto en bruto se puede purificar mediante cromatografia de silice con
n-heptano/acetona o, preferentemente, metil-terc-butiléter/acetona como fase movil.

En un modo de realizacién preferente, en el éster tetrahidropiranico de formula XXIll, R? es acetilo y R® es bencilo.

La etapa c2) se refiere a la eliminacion del grupo estérico RS.

La eliminacién de un grupo estérico es, en principio, conocida por los expertos en la técnica y esta bien descrita en la
literatura.

Como modo de realizacion preferente, la etapa c2) implica una hidrogenacion catalitica con hidrégeno en presencia de
un catalizador de hidrogenacion para eliminar el grupo bencilo y la formaciéon del acido tetrahidropiranico de formula 111

El catalizador de hidrogenacion tipico para la eliminacién del grupo bencilo es paladio sobre carbono (Pd/C).

La reaccidon se realiza normalmente en presencia de un disolvente aprético polar como tetrahidrofurano a
temperaturas de reaccién de entre 10 °C y 30 °C y a una presion de hidrégeno de 1 bar a 5 bar.

El acido tetrahidropiranico de formula Ill se puede usar, después de eliminar por filtracion el catalizador, directamente
en solucioén para el posterior acoplamiento en la etapa a) del procedimiento de la presente invencion.

En el 4acido tetrahidropiranico preferente de férmula I, R? es acetilo.

En otro modo de realizacion, el éster alcohdlico de férmula XXI se puede preparar con un procedimiento que
comprende las etapas de:

a3) la diazotacion de un 2-aminoacetato de formula XXV

10
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X~ H;'N
o)

XXV L

en la que R% es como anteriormente y X es un atomo de halégeno con un nitrito para formar el compuesto 2-diazo de
férmula XXVI

0
"N
Nyt
NA
|
XXV o8

en la que R% es como anteriormente; y

b3) la transformacién del compuesto 2-diazo de formula XXVI con el diol de formula XX en el éster alcohdlico deseado
de formula XXI.

La etapa a3) requiere la aminodiazotacién del 2-aminoacetato de férmula XXV y la formacion del compuesto 2-diazo
de formula XXVI.

El aminoacetato de férmula XXV es un compuesto disponible comercialmente que se aplica adecuadamente como
clorhidrato (X = Cl).

La diazotacion se realiza, por lo general, con un nitrito alcalino, preferentemente con nitrito de sodio en presencia de
una mezcla de disolventes de agua y un disolvente aprético no polar a una temperatura de reaccién de -10 °C a 10 °C,
preferentemente de 0 °C a 5 °C.

Los disolventes aproticos no polares adecuados se pueden seleccionar de metil-terc-butiléter, tetrahidrofurano, 2-metil
tetrahidrofurano, ciclopentil-metiléter, diclorometano y tolueno. Preferentemente, se usa tolueno en una mezcla 1:1 v/v
con agua.

El compuesto 2-diazo de férmula XXVI obtenido se mantiene disuelto en la fase organica para la transformacion
posterior en la etapa b3).

La etapa b3) requiere la transformacion del compuesto 2-diazo de féormula XXVI con el diol de formula XX.
Como se explica anteriormente, el diol de formula XX se caracteriza por n repeticiones de unidades -(CHz-)-O-. Por lo
general, el nimero entero n se selecciona entre 0 y 10, pero preferentemente entre 0 y 5, mas preferentemente entre

0y 2. El diol preferente es el 2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxi]etanol disponible comercialmente (n = 1).

La reaccion se puede realizar en presencia de un acido de Lewis y un disolvente aprético no polar entre -10 °Cy 10 °C,
preferentemente entre 0 °C y 5 °C.

El disolvente aprético no polar es, por lo general, el mismo que se usa en la etapa a3).

Los acidos de Lewis tipicos se pueden seleccionar entre trihalogenuros de boro, tales como trifluoruro de boro y sus
aductos disponibles comercialmente como dietileterato de trifluoruro de boro o acetato de rodio (ll) o
trifluorometanosulfonato de cobre (Il). Preferentemente se aplica trifluoruro de boro en forma de dietileterato.

El éster alcohdlico de formula XXI se puede aislar de la mezcla de reaccion mediante procedimientos de preparacion
comunes que implican la separacion de la capa organica, la eliminaciéon del disolvente por evaporacion v,
opcionalmente, la purificacién adicional del producto en bruto por medio de cromatografia.

El éster alcohdlico de formula XXl se puede usar a continuacion facilmente para la siguiente etapa b2).

Ensamblaje de los componentes basicos Ay B
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La etapa a) requiere el acoplamiento de la sal triaminica de formula 1l con el acido tetrahidropiranico de formula Ill en
presencia de un agente de acoplamiento peptidico, una base aminica y un disolvente organico para formar el éster de
GalNAc de férmula IV.

Como se describe anteriormente, tanto la sal triaminica de férmula Il como el &cido tetrahidropiranico de formula Ill se
pueden usar preferentemente sin aislamiento de la mezcla de reaccion resultante de su sintesis.

Como se explica anteriormente, en el acido tetrahidropiranico preferente de formula Ill, R? es acetilo y, en la sal
triaminica preferente de formula Il, R" es bencilo y X es el anion del acido metanosulfonico.

El acoplamiento puede seguir los procedimientos clasicos conocidos por los expertos en la técnica usando un agente
de acoplamiento carbodiimidico como DCC y un aditvo como HOBt (1-hidroxibenzotriazol)) HOSu
(N-hidroxisuccinimida), TBTU (tetrafluoroborato de N,N,N',N'-tetrametil-O-[benzotriazol1-iljuronio), HBTU
(hexafluorofosfato de 2-[1H-benzotriazol-1-il]-1,1,3,3-tetrametiluronio) o HOAt (1-hidroxi-7-azabenzotriazol) y
combinaciones comunes de los mismos tales como TBTU/HOBt o HBTU/HOAL.

En un modo de realizacion preferente, el anhidrido del acido n-propilfosfonico (T3P) se selecciona como agente de
acoplamiento conjuntamente con una base aminica terciaria, como trietilamina o N-etildiisopropilamina, pero
preferentemente N-etildiisopropilamina.

La reaccion de acoplamiento tiene lugar normalmente en un disolvente aprotico polar como acetonitriio o
tetrahidrofurano o mezclas de los mismos a temperaturas de reaccion en el intervalo de 20 °C a 70 °C.

El acido metanosulfénico formado y el exceso de base aminica y agente de acoplamiento se pueden eliminar después
de completar la reaccion de acoplamiento precipitando el producto en bruto en un disolvente organico adecuado, tal
como en 2-propanol.

En un modo de realizacion alternativo y preferente, las etapas a) y b) se pueden combinar y realizar en una etapa sin
aislar el éster de GalNAc de féormula IV. En consecuencia, la mezcla de reaccion de la etapa a) se puede tratar
directamente con la base mineral como se explica en la etapa b) a continuacion.

En el éster de GalNAc preferente de formula IV, R es bencilo y R? es acetilo.

La etapa b) requiere la eliminacién del grupo protector de éster R' y de los grupos protectores de hidroxi R? en
presencia de una base mineral para formar la sal acida de GalNAc de férmula V.

Por lo general, el éster de GalNAc de formula IV se disuelve en un disolvente organico polar, en particular en un
alcohol como metanol.

M representa un cation metalico, normalmente un catiéon de metal alcalino o alcalinotérreo tal como litio, sodio, potasio,
rubidio, calcio o magnesio, pero preferentemente sodio, potasio o calcio, mas preferentemente sodio.

En consecuencia, una base mineral adecuada es un hidréxido de metal alcalino o alcalinotérreo seleccionado de
hidréxido de sodio, potasio o calcio, tipicamente aplicado en forma de una solucion acuosa. Preferentemente se usa
hidréxido de sodio acuoso en un exceso de 11 eq. a 25 eq.

La reaccion se puede realizar a una temperatura de 0 °C a 40 °C.

El producto en bruto se puede aislar por evaporacién del disolvente. La purificacion adicional del producto se puede
lograr por cromatografia preparativa en fase inversa usando una fase estacionaria polar y una fase movil polar.

Una fase movil polar preferente resultdé ser mezclas de hidrogenocarbonato de sodio acuoso y acetonitrilo que se
aplicaron con gradientes variables.

La concentracion de las fracciones seleccionadas de la cromatografia proporciona una sal acida de GalNAc pura de
formula V.

En la sal acida de GalNAc preferente de férmula V, R" es bencilo, R? es acetilo y M es sodio.

No es necesaria ninguna concentracion en caso de que la sal de GalNAc de formula V se someta a la etapa opcional
c) que comprende la transformacion de la sal acida de GalNAc de férmula V en el derivado acido de GalNAc de
férmula I.

La transformacion se puede realizar por intercambio i6nico con un intercambiador de cationes adecuado o, de forma

alternativa, por neutralizacidon con un acido adecuado, por ejemplo, acido fosférico o &cidos sulfénicos como acido
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metanosulfénico.

En caso de que se aisle el derivado acido de GalNAc deseado de formula I, la transformacién puede tener lugar
preferentemente en una solucion metandlica. La eliminacién del disolvente hace que el producto deseado tenga una
alta pureza y rendimiento.

De forma alternativa, en el caso de que el derivado acido de GalNAc de férmula | se someta directamente a la
conjugacion con oligonucledtidos, la transformacion se realiza adecuadamente en un disolvente aprético polar como
N,N'-dimetilformamida.

Como oftra alternativa, el derivado acido de GalNAc de férmula | se puede transformar nuevamente en una sal de
GalNAc de formula V en presencia de una base mineral adecuada, como se explica anteriormente. Esta alternativa
permitiria, en principio, cambiar el cation metalico.

En consecuencia, el término "sal" en el contexto del derivado acido de GalNAc de formula | significa una sal de metal
alcalino o alcalinotérreo con un catiéon seleccionado de litio, sodio, potasio, rubidio, calcio o magnesio, pero
preferentemente sodio, potasio o calcio, mas preferentemente sodio.

Conjugacioén a oligonucledtidos

El derivado acido de GalNAc de formula | o la sal acida de GalNAc de formula V se pueden usar como se describe
inicialmente para la preparacion de conjugados de oligonucleétidos con GalNAc terapéuticamente valiosos.

El término "oligonucledtido”, como se usa en el presente documento, se define como lo entiende en general el experto
en la técnica, como una molécula que comprende dos o0 mas nucledsidos unidos covalentemente. Para su uso como
un oligonucledtido terapéuticamente valioso, los oligonucleétidos se sintetizan tipicamente con una longitud de 7 a 30
nucleotidos.

Los oligonucledtidos pueden consistir en ADN, ARN, ARN modificado o mondmeros de nucledsidos de LNA o
combinaciones de los mismos. Los mondmeros de nucledsidos de LNA son nucledsidos modificados que comprenden
un grupo conector (denominado birradical o puente) entre C2' y C4' del anillo glucidico de ribosa de un nucleétido.
Estos nucledsidos también se denominan acido nucleico con puente o acido nucleico biciclico (BNA) en la literatura.

Los oligonucledtidos también pueden contener conectores amino en el extremo 5' del oligonucleétido tales como, por
ejemplo, un conector amino C-6.

La preparacion de conjugados de polinucleétidos con GalNAc comprende las etapas de:

a3) preparacion del derivado acido de GalNAc de férmula | o la sal acida de GalNAc de férmula V de acuerdo con la
presente invencién como se describe anteriormente y

b3) conjugacion del derivado acido de GalNAc de formula | o la sal acida de GalNAc de férmula V en condiciones de
acoplamiento peptidico con un polinucledtido.

Es preferente la conjugacion con la sal acida de GalNAc de féormula V.

Las condiciones de acoplamiento peptidico son procedimientos clasicos conocidos por los expertos en la técnica que
usan un agente de acoplamiento carbodiimidico como DCC (N,N'-diciclohexilcarbodiimida), EDC
(N-[3-dimetilaminopropil]-N'-etilcarbodiimida) o EDC HCI (clorhidrato de N-[3-dimetilaminopropil]-N'-etilcarbodiimida) y
un aditivo como HOBt (1-hidroxibenzotriazol)), HOSu (N-hidroxisuccinimida), TBTU (tetrafluoroborato de
N,N,N',N'-tetrametil-O-[benzotriazol-1-ilJuronio, HBTU (hexafluorofosfato de
2-[1H-benzotriazol-1-il]-1,1,3,3-tetrametiluronio) o HOAt (1-hidroxi-7-azabenzotriazol) y combinaciones comunes de
los mismos tales como TBTU/HOBt o HBTU/HOAL.

A modo de ejemplo, la publicacion de solicitud de patente de EE. UU. 2011/0207799 se puede citar como referencia de
una conjugacion de derivados de GalNAc con oligonucledtidos.

Ejemplos

Abreviaturas:

AcOH acido acético

DMAP 4-(dimetilamino)-piridina
DMF N,N'-dimetilformamida
EtOH etanol
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MeOH metanol

t.a. temperatura ambiente
THF tetrahidrofurano
TBME éter metil-terc-butilico

Componente basico A:

Ejemplo 1

(2S)-6-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)hexanoato de bencilo

\|/ 1,0 eq. alcohol bencilico \i/

le) 0 1,0 eq. DCC [e) 0
0,05 eq. DMAP Y
ikl CH,Cl,/ta./16 h N

H H
O. O\I-rN cantidad en bruto O O\H/NI\j
0 o]
0 O/\©
Se suspendieron 2340¢g (500,0 mmol) de acido
(2S)-6-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)hexanoico en 500 ml de diclorometano, se
afiadieron 62,0 ml (600 mmol, 1,2 eq.) de alcohol bencilico y 3,05 g de DMAP (25,0 mmol, 0,05 eq.). La solucién se
enfrié a 0-5 °C en el transcurso de 40 min, se afiadié gota a gota una solucién de 108,0 g (525,0 mmol, 1,05 eq.) de
N,N'-diciclohexilcarbodiimida en 500 ml de diclorometano. La suspension blanca se agitdé durante 1 ha 0-5°Cy, a
continuacién, durante 15 h a temperatura ambiente. La suspension se filtré sobre un filtro de vidrio G3, los residuos de
filtracion blancos se lavaron por partes con un total de 250 ml de diclorometano. El filtrado se evaporé a
650-10 mbar/1 h para obtener un aceite amarillo, que se disolvié en 2,0 | de acetato de etilo, se extrajo con 2,0 | de
acido clorhidrico 0,5 M, 2,01 de NaHCO3 1 M y 1,01 de salmuera, se evaporé la capa organica a sequedad a
40 °C/150-10 mbar/5 h para obtener 2911g de
(2S)-6-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(9H-fluoren-9-iimetoxicarbonilamino)hexanoato de bencilo en bruto como un

sélido blanco con un rendimiento del 104 % y una pureza del 96,4 % (% del area por HPLC; contiene aprox. 5 % de
alcohol bencilico).

I

El material se usé en la siguiente etapa sin purificacion adicional. EM: m/z = 459,22735 (M-Boc+H)*.

Ejemplo 2

Sal acida metanosulfénica de (2S)-2-amino-6-(terc-butoxicarbonilamino)hexanoato de bencilo

\~/ 1) 20 eq. de dietilamina \\/

00 THF/t.a./2 hlevapor.
Y 2) 1 eq. de CH,SOH CH,SO,H Ox°
HN CH,CN/t.a./16 h \\]/

H _ HN NH
o._ _N >
Y crist. en CH,CN 91 %
o s s
o o/\©

Se disolvieron 291,1 g (500,0 mmol) de (2S)-6-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)

hexanoato de bencilo (pureza por HPLC; 95,8 %; contiene aprox. 5 % de alcohol bencilico) en 1,41 de THF a
temperatura ambiente. Dentro de 10 minutos, se afiadieron 1,04 | de dietilamina (10,0 mol, 20 eq.), la solucién de color
amarillo claro se agité durante 2 h a temperatura ambiente y, a continuacion, se evaporé a 40 °C/200-10 mbar, se
afiadieron 200 ml de acetonitrilo y se evapor6 nuevamente para eliminar eficazmente la dietilamina a
40 °C/100-10 mbar/1 h. Finalmente, se obtuvieron 268,1 g de un aceite amarillo, que se disolvio en 2,51 de
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acetonitrilo, agitando durante 10 min a temperatura ambiente. Las particulas insolubles se filtraron sobre un filtro de
fibra de vidrio y se lavaron con 500 ml de acetonitrilo. El filtrado se traté gota a gota en el transcurso de 10 min con
34,0 ml de acido metanosulfénico a 20 °C-25 °C. La suspension blanca formada se agit6é durante 17 h a temperatura
ambiente y se filtr6 sobre un filtro de vidrio G3. Los residuos de filtracion se lavaron por partes con 500 ml de
acetonitrilo. Los cristales blancos se secaron a 40 °C/15 mbar/4 h para obtener 195,8 g de sal acida metanosulfénica
de (2S)-2-amino-6-(terc-butoxicarbonilamino)hexanoato de bencilo en forma de cristales blancos con un rendimiento
del 91 % (2 etapas) y un 99,3 % de pureza (% del area por HPLC). EM: m/z = 337,2149 (M+H)".

Ejemplo 3

(2S)-2-[[(2S)-2,6-bis(terc-butoxicarbonilamino)hexanoillamino]-6-(terc-butoxicarbonilamino)hexanoato de bencilo
\‘/ OYO\{/

’ 15eq.de T3P 04O NH
\~/ 4,5 eq. de DIPEA \l/
THFt.a./1,5h HN & o
CH,SOH O © fil. CH.CN
Y 101%
H,N NH . O” "N NH
I\/\/ HI\/\/

\|/ oﬁ,o

0, o} NH

¥ enantiémero

H N
O OH

Se suspendieron 190,0 g (439,0 mmol) de sal acida metanosulfénica de
(2S)-2-amino-6-(ferc-butoxicarbonilamino)hexanoato de bencilo en 1,91 de THF a temperatura ambiente. Se
afnadieron 335 ml (1,98 mol, 4,5 eq.) de N-etildiisopropilamina, con lo que la temperatura disminuyé ligeramente hasta
15 °C. A continuacion, se afadieron 213 g (615 mmol, 1,4 eq.) de acido
(S)-2,6-bis((terc-butoxicarbonil)amino)hexanoico y la suspensién blanca se agité a temperatura ambiente durante
20 min. Se afiadieron gota a gota 390 ml de anhidrido del acido n-propilfosfonico (T3P como trimero ciclico al 50 % en
acetato de etilo, 659 mmol, 1,5 eq.) en el transcurso de 20 min a 20-25 °C (enfriado en un bafio de agua fria). La
solucion turbia de color amarillo claro resultante se agité a temperatura ambiente durante 1,5 h, se transfirié a un
embudo de separacion, se diluyé con 1,9 | de TBME y se extrajo con 1,9 | de agua, 1,9 | de acido clorhidrico 0,5 M,
1,91de NaOH 0,5 M, 1,91 de agua y 1,9 | de salmuera. La capa organica separada, aun turbia, se filtré sobre un filtro
de fibra de vidrio, el filtro se lavd con 100 ml de TBME vy los filtrados combinados se evaporaron a 40 °C/100 mbar/1 h,
se afiadié de nuevo 1,0 | de TBME (para eliminar el agua de forma aceotrépica) y se evaporé a 40 °C/250-10 mbar/1 h
para obtener 296,4 g en bruto como un residuo sélido blanco.

El sdlido en bruto se traté con 500 ml de acetonitrilo y la solucién turbia se calentdé a 60-65 °C durante 10 min. La
mezcla se enfrié a 20-25 °C, se agité durante 10 min, se filtrd sobre un filtro de fibra de vidrio y se lavé con 50 ml de
acetonitrilo. La solucion de color amarillo claro se evaporé a 40 °C/100-10 mbar/4 h para obtener 295 g de
(2S)-2-[[(2S)-2,6-bis(terc-butoxicarbonilamino)hexanoillamino]-6-(terc-butoxicarbonilamino)hexanoato de bencilo
como un sélido blanquecino con un rendimiento del 101 % (pureza por HPLC: 100 %, pureza del diasteredmero (SS):
98,6 %) que se usé sin purificacion adicional en la siguiente etapa. EM: m/z = 565,3741 (M-Boc+H)*.

Ejemplo 4

Sal acida trimetanosulfonica de (2S)-6-amino-2-[[(2S)-2,6-diaminohexanoillaminolhexanoato de bencilo
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(0] 0]
ooyt "
0 0 NH 5,0 eq. de acido metanosulfénico H N
Y \}/ CH,CN/55-60 °C/2 h 2 3 x CH,SO,H
HN
OYO (0] N NH .
H cantidad en bruto HI\/\/
0] N NH

emulsion lista para la siguiente
etapa sin purificacién adicional Q 0
o) o/\©

como emulsion en CH,CN

Se suspendieron 124,0 g (187 mmol) de (2S)-2-[[(2S)-2,6-bis(terc-butoxicarbonilamino)hexanoillamino]-6-(terc-butoxi
carbonilamino)hexanoato de bencilo en 1,25 | de acetonitrilo. Se afiadieron 61,0 ml (935,0 mmol, 5,0 eq.) de acido
metanosulfénico a 20-25 °C en el transcurso de 10 min (evolucidén de gas). La suspension anaranjada resultante se
calenté en 40 min a 55-60 °C y se agitd durante 1 h adicional a 55-60 °C. La emulsién de color anaranjado rojizo se
enfrio a temperatura ambiente (la eliminacion de Boc se controlé mediante "H-RMN) y se uso sin purificacion adicional
en la etapa de ensamblaje A+B, ejemplo 8. EM: m/z = 365,2558 (M+H)*.

Componente basico B:

Ejemplo 5a
2-[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxi]etoxilacetato de bencilo
— — o]

OH o
1) 1,0 eq. de CH,ONa al 25 %

(0]
j f s
DMF/40 °C/50-25 mbar/1 h
o] 2) 0,5 eq. de acido /r 0,5 eq. de bromuro de e}
bencilo DMF/t.a./16 h H
o}

H bromoacético DMF/t.a./7 h o)
o . H una cromatografia
cantidad en bruto :
4 13 %
(HPLC, 99 % del area)
HO HO
HO

Se disolvieron 30,0 g (200,0 mmol) de 2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxiletanol en 50 ml de DMF a 20-25 °C vy, a continuacion,
se afiadieron 46,0 ml de metdxido de sodio al 25 % (200,0 mmol, 1,0 eq.) en metanol. La solucién formada se evaporé
a 40 °C/50 mbar/0,5 h (eliminacion de 40 ml de disolvente), se afiadieron nuevamente 50 ml de DMF y se evaporo a
40 °C/20 mbar/0,5 h (eliminaciéon de 15 ml de disolvente). A la suspension ligeramente gelatinosa se le afiadié una
solucion de 13,9 g de acido bromoacético (100 mmol, 0,5 eq.) en 50 ml de DMF a 20-25 °C y la mezcla se agit6
durante 6 h. Se afadieron 11,9 ml de bromuro de bencilo (100 mmol, 0,5 eq.) y la mezcla se agité durante otras 16 h a
20-25 °C. La mezcla de reaccion se trato, a continuacion, con 200 ml de salmuera y se extrajo con 200 ml de TBME.
La capa de TBME separada se extrajo con 200 ml de salmuera, la capa de TBME separada se secé a continuacion
con sulfato de sodio anhidro, se filtré6 y se evapordé a 40 °C/300-10 mbar/1 h para obtener 23,9 g en bruto de
2-[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxi]etoxilacetato de bencilo.

Después de la cromatografia (600 g de silice 60 [0,063-0,2 mm], fase movil: acetato de etilo), se aislaron un total de

7,85 g de 2-[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxiletoxilacetato de bencilo como un aceite incoloro con un rendimiento del 13 % y
un 99,0 % de pureza (% del area por HPLC). EM: m/z = 299,1517 (M+H)*.

Ejemplo 5b

2-[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxi]etoxi]acetato de bencilo
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Ie} o)

1) 0,5 eq. de KO-tBu
OH 2-metil-2-butanol 0 \)k 0,5 eq. Qe bromuro e} 5
2)0,5 eq. de CICH,COONa ONa| de bEf\CIID
2-metil-2-butanol 2-metil-2-butanol
; 60-65 °C/16 h ; 60-65 °C/16 h ’)0
0

. una cromatografia
o cantidad en bruto 0 199

j /r (HPLC, 99 % del 4rea) J/
HO .

HO

Se suspendieron 11,2 g de terc-butilato de potasio (100,0 mmol, 0,5 eq.) en 70 ml de 2-metil-2-butanol (ligeramente
exotérmica a 35 °C) y, a continuacioén, se afiadieron 30,0 g (200,0 mmol) de 2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxiletanol gota a
gota en el transcurso de 5 min. El embudo de decantacion se enjuagé con 10 ml de 2-metil-2-butanol (aumento de
temperatura a 45 °C), la solucion se calenté a 60-65 °C, se afadieron 11,6 g (100 mmol, 0,5 eq.) de cloroacetato de
sodio y se agité durante 16 h a 60-65 °C. A continuacion, se afiadieron 11,9 ml de bromuro de bencilo (100 mmol,
0,5 eq.) y la mezcla se agit6é durante otras 16 h a 60-65 °C. La mezcla de reaccion se enfrié a t.a. y, a continuacion, se
tratdé con 50 ml de agua y se extrajo con 80 ml de TBME y 40 ml de TBME. La capa combinada de TBME se lavé con
50 ml de salmuera semisaturada, la capa organica se evapor6 a 40 °C/300-10 mbar/1 h para obtener 27,0 g en bruto
de 2-[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxiletoxi]lacetato de bencilo.

Después de la cromatografia (270 g de silice 60 [0,063-0,2 mm], fase movil: comenzar con acetato de etilo/n-heptano
1/1, cuando el producto puro fue visible, la fase moévil se cambid a acetato de etilo al 100 %), se aislaron un total de

11,4 g de 2-[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxiletoxilacetato de bencilo en forma de aceite casi incoloro con un rendimiento del
19 % (38 % a partir del cloroacetato de sodio) y un 99,0 % de pureza (% del area por HPLC).

Ejemplo 5¢

2-[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxi]etoxilacetato de bencilo

2,0 eq. de trietilenglicol

(0]
0]
HZN\)L 1.2 eq. de NaNO, N s 0,02 eq. de BF,0O(C,H,),
0 H,Oltolueno Na"~o tolueno/gota a gota a 0-5 °C : J
Cl

H” Na,SO,/1 hifilt. t../90 min HO
cantidad en bruto cromat. 57 % !

Solucién a ~8,5 % en tolueno H Oj

Se disolvieron 40,3 g (200,0 mmol) de clorhidrato de 2-aminoacetato de bencilo en 340 ml de agua y 340 ml de tolueno
enfriado a 0-5 °C y, en el transcurso de 60 min, se afiadi6é gota a gota una solucion de 16,5 g (240 mmol, 1,2 eq.) de
nitrito de sodio en 50 ml de agua a 0-5 °C bajo agitacién enérgica. La mezcla de reaccién se agité durante 3 horas a
0-5 °C. La capa amarilla de tolueno se separo y se lavé con 340 ml de NaHCOs3 1 My 340 ml de salmuera, la capa de
tolueno separada se traté con 60 g de sulfato de sodio y se agitd durante 1 hora a 20-25 °C. La suspension amarilla se
filtré y se lavé con 50 ml de tolueno. La solucién de tolueno amarilla transparente contiene un maximo de 200,0 mmol
de 2-diazoacetato de bencilo (~8,5 % en tolueno). Esta solucion se afiadié gota a gota en el transcurso de 60 min a
una mezcla bien agitada y enfriada a 0-5 °C de 60,0 g (400 mmol) de trietilenglicol y 465 pl (3,67 mmol, 0,02 eq.) de
dietileterato de trifluoruro de boro en 170 ml de tolueno en evolucién del nitrégeno. La mezcla de reaccion amarilla se
agitdé durante 90 min a 20-25 °C, tras lo cual se formé una solucion incolora. La solucion se extrajo con 250 ml de
salmuera, la capa organica separada se sec6 con 60 g de sulfato de sodio, se filtrd, se lavd con 100 ml de tolueno y se
evaporoé a 40 °C/40-10 mbar/1 h para obtener 49,9 g en bruto de 2-[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxi]etoxi]lacetato de bencilo.
La cromatografia se realizd con un Teledyne Isco CombiFlash (330 g de silice 60 [0,035-0,070 mm Teledyne Isco Ref.
69-2203-330], fase movil: gradiente acetona/n-heptano de 15/85 a 30/70 en 45 min, tamafio de fraccion de 20 ml). La
fraccion combinada arrojé 33,88 g de 2-[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxi]etoxiJacetato de bencilo como un aceite incoloro y
con un rendimiento global del 57 % y una pureza del 99,0 % (% del area por HPLC).

Ejemplo 6

2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetiltetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxilacetat
o de bencilo
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Se disolvieron 268,0 g de 2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)acetato de bencilo (900 mol) en 2,4 | de diclorometano. Se
afiadieron 385,0 g de triacetato de (2S,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-6-(acetoximetil)tetrahidro-2H-piran-2,4,5-trillo
(990 mmol, 1,1 eq.) y 12,0 ml de acido trifluorometanosulfénico (135 mmol, 0,15 eq.). La suspension se calent6é a
reflujo con un separador Dean-Stark (50 ml, para eliminar el AcOH). Después de 1 h, se afiadieron 4,50 ml de acido
trifluorometanosulfénico (50,7 mmol, 0,05 eq.) y 50 ml de diclorometano a la suspensién anaranjada y se descargo el
disolvente (50 ml) del separador Dean-Stark. Cada media hora se repitié este procedimiento, hasta un total de 6 veces
(3 h). Después de un total de 4,5 h, la solucion roja se enfrié a 10-15 °C y se afiadié dentro de 30 min a 20-25 °C a una
solucion de 1,8 | de hidrogenocarbonato de sodio 1 M (1,8 mol, 2,0 eq.; evolucidon de COz, pH 7-8). La capa organica
amarilla se separ6 y se evapor6 a 40 °C/600-10 mbar/3h para obtener 58549 en bruto de
2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxiletoxilacetat
o de bencilo como un aceite amarillo (pureza por HPLC: 87 %). El producto en bruto se disolvié en 700 ml de acetona
y se cargd en una columna de silice precargada (3,0 kg de silice 60; 0,063-0,2 mm). La cromatografia se llevé a cabo
usando n-heptano/acetona como fase movil (gradiente de 5:1 a 1:2). Las fracciones recogidas combinadas se
evaporaron a 40°C/600-10 mbar y se secaron a 20-25°C/0,3mbar/3h para obtener 465,09g de
2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil )tetrahidro-piran-2-ilJoxietoxiletoxiletoxilacetat
o de bencilo como un aceite amarillo con un rendimiento del 83 % y una pureza del 100 % (% del area por HPLC). EM:
m/z = 628,2627 (M+H)*.

Ejemplo 7

Acido

2-[2-[2-[2-[(2R,3R 4R ,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil )tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxi]etoxiJacétic
o

O O

o)
\)Lo H
H,/THF/ta./2 h YO &

1,0 % Pd/C al 10 %

OY O g OY 0 H
O (0] 0]
;\ o J/ cantidad en bruto J\ o /r
i ol Ol - L
" "

0] o]

solucién en THF

Bajo atmdsfera de argon, se disolvieron 456,0 g de 2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R ,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(aceto
ximetil)tetrahidro-piran-2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxilacetato de bencilo (727 mmol) en 1,4 | de THF. Se afiadieron 4,56 g de
Pd/C al 10% y la atmdsfera de argdn se reemplazd por hidrogeno (1 bar). La suspension negra se hidrogend a
20-25 °C durante 2 h. La atmdsfera de hidrogeno se reemplazé por argén, la suspension negra se filtré y los residuos
de filtracion se lavaron por partes con un total de 400 ml de THF. El filtrado incoloro (pureza por HPLC: 71 % y 27 % de
tolueno) se uso sin ninguna purificacion en la etapa de ensamblaje A+B, ejemplo 8. EM: m/z = 538,2191 (M+H)*.
Ensamblaje de los componentes basicos Ay B

Ejemplo 8a
(2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil Jtetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxi]eto
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xiJacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R ,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil )tetrahidropir
an-2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi]acetillamino]hexanoillJaminolhexanoato de bencilo

H_N 4,0 eq. de T3P al 50 % en EA
! ]
A ICHEL SOk 12,0 eq. de DIPEA \{
CH,CN/45 °C/2 h /\*0 O__/“o o

07N, NH, >‘
H
I\/\/ Precipitacion/IPA/-25 *C/2 h - O__/~O
B 0 o P o} H

(eliminacion de T3P, DIPEA, CHGSOJH)
en bruto 113 %
como emulsion en CH,CN :%:)_0/\/ \/\O/\/O\)]\

40eq

J\

N como solucién en THF

O

La solucién de color rojo anaranjado (~1,4 1) de trimetanosulfonato de (2S)-6-amino-2-[[(2S)-2,6-diaminohexanoillami
nolhexanoato de bencilo (180,0 mmol) del ejemplo 4 se diluy6 con 3,60 | de acetonitrilo. A 20-25 °C, se afiadieron
365,0 ml de N-etildiisopropilamina (2,16 mol, 12,0 eq.) dentro de 5 min. A la suspension pegajosa formada se le
afiadié una solucion (~2,25 1) de acido 2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil tetrahi
dropiran-2-ilJoxietoxiletoxiletoxiletoxilacético (720 mmol, 4,0 eq.) del ejemplo 7 a 20-25 °C dentro de 10 min, por lo
que la temperatura se incrementé ligeramente hasta 40 °C. A 45-50 °C se afiadi6 una solucion de 425 ml de anhidrido
del acido n-propilfosfénico (T3P, trimero al 50 % en acetato de etilo, 720 mmol, 4,0 eq.) dentro de 10 min. La solucion
de reaccion se agité durante 1 h a 45-50 °C. La solucion de color amarillo claro se enfrié a 20-25 °C y se evaporo a
40 °C/10 mbar/6 h para obtener 1,06 kg en bruto de (2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi
-6-(acetoximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxiletoxilacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-a
cetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxi]letoxilacetillamino]hexanoillamino]lhexanoato

de bencilo (pureza por HPLC: 24,1 %). El producto en bruto se precipité en tres partes para eliminar el acido
metansulfénico, la N-etildiisopropilamina y el T3P residual. Se disolvieron 353 g del producto en bruto en 7,0 | de
2-propanol, se enfriaron en 1 h a -25 °C, se agité durante 1 h a -25 °C, se filtré sobre un filtro de vidrio G3 enfriado
previamente (-25 °C; sin enjuague), con una parte del producto precipitado depositado sobre la pared de vidrio del
reactor. Todos los precipitados se disolvieron por partes del filtro y de la pared de vidrio con un total de 1,0 | de THF.
Las soluciones combinadas se evaporaron a 40°C/20mbar/6h para obtener 390,0g de
(2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxileto

xiJacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R ,5R ,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil )tetrahidropir

an-2-ilJoxietoxi]etoxiletoxilacetillaminolhexanoillamino]lhexanoato de bencilo (pureza por HPLC: 71,9 %). que se uso
sin purificacion adicional en la siguiente etapa. EM: m/z = 1923,8438 (M+H)".

Ejemplo 8b
(2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil )tetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi

Jacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R ,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil )tetrahidropiran-
2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi]acetillamino]hexanoillaminolhexanoato de sodio
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La solucion de color rojo anaranjado (~95 ml) de trimetanosulfonato de
(2S)-6-amino-2-[[(2S)-2,6-diaminohexanoillaminolhexanoato de bencilo (12,2 mmol) se diluyd con 240 ml de
acetonitrilo. A 20-25 °C, se afiadieron 30,0 ml de N-etildiisopropilamina (2,16 mol, 14,5 eq.) dentro de 5 min. Para la
suspension pegajosa formada se le afnadio una solucion (~150 ml) de acido
2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxiletoxiletoxila
cético (48,8 mmol, 4,0 eq.) a 20-25 °C dentro de 10 min, por lo que la temperatura se incremento ligeramente hasta
40 °C. A 45-50 °C se anadi6 una solucion de 28,8 ml de anhidrido del acido n-propilfosfénico (T3P, trimero al 50 % en
acetato de etilo, 48,8 mmol, 4,0 eq.) dentro de 10 min. La solucién de reaccién se agité durante 1 h a 45-50 °C. La
solucién de color amarillo claro se enfrio a 20-25 °C y se evaporé a 40 °C/10 mbar/6 h para obtener 73,6 g en bruto de
(2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxileto

xiJacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R 4R ,5R ,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil )tetrahidropir

an-2-ilJoxietoxi]etoxiletoxi]acetillaminolhexanoillamino]lhexanoato de bencilo (pureza por HPLC: 32 % del area).

Se disolvieron 68,0 g (11,0 mmol) del producto en bruto en 340 ml de metanol, se afadieron 20,0 ml (220 mmol,
20 eq.) de NaOH 10,8 M a la solucién de color amarillo claro, la temperatura se incrementd hasta 32 °C, la mezcla de
reaccion se agité durante 2,5 h a t.a., con lo que se formo6 una suspension (pH 12,0). La suspension se filtrd y los
residuos de filtracion se lavaron con 100,0 ml de metanol, el filtrado se evaporé a 40 °C/250-10 mbar/2 h para obtener
41549 de
(2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxi]etoxi
Jacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil )tetrahidropiran-
2-ilJoxietoxi]etoxiletoxi]acetillamino]hexanoillaminolhexanoato de sodio que, a continuacion, se purifico por
cromatografia preparativa de fase inversa, véanse las condiciones en el experimento 9.

Ejemplo 9
(2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil )tetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi

Jacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R ,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil )tetrahidropiran-
2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi]acetillamino]hexanoillaminolhexanoato de sodio
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Se disolvieron 378,0 g (197,0 mmol, en bruto) de (2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-diacetoxi-6-
(acetoximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxiletoxilacetillJamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-ace
tamido-4,5-diacetoxi-6-(acetoximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxiletoxi]acetilJaminolhexanoillJaminolhexanoato de
bencilo en 1,9 | de metanol. Dentro de 10 minutos, se afadieron 200,0 ml de solucién de hidréxido de sodio 10,8 M
(2,16 mol, 11,0 eq.) a 20-25 °C. De este modo, la temperatura se incremento hasta 31 °C. La soluciéon de color amarillo
claro se agité durante 2 h a 20-25 °C (pH 13,4) y, a continuacién, se afadieron 80,0 ml de solucién de cloruro de
amonio 5 M (pH 10,7). A continuacion, la solucién de color amarillo claro se evaporé a 20-25 °C/100-20 mbar/5 hy se
seco a 20-0,5 mbar/1 h para obtener 543 g en bruto de (2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidr

oxi-6-(hidroximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxi]etoxilacetilJamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-

3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetilJtetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxilacetillJamino]hexanoillJamino]lhexanoat
o de sodio (pureza por HPLC: 40,1 %) que, a continuacion, se purificé por cromatografia preparativa de fase inversa.

Columna: Triart C18-120 26 x 15 cm; 10 um;

Fase movil: A: NaHCO3 2 mM/B: acetonitrilo;

Gradiente:
Minutos A B Caudal (ml/min)
0 94 |6 700
2 94 |6 700
20 88 (12 |700
20,1 10 |90 |750
26 10 |90 |750
26,1 94 |6 700
36 94 |6 700

Termostato: temperatura ambiente

Deteccion: 220 nm

Solucion: 543 g disueltos en 4500 ml de NaHCO3 2 mM y filtrados (GF5; = 5000 ml [109 mg/ml])
Solucién de muestral/inyeccion: muestra de 200 ml por serie = 21,8 g (25 series)

Concentracion: las fracciones combinadas (46 1) se diluyeron con 110 | de agua, esta solucidon se bombeé en 3 partes
a una columna RP C18 y se lavé con agua/MeOH 98/2 vy, a continuacion, se eluyé con MeOH y se concentrd en un
evaporador rotatorio para obtener 1,18 kg de solucidon metandlica. Un cuarto de la solucién metandlica de 1,18 kg de la
etapa de purificacion por HPLC preparativa, es decir, 295 g, se evaporaron a 40 °C/20 mbar/1 h y, a continuacion, a
20-25 °C/0,35 mbar/14 h a sequedad para obtener 43,59 de
(2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil Jtetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi
Jacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R ,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil )tetrahidropiran-
2-ilJoxietoxi]etoxiletoxi]acetillamino]hexanoillaminolhexanoato de sodio como un polvo blanco amorfo, pureza por
HPLC del 99,88 %. Los tres cuartos restantes de la solucidon anterior (885 g) se usaron en la siguiente etapa. EM:
m/z = 1452,684 (M-H).

Ejemplo 10
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Acido

(2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil Jtetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi
Jacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R ,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil )tetrahidropiran-
2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi]acetillamino]hexanoillamino]hexanoico

HO
oH RO
OH

HO. le)
Yl ,\/OI L{O 1 b o/ o
u Ofo e }\ N_. O/\/ \\(
0 N oS HN
HO Intercambiador de

o HO
0 ; o]
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e} 0 Q H™ QOH
(\O/\/ \/\O/Y [o)

0_ L0 HN
HO 0 (o) O HN
)k HO o]
HO ‘N 5 )k
H HO N
OH

La solucion en metanol (885 g) del ejemplo 9 se traté a 20-25 °C con 47,9 g de Dowex (intercambiador de cationes
50x8; conc. de H30*, 2,57 mmol/g), se agité durante 1 h (pH 3,1), se filtrd y se lavd con 200 ml de metanol. El filtrado
se evapord a 20-25°C/15-50 mbar y se secé a 20-25°C/0,01 mbar/2h para obtener 128,0g de acido
((28)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil )tetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxiletox
ilacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil )tetrahidropiran
-2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi]acetillamino]hexanoillamino]hexanoico en forma de un polvo blanco amorfo, con una pureza
por HPLC del 99,77 %. EM: m/z = 1452,684 (M-H).

Ejemplo 11

(2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil tetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi
JacetillJamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil tetrahidropiran-
2-ilJoxietoxi]etoxi]etoxi]acetillamino]hexanoillaminolhexanoato de calcio

HO
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HO= 5 oC o
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o]
HO O/‘\/o\/\of\/o\)j‘m
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(0] 0
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HO (@]
HO AN
OH H
— - - 2

Se disolvieron 0,10 g (0,068 mmol) de acido ((2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidr
oximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxiletoxilacetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetami
do-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxiletoxilacetillJamino]hexanoilJamino]hexanoico en

3,0 ml de metanol y 0,30 ml de agua, se afiadieron 2,60 mg (0,034 mmol, 0,5 eq.) de hidréxido de calcio y la mezcla se
agité durante 1 h a temperatura ambiente. La solucion turbia clara se evaporé a 40 °C/200-10 mbar/1 h para obtener
0,11 g como un sdlido blanco, con una pureza por HPLC del 99,60 %. EM: m/z = 1452,684 (M-H)-.

Conjugacion al oligonucleétido

Ejemplo 11 (de acuerdo con el ejemplo 15 de la publicacion de solicitud de patente de EE. UU. 2011/0207799)

Se evaporaron conjuntamente 20 mg (0,014 mmol) de acido (2S)-6-[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-4,5-
dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxi]etoxi]letoxi]acetillamino]-2-[[(2S)-2,6-bis[[2-[2-[2-[2-[(2R,3R,4R,5R
,6R)-3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxietoxiletoxiletoxi]acetilJamino]hexanoillJamino]hex
anoico (acido de GalNAc) con piridina y diclorometano. El residuo se disolvié en DMF seco (0,9 ml) y se afiadi6 una
solucién de N-hidroxisuccinimida (HOSu) en DMF (1,6 mg, 0,014 mmol) mientras se agitaba bajo atmdsfera de argon.
A 0 °C se anadio lentamente una solucion de N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) en DMF (3,2 mg, 0,016 mmol). Se
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dejé que la reaccion alcanzara la temperatura ambiente y se agit6é durante la noche. El éster N-hidroxisuccinimidico de
GalNAc formado se uso sin purificacion adicional para la conjugacién a ARN.

El ARN usado era un ARN aminomodificado que tiene la secuencia: (SEQ ID 1) en la que u y ¢ son los nucleétidos
2'-O-metilo respectivos de las bases correspondientes y s significa fosforotioato.

El ARN (2,54 ymol) equipado con un conector amino C-6 en el extremo 5' se liofilizd y se disolvié en 250 yL de
amortiguador de borato de sodio (0,1 mol/l de borato de sodio, pH 8,5, 0,1 mol/l de KCI) y 1,1 ml de DMSO. Después
de la adicion de 8 pl de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), se afiadié lentamente a la solucion de ARN una solucion del
éster N-hidroxisuccinimidico de GalNAc (teéricamente 0,014 mmol) 5-(NH.C)GGAAUCuuAuAuuuGAUCCAsA-3"  en
DMF bajo agitacién continua. La mezcla de reaccion se agitd a 35 °C durante la noche. La reaccion se controlé usando
RP-HPLC (Resource RPC 3 ml, amortiguador: A: acetato de trietilamonio 100 mM (TEAA, 2,0 M, pH 7,0) en agua, B:
TEAA 100 mM en acetonitrilo al 95 %, gradiente: 5 % B a 22 % B en 20 CV). Después de la precipitacion del ARN
usando acetato de sodio (3 M) en EtOH a -20 °C, el conjugado de ARN se purificé usando las condiciones descritas
anteriormente. Las fracciones puras se agruparon y el conjugado deseado se precipitdé usando acetato de sodio/EtOH
para dar el conjugado de ARN puro. El conjugado se ha aislado con un rendimiento del 59 % (1,50 pmol). La pureza
del conjugado se analizé6 mediante HPLC de intercambio anidnico (pureza: 85,5 %) y la identidad se confirmo por
ESI-MS ([M"'H]1+ calculada: 8374,4; [M"‘H]1+ medida: 8376,0.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la preparacion de derivados acidos de GalNAc de formula |

HO
OH

HO
HyG 0

HN
HO
o 0
o
HO O ls)
8 N
CH, H
HO N‘< OH
H
0 8] N
H 0
0
/\/]/O/Y
o
n HN
o 0
HO o
HO r«')‘l\cﬂ3 "
H 8t
OH

en la que n es un numero entero entre 0 y 10, y sus sales, sus enantidmeros correspondientes y/o los isémeros opticos
de los mismos, que comprende

10 a) el acoplamiento de una sal triaminica de formula Il

H, N 3x

0" ™N NH;
HI\{\/
R
G~ o

en la que R' es un grupo protector de éster y X es un anion de un acido con un acido tetrahidropiranico de férmula 1l

2

R
o
]
|
o)
o]
2 o OH
\o O/\,{‘ \/\}~ ‘P/W]/
N o}
\[r ]

15 @
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en la que R? es un grupo protector de hidroxi y n es como anteriormente en presencia de un agente de acoplamiento
peptidico, una base aminica y un disolvente organico para formar el éster de GalNAc de férmula IV

L /\/f\/*\)L

P j
TTI)L% N

en la que R' y R? y n son como anteriormente;

e
j\

b) la eliminacion del grupo protector de éster R" y de los grupos protectores de hidroxi R? en presencia de una base
10 mineral para formar la sal acida de GalNAc de férmula V
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HO
OH

HO
H,C

)\H o/\/{"’\/ﬂ\o

o]

HN
HO

HO 0/\’% 0\/\]'\""\/uo\u

MM

Iz
o

AFTL

i%I)L% V

en la que n es como anteriormente y M es un cation metalico;

y

c) opcionalmente, la transformacién de la sal acida de GalNAc de férmula V, en el derivado acido de GalNAc de
formula I.

2. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que n es un nimero entero entre 0 y 5 y el grupo protector de éster R es
alquilo C+.7 o fenil-alquilo C1.7, en el que el grupo fenilo esta opcionalmente sustituido por halégeno o alquilo C1.7, el
grupo protector de hidroxi R? es acetilo y X se selecciona del anién de un acido sulfonico.

3. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el agente de acoplamiento peptidico es
anhidrido del acido n-propilfosfénico y la base aminica es una amina terciaria.

4. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el acoplamiento en la etapa a) tiene lugar
en un disolvente organico que es un disolvente aprético polar a una temperatura de reaccion de 20 °C a 70 °C.

5. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la base mineral para la eliminacion del
grupo protector de éster R en la etapa b) es un hidréxido alcalino.

6. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que las etapas a) y b) se combinan y se realizan
en una etapa sin aislar el éster de GalNAc de formula V.

7. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la transformacién opcional de la sal acida
de GalNAc de féormula V, en el derivado acido de GalNAc de férmula | se realiza por medio de intercambio catiénico o
por medio de tratamiento con un acido.

8. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el derivado acido de GalNAc de formula |
es un enantidmero de féormula la.
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OH ¥ enantiomero

en el que n es como anteriormente o una sal, un enantidmero correspondiente y/o un isémero 6ptico del mismo.

5 9. Procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el procedimiento para producir la triamina de férmula Il comprende
las etapas de:

a1) transformacion del acido carboxilico de formula X

FFS
HN
H
4 N X
R~
10 0 OH
en la que R¥ y R* son diferentes e independientes entre si y son grupos protectores de amino, en un éster de formula
Xl
3
T
HN
A N XI
R~
1
R
8] (o il

15
en la que R" es un grupo protector de éster y R® y R* son como anteriormente;
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b1) eliminacién del grupo protector de amino R* y posteriormente formacién de una sal aminica de formula Xl

i
X HN
Ha"'N Xl
1
R
o) o

en la que R' y R¥ son como anteriormente y X es un anién acido;
¢1) acoplamiento de la sal aminica de formula XII con un derivado de acido hexanoico de férmula Xl
R
I
N

3 H

==

XUl

) OH

en la que R¥ y R3" son grupos protectores de amino, para formar la triamina protegida de formula XIV

v

Iz

0]

en la que R¥, R¥, R¥" y R' son como anteriormente;

d1) conversioén de la triamina protegida de formula XIV, con un acido, en la sal triaminica de féormula II.

10. Procedimiento de la reivindicacion 9, en el que R¥, R% y R3" son grupos protectores iguales que se pueden escindir
en condiciones acidas y R* es un grupo protector que se puede escindir en condiciones basicas o por medio de
hidrogenolisis.

11. Procedimiento de la reivindicacion 10, en el que R®, R¥ y R%" son Boc y R* es FMOC.

12. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la transformacién en la etapa a1) tiene
lugar con alcohol bencilico en presencia de un agente activador, un catalizador de aminas y un disolvente organico
aprético a una temperatura de reaccion de 20 °C a 50 °C.

13. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que el grupo protector de amino R* es FMOC
y su eliminacién en la etapa b1) se realiza con una amina alifatica secundaria en un disolvente aprético polar a una

temperatura de reacciéon de 20 °C a 50 °C.

14. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la formacion posterior de la sal aminica
de formula Xll en la etapa b1) se efectia con un acido sulfénico.
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15. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que el acoplamiento en la etapa c1) se
realiza con anhidrido del acido n-propilfosfénico como agente de acoplamiento en presencia de una amina terciaria y
un disolvente aprotico polar a una temperatura de reaccion de 20 °C a 50 °C.

16. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que en la etapa d1) la sal triaminica de
férmula Il se forma con un acido sulfénico en un disolvente aprético polar a una temperatura de reaccion de 20 °C a
80 °C.

17. Procedimiento de la reivindicacion 16, en el que se selecciona un disolvente aproético polar que impide la
cristalizacion de la sal triaminica de formula 1.

18. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el procedimiento para producir el acido tetrahidropiranico de
férmula Il comprende:

a2) la transformacion del diol de formula XX

™ P i
O 1]

XX

en la que n es como anteriormente, en el éster alcohdlico de férmula XXI

O
O . ClJ
XXI

R5

en la que n es como anteriormente y R® es un grupo protector de éster;

b2) el acoplamiento del éster alcohdlico de férmula XXI con un derivado tetrahidropiranico de férmula XXII

?2
O
l?2
8]
O XX
2 6
R R
\O 0/
'

en la que R? y R® independientes entre si son grupos protectores de hidroxi para formar un éster tetrahidropiranico de
formula XXIII
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en la que n, R? y R% son como anteriormente;
c2) la eliminacion del grupo estérico para formar el acido tetrahidropiranico de formula Ill.

19. Procedimiento de la reivindicacion 18, en el que el grupo protector de hidroxi R? es acetilo, el grupo protector de
éster R5 es bencilo y el grupo protector de hidroxi R® es acetilo.

20. Procedimiento de las reivindicaciones 18 0 19, en el que en una primera etapa de la etapa a2) se desprotona el diol
de formula XX con un alcoholato de metal alcalino en presencia de un disolvente aproético polar o prético polar a una
temperatura de reaccion de 50 °C a 120 °C.

21. Procedimiento de las reivindicaciones 18 o 19, en el que en una segunda etapa de la etapa a2) se introduce un

resto de 4cido acético con un &cido acético halogenado o con una sal del mismo en presencia de un disolvente
aprético polar o prético polar a una temperatura de reaccién de 50 °C a 120 °C.

22. Procedimiento de las reivindicaciones 18 o0 19, en el que en una tercera etapa de la etapa a2) se forma el éster
alcoholico de formula XXI en la que R® es bencilo con un halogenuro de bencilo o un sulfoniléster de bencilo en un
disolvente aprético polar a una temperatura de reaccion de 20 °C a 120 °C.

23. Procedimiento de la reivindicacion 18 o 19, en el que en la etapa b2) se acopla el éster alcohdlico de férmula XXI
con el derivado tetrahidropiranico de formula XXII en presencia de un acido sulfénico halogenado en presencia de un
disolvente aprético polar a una temperatura de reaccién de 0 °C a 140 °C.

24. Procedimiento de la reivindicacion 18 o 19, en el que en la etapa c2) se elimina el grupo benciléster por
hidrogenacién catalitica con hidrogeno en presencia de un catalizador de hidrogenacién.

25. Procedimiento de la reivindicacion 18, en el que la formacion del éster alcohdlico de formula XXI comprende:
a3) la diazotacion de un 2-aminoacetato de formula XXV

0
X~ H3+N\)-‘\

c|>

XXV RS

en la que R% es como anteriormente y X es un atomo de halégeno con un nitrito para formar el compuesto 2-diazo de
férmula XXVI

0
N
SNEL
XXVl s

en la que R% es como anteriormente; y

b3) la transformacion del compuesto 2-diazo de formula XXVI con el diol de formula XX.

30



10

15

20

ES 2744 437 T3

26. Procedimiento de la reivindicacion 25, en el que la diazotacion en la etapa a3) se realiza con un nitrito alcalino en
presencia de una mezcla de disolventes de agua y un disolvente aprético no polar a una temperatura de reaccion de
-10°Ca 10 °C.

27. Procedimiento de la reivindicacion 25 o 26, en el que la transformaciéon del compuesto 2-diazo con el diol de
férmula XX en la etapa b3) se realiza en presencia de un acido de Lewis y un disolvente aprético no polar a una
temperatura de reaccion de -10 °C a 10 °C.

28. Sal aminica de férmula XII

'l
X HN
Ha*'N X
1
R
O o

en la que R" es bencilo, R¥ es Boc y X es el anién del acido metanosulfénico.
29. Procedimiento para la preparacion de conjugados de oligonucledtidos con GalINAc que comprende las etapas de:

a3) preparacion del derivado acido de GalNAc de férmula | o la sal acida de GalNAc de formula V de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27 y

b3) conjugacién del derivado acido de GalNAc de férmula | o la sal acida de GalNAc de formula V en condiciones de
acoplamiento peptidico con un oligonucleétido.

30. Procedimiento de la reivindicacion 29 en el que se usa la sal acida de GalNAc de férmula V.
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