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DESCRIPCION

Procedimiento mejorado de produccion de intermediarios para la produccion de macrociclos que son inhibidores de
la degradacion proteasémica de p27, como argirina y sus derivados

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado para la sintesis de macrociclos particulares que son
inhibidores de la degradacion proteasémica de p27, en particular argirina y sus derivados.

Antecedentes de la invencion

La reduccién de los niveles celulares del inhibidor de ciclina quinasa p27k'pI se encuentra frecuentemente en muchos
canceres humanos y se correlaciona directamente con el prondstico del paciente (Philipp-Staheli, J., Payne, S.R.
and Kemp, C.J. p27(Kip1): regulation and function of a haplo-insufficient tumour suppressor and its misregulation in
cancer. Exp Cell Res 264, 148-68 (2001)). Se ha demostrado especificamente que el recambio proteasomal
dependiente de la ubiquitina causa una reduccion en la expresion de p27 en muchos canceres humanos (Loda, M. et
al. Increased proteasome-dependent degradation of the cyclin dependent kinase inhibitor p27 in aggressive
colorectal carcinomas. Nat Med 3, 231-4 (1997)).

El documento GB 2.367.553 da a conocer macrociclos farmacéuticamente activos ("argirinas") y respectivas
preparaciones farmacéuticas para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, la induccién de la inmunotolerancia
o el tratamiento de infecciones bacterianas.

Sasse F et al. (in Sasse F, Steinmetz H, Schupp T, Petersen F, Memmert K, Hofinann H, Heusser C, Brinkmann V,
von Matt P, Hofle G, Reichenbach H. Argyrins, immunosuppressive cyclic peptides from myxobacteria. |. Production,
isolation, physico-chemical and biological properties. J Antibiot (Tokio). 2002 Jun;55(6):543-51.) describen la
produccion de un grupo de péptidos ciclicos llamados argirinas, asi como algunas de sus propiedades bioldgicas.
Vollbrecht et al. (en Vollbrecht L, Steinmetz H, Hofle G, Oberer, L, Rihs G, Bovermann G, and von Matt P. Argyrins,
immunosuppressive cyclic peptides from myxobacteria. Il. Structure elucidation and stereochemistry. J Antibiot
(Tokio). Agosto de 2002; 55(8):715-721.) describe la estructura de dichos péptidos ciclicos. Las argirinas A-H se
pueden obtener de la mixobacteria Aarchangium gephyra.

En forma similar, Ley et al. (en Ley SV, Priour A, Heusser C. Total synthesis of the cyclic heptapeptide Argyrin B: a
new potent inhibitor of T-cell independent antibody formation. Org Lett. 2002 Mar 7;4(5):711-4.) describe la sintesis
de argirina B y su funcién como inhibidor de la formacion de anticuerpos.

El documento EP1964560 describe el uso de los macrociclos del documento GB 2.367.553 para la produccion de un
medicamento para el tratamiento del cancer en un sujeto.

El documento WO / 2010/006682 "Method for producing intermediates for the production of novel macrocycles that
areeinhibitors of the proteasomic degradation of p27, such as argyrin and derivatives thereof, and uses of said
macrocycles", que se incorpora al presente por referencia en su totalidad, describe intermediarios para la produccion
de macrociclos que son inhibidores de la degradacion proteasémica de p27, como argirina y derivados de la misma,
asi como procedimientos para la produccion y la actividad bioldgica de dichos macrociclos.

Hisashi Takahashi et al. "Efficient asymmetric hydrogenations of (Z)-acetamidoacrylic acid derivatives with the
cationic rhodium complex (2S,4S)-MOD-BPPM", Chem. Lett., 1989, paginas 305-308, da a conocer en la Tabla 1
entrada 11 una estrategia de hidrogenacion asimétrica utilizando un ligando diferente. Del mismo modo, Duan Liu et
al. "Practical P-chiral phosphane ligand for Rh-catalyzed asymmetric hydrogenation”, Eur. J. Org. Chem., 2005,
paginas 646-649, describe también una estrategia de hidrogenacién asimétrica utilizando el mismo catalizador activo
sobre un sustrato diferente.

Las argirinas y los macrociclos afines, por tanto, son candidatos interesantes para el futuro desarrollo de
medicamentos para un tratamiento en una variedad de condiciones, tales como la induccién de la inmunotolerancia,
enfermedades autoinmunes, infecciones bacterianas y enfermedades proliferativas, como el cancer.

Sin embargo, el pleno aprovechamiento del potencial farmacéutico de las argirinas y sus derivados relacionados es
dificil debido a su estructura quimica relativamente compleja, que requiere esfuerzos laboriosos para aislar
cantidades suficientes de los compuestos (por ejemplo, de microorganismos), y limita el nimero de compuestos
efectivos de esta familia que estan facilmente disponibles para los estudios y tratamiento. Es particularmente dificil
producir facilmente formas estereoselectiva de argirinas en cantidades y purezas suficientes.

Es por tanto un objeto de la presente invencion proporcionar procedimientos mejorados para la produccion de
compuestos de la familia de argirinas, y respectivos intermedios.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invenciéon, el objeto anterior se resuelve mediante un
procedimiento para producir opcionalmente L-4-metoxitriptéfano protegido, que comprende la sintesis del L-4-metoxi
triptéfano metil éster protegido segun la formula 2 a partir de un compuesto segun la formula 1
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M COsMe
OMe COzMe OMe (S)~=2
NHChb NHCbz
R L — N
8 Bo
1 oc 2 c
CogH2gN207 _ CagHagN207
Peso molecular: 480,51 Peso molecular: 482,53

que comprende una hidrogenacion asimétrica utilizando [1S,1S',2R,2R-DuanPhos Rh(cod)]BF4 como catalizador. De
acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, el objeto anterior se resuelve adicionalmente mediante
un procedimiento para la produccion de D-4-metoxitriptéfano opcionalmente protegido que comprende la sintesis del
D-4-metoxi triptofano metil éster protegido de acuerdo con la siguiente formula, a partir de un compuesto de acuerdo
ala féormula 1

CO-M CO-Me
OMe _/ 2% ome B0
NHCbz NHCbz
A\ —_— N
N - N
Boc Boc
CagHaaN20O7 CogHagNoO7
Peso molecular: 480,51 Peso molecular 482 53

que comprende una hidrogenacién asimétrica utilizando [1R,1R’,2S,2S’-DuanPhos Rh(cod)]BF4 como catalizador.

Por lo tanto, se prefiere un procedimiento para la produccion estereoselectiva de D-4- o L-4-metoxitriptéfano
opcionalmente protegido usando hidrogenacion catalitica asimétrica, en el que el catalizador se prepara a partir de
[Rh(cod);]BF4y 1S,1S’,2R,2R’-DuanPhos o 1R,1R’,2S,2S’-DuanPhos respectivamente. Se prefiere un procedimiento,
en el que el exceso enantiomérico es al menos 97% ee, y 98% ee, respectivamente. El mas preferido es mas de
99% ee.

Inicialmente, 4-metoxi-L-triptéfano se producia sélo a través de una resolucion enzimatica (Ley, S. V.; Priour, A. Eur.
J. Org. Chem. 2002, 3995-4004; Ley, S. V.; Priour, A.; Heusser, C. Org. Lett. 2002, 4, 711-714). Los rendimientos
que se pueden obtener en principio nunca pueden exceder 50%. En la practica, sélo se alcanzaron rendimientos tan
bajos como entre el 10 y el 40%. PCT / EP2009 / 004526 describe una sintesis que sélo se puede lograr con una
selectividad de 90% ee. Ahora se descubrid sorprendentemente que, utilizando los catalizadores de hidrogenacion
tal como se presenta en este documento, podria lograrse una mejora marcada en la hidrataciéon asimétrica y por lo
tanto, en la sintesis del elemento metoxitriptéfano y la sintesis general de argirinas.

Por lo tanto, ademas se prefiere un procedimiento para producir un compuesto macrociclo de acuerdo con la
presente invencion o 4-metoxi-L- o 4-metoxi-D-triptéfano como mas arriba, en el que la sintesis se lleva a cabo sin el
uso de enzimas.

Alun mas preferido es un procedimiento para producir un compuesto macrociclo de acuerdo con la presente
invencion, en el que dicha sintesis comprende una sintesis en fase solida. Mas preferiblemente, dicha sintesis
comprende la sintesis de péptidos en fase solida de un precursor lineal que implica el aminoacido anteriormente
mencionado. La sintesis en fase soélida permite la eliminacion para producir el grupo exo-metileno después del cierre
del anillo.

En el procedimiento para producir un compuesto macrociclo de acuerdo con la presente invencion, dicha
hidrogenacion asimétrica se puede llevar a cabo bajo una presién de entre 1y 100 bares, preferentemente entre 1y
20 bares, y lo mas preferiblemente 1 a 10 bares. Se prefiere un procedimiento para producir un compuesto
macrociclo de acuerdo con la presente invencion, en el que dicha hidrogenacion asimétrica se lleve a cabo a una
temperatura de entre 15 °C y 100 °C. También se prefiere un procedimiento para producir un compuesto macrociclo
de acuerdo con la presente invencion, en el que dicha hidrogenacién asimétrica se lleve a cabo usando alcohol, y
preferiblemente metanol, como disolvente. Ventajosamente, el presente procedimiento proporciona el/los elemento/s
triptéfano con un alto valor ee especifico. Esto simplifica la purificacion al final de la sintesis y aumenta el/los
rendimiento/s.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, el objeto anterior se resuelve mediante un procedimiento
para producir un compuesto macrociclo de acuerdo con la siguiente formula general (1)

3
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(M

en la que R y R? son independientemente hidrégeno, alquilo C1-C4 que esta sin sustituir o sustituido por OH, o
alcoxi C1-C4; R® es hidrégeno, alcoxi C+-Cy, alquilo C1-Cg que esta sin sustltmr o sustituido por OH u OR, en donde R
se selecciona de hidrogeno, alquilo C4-Cy4, arilo o acetilo, o a|COXI C+-C4, R* es hidrogeno , halogeno alquilo C4-C4
que esta sin sustituir o sustituido por OH, o alcoxi C1-Cy; R® es hidrogeno o halégeno; R® es hidrogeno o alquilo
Cq- C4, R es hldrogeno o alquilo C1-C4 que esta sin sustituir o sustituido por OH, o alcoxi C1-C4; y X es C=CH2 o
CHR®, en el que R® es alquilo C+-C4 que esta sin sustituir o sustituido por alquilo —S-C4-Ca, y estereoisémeros y
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, que comprende una sintesis de 4-metoxi-triptéfano
opcmnalmente protegido de acuerdo con el presente invencion. Se prefiere un procedimiento como el anterior, en eI
que R’ es hldrogeno o alquilo C4-C4 que esta no sustituido o sustituido por OH, o alcoxi C4-C4; y X es C=CHz 0 CHR/,
en el que R’ es alquilo C+-C4 que esta sm sustituir o sustituido por alquilo -S-C+-C4. Mas preferido es un
procedimiento como el anterior, en el que si R'no es hidrégeno, X debe ser CHa.

Se prefiere adicionalmente un procedimiento para producir un compuesto macrociclo de acuerdo con la presente
invencion, en el que dicho compuesto macrociclo se selecciona de una argirina, como argirina A-F, B/F, y Ala alfa y
Ala beta, y estereoisémeros aislados de las mismas. Se prefiere particularmente un procedimiento de la presente
invencion, tal como mas arriba para producir un compuesto macrociclo que se selecciona de las siguientes formulas

Argirina B/F
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

Se prefiere adicionalmente un procedimiento para producir un compuesto macrociclo de acuerdo con la presente
invencion que comprende ademas la etapa de una modificacion quimica de dicho compuesto. En este caso, el
compuesto funcionara como una llamada "estructura principal”, que se somete ademas a modificaciones quimicas
que luego son detectadas para su eficacia para incrementar la cantidad y/o actividad bioldgica de p27 en uno o mas
procedimientos de deteccion segun lo conocido. La modificacion puede efectuarse por una variedad de
procedimientos conocidos en la técnica, que incluyen, sin limitacion, la introduccion de nuevas cadenas laterales o el
intercambio de grupos funcionales como, por ejemplo, introduccion de halégenos, en particular F, Cl o Br, la
introduccion de grupos alquilo inferior, que tienen preferiblemente de uno a cinco atomos de carbono como, por
ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, terc-butilo, n-pentilo o iso-pentilo, grupos alquenilo
inferior, que preferiblemente tienen de dos a cinco atomos de carbono, grupos alquinilo inferior, que preferiblemente
tienen de dos a cinco atomos de carbono o por medio de la introduccion de, por ejemplo, un grupo seleccionado del
grupo que consiste en NHz, NO,, OH, SH, NH, CN, arilo, heteroarilo, COH o un grupo COOH. Ademas, grupos de
péptidos adicionales podrian afiadirse a la molécula, tal como aminoacidos individuales, dipéptidos, tripéptios y asi
sucesivamente.

Sin embargo, otro aspecto de la presente invencién esta dirigida a un procedimiento para producir una composicion
farmacéutica, que comprende el procedimiento para producir un compuesto macrociclo de acuerdo con la presente
invencion como en el presente, y mezclar dicho compuesto macrociclo junto con vehiculos y / o excipientes
farmacéuticamente aceptables. Los vehiculos, excipientes y estrategias para formular una composicion farmacéutica,
por ejemplo, para ser administrada sistémicamente o tépicamente, por cualquier ruta convencional, en particular por
via enteral, por ejemplo, por via oral, por ejemplo, en forma de comprimidos o capsulas, por via parenteral, por
ejemplo en forma de soluciones o suspensiones inyectables, por via tépica, por ejemplo, en forma de lociones, geles,
unglientos o cremas, o en forma nasal o de de supositorio son bien conocidos por la persona experta y se describen
en la bibliografia respectiva.

La administracion de un agente, por ejemplo, un compuesto se puede realizar por cualquier procedimiento que
permite que el agente llegue a las células diana. Estos procedimientos incluyen, por ejemplo, inyeccion, deposicion,
implantacion, supositorios, ingestion oral, inhalacion, administracion topica, o cualquier otro procedimiento de
administracion donde se obtiene el acceso a las células diana por el agente. Las inyecciones pueden ser, por
ejemplo, intravenosa, intradérmica, subcutanea, intramuscular o intraperitoneal. La implantacion incluye insertar
sistemas de administracion de farmacos implantables, por ejemplo, microesferas, hidrogeles, depdsitos poliméricos,
matrices de colesterol, sistemas poliméricos, por ejemplo, erosion de matriz y / o sistemas de difusion y sistemas no
poliméricos, por ejemplo, granulos comprimidos, condensados o parcialmente fundidos. Los supositorios incluyen
supositorios de glicerina. Las dosis de ingestion oral se pueden recubrir en forma entérica. La inhalacion incluye
administrar el agente con un aerosol en un inhalador, o bien solo o unido a un vehiculo que puede ser absorbido. El
agente puede ser suspendido en un liquido, por ejemplo, en forma disuelta o coloidal. El liquido puede ser un
disolvente, disolvente parcial o no disolvente. En muchos casos, el agua o un liquido organico pueden ser utilizados.

Sin embargo, otro aspecto de la presente invencion esta dirigido entonces a una composicion farmacéutica que se
produce de acuerdo con el procedimiento como mas arriba.

Otro aspecto de la presente invencién es el uso de una composicion farmacéutica producida de acuerdo con la
presente invencion para el tratamiento de una enfermedad o afeccidon seleccionada de la induccion de
inmunotolerancia, enfermedades autoinmunes, infecciones bacterianas, y enfermedades proliferativas, tales como
psoriasis o canceres, tal como cancer de mama, carcinoma hepatocelular, mieloma, carcinoma de cuello uterino,
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carcinoma de pulmoén y cancer de colon. Sin embargo, otro aspecto de la presente invencion es el uso de un
compuesto de acuerdo con la presente invencién para la produccion de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad o afeccidn seleccionada de induccion de inmunotolerancia, enfermedades autoinmunes, infecciones
bacterianas, y enfermedades proliferativas, tales como psoriasis o canceres, tal como cancer de mama, carcinoma
hepatocelular, mieloma, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de pulmon, y cancer de colon.

Los efectos bioldgicos de diferentes derivados de argirina sintetizados se ensayaron como se describe en la seccion
de ejemplos del documento WO / 2010/006682, y se descubri6 que eran esencialmente idénticos. Asi, los
compuestos producidos de acuerdo con el presente procedimiento son eficaces en el tratamiento de una
enfermedad o afeccion seleccionada de induccion de inmunotolerancia, enfermedades autoinmunes, infecciones
bacterianas, y enfermedades proliferativas, tales como psoriasis o canceres, tal como cancer de mama, carcinoma
hepatocelular, mieloma, carcinoma de cuello uterino, carcinoma de pulmén y cancer de colon.

Se supone que la posibilidad de sintetizar los compuestos activos en mejores rendimientos y purezas también
mejorara el efecto de las respectivas composiciones farmacéuticas, ya que dosis mas bajas pueden ser utilizadas
llevando a un menor nimero de efectos secundarios potenciales. Ademas, una sintesis mas sencilla mejora la
seguridad de un medicamento producido respectivamente, como, por ejemplo, se pueden cometer menos errores en
el proceso de produccion.

Los siguientes ejemplos sirven meramente para ilustrar la invencion y no se deben interpretar que limitan el alcance
de la invencion a las realizaciones particulares de la invencion descritas en los ejemplos. Debe entenderse que la
siguiente sintesis puede ser modificada facilmente por la persona experta con el fin de sintetizar otros derivados de
la presente invencion en base a las estrategias segun lo proporcionado.

Ejemplos

1. Sintesis de 4-metoxi-L-triptéfano (2)

Con el fin de evitar problemas fundamentales en la sintesis (2) se establecid una hidrogenacion catalitica
estereoselectiva optimizada como un procedimiento de sintesis nuevo, eficiente y econémico .

Produccioén general del catalizador:

Para la produccion del catalizador de hidrogenacion se disolvio DuanPhos (70 mg, 0,18 mmol) en THF (1 ml) y se
afiadio [Rh(cod)2]BF4 (71 mg, 0,175 mmol) en THF (3 ml). La solucién se agité durante 30 minutos y posteriormente
se afadid Et;O (12,5 ml). El residuo se separ6 por filtracion, se lavé con Et;O, y los disolventes residuales se
eliminaron al vacio

Hidrogenacion (S-enatiémero):

El catalizador (1,6 mg) como se produjo a partir de 1S,1S’,2R,2R’-DuanPhos y [Rh(cod);]BF4 se disuelve en MeOH
(3 ml) y se afiaden 96 mg del educto 1 MeOH disuelto (1 ml). La mezcla de reaccién se hidrogena 1 d a 10 bares.
Después de la eliminacion del disolvente a presion reducida, el catalizador se elimina mediante filtraciéon en columna
(MTBE / PE, 1: 1). El producto de reaccion (2) se obtiene con un rendimiento cuantitativo con un exceso
enantiomérico de 98,7%.

CO,Me
ome 2

NHCbz

A

Bo

2 1+
CogHaaN O CogHagN 07
Peso molecular: 480,51 ) Peso molecular: 482,53

Ligandos para la reaccion catalitica:

= a
{Bu iBu
(1R,1R',258,25"DuanPhos (18,15".2R,2R'}-DuanPhos
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1S,18’,2R,2R’-DuanPhos  ((1((1S,1'S,2R,2'R)-2,2’-Di-terc-butil-2,3,2’,3’-tetrahidro-  1H,1’H(1,1’)biisofosfiindolilo) y
1R,1R’,2S,2S’-DuanPhos  ((1R,1'R,2S,2’S)-2,2’-di-terc-butil-2,3,2’,3’-tetrahidro-1H,1’H-(1,1’)biisofosfindolilo) estan
comercialmente disponibles, por ejemplo a partir de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.

Sintesis del segundo (R-)enantiémero:

CO-M COsM
oMe o2 ome _F/2Ne
‘NHCbz ‘NHCbz
N _— N
N N
Boc _ Boc
CogH2aN207 - CosHagN,07
Peso molecular: 480,51 o Peso molecular 482,53 -

El R-enantiomero del médulo triptéfano se produce de acuerdo con el protocolo de sintesis descrito anteriormente
utilizando 1R, 1R ', 2S, 2S'-DuanPhos.

PM d eq |mmol
Olefina 480,51 1 0,2 96 mg
Cat. 788,53 0,01 0,0002 1,6 mg
MeOH 4 ml

Rendimiento: % ee cuantitativo: 97,6

La enantioselectividad, asi como la configuracion absoluta se determiné con el procedimiento de Mosher después de
la Cbz-desproteccion.

Sintesis de Mosher-amida 11

FyC, Fh
NIaOMe
NHCbz a
QM 1. PA/C, MeOH "
COOMe . POC. OMe \
& Zcloruro de Mosher DMAP, E3N COOMe
N %%
Boc
8 11

Se afiadio paladio sobre carbon (100 mg, 10% peso) a una solucién de N*-Cbz-N""-Boc-L-Trp-OMe 8 (20 mg, 0,04
mmol) en metanol (1 ml). La mezcla de reaccion se purgd con hidrégeno tres veces y se agité durante 12 horas a
temperatura ambiente. La suspension se filtro a través de un lecho de Celite®, se lavé con metanol (2 x 3 ml) y se
concentrd. La amina se utilizoé directamente en el siguiente paso.

A una solucion de la amina (5 mg, 14 ymol) en diclorometano (1 ml) se afadi®é a temperatura ambiente
sucesivamente ftrietilamina (16pl, 115 pmol), DMAP (3,2 mg, 26 umol), cloruro de (S)-Mosher (11p |, 58 pmol). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 3 horas y se inactivd con acetato de etilo (10 ml). La mezcla se lavo
sucesivamente con NaHSO4 saturado acuoso (5 ml), NaOH 1 N (5 ml) y NaHCO3 acuoso saturado (2x 5 ml). La fase
organica se secd sobre MgSQ, se filtrd y se concentré a presidon reducida. El residuo bruto se purificd por
cromatografia de resolucién rapida para dar el éster de Mosher correspondiente 11 (8 mg, 14 ymol, 96%).

Rf = 0,18 (acetato de etilo/n-hexano 1:3);

"H-RMN (400 MHz, CDCl3): 6= 7,83 (d, J = 6,8 Hz, 1 H), 7,79 (d, 8,5 Hz, 1 H), 7,60-7,53 (m, 2 H), 7,43-7,36 (m, 3 H),
7,33 (s, 1 H), 7,25-7,21 (m, 1 H), 6,67 (d, J = 7,9 Hz, 1 H), 4,78-4,70 (m, 1 H), 3,77 (s, 3 H), 3,75 (s, 3 H), 3,43-3,35
(m, 1 H), 3,28 (dd, J = 14,3, 9,9 Hz, 1 H), 2,92 (d, J = 1,4 Hz, 3 H), 1,66 (s, 9 H),
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BC-RMN (100 MHz, CDCl3): 8 = 171,8, 166,9, 153,5, 149,5, 133,0, 129,7, 129,6, 128,6, 128,3, 128,2, 125,6, 125,2,
123,6, 119,6, 115,3, 108,9, 103,3, 84,0, 77,4, 552, 54,9, 52,4, 28,3, 28,0, HRMS (ESI) calculado para
CosH31N2O7F3Na ([M+Na]+): 587,1981, experimental: 587,1982.

Sintesis de metoxitriptéfano Cbz-protegido

Se afiadié acido trifluoroacético (0,5 ml) gota a gota a una solucion de metoxitriptéfano (95 mg, 0,20 mmol) en
diclorometano (4 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité durante 3,5 horas a temperatura ambiente. La solucion
se concentrd por co-evaporacion con tolueno (3 x 5 ml) y el triptéfano desprotegido resultante se utilizod directamente
en la siguiente etapa.

Se afiadié una solucién acuosa 0,5 N de LiOH (0,8 ml, 0,4 mmol) a una solucién de la triptéfano desprotegido en
tetrahidrofurano / metanol / agua (7: 1,3: 4 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccion se calent6 a temperatura ambiente y se
agité durante 2 horas. La solucion se repartio entre HCI 0,1 N acuoso (15 ml) y diclorometano (15 ml). La capa
acuosa se extrajo con diclorometano (2 x 15 ml) y las capas organicas se combinaron, se secaron (Na;SO.) y se
concentraron. El residuo se purificd por cromatografia en columna (diclorometano con un gradiente de 1-5% de
metanol) para dar 51 mg de metoxitriptéfano Cbz-protegido 2 como un sdlido blanco (0,14 mmol, 70%, 2 etapas).

Rf = 0,27 (acetato de etilo/ n-hexano 3: 1, con acido acético 1%); [e]s = 44,3 (¢ =03, MeCH)

"H-RMN (400 MHz, [D6]DMSO, 60 °C): 3= 10.75 (br, s, 1H), 7.41 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.24-7.34 (m, 5H), 6.9-7.2 (m,
3H), 6.44 (d, J = 7 Hz, 1H), 4.95 (m, 2H), 4.30 (m, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.35 (dd, J = 14, 4 Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 14, 10
Hz, 1H).

2. Sintesis y en particular sintesis en fase sélida de argirinas y ensayos funcionales

La sintesis de argirinas que comprende la etapa de produccion del aminoacido triptéfano como mas arriba, que
comprende en particular una técnica de sintesis de péptidos en fase solida que permite el montaje rapido y eficiente
de los péptidos a través de la automatizacion, se puede realizar como se describe en la seccion de ejemplos del
documento WO / 2010/006682.

Los efectos biolégicos de diferentes derivados de argirina sintetizados se ensayaron como se describe en la seccion
de ejemplos del documento WO / 2010/006682, y se descubri6 que eran esencialmente idénticos. Asi, los
compuestos producidos de acuerdo con el presente procedimiento son eficaces en el tratamiento de una
enfermedad o afeccion seleccionada de induccién de inmunotolerancia enfermedades autoinmunes, infecciones
bacterianas, y enfermedades proliferativas, tales como psoriasis o canceres, tal como cancer de mama, carcinoma
hepatocelular, mieloma, carcinoma de cuello uterino, carcinoma de pulmén y cancer de colon.

Se supone que la posibilidad de sintetizar los compuestos activos en mejores rendimientos y purezas también
mejorara el efecto de las respectivas composiciones farmacéuticas, ya que dosis mas bajas pueden ser utilizadas
dando lugar a menos efectos secundarios potenciales. Ademas, una sintesis mas sencilla mejora la seguridad de un
medicamento producido respectivamente, como, por ejemplo, se pueden cometer menos errores en el proceso de
produccion.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de produccion L-4-metoxitriptéfano opcionalmente protegido que comprende la sintesis de la
L-4-metoxi triptéfano metil éster protegido segun la férmula 2, partiendo de un compuesto segun la formula 1

COsMe COoMe
ome [ oMe 72
N NHCbz A NHCbz
B Bo
1 oC 2 c
c?ﬁHQEN?O? C?ﬁHmNzo?
Peso molecular: 480,51 Peso molecular: 482,53

5 que comprende una hidrogenacién asimétrica utilizando [1S,1S’,2R,2R’-DuanPhos Rh(cod)]BF4 como catalizador.

2. Un procedimiento de produccion D-4-metoxitriptéfano opcionalmente protegido que comprende la sintesis de
D-4-metoxi triptéfano metil éster protegido de acuerdo con la siguiente férmula, a partir de un compuesto segun la

férmula 1
COzMe
COsMe

NHCbz : -

N E—— NHCbz

N

1 Boc
Boc
C26H28N207 CasH30N207
peso molecular: 480,51 peso molecular: 482,53

10 que comprende una hidrogenacién asimétrica utilizando [1R,1R’,2S,2S’-DuanPhos Rh(cod)]BF4 como catalizador.

3. El procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 1 o 2 en el que el catalizador se prepara a partir de
[Rh(cod);]BF4y 1S,1S’,2R,2R’-DuanPhos o 1R,1R’,2S,2S’-DuanPhos respectivamente.

4. T EIl procedimiento de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el rendimiento cualitativo es
al menos 97% ee, y mas preferiblemente al menos 98% ee.

15 5. Un procedimiento de produccién un compuesto macrociclo de acuerdo con la siguiente formula general (1)

Rs 1)

en la que
R y R? son independientemente hidrégeno, alquilo C1-C4 que esta sin sustituir o sustituido por OH, o alcoxi C4-Cy;

R® es hidrogeno, alcoxi C4-Cs, alquilo C4-Cg que esta sin sustituir o sustituido por OH u OR, en el que R se
20 selecciona de hidrogeno, alquilo C+-Cy, arilo o acetilo, o alcoxi C4-Cy,

R* es hidrégeno , halégeno, alquilo C1-C4 que esta sin sustituir o sustituido por OH, o alcoxi C-Cy;
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R® es hidrégeno o haldégeno;

R® es hidrogeno o alquilo C4-Cy;

R’ es hidrogeno o alquilo C1-C4 que esta sin sustituir o sustituido por OH, o alcoxi C1-C4; y

X es C=CH, o CHR®, en el que R® es alquilo C+-C4 que esta sin sustituir o sustituido por alquilo —S-C+-Cy4,

y estereoisdmeros y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, que comprende una sintesis de
4-metoxi-triptéfano opcionalmente protegido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

6. El procedimiento de produccién un compuesto macrociclo de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que dicha
sintesis comprende una sintesis en fase sélida.

7. El procedimiento de produccién un compuesto macrociclo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 o
6, en el que dicha hidrogenacion asimétrica se lleva a cabo bajo una presion de entre 1 y 100 bares,
preferentemente entre 1 y 20 bares, mas preferiblemente de 1 a 10 bares.

8. El procedimiento de produccion un compuesto macrociclo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a
7, en el que dicha hidrogenacion asimétrica se lleva a cabo a una temperatura de entre 15 °Cy 100 °C.

9. El procedimiento de produccion un compuesto macrociclo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a
8,en el que la hidrogenacion asimétrica se lleva a cabo usando alcohol, y preferiblemente metanol, como disolvente.

10. El procedimiento de produccién un compuesto macrociclo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a
9, en el que dicho compuesto macrociclo se selecciona de una argirina, como argirina A F, B / F, y Ala-alfa y
Ala-beta, y estereoisémeros aislados de las mismas.

11. El procedimiento de producciéon un compuesto macrociclo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5
a 10, en el que la sintesis comprende la sintesis de péptidos en fase sdlida.

12. Un procedimiento de producciéon una composicion farmacéutica, que comprende el procedimiento de produccion
un compuesto macrociclo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, y mezclar dicho compuesto
macrociclo junto con vehiculo y / o excipientes farmacéuticamente aceptables.
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