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DESCRIPCION
Preparacioén de los intermedios Utiles en la sintesis de 2'-ciano-2'-desoxi-N4-palmitoil-1- -D-arabinofuranosilcitosina

La presente invencion se refiere a la preparacion de productos intermedios Utiles en la sintesis de 2'-ciano-2'-desoxi-
N4-palmitoil-1-B-D-arabinofuranosilcitosina, un nucledsido de pirimidina terapéuticamente (til en el tratamiento y/o
prevencién del cancer. En el presente documento también se describe un proceso mejorado para la preparacién de
2'-ciano-2'-desoxi-N4-palmitoil-1-B-D-arabinofuranaosilcitosina.

Antecedentes de la invencién

El uso terapéutico de los nucleésidos de pirimidina en el tratamiento de trastornos proliferativos ha sido bien
documentado en la técnica. A modo de ejemplo, los agentes antitumorales disponibles en el mercado de la serie de
pirimidina incluyen 5-fluorouracilo (Duschinsky, R., et al., 3. Am. Chem. Soc., 79, 4559 (1957)), Tegafur (Hiller, SA.,
et al., Dokl. Akad. Nauk USSR, 176, 332 (1967)), UFT (Fuijii, S., et al., Gann, 69, 763 (1978)), Carmofur (Hoshi, A., et
al., Gann, 67, 725 (1976)), Doxifluridina (Cook, AF, et al., J. Med. Chem., 22, 1330 (1979)), Citarabina (Evance, J.S.,
et al., Proc. Soc. Exp. Bio. Med., 106. 350 (1961), Ancitabina (Hoshi, A., et al., Gann, 63, 353, (1972)) y Enocitabina
(Aoshima, M., et al., Cancer). Res., 36, 2726 (1976)).

La patente EP 536936 (Sankyo Company Limited) describe varios derivados 2'-ciano-2'-desoxi de la 1-B-D-
arabinofuranosilcitosina que se ha demostrado que exhiben una actividad antitumoral valiosa. Un compuesto
particular descrito en la patente EP 536936 es la 2'-ciano-2'-desoxi-N4-palmitoil-1-B-D-arabinofuranosilcitosina
(denominada en lo sucesivo "682" 0 "CYC682"); este compuesto se encuentra actualmente bajo investigacion.

CYC682, también conocido como 1-(2-ciano-2-dioxi-B-D-arabino-pentofuranosil)-N4-palmitoil citosina, (Hanaoka, K.,
et al., Int. J. Cancer, 1999: 82: 226-236; Donehower R, et al., Proc Am Soc Clin Oncol, 2000: abstract 764; Burch,

PA, et al., Proc Am Soc Clin Oncol, 2001: abstract 364), es un nuevo profarmaco antimetabolito de administracién
oral de 2'-deoxicitidina del nucleésido CNDAC, 1-(2-C-Ciano-2-desoxi-p-D-arabino-pentafuranosil)-citosina.
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CYC682 tiene un modo de accion Unico sobre otros metabolitos nucleosidicos, como la gemcitabina, ya que tiene
una accion de ruptura de la cadena de ADN espontanea, que resulta en una potente actividad antitumoral en una
variedad de lineas celulares, xenoinjerto y modelo de cancer metastasico.

CYC682 ha sido el foco de varios estudios en vista de su biodisponibilidad oral y su actividad mejorada con respecto
a la gemcitabina (el principal analogo de nucledsido comercializado) y 5-FU (un farmaco antimetabolito ampliamente
utilizado) basado en datos preclinicos en tumores solidos. Recientemente, los investigadores informaron que
CYC682 exhibié una fuerte actividad anticancerigena en un modelo de cancer de colon. En el mismo modelo, se
encontré que CYC682 es superior a la gemcitabina o al 5-FU en términos de aumento de la supervivencia y también
previene la propagacién de metéstasis del cancer de colon al higado (Wu M, et al., Cancer Research, 2003: 63:
2477-2482). Hasta la fecha, los datos de fase | de pacientes con una variedad de canceres sugieren que CYC682 es
bien tolerado en seres humanos, con la mielosupresién como la toxicidad limitante de la dosis.

Estudios mas recientes se han centrado en diferentes formas cristalinas de CYC682 (véase, por ejemplo, el
documento WO 02/064609 a nombre de Sankyo Company Limited) y formulaciones optimizadas que contienen
CYC682 que muestran una estabilidad mejorada y que permiten un procesamiento mas sencillo (ver, por ejemplo,
documento WO 07/072061 a nombre de Cyclacel Limited).

La preparaciéon de CYC682 descrita en la patente EP 536936 (ver Esquema 1 a continuacion) implica hacer
reaccionar citidina [1] con anhidrido palmitico en DMF para formar N4-palmitoilcitidina [2] y a continuacion proteger
con 1,3-dicloro-1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano (CIPS) para formar el intermedio [3]. La oxidacién de [3] con
dicromato de piridinio/anhidrido acético en diclorometano produce una cetona intermedia [4], que a continuacion
reacciona con cianuro de sodio y dihidrogenofosfato de sodio dihidratado en acetato de etilo para formar la
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cianohidrina [5]. El intermedio [5] se hace reaccionar a continuaciéon con N,N-dimetilaminopiridina, cloruro de
fenoxitiocarbonilo y trietilamina para formar el intermedio [6], que posteriormente se hace reaccionar con AIBN e
hidruro de tributilestafio en tolueno para dar el intermedio [7]. La desproteccion de [7] con acido acético y fluoruro de
tetrabutilamonio en THF produce el producto deseado, CYC682.
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Esquema 1: Preparacion de CYC682 como se describe en la patente EP 536936
10 Otras modificaciones a la ruta descrita anteriormente se han desvelado en la patente JP 07053586 (Sankyo
Company Limited). En particular, la patente JP 07053586 describe que la etapa de oxidacion se puede lograr
utilizando el radical libre de 2,2,6,6-tetrametil piperidiniloxi (TEMPQO), NaOCI y un haluro de metal alcalino (ver
conversion de [3a] a [4a] en el Esquema 2 a continuacién). Ademas, la conversiéon de la cetona [4a] en la
cianohidrina intermedia [5a] se puede lograr tratando [4a] con cianohidrina de acetona en lugar de NaCN. La
15 cianohidrina [5a] resultante puede tratarse a continuacién con 2-naftilclorotioformato para dar el compuesto
intermedio [6a].
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Esquema 2: Condiciones alternativas descritas en la patente JP 07053586

Sin embargo, a pesar de estas modificaciones, las rutas descritas anteriormente se asocian con rendimientos
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relativamente pobres y/o un alto nivel de variabilidad, lo que destaca la necesidad de mejores estrategias sintéticas.

La presente invencion busca, por lo tanto, proporcionar un proceso mejorado para preparar CYC682. Mas
especificamente, la invencién busca proporcionar una ruta sintética que dé lugar a rendimientos mejorados de
CYC682 y/o que sean adecuados para la preparacién a gran escala de este compuesto.

Declaracién de la invencion

Un primer aspecto de la invencion se refiere a un compuesto de féormula 682 que esta en forma de un solvato de
metanol.

HO‘ TNO

682

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un proceso para preparar un solvato de metanol del compuesto de
férmula 682 definido en la reivindicacién 1, dicho proceso que comprende las etapas de:

Ho—~¢ N/&\{(NHZ Ho~° Nl&\’/N\TG‘SHs‘
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(i) tratar un compuesto de férmula 682-9 con anhidrido palmitico en una mezcla de H,O/dioxano para formar un
compuesto de formula 682;

(ii) tratar el producto formado en la etapa (i) con metanol para formar un solvato de metanol del compuesto de
férmula 682 (forma K);

(iii) aislar el solvato de metanol del compuesto de formula 682 (forma K) formado en la etapa (ii);

(iv) opcionalmente, purificar el producto de la etapa (iii) por recristalizacion.

En el presente documento también se describe un proceso para preparar un compuesto de formula 682-4,

“L(r“ :

WD;SI’O 0
682-4
dicho proceso que comprende las etapas de:

(i) convertir un compuesto de formula 682-1 en un compuesto de férmula 682-2";
(i) convertir dicho compuesto de férmula 682-2' en un compuesto de férmula 682-3; y
(iii) convertir dicho compuesto de férmula 682-3 en un compuesto de formula 682-4
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De manera ventajosa, la inversion de las dos primeras etapas de la sintesis para incorporar el grupo protector CIPS
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antes del grupo protector -NH; da lugar a un material intermedio de mejor calidad 682-4, que forma el sustrato para
la reaccion posterior con cianohidrina en la preparacién de CYC682.

En el presente documento también se describe un proceso para preparar un compuesto de férmula 682-9 o 682,

N { 2 //Y CigHy
)/N HO
Q

6R2-9 682
dicho proceso que comprende las etapas de:

(A) preparar un intermedio de férmula 682-4 como se ha descrito anteriormente;
(B) convertir dicho compuesto de férmula 682-4 en un compuesto de formula 682-9; y
(C) convertir opcionalmente dicho compuesto de férmula 682-9 en un compuesto de formula 682.

En el presente documento también se describe un proceso para preparar un compuesto de formula 682-5, dicho
proceso que comprende tratar un compuesto de férmula 682-4 con cianohidrina de acetona y NEt; en heptano.

—(S:O’X_(/?}/)( 77/_-_ —(0 ,7]/)( 37/
Y 00 o ° \r ST
s T

682-4 682-5

De manera ventajosa, el uso de cianohidrina de acetona y NEt; en heptano da lugar a un mejor rendimiento y una
purificacién mas facil del intermedio 682-5 en comparacion con las condiciones de reaccién previamente conocidas

en la técnica.

En el presente documento también se describe un proceso para preparar un compuesto de férmula 682-9 o 682,

=N -NH, =
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6%82-9 682
dicho proceso que comprende las etapas de:
(A") preparar un intermedio de férmula 682-5 como se ha descrito anteriormente;

(B") convertir dicho compuesto de formula 682-5 en un compuesto de férmula 682-9;
(C™ convertir opcionalmente dicho compuesto de formula 682-9 en un compuesto de férmula 682.

Descripcion detallada

Como se ha descrito anteriormente, un primer aspecto de la invencion se refiere a un compuesto de formula 682 que
esta en forma de un solvato de metanol.

HO ‘ TN 4

682
Preferiblemente, el compuesto esta en forma cristalina.
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Otro aspecto de la invencién se refiere a un proceso para preparar un solvato de metanol del compuesto de férmula
682 definido en la reivindicacion 1, dicho proceso que comprende las etapas de:

H

NH, @N

O N }erHm
e

082-9 682

(i) tratar un compuesto de férmula 682-9 con anhidrido palmitico en una mezcla de H,O/dioxano para formar un
compuesto de formula 682;

(ii) tratar el producto formado en la etapa (i) con metanol para formar un solvato de metanol del compuesto de
férmula 682 (forma K);

(iii) aislar el solvato de metanol del compuesto de férmula 682 (forma K) formado en la etapa (ii);

(iv) opcionalmente, purificar el producto de la etapa (iii) por recristalizacion.

En el presente documento también se describe un proceso para preparar un compuesto de férmula 682-4, dicho
proceso que comprende las etapas de:

(i) convertir un compuesto de férmula 682-1 en un compuesto de férmula 682-2';
(i) convertir dicho compuesto de férmula 682-2' en un compuesto de férmula 682-3; y
(iii) convertir dicho compuesto de férmula 682-3 en un compuesto de formula 682-4.

De manera ventajosa, la incorporacion del grupo protector CIPS en primer lugar en la etapa (i) produce un producto
sélido, 682-2', que se puede purificar méas facilmente (por ejemplo, mediante lavado) para eliminar los subproductos
no deseados y cualquier exceso del grupo protector CIPS reactivo. Una vez purificado, el intermedio 682-2' sélido
asi producido se acila para dar el intermedio 682-3, que posteriormente se oxida para dar el intermedio 682-4. La
capacidad de purificar 682-2' en forma solida da lugar a un material de mejor calidad para su uso en las etapas
posteriores del proceso, lo que lleva a rendimientos més altos y una mejor reproducibilidad. Mas particularmente, la
ruta anterior da lugar a un intermedio de mejor calidad 682-4, que es el sustrato para la subsiguiente reaccion de
cianohidrina en la sintesis de CYC682.

Preferiblemente, la etapa (i) comprende tratar dicho compuesto de férmula 682-1 con 1,3-dicloro-1,1,3,3-
tetraisopropildisiloxano (CIPS) en piridina. Mas detalles de esta reaccion se reportan en Org. Process Dev., 4, 172
(2000); Patente de Estados Unidos 6.531.584 B1 (2003); Org. Lett., 8, 55 (2006).

Preferiblemente, la etapa (ii) comprende tratar dicho compuesto de féormula 682-2'con anhidrido acético en EtOH.
Alternativamente, se puede usar DMF como disolvente [véase Angew. Chem. Int. Ed., 43, 3033 (2004)].

Los agentes oxidantes para convertir el compuesto 682-3 en el compuesto 682-4 en la etapa (iii) seran familiares
para el experto en la materia. A modo de ejemplo, la conversién se puede lograr mediante oxidacién con periodinano
de Dess-Martin [andlogo a los métodos descritos en Helv. Chim Acta, 85, 224 (2002) y J. Org. Chem., 55, 5186
(1990)], oxidacién de Swern [Org. Process Res. Dev., 4, 172 (2000) y J. Med. Chem., 48, 5504 (2005)], oxidacion
con dicromato de piridinio o con radical libre de 2,2,6,6-tetrametilpiperidiniloxi (TEMPO) y NaOCI.

Preferiblemente, la etapa (iii) comprende oxidar dicho compuesto de férmula 682-3 con un radical libre de 2,2,6,6-
tetrametil piperidiniloxi (TEMPO) en presencia de un haluro de metal alcalino y NaOCI. Otros detalles de esta
reaccion se describen en la patente JP 07053586 (Sankyo Company Limited).

Otro aspecto se refiere a un proceso para preparar un compuesto de formula 682-9 o 682, dicho proceso que
comprende las etapas de:

(A) preparar un intermedio de férmula 682-4 como se ha descrito anteriormente;
(B) convertir dicho compuesto de férmula 682-4 en un compuesto de formula 682-9; y
(C) convertir opcionalmente dicho compuesto de férmula 682-9 en un compuesto de formula 682.
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Preferiblemente, la etapa (B) comprende las etapas de:

682-7

6829

(B1) convertir dicho compuesto de férmula 682-4 en un compuesto de férmula 682-5;
(B2) convertir dicho compuesto de férmula 682-5 en un compuesto de férmula 682-6;
(B3) convertir dicho compuesto de férmula 682-6 en un compuesto de férmula 682-7; y
(B4) convertir dicho compuesto de formula 682-7 en un compuesto de formula 682-9.

En un aspecto preferido, la etapa (B1) comprende tratar dicho compuesto de féormula 682-4 con NaCN/NaHCO3; en
H.O/EtOH.

En otro aspecto preferido, la etapa (Bl) comprende tratar dicho compuesto de formula 682-4 con
NaCN/NaH»PQO4-2H,0O en acetato de etilo. Se pueden encontrar mas detalles de esta reaccion en la patente EP
536936 (Sankyo Company Limited).

En otro aspecto preferido, la etapa (B1) comprende tratar dicho compuesto de férmula 682-4 con cianohidrina de
acetona/KH2PO4 en diclorometano. Se pueden encontrar mas detalles de esta reaccion en la patente JP 07053586
(Sankyo Company Limited).

En un aspecto particularmente preferido, la etapa (B1) comprende tratar dicho compuesto de férmula 682-4 con
cianohidrina de acetona y NEt; en heptano. Mas detalles de esta reaccion se describen a continuacion en el
segundo aspecto de la invencion.

En otro aspecto preferido alternativo, la etapa (B1) comprende tratar dicho compuesto de formula 682-4 con TMSCN
y AICl3 en diclorometano. Otros detalles de esta reaccion se describen en Tet, 60, 9179 (2004).

Preferiblemente, la etapa (B2) comprende tratar dicho compuesto de férmula 682-5 con clorotioformato de 2-naftilo
en presencia de NEt; y dimetilaminopiridina. Otros detalles de esta reaccion se describen en la patente JP 07053586
(Sankyo Company Limited).

Alternativamente, la etapa (B2) comprende tratar dicho compuesto de férmula 682-5 con cloruro de
fenoxiltiocarbonilo en presencia de NEt; y dimetilaminopiridina. Se pueden encontrar mas detalles de esta reaccion
en la patente EP 536936 (Sankyo Company Limited).

Preferiblemente, la etapa (B3) comprende tratar dicho compuesto de férmula 682-6 con tris (trimetilsilil) silano
(TTMSS) y azobisisobutironitrilo (AIBN) en tolueno. Se pueden encontrar mas detalles sobre el uso de este reactivo
en J Org. Chem., 53, 3641 (1988) y Tett. Lett., 44, 4027 (2003).

Alternativamente, la etapa (B3) comprende tratar dicho compuesto de férmula 682-6 con hidruro de tributilestafio y
azobisisobutironitrilo (AIBN) en tolueno, como se describe en la patente EP 536936 (Sankyo Company Limited).

La eliminacion del grupo protector CIPS de dicho compuesto de férmula 682-7 en la etapa (B4) y la posterior
liberacion de la base libre 682-9 se puede lograr usando métodos familiares para el experto en la materia.
Preferiblemente, la etapa (B4) comprende tratar dicho compuesto de formula 682-7 con HCI/MeOH, y a continuacion
tratar el intermedio producido de este modo con una base para formar un compuesto de férmula 682-9. Se pueden
encontrar mas detalles de esta reaccion en la patente EP 536936 (Sankyo Company Limited).
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Preferiblemente, la etapa (C) comprende tratar dicho compuesto de formula 682-9 con anhidrido palmitico en una
mezcla de H,O/dioxano. Otras condiciones adecuadas para esta conversion seran familiares para el experto en la
materia.

Un aspecto adicional se refiere a un proceso para preparar un compuesto de férmula 682-5, dicho proceso que
comprende tratar un compuesto de formula 682-4 con cianohidrina de acetona y NEtz en heptano.

o Vs
_(S:’\(_Z‘}rm 4 _( TN Zi/
\ro\Si,d o © \r0~ LA
bed

682-4 682-5

De manera ventajosa, el uso de cianohidrina de acetona y NEts en heptano da lugar a un mejor rendimiento y una
purificaciébn méas sencilla del intermedio 682-5 en comparacién con las condiciones de reaccidon previamente
conocidas en la técnica.

Las condiciones de la técnica anterior para esta conversién normalmente implican el uso de NaCN o acetona,
cianohidrina y trietilamina en una mezcla de reaccion de 2 fases (por ejemplo, agua/acetato de etilo) que da lugar a
un equilibrio entre el material de partida de cetona 682-4 y dos posibles isémeros de cianohidrina. En contraste, el
uso de cianohidrina y NEt; en heptano favorece la formaciéon de solo uno de los dos posibles productos de
cianohidrina; el producto de cianohidrina deseado es insoluble en heptano y precipita de la solucién, mientras que el
otro isébmero y la cetona de partida 682-4 permanecen en solucién. Esta precipitacion impulsa el equilibrio hacia su
finalizacién de acuerdo con el Principio de Le Chatelier, lo que da lugar a mejores rendimientos de la cianohidrina
deseada. Ademés, la formacion de un sélido permite un procesamiento mas facil del intermedio 682-5.

Preferiblemente, el proceso comprende ademas la etapa de preparar dicho compuesto de formula 682-4 a partir de
un compuesto de formula 682-3.

4’\@:0/’ __\r’\q‘?(
>_

682-3 682-4

Las condiciones de oxidacion adecuadas son las descritas anteriormente para el primer aspecto de la invencion.
Mas preferiblemente, el proceso comprende hacer reaccionar un compuesto de férmula 682-3 con un radical libre de
2,2,6,6-tetrametil piperidiniloxi (TEMPQO) y NaOCI.

Preferiblemente, el proceso comprende ademas la etapa de preparar dicho compuesto de férmula 682-3 a partir de
un compuesto de formula 682-2.

682-2 682-3

Méas preferiblemente, el proceso comprende hacer reaccionar dicho compuesto de férmula 682-2 con 1,3-dicloro-
1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano (CIPS) en piridina. Las condiciones adecuadas para esta conversion son las descritas
anteriormente para el primer aspecto de la invencion.

Preferiblemente, el proceso comprende ademas la etapa de preparar dicho compuesto de formula 682-2 a partir de
un compuesto de formula 682-1.
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Mas preferiblemente, el proceso comprende hacer reaccionar dicho compuesto de férmula 682-1 con Ac2O en EtOH.
Las condiciones adecuadas para esta conversion son las descritas anteriormente para el primer aspecto de la
invencion.

Preferiblemente, el proceso comprende ademas la etapa de preparar dicho compuesto de formula 682-3 a partir de
un compuesto de férmula 682-2'

NH, Nf\/
= f‘—?‘ Sy ey th
Y-
682-2' 682-3

Méas preferiblemente, el proceso comprende hacer reaccionar dicho compuesto de formula 682-2' con Ac;O en
EtOH.

Preferiblemente, el proceso comprende ademas la etapa de preparar dicho compuesto de férmula 682-2"' a partir de
un compuesto de férmula 682-1.

—
0 )
= NH 4<o N
o ™ A
—t O -—d bH
N 3 Q Sj
HO  OH \|/)7

682-1 682-2

Mas preferiblemente, el proceso comprende hacer reaccionar un compuesto de formula 682-1 con 1,3-dicloro-
1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano (CIPS) en piridina.

Un aspecto adicional se refiere a un proceso para preparar un compuesto de féormula 682-9 o 682,

NH =
N}rg\l 2 Ho~° NW Ciafly
5 0
HO

682-9 682
dicho proceso que comprende las etapas de:
(A") preparar un intermedio de férmula 682-5 como se ha descrito anteriormente;
(B") convertir dicho compuesto de férmula 682-5 en un compuesto de férmula 682-9;

(C™ convertir opcionalmente dicho compuesto de formula 682-9 en un compuesto de férmula 682.

Preferiblemente, la etapa (B") comprende las etapas de:
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682-5 682-6 682-7

682-9

(B2") convertir dicho compuesto de formula 682-5 en un compuesto de férmula 682-6;

(B3") convertir dicho compuesto de formula 682-6 en un compuesto de férmula 682-7;

(B4") convertir dicho compuesto de formula 682-7 en un compuesto de férmula 682-9.
Preferiblemente, la etapa (B2) comprende tratar dicho compuesto de férmula 682-5 con clorotioformato de 2-naftilo
en presencia de NEtz y dimetilaminopiridina. Las condiciones adecuadas para esta etapa son las descritas
anteriormente para el primer aspecto de la invencion.

Preferiblemente, la etapa (B3") comprende tratar dicho compuesto de formula 682-6 con tris (trimetilsilil) silano
(TTMSS) y azobisisobutironitrilo (AIBN) en tolueno.

Las condiciones adecuadas para esta etapa son las descritas anteriormente para el primer aspecto de la invencion.
Preferiblemente, la etapa (B4") comprende tratar dicho compuesto de férmula 682-7 con HCI/MeOH, y a
continuacion tratar el intermedio producido de este modo con una base para formar un compuesto de férmula 682-9.
Las condiciones adecuadas para estas etapas son como se ha descrito anteriormente para el primer aspecto de la
invencién.

Preferiblemente, la etapa (C") comprende tratar dicho compuesto de férmula 682-9 con anhidrido palmitico en una
mezcla de H>O/dioxano.

La presente invencién se describe adicionalmente a modo de ejemplos no limitantes, y con referencia a las
siguientes figuras, en las que;

La Figura 1 muestra la sintesis de CYC682 a través de la Ruta 1, una modificacién del procedimiento de la técnica
anterior.

La Figura 2 muestra la sintesis de CYC682 a través de la Ruta la, de acuerdo con una realizacion preferida de la
invencion.

Ejemplos

Etapa 1: 682-1 — 682-2'

OH = NH 0 - NH
oy I * / RN
Wi s ~  TIPDS \__/ gf

HC; bH 0 \_/d bH

682-1 682-2'

Org. Process Dev., 4, 172 (2000); Patente de EE.UU. 6531584 B1 (2003); Org. Lett., 8, 55 (2006).
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La citidina (8,0 g, 32,89 mmol) se secd previamente por destilacion azeotrdpica con piridina (2 x 15 ml), a
continuacién se suspendié en piridina (22 ml) y el recipiente se purg6 con argén. Se afiadié gota a gota 1,3-dicloro-
1,1,4,4-tetraisopropildisiloxano (12,0 ml, 35,40 mmol) a temperatura ambiente durante un periodo de 20 minutos. Se
observo una leve exotermia a 32 °C. Un precipitado blanco pesado se asent6 gradualmente en el fondo del matraz.
Este se rompi6 con agitacién vigorosa y la suspensién pesada resultante se agité durante la noche. La mezcla se
verti6 en agua (200 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron
(salmuera), se secaron (MgSO.), se filtraron y se evaporaron hasta obtener un sélido blanco. Este se trituré con
heptano, se filtr6 y se lavd con heptano (100 ml) seguido de éter de petréleo ligero (2 x 50 ml). 13,46 g (84 %)
obtenidos. En la Ultima etapa del tratamiento, el acetato de isopropilo puede sustituir al heptano.

Etapa 2: 682-2'— 682-3

r
TIPDS er B T‘PD/KQ’E//{\' gf

682-2' 682-3

Se suspendi6 682-2' (10,0 g, 20,59 mmol) en etanol (200 ml) y se afiadi6 gota a gota anhidrido acético (6,9 ml, 72,06
mmol) (sin exotermia). La mezcla se calent6 (bafio de aceite 65 °C — temperatura interna 50-53 °C) durante 2 h. La
TLC (7 % de MeOH/DCM) mostré un producto con solo trazas de material de partida. Se afiadieron otros 3 ml de
anhidrido acético (sin exotermia) y el calentamiento continué durante 1,5 h mas. La TLC no mostr6 material de
partida. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente y el EtOH se evapord en VR. Se afiadi6 NaHCO3 al 5 % (100
ml) (CO; 1) y la mezcla se extrajo con 1:1 de TBDME/heptano (3 x 100 ml). Los extractos organicos combinados se
lavaron (salmuera), se secaron (MgSQ.), se filtraron y se evaporaron hasta obtener una espuma blanca (10,43 g,
96 %).

Etapa 3: 682-3 — 682-4

/

TIPRS

682-3 632-4

Se disolvié 682-3 (8,0 g, 15,15 mmol) en DCM (120 ml) y se enfri6 a 10 °C en un bafio de hielo. Se afadié
periodinano de Dess-Martin (12,58 g, 28,78 mmol) en pequefias porciones y el embudo de adicién se enjuagé con
DCM (20 ml). La soluciéon turbia resultante se agitd6 con enfriamiento durante 10 minutos, y a continuacién a
temperatura ambiente durante la noche. La mezcla se diluyé con Et,O (450 ml) y se lavé con NaHCO3 ac. (200 ml)
en el que se habia disuelto Na;S,03-5H,0 (38,5 g). La fase acuosa se extrajo con Et;O (200 ml). Los extractos
organicos combinados se lavaron (NaHCO; sat., seguido de salmuera), se secaron (MgSQ.), se filtraron y se
evaporaron hasta obtener una espuma blanca crujiente. La RMN mostré aprox. El 7,5 % del material de partida
restante. El producto en bruto se redisolvi6 en DCM (150 ml) y se trat6 con otros 2,5 g (5,89 mmol) de periodinano
de Dess-Martin como antes. La mezcla de reaccién se tratd como antes (usando 9 g de Na»S,03-5H,0) para dar
7,54 g (95 %) del producto deseado como una espuma blanca.

Etapa 4: 682-4 — 682-5

11
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Se disolvié parcialmente 682-4 (700 mg, 1,33 mmol) en heptano (7 ml) para dar una soluciéon turbia. Se anadié
cianohidrina de acetona (0,25 ml, 2,66 mmol) en una corriente constante, seguido de la adiciéon gota a gota de
trietilamina (19 ul, 0,13 mmol). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente, volviéndose gradualmente mas turbia.
Después de aproximadamente 20 min la mezcla de reaccién era una suspension espesa, parecida a una pasta. La
LCMS después de 1 h no mostraba material de partida. La mezcla se enfrié en un bafio de hielo y se filtr6. El sélido
blanco recogido se lavé con heptano frio (aprox. 15 ml) seguido de éter de petréleo ligero (aproximadamente 5 ml).
El producto se seco al vacio a 40 °C. 673 mg (91 %) obtenidos.

Etapa 5: 682-5 — 682-6

682-5 682-6

Se afiade una solucién de clorotioformato de 2-naftilo en tolueno (2-NTF) (solucion al 25 %, 1,82 kg/kg de 682-5) a
682-5 en diclorometano (10 I/kg de 682-5) y 4-dimetilaminopiridina (0,022 kg/kg de 682-5) a 5°C o menos. La
trietilamina (0,22 kg/kg de 682-5) de 0 °C a 10 °C, se afiade lentamente a la mezcla de reaccién a una velocidad
para mantener la temperatura a 10 °C, o menos. La mezcla se mantiene de 0 °C a 10 °C y se controla por HPLC. La
reaccion se continla hasta que el contenido de 682-5 es del 52,0 %. Al finalizar la reaccion, se afiade el 1 % p/p de
dihidrogenofosfato de sodio acuoso (10 kg/kg de 682-5) a una velocidad para mantener la temperatura de 10 °C a
25 °C. Las fases se separan y la fase acuosa se extrae con diclorometano adicional (4,5 I/kg de 682-5). Después de
dividir la fase, las fases organicas se lavan con una sola carga de agua con bajo contenido de pirégenos (10 I/kg de
682-5), se combinan y se transfieren para su destilacion con un lavado de linea de diclorometano. La fase orgénica
se concentra a presion reducida a no méas de 30 °C. Se carga metanol (3 I’kg de 682-5) y la concentracion continda.
Se carga metanol adicional (10 I/kg de 682-5) y el producto se granula durante al menos 1 hora a, o por debajo de,
5 °C. El producto se aisla mediante centrifugacion en hasta dos cargas. Cada carga se lava con metanol frio (1,5 I/kg
de 682-5) de 0 °C a 5 °C, antes de secar al vacio hasta 45 °C, hasta peso constante.

Etapa 6: 682-6 — 682-7

682-6 682-7

El radical iniciador Vazo67 (2,2'-azobis [2-metilbutironitrilo]) (0,05 kg/kg de 682-6) y tris (trimetilsilil) silano (TTMSS)
(0,41 kg/kg de 682-6) se afiaden al intermedio 682-6 en tolueno (4,5 I/kg de 682-6). La mezcla de reacciéon se
calienta a 70 °C y se agita de 65 °C a 75 °C durante al menos 1 hora, antes de la monitorizaciéon. La mezcla se
controla por HPLC. La reaccién se continla hasta que el contenido de 682-6 es X2,0 %. Se pueden afadir iniciador
adicional y TTMSS si es necesario. Una vez que se logra completar la reaccion, la mezcla se afiade lentamente a
etilciclohexano (20 I/kg de 682-6) de 65 °C a 75 °C. La mezcla de reaccion se enfria de 0 °C a 5 °C durante al menos
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2,5 horas y se mantiene a esta temperatura. El sélido resultante se aisla por centrifugacién en hasta tres cargas.
Cada carga se lava con un etilciclohexano frio (1 I/lkg de 682-6) a una temperatura de 0 °C a 5 °C. El producto se
seca al vacio hasta 45 °C, hasta peso constante.

Etapa 7: 682-7 — 682-8

682-7 682-8

Para establecer la hidrdlisis, 682-7 se disuelve en metanol (2,34 I/kg de 682-7) y &cido clorhidrico (36 %, 0,48 I/kg de
682-7) de 48 °C a 52 °C. Se prepara una semilla 682-8 tratando 682-9 (5 g/kg de 682-7) con acido clorhidrico (29
mi/kg de 682-7) en metanol (140 ml/kg de 682-7), antes de cargar en la mezcla de reaccion. La mezcla de reaccion
se calienta de 53 °C a 60 °C durante al menos 2 horas y se controla por HPLC. La reaccién contintia hasta que el
pico en el tiempo de retencién a 5,25 aproximadamente es del 512,0 %. Una vez completada la reaccion, la mezcla
se enfria de 10 °C a 15 °C durante al menos 100 minutos. Se afiade acetato de etilo (10 I/kg de 682-7) durante al
menos 25 minutos a una temperatura de 10 °C a 15 °C, y la mezcla se enfria a 0 °C a 5 °C durante al menos 30
minutos. La mezcla se granula a menos de 5 °C durante al menos 1 hora. El producto se aisla por centrifugacion en
hasta dos cargas y cada carga se lava con una mezcla fria de metanol (0,38 I/kg de 682-7) y acetato de etilo (1,11
I/kg de 682-7) a una temperatura de 0 °C a 5 °C. El producto se seca al vacio hasta 45 °C, hasta peso constante.

Etapa 8: 682-8 — 682-9

682-8 682-9

La sal de clorhidrato 682-8 se neutraliza afiadiendo trietilamina (0,41 kg/kg de 682-8) a una suspension de 682-8 en
una mezcla de metanol (3,9 I/kg de 682-8): diclorometano (10 I/kg de 682-8) de 15 °C a 30 °C. La disolucion se
produce con la adicion de la trietilamina. La mezcla de reaccion se agita a una temperatura de 15 °C a 30 °C durante
al menos 10 minutos y se comprueba el pH de una muestra después de la dilucidon con agua. Se espera que esté en
el intervalo de pH 9 a 9,5. El intermedio 682-9 puede sufrir epimerizacion a un pH alto. Se afiade lentamente acido
acético (0,25 kg/kg de 682-8) con agitacion, a una velocidad para mantener la temperatura a menos de 30 °C, para
ajustar el intervalo de pH de 4,0 a 4,5 e inducir la cristalizaciéon. Se puede afadir acido acético adicional si se
requiere. La mezcla se diluye a continuacion con diclorometano (25 I’kg de 682-8) y se enfria a 0°C a 5°C. La
mezcla se agita de 0 °C a 5 °C durante al menos 1 hora, y el producto se aisla mediante centrifugacion en hasta dos
cargas. Cada carga se lava con una mezcla fria de metanol (0,63 I/kg de 682-8) y diclorometano (4,4 I/kg de 682-8).
El producto se seca al vacio hasta 45 °C, hasta peso constante.

Etapa 9: 682-9 — 682

682-9 682
Se puede obtener 682 de acuerdo con los métodos descritos en los Ejemplos 1-4 dla patente EP 536936. El

intermedio 682-9 se convierte en CYC682 y se aisla inicialmente como la Forma K, que es un solvato de metanol. La
Forma K se convierte en la Forma B, que es un hemihidrato por una reaccién de cambio de forma de suspension. La
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Forma K o la Forma B pueden purificarse adicionalmente por recristalizacion. La recristalizacion produce la Forma K
que a continuacién se convierte, o se reconvierte a la Forma B.

(i) 682: Forma K

Se afiade anhidrido palmitico (3,53 kg/kg de 682-9) a una mezcla de 682-9 en 1,4-dioxano (20 I/kg de 682-9) y agua
con bajo contenido de pirégenos (1,0 I’lkg de 682-9) y la mezcla de reaccion se calienta de 80 °C a 90 °C (intervalo
objetivo de 80 °C a 85 °C). La reaccion se controla por HPLC y se continda hasta que el contenido de 682-9 es del
52,0 %. Una vez completada la reaccion, la mezcla se filtra en caliente y el filtro se lava con 1,4-dioxano (10 I/kg de
682-9) de 70 °C a 90 °C. El filtrado combinado resultante se concentra a menos del 30 % de su volumen original (7,3
I’lkg de 682-9) a 60 °C 0 menos (temperatura interna objetivo de 45 °C a 55 °C, o menos). El contenido de agua se
verifica mediante titulacion de Karl Fischer. Si el contenido de agua es <2 %, se afiade dioxano adicional y se repite
la destilacién. Si es necesario, se afiade 1,4-dioxano para diluir la mezcla al 30 % del volumen original. Se afiaden
etilciclohexano (48,3 I/kg de 682-9) y 1,4-dioxano (3,66 I/kg de 682-9) y la temperatura se ajusta en el intervalo de
43 °C a 47 °C. Se aflade metanol (3,23 I/kg de 682-9) a una temperatura de 40 °C a 45 °C durante al menos 5
minutos.

En un reactor separado, se afiaden cristales de siembra CYC682 (Forma B) (10 g/kg de 682-9) a una mezcla de
etilciclohexano (1333 ml/kg de 682-9), 1,4 dioxano (177 ml/kg de 682-9) y metanol (89 ml/kg de 682-9) (15:2:1 en
vivlv). La mezcla resultante se agita de 20 °C a 25 °C durante al menos 1 hora, y a continuacién se afiade a la
solucion de reaccion cruda de 40 °C a 45 °C. Después de que se produce la cristalizacion de la Forma K, la mezcla
de reaccion se agita a una temperatura de 40 °C a 45 °C durante al menos otros 30 minutos. La mezcla de reaccion
se enfria de 20 °C a 23 °C durante al menos 120 minutos, y se mantiene en el intervalo de 20 °C a 23 °C durante al
menos 1 hora. El sélido resultante se aisla mediante centrifugacion en hasta dos cargas y cada carga se lava con
una mezcla de etilciclohexano (7,5 I’kg de 682-9), 1,4-dioxano (1,0 I/kg de 682-9) y metanol (0,5 I/kg de 682-9) de
0 °C a 5 °C. El producto se seca al vacio entre 35 °C y 40 °C, hasta peso constante para producir CYC682 (Forma
K).

(ii) 682: Forma B

CYC682 (Forma K) se suspende en acetato de metilo (8,9 I’lkg de CYC682) que contiene aproximadamente del 1,5
al 2 % de agua con bajo contenido de pirégenos (169,3 ml/kg de CYC682). La suspension se agita de 20 °C a 25 °C
(objetivo de 22 °C a 24 °C) durante 1,5 horas y se somete a conversion de forma. El producto se aisla mediante
filtracion de Nutsche y se lava con una mezcla de acetato de metilo (2,2 I/kg de CYC682) y agua con bajo contenido
de pirégenos (42,3 ml/kg de CYC682) de 20 °C a 25 °C. El producto se seca al vacio a 40 °C o menos, hasta peso
constante, para producir CYC682 (Forma B).

Recristalizacién de CYC682 (Forma K o B)

CYC682 (Forma K o B) se suspende en una mezcla de 1,4-dioxano (3.33 I/kg de CYC682) y etilciclohexano (25 I/kg
de CYC682) y la mezcla se ajusta en el intervalo de 43 °C a 47 °C. Se afiade metanol (1,66 I/kg de CYC682) a una
temperatura de 40 °C a 50 °C durante al menos 5 minutos para lograr la disolucion. Puede requerirse un
calentamiento adicional de hasta 60 °C para lograr la disolucion de la Forma B de CYC682.

En un reactor separado, se afiaden cristales de siembra de CYC682 (4 a 15 g/kg de CYC682) a una mezcla de
etilciclohexano, 1,4-dioxano y metanol (15:2:1 en v/v/v) como en la seccion (i) mas arriba. La mezcla resultante se
agita de 20 °C a 25 °C durante al menos 1 hora, y a continuacion se afiade a la solucién de reaccion cruda de 40 °C
a 45 °C. Después de que se produce la cristalizaciéon de la Forma K, la mezcla de reaccién se agita a una
temperatura de 40 °C a 45 °C durante al menos otros 30 minutos. La mezcla de reaccién se enfria de 20 °C a 23 °C
durante al menos 120 minutos, y se mantiene en el intervalo de 20 °C a 23 °C durante al menos 1 hora. El sélido
resultante se aisla mediante centrifugacion en hasta dos cargas y cada carga se lava con una mezcla de
etilciclohexano (3,852 I/kg de CYC682), 1,4-dioxano (0,514 I/kg de CYC682) y metanol (257 mi/kg de CYC682) de
0°C a 5 °C. El producto se seca al vacio entre 35 °C y 40 °C, hasta peso constante para producir CYC682 (Forma
K).

Estudios comparativos

Los estudios realizados por el solicitante han demostrado que las etapas del proceso como se reivindica
actualmente dan lugar a rendimientos mejorados con respecto a la metodologia utilizada anteriormente en la técnica.
A modo de ejemplo, la Tabla 1 a continuacién compara los rendimientos para cada etapa en la Ruta 1 (ver Figura 1;
metodologia de la técnica anterior) y la Ruta 1a (ver Figura 2; de acuerdo con la invencidn).

Tabla 1: Comparacion de rendimientos para la Ruta 1 y la Ruta 1a

— 2 — 3 — 4 —5 — 6 — 7 — 8 — 9 — K — B Tot.

Ruta 1 98 38 90 91 85 97 89 89 19,9

Ruta la 86 99 95 92 90 91 85 97 89 89 39,8
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La Tabla 1 muestra que la inversion de las dos primeras etapas en la sintesis (Ruta 1a, es decir, la incorporacién del
grupo protector CIPS antes de la etapa de acilacion) y el uso de cianohidrina de acetona/heptano en la etapa de
cianacion dan lugar a un intermedio 682-5 con un alto rendimiento. A modo de comparacion, realizar la etapa de
acilacion antes de incorporar el grupo protector CIPS (Ruta 1) y usar las condiciones de cianacion convencionales
conocidas en la técnica (por ejemplo, NaCN, NaHCO3; en H,O/EtOAC) dan lugar a un rendimiento mucho menor
682-5 (38 %). En general, una comparacién de las dos rutas proporciona un 19,9 % de CYC682 para la Ruta 1, en
comparacion con un 39,8 % de CYC682 para la Ruta l1a.

Diversas modificaciones y variaciones de los aspectos descritos de la invencion seran evidentes para los expertos
en la materia sin apartarse del alcance y espiritu de la invencion. Aunque la invencién se ha descrito en relaciéon con
realizaciones preferidas especificas, debe entenderse que la invencion reivindicada no debe limitarse indebidamente
a dichas realizaciones especificas. De hecho, esta previsto que varias modificaciones de los modos descritos para
llevar a cabo la invencién que son obvias para los expertos en los campos relevantes estén dentro del alcance de las
siguientes reivindicaciones.

15
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula 682 que esta en forma de un solvato de metanol.

@H cH
HO O N '/\‘ \77/ 157131
S

N

5 682

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, que esta en forma cristalina.

3. Un proceso para preparar un solvato de metanol del compuesto de férmula 682 definido en la reivindicacion 1,
10 dicho proceso que comprende las etapas de:

o =N, NH,
Ho«qN\]I/,ﬁ HO
—_—
$ 0
HO
N

682-9 682

15 (i) tratar un compuesto de férmula 682-9 con anhidrido palmitico en una mezcla de H,O/dioxano para formar un
compuesto de formula 682;
(i) tratar el producto formado en la etapa (i) con metanol para formar un solvato de metanol del compuesto de
férmula 682 (forma K);
(iii) aislar el solvato de metanol del compuesto de féormula 682 (forma K) formado en la etapa (ii);
20 (iv) opcionalmente, purificar el producto de la etapa (iii) por recristalizacion.
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FIGURA 1 (RUTA 1)
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