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DESCRIZIONE

La presente invenzione riguarda un procedimento
per la sintesi di derivati della creatina.

I livelli intracellulari di ATP sono mantenuti
costanti attraverso la fosforilazione reversibile
della creatina a fosfocreatina, effettuata
dall’enzima creatina chinasi. La fosfocreatina e
infatti in grado di donare un gruppo fosfato
all’ADP, ripristinando i livelli di ATP. La creati-
na svolge quindi un ruolo centrale nel metabolismo
energetico delle cellule. La sua azione & di grande
importanza in tutti i tipi cellulari, principalmen-
te nel tessuto muscolare e nel cervello.

Come € ben noto, 1la creatina trasferisce un

gruppo fosfato all’ATP mediante l’enzima creatina



chinasi, secondo la seguente reazione:
Cr + ATP o PCr + ADP + H'
Cr = Creatina

PCr

Fosfocreatina

ATP = Adenosina-Tri-Fosfato

ADP = Adenosina-Di- Fosfato

La creatina & sintetizzata nei reni, nel fega-
to, nel pancreas e nel cervello, oppure & ottenuta
da fonti alimentari quali carne e pesce freschi.
Essa viene trasportata attraverso il sangue ed en-
tra nelle cellule dei tessuti, soprattutto quelle
caratterizzate da un elevato fabbisogno energetico,
quali appunto le cellule muscolari e del cervello,
utilizzando 11 ©proprio trasportatore specifico
(CrT). Lo stesso trasportatore & necessario affin-
ché 1la creatina attraversi 1la barriera emato-
encefalica.

Le sindromi da deficienza di creatina rappre-
sentano un gruppo di patologie causate da mutazioni
dei geni per la arginina glicina amidinotransferasi
(AGAT, EC 2.1.4.1) e per la guanidinoacetato metil-
transferasi (GAMT, EC 2.1.1.2), due enzimi necessa-
ri per la sintesi della creatina, nonché del gene
SLC6A8 che codifica per il trasportatore specifico

della creatina.



I pazienti affetti da queste sindromi presenta-
no gravi sintomi neurologici nella prima infanzia,
che tipicamente includono ritardo mentale e crisi
epilettiche di gravita variabile, ma spesso vi sono
altri sintomi quali il ritardo nell’acquisizione
del linguaggio, disordini del movimento, disordini
comportamentali, ivi inclusi 17 autismo,
1l’iperattivita, e 1l'autolesionismo.

I1 deficit del trasportatore della creatina &
attualmente una malattia incurabile ed una possibi-
le soluzione potrebbe essere rappresentata dalla
somministrazione di creatina in una forma in grado
di attraversare le membrane biologiche senza
l'ausilio del trasportatore specifico della creati-
na, che in questi pazienti non & presente. Peral-
tro, anche per le altre patologie caratterizzate da
carenza di creatina - che, oltre alle summenzionate
sindromi da deficienza di AGAT e di GAMT, annovera-
no altresi 1’ictus ischemico - la somministrazione
di creatina sarebbe di grande beneficio.

Tuttavia, la creatina € una molecola polare,
che non e facilmente in grado di attraversare le
membrane biologiche. Per superare questo inconve-
niente € quindi necessario disporre di derivati

della creatina che ne aumentino il carattere lipo-



filo e la rendano quindi adatta ad attraversare le
membrane biologiche, preferibilmente senza
l'ausilio del suo trasportatore specifico. Una
strategia alternativa consiste nel legarla ad altre
molecole che possano svolgere la funzione di car-
rier e quindi veicolarla attraverso le membrane
biologiche mediante altri trasportatori.

Tuttavia, un problema tecnico legato alla sinte-
si di derivati della creatina & rappresentato dal
fatto che essa & poco reattiva con altre molecole, a
causa della sua bassa solubilita in acqua e in sol-
venti organici.

Nella domanda di brevetto statunitense US
2009/0297685 & descritto un procedimento per la sin-
tesi di immino-zuccheri legati a creatina che in un
primo passaggio prevede la sintesi di creatina pro-
tetta con tert-butossicarbonile (d’ora in avanti
indicata come “(Boc),-creatina”) sui due atomi di
azoto del gruppo guanidinico: tale forma & infatti
piu stabile e reattiva rispetto alla creatina non
protetta. La (Boc),-creatina presenta inoltre il
vantaggio di avere il gruppo carbossilico non pro-
tetto e quindi libero di reagire con altre molecole
a formare il derivato desiderato. Nei derivati di

creatina i1doneil al trattamento di sindromi da defi-



cienza di creatina é& infatti necessario che il le-
game con la molecola di interesse sia un legame co-
valente che non coinvolga 1l gruppo guanidinico
della creatina, che deve essere lasciato libero di
interagire con 1l’enzima creatina chinasi.

Secondo gli insegnamenti di US 2009/0297685, la
(Boc),-creatina viene sintetizzata in fase acquosa
facendo reagire creatina con N,N-bis (tert-
butossicarbonil)anidride. Questo metodo presenta
tuttavia lo svantaggio di fornire basse rese a causa
dell’instabilita e della bassa solubilita della cre-
atina.

Scopo della presente invenzione & quindi quello
di mettere a disposizione un procedimento per la
sintesi di (Boc),-creatina e successivamente di de-
rivati della creatina che superi i problemi della
tecnica anteriore.

Tale scopo €& raggiunto tramite un procedimento
per la sintesi di (Boc)j,;-creatina come definito
nella parte caratterizzante della rivendicazione 1.

La (Boc),-creatina sintetizzata con il procedi-
mento dell’invenzione ha la formula di struttura

illustrata qui di seguito come formula (III):



X,
o7
><OJ\ NHJ\T/\H/OH

0]

0]

FORMULA (IITI)

I1 primo passaggio del procedimento
dell’invenzione prevede 1’impiego come precursore
di un estere di sarcosina di formula (I), che viene
convertito in estere di (Boc)s-creatina di formula
(IT) secondo una procedura semplice. L’estere di
formula (II) é& infatti ottenuto mediante 1’impiego
di un agente guanilante protetto con t-Boc su en-
trambi gli atomi di azoto, che ne permette la sin-
tesi diretta.

L"estere di sarcosina di formula (I) utilizzato
come precursore nel primo passaggio del procedimen-
to dell’invenzione ha la formula di struttura illu-

strata qui di seguito:

0
NN

N oR

FORMULA (I)

in cui R & un gruppo alchilico o arilico, lineare o
ramificato, saturo o insaturo avente da 1 a 8 atomi

di carbonio. In una forma di attuazione preferita,



R & un gruppo alchilico lineare avente da 1 a 8 a-
tomi di carbonio; ancora piu preferibilmente, R &
etile e la formula (I) rappresenta quindi 1’etil
estere di sarcosina.

Nel ©passaggio successivo del procedimento,
1l7estere di (Boc)js-creatina di formula (II) viene
sottoposto ad idrolisi basica a formare la (Boc),-
creatina di formula (III).

I1 procedimento dell’invenzione consente van-
taggiosamente di ottenere alte rese e un’ottima pu-
rezza del prodotto finale (BRoc),;-creatina. In una

forma di attuazione preferita, come agente guani-

lante viene utilizzata la 1,3-bis(tert-
butossicarbonil)-2-metil-2-tiopseudourea (CAS
107819-90-9) oppure il N,N-bis (tert-

butossicarbonil)l-guanil pirazolo (CAS 152120-54-
2). Le rese ottenute con gquesti due agenti guani-
lanti sono sostanzialmente analoghe.

In un secondo aspetto dell’invenzione, la
(Boc),-creatina di formula (III) ottenuta mediante
il procedimento sopra descritto viene successiva-
mente impiegata per sintetizzare un derivato di
creatina, mediante coniugazione secondo metodologie
convenzionali con una molecola comprendente un

gruppo funzionale atto a reagire con il gruppo car-



bossilico libero della (Boc)ji;-creatina di formula
(ITII), ottenendo in tal modo un derivato di (Boc),-
creatina.

Esempi non limitativi di molecole comprendenti
un gruppo funzionale atto a reagire con il gruppo
carbossilico libero della (BRoc),-creatina di formu-
la (III) sono aminoacidi e loro esteri, ammine, al-
coli, tioli, lipidi, vitamine e carboidrati.

Infine, se lo si desidera, 1 due gruppi t-Boc
possono essere facilmente rimossi dal derivato di
(Roc),-creatina mediante trattamento 1in ambiente
acido.

L’utilizzo di t-Boc come gruppo protettore del
gruppo guanidinico risulta particolarmente wvantag-
gioso per la sintesi di derivati di creatina. I
presenti inventori hanno infatti provato ad utiliz-
zare altri gruppi protettori descritti in lettera-
tura, hanno sperimentato diverse metodiche per pro-
teggere 11 gruppo guanidinico, gquali inserimento
del gruppo p-toluensolfonile, inserimento di gruppo
tritile (trifenilmetile) ed inserimento del gruppo
Pbf (2,2,4,6,7-Pentametildiidrobenzofurano-5- sol-
fonile, senza tuttavia ottenere risultati soddisfa-
centi, in gquanto 1 tentativi hanno portato alla de-

gradazione del prodotto e/o a rese troppo basse.



Gli esempi che seguono sono forniti a scopo me-
ramente illustrativo e non limitativo della portata
dell’invenzione come definita nelle annesse riven-
dicazioni.

Esempio 1: sintesi di (Boc):-creatina

Metodo A impiegando 1,3-bis(tert-butossicarbonil)-
Z-metil-Z2-tiopseudourea quale agente guanilante
(Schema di reazione 1)

Ad una soluzione di sarcosina etil estere (1,2
equivalenti), 1,3-bis(tert-butossicarbonil)-2-
metil-2-tiopseudourea (1 equivalente) e trietilam-
mina (3 equivalenti), in N,N dimetilformammide ani-
dra, vengono aggiunti 1,1 equivalenti di HgCl,. La
sospensione & tenuta in agitazione a temperatura
ambiente fino a compimento della reazione control-
lata mediante cromatografia su strato sottile (TLC,
“Thin Layer Chromatography”). Indicativamente, a
seconda dei quantitativi impiegati, i tempi di rea-
zione vanno dalle 18 alle 24 ore. Al termine la mi-
stura di reazione & ripresa in etere con la forma-
zione di un abbondante precipitato bianco. Tale
precipitato &€ filtrato mediante wvuoto. La soluzione
eterea ottenuta viene lavata 2 volte con acqua
deionizzata e successivamente altre 2 volte con una

soluzione di NaCl (0,1M). La fase eterea viene eva-



porata a minimo volume e successivamente liofiliz-
zata. Al prodotto cosl ottenuto, posto in agitazio-
ne, viene aggiunta una soluzione di acetonitrile e
NaOH 1IN in rapporto 1:1 allo scopo di idrolizzare
il gruppo etile. Anche questa reazione e controlla-
ta mediante TLC. A reazione avvenuta il pH della
soluzione é& portato a 6 usando HC1 1IN. Il composto
viene quindi centrifugato per allontanare
1l'eventuale precipitato. Il sopranatante viene lio-
filizzato ricavando una polvere bianca. La struttu-
ra della molecola & stata verificata mediante ana-
lisi in spettrometria di massa confermando il peso
molecolare atteso.

Schema di reazione 1:

0 .0 o o

\f CH,CN:NaOH

0 N (1) 0 N
j>x<o’ﬂ\\NH’M\T’A\E’O\\// j>%<o’ﬂ\\NH’u\T””\n/OH

o}

Esempio 2: sintesi di (Boc):-creatina

Metodo B impiegando N,N-bis (tert-butossicarbonil)l-



guanil pirazolo quale agente guanilante (Schema di
reazione 2)

Una soluzione di sarcosina etil estere (1,2 e-
quivalenti), N,N-bis (tert-butossicarbonil)l-guanil
pirazolo (1 equivalente) e trietilammina (3 egquiva-
lenti), in N,N dimetilformammide anidra, viene te-
nuta in agitazione a temperatura ambiente fino a
compimento della reazione. La reazione viene con-
trollata mediante TLC. Indicativamente, a seconda
dei gquantitativi impiegati, 1 tempi di reazione
vanno dalle 18 alle 24 ore. Al termine la mistura
di reazione & ripresa in etere e lavata 2 volte con
un’equivalente gquantita di acgua deionizzata. La
fase eterea viene evaporata a minimo volume e suc-
cessivamente liofilizzata. Al prodotto cosl ottenu-
to, posto in agitazione, viene aggiunta una solu-
zione di acetonitrile e NaOH 1IN in rapporto 1:1 al-
lo scopo di idrolizzare il gruppo etile. A reazione
avvenuta il pH della soluzione & portato a 6 usando
HC1 1N. Il composto viene quindi centrifugato per
allontanare 1l’eventuale precipitato. Il sopranatan-
te viene liofilizzato ricavando una polvere bianca.
La struttura della molecola € stata verificata me-
diante analisi in spettrometria di massa conferman-

do il peso molecolare atteso.



Schema di reazione 2:

X
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Esempio 3: sintesi di (Boc),-creatina legata ad un

amminoacido esterificato.

Un equivalente di (Boc),-creatina & solubiliz-
zato in N,N dimetilformammide anidra. A tale solu-
zione, posta alla temperatura di 0°C e sotto agita-
zione, € aggiunto 1 equivalente di isobutilcloro-
formiato ed 1 equivalente di N-metilmorfolina. Do-
po 10 minuti la reazione é& posta a temperatura am-
biente e protetta dalla luce. A tale soluzione si
aggiunge 1’amminocacido esterificato precedentemente
preparato mettendo in agitazione 1’ estere
dell’amminocacido presente sotto forma di cloridrato
(1,5 equivalenti) con trietilammina (3 equivalenti)
in N,N dimetilformammide anidra per 30 minuti.

Quindi la miscela ottenuta & centrifugata ed il so-



pranatante aggiunto alla mistura contenente (Boc) -
creatina attivata. Il composto €& tenuto in agita-
zione a temperatura ambiente dalle 24 alle 48 ore,
a seconda dell’amminocacido, controllando mediante
TLC l’evolversi della reazione. A reazione avvenuta
la miscela di sintesi viene centrifugata ed il so-
pranatante ottenuto liofilizzato. Tale prodotto
viene ripreso con etere o acetato di etile, a se-
conda della polarita dell’amminocacido impiegato, e
lavato con acqua deionizzata. La fase organica &
gquindi evaporata a minimo volume. Il derivato della
creatina cosli ottenuto & purificato mediante HPLC
(“"High Performance Liquid Chromatography”) a fase
inversa. Al prodotto finale, posto alla temperatura
di 0°C, viene aggiunta una soluzione di diclorome-
tano ed acido trifluorocacetico in rapporto 1:1
(Schema di reazione 3). Al termine della reazione,
monitorata mediante TLC, 1l composto viene fatto
gocciolare in etere freddo ottenendo un precipitato
bianco. Il precipitato & separato mediante centri-
fugazione ed essiccato a polvere mediante liofiliz-
zazione.

La struttura dei derivati realizzati & stata
confermata mediante analisi 1in spettrometria di

massa confermando il peso molecolare atteso.



Schema di reazione 3:

R X
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ol N
Ri 07 NNH hl'/\”/ ?({

Esempio 4: sintesi di ammidi di creatina

Un equivalente di (Boc),-creatina & solubiliz-
zato in N,N dimetilformammide anidra. A tale solu-
zione, posta alla temperatura di 0°C, & aggiunto 1
equivalente di isobutilcloroformiato ed 1 equiva-
lente di N-metilmorfolina. Dopo 10 minuti la rea-
zione & messa a temperatura ambiente protetta dalla
luce. A tale soluzione vengono aggiunti 1,5 equi-
valenti di ammina. La mistura & tenuta in agitazio-
ne a temperatura ambiente dalle 24 alle 48 ore, a
seconda dell’ammina impiegata, controllando la rea-
zione mediante TLC. A reazione avvenuta la sospen-

sione viene centrifugata ed il sopranatante liofi-



lizzato. Quindi il composto liofilizzato viene ri-
preso con etere e lavato con acqua deionizzata. La
fase organica & quindi evaporata a minimo volume ed
infine 1liofilizzato. Il prodotto cosi ottenuto é
purificato mediante HPLC a fase inversa. Al prodot-
to finale, posto alla temperatura di 0°C, viene ag-
giunta una soluzione di diclorometano ed acido tri-
fluorocacetico in rapporto 1:1 (Schema di reazione
3). Al termine della reazione, monitorata mediante
TLC, il prodotto ottenuto viene fatto gocciolare in
etere freddo ottenendo un precipitato. Il precipi-
tato & separato mediante centrifugazione ed essic-
cato a polvere mediante liofilizzazione.

Con questa metodica sono stati realizzati i se-
guenti derivati: creatina-piperidina, creatina-
paratoluidina, creatina-morfolina, creatina-
dietilammina. La struttura dei derivati realizzati
¢ stata confermata mediante analisi in spettrome-
tria di massa confermando il peso molecolare atte-
so. Naturalmente, la stessa procedura pud esgsere
applicata per la sintesi di qualsiasi derivato di
creatina ottenibile per reazione con una molecola

avente almeno un gruppo amminico.



RIVENDICAZIONI

1. Procedimento per la sintesi di (Boc),-creatina
di formula (III), caratterizzato dal fatto di com-
prendere 1 passaggi di:

(i) far reagire un estere di sarcosina di formula (I)

0O
H

/N\)kO/R

FORMULA (I)
in cui R & un gruppo alchilico o arilico, lineare o
ramificato, saturo o insaturo avente da 1 a 8 atomi
di carbonio con un agente guanilante comprendente
due atomi di azoto ciascuno protetto con un gruppo
tert-butossicarbonile (t-Boc), per formare un este-
re di (Boc)j,—creatina di formula (II)

X

><OJKNHJJ\T/\H/O\R

FORMULA (IT)
in cui R & un gruppo alchilico o arilico, lineare o
ramificato, saturo o insaturo avente da 1 a 8 atomi
di carbonio;
(ii) sottoporre 1l'estere di (Boc),-creatina di for-

mula (II) a idrolisi basica, per formare (Boc) -



creatina di formula (III)

cui

cui

cui

5.

X,
o7
><OJ\ NHJ\

FORMULA (III)

0]

OH
N

0]

Procedimento secondo la rivendicazione
R & un gruppo alchilico lineare.
Procedimento secondo la rivendicazione
R & un gruppo alchilico lineare saturo.
Procedimento secondo la rivendicazione
R & etile.

Procedimento secondo una qualsiasi delle

dicazioni 1 a 4, in cui 1"agente guanilante

3, in

riven—

e 1,3-

bis(tert-butossicarbonil)-2-metil-2-tiopseudourea o

N, N-bis (tert-butossicarbonil)l-guanil pirazolo.

6.

la creatina,

Procedimento per la sintesi di un derivato del-

sintetizzare (Boc);—-creatina di formula (III)

caratterizzato dal fatto che comprende



X,
.
><OJ\ NHJ\T/\H/OH

0]

0]

FORMULA (ITI)

con 11 procedimento secondo una qualsiasi delle ri-
vendicazioni 1 a 5, e coniugare la (Boc),;-creatina
di formula (ITII) con una molecola comprendente un
gruppo funzionale atto a reagire con il gruppo car-—
bossilico libero della (Boc),-creatina di formula
(ITI), ottenendo un tal modo un derivato di (Boc),—
creatina.

7. Procedimento secondo la rivendicazione 6, in
cui la molecola comprendente un gruppo funzionale
atto a reagire con 11 gruppo carbossilico libero
della (Boc);-creatina di formula (III) e scelta dal
gruppo che consiste di aminoacidi e loro esteri,
ammine, alcoli, tioli, 1lipidi, wvitamine e carboi-
drati.

8. Procedimento secondo la rivendicazione 5 o 6,
comprendente 1l’ulteriore passaggio di rimuovere 1
gruppi tert-butossicarbonile dal derivato di
(Boc),;—creatina mediante trattamento 1in ambiente

acido.



CLATMS
1. A method of synthesizing (Boc),;-creatine of
formula (III), characterized in that it comprises
the steps of:

(i) reacting a sarcosine ester of formula (I)

0
P

N o R

FORMULA (I)

wherein R is a linear or branched, saturated or un-
saturated alkyl or aryl group having 1 to 8 carbon
atoms,

with a guanylating agent comprising two nitrogen
atoms each protected with a tert-butoxycarbonyl
group (t-Boc), to form a (Boc);-creatine ester of
formula (II)

X

><OJKNHJJ\T/\([)]/O\R

FORMULA (ITI)
wherein R is a linear or branched, saturated or un-
saturated alkyl or aryl group having 1 to 8 carbon
atoms;

(ii) subjecting the (Boc);-creatine ester of formu-



la (II) to Dbasic hydrolysis, to form (Boc).,-

creatine of formula (III)

X

><OJ\ NHJ\

0]

OH
N

@)

FORMULA (IITI)
2. The method according to claim 1, wherein R is a
linear alkyl group.
3. The method according to claim 2, wherein R is a
linear saturated alkyl group.
4., The method according to claim 3, wherein R 1is
ethyl.
5. The method according to any of claims 1 to 4,
wherein the guanylating is 1,3-bis(tert-

butoxycarbonyl)-2-methyl-2-thiopseudourea or N,N'-
Di-Boc-1H-pyrazole-l-carboxamidine.

6. A method of synthesizing a creatine derivative,
characterized in that it comprises synthesizing

(Boc) y-creatine of formula (III)



X
o1
><OJ\ NHJ\T/\H/OH

0]

0]

FORMULA (IITI)
by the method according any of claims 1 to 5, and
conjugating the (Boc),-creatine of formula (III)
with a molecule comprising a functional group capa-
ble of reacting with the free carboxyl group of
(Boc),—-creatine of formula (III), thereby obtaining
a derivative of (BRoc);-creatine.
7. The method according to claim 6, wherein the
molecule comprising a functional group capable of
reacting with the free carboxyl group of (Boc):,-
creatine of formula (III) 1is selected from the
group consisting of amino acids and esters thereof,
amines, alcohols, thiols, lipids, vitamins and car-
bohydrates.
8. The method according to claims 6 or 7, compris-
ing the further step of removing the tert-
butoxycarbonyl groups from the (Boc).-creatine de-

rivative by treatment in an acidic medium.
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