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DESCRIPCION
Procedimiento de preparacion de derivados de mostaza de nitrégeno
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado de preparacion de melflufen, o una sal del mismo, y
melfalan, o una sal del mismo. La invenciéon ademas proporciona novedosos compuestos intermedios formados en el
procedimiento de la invencion.

Antecedentes de la invencion

Agentes alquilantes, tales como farmacos derivados de mostaza de nitrégeno, es decir, derivados de bis(2-
cloroetil)amina, se usan como farmacos quimioterapéuticos en el tratamiento de una amplia variedad de canceres. El
melfalan, o-pis-(2-cloroetil)-amino-L-fenilalanina (compuesto (Id), N.° CAS 148-82-3), es un agente alquilante que es
un conjugado de mostaza de nitrégeno y el aminoacido fenilalanina (documento US 3.032.584). El melfalan se usa
clinicamente en el tratamiento de melanomas metastasicos, pero tiene eficacia limitada, toxicidades limitantes de la
dosis y puede desarrollar resistencia.

Cl

(1d)

El melfalan flufenamida éster etilico (éster etilico de L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, melflufen, compuesto (Ib)) es
un derivado de melfalan conjugado con el aminoacido fenilalanina, creando un dipéptido (documento WO 01/96367):

Cl

CI/\/

(Tb)

La sal monoclorhidrato de melflufen (monoclorhidrato de éster etilico de L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina; sal
clorhidrato de (Ib); N.° CAS 380449-54-7) es referida como clorhidrato de melflufen.
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Cl

HCI

sal clorhidrato de (Ib)

Cuando se estudié en cultivos de células tumorales humanas que representaban aproximadamente 20 diferentes
diagndsticos de canceres humanos, incluyendo mieloma, melflufen mostr6 50 a 100 veces mayor potencia en
comparacion con la de melfalan (http://www.oncopeptides.se/products/melflufen/ consultada el 26 de Marzo de 2015).
Los datos divulgados en Arghya, et al., resumen 2086 "A Novel Alkylating Agent Melphalan Flufenamide Ethyl Ester
Induces an Irreversible DNA Damage in Multiple Myeloma Cells" (2014) "5th ASH Annual Meeting and Exposition",
sugieren que melflufen desencadena un dafio del ADN rapido, fuerte e irreversible, lo cual puede explicar su capacidad
para superar la resistencia a melfalan en células de mieloma multiple. Melflufen actualmente se esta sometiendo a
ensayos clinicos fase I/lla en mieloma muiltiple.

Un procedimiento de preparacion de melflufen en forma de sal clorhidrato se describe en el documento WO 01/96367,
y se ilustra en el Esquema 1, a continuacion. En ese procedimiento N-terc-butoxicarbonil-L-melfalan se hace reaccionar
con éster etilico de p-fluorofenilalanina para dar éster etilico de N-terc-butoxicarbonil-L-melfalanil-L-p-
fluorofenilalanina. Después de la purificacion mediante cromatografia en columna por gradiente el rendimiento de esa
etapa es del 43 %.

.

J ko J
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Compuesto (Ib)

GI

Esquema 1. Ruta actual para melflufen (en forma de sal clorhidrato)

Como se muestra en el Esquema 1, el procedimiento conocido de preparacion de melflufen (en forma de sal
clorhidrato) usa el agente citotoxico melfalan como material de partida, y melflufen se sintetiza en una secuencia
multietapa. Melfalan es altamente toxico, por tanto, los materiales de partida y todos los intermediarios, y también el
flujo de residuos generado, son extremadamente toxicos. Eso es una desventaja importante en términos de seguridad,
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impacto medioambiental y coste cuando se usa el procedimiento a gran escala. Por lo tanto, un procedimiento
mejorado y mas seguro es muy deseado, especialmente para la produccion de melflufen a gran escala. Ademas, la
pureza del melfalan disponible en el mercado es escasa debido a su escasa estabilidad, el rendimiento en cada etapa
del procedimiento es escaso, y la pureza del producto final producido por el procedimiento conocido no es alta. En J.
Med. Chem. (1997), 40, paginas 1.726-1.730 (Lidia Kupczyk-Subotkowska et al.), se describe un procedimiento de
preparacion de melfalan en el que la fenil amina primaria se hace reaccionar con acido acético, seguido de la reaccion
con una mezcla de cloracion de trifenilfosfina, tetracloruro de carbono y diclorometano.

Un procedimiento de preparaciéon de melfalan se describe en el documento WO 2014/141294. En el documento WO
2014/141294 la etapa para introducir el grupo bis(2-cloroetilo) en la molécula comprende conversion de una fenil amina
primaria en un diol de fenil amina terciaria, mediante reaccion con gas de 6xido de etileno. Esto da un rendimiento del
52,6 %. A continuacion, el diol de amina se convierte en una bis(2-cloroetil) fenilamina mediante reaccién con cloruro
de fosforilo. Usar 6xido de etileno, o cloroetanol, para convertir una amina aromatica en la correspondiente bis-(2-
hidroxietil) amina, seguido de cloracion de ese intermediario, es una técnica comin de produccién de bis-(2-cloroetil)
aminas aromaticas. También se conoce partir de un cloroareno y dejarlo someterse a una reaccion SNAr con
dietanolamina. Los presentes inventores han aplicado esos procedimientos para producir melflufen (en su forma de
sal), mostrado en el Esquema 2 a continuacion.

BochiH 1 BocNH

O‘/\Wj( ~a0R0c @—/\rm

(a) éxido de etileno, MeOH, THF; (b) éxido de etileno, HOAc ac.; (c) cloroetancl, K .CO 3

1) MsCl, NEt 3
2) NaCl
/ SOClz: 0 POCIs
CI\ NH '1 H Ci BUCNH H
%“ "
r\@ --------- : L
/—-/ C;/—/ © o0 r
[contraion] = 5
Compuesto (Ib) Compuesto (llic)

Esquema 2. Rutas alternativas para melflufen

Los inventores han descubierto que al usar 6xido de etileno en THF (ruta (a) del Esquema 2), no se da alquilacién a
55 °C; el incremento de la temperatura a 60 °C conduce a que se forme intermediario dialquilado, pero la reaccion era
muy lenta. Para incrementar el rendimiento y la tasa de reaccion la reaccion requeriria altas temperaturas, pero esto
causaria presion incrementada de manera que la reaccidén necesitaria ser realizada en un reactor a presion. Es
probable que tales condiciones conduzcan a la formacion de productos secundarios. Condiciones de reaccién similares
pero usando una mezcla 50:50 de 6xido de etileno y acido acético (ruta (b) del Esquema 2) conducen a tiempos de
reaccion mas rapidos pero a la formacion de productos secundarios. Usar carbonato de potasio y cloroetanol (ruta (c)
del Esquema 2) también conduce a la formacion de producto secundario, posiblemente debido a que el cloroetanol se
estaba sometiendo a transesterificacion parcial con el éster etilico.

Los inventores también intentaron la cloracion del compuesto dialquilado. La cloracion del bis-(2-hidroxietilo)
compuesto (4) del Esquema 2 usando cloruro de tionilo en diclorometano condujo a formacion significativa de producto
secundario desprotegido. La cloracion del bis-(2-hidroxietilo) compuesto (4) del Esquema 2 usando POCI; requiso alta
temperatura y largos tiempos de reaccion. Ademas, tanto el cloruro de tionilo como POCI; son complejos de manejar
a gran escala debido a temas de seguridad. Los inventores también convirtieron el bis-(2-hidroxietilo) compuesto (4)
del Esquema 2 en el correspondiente dimesilato por tratamiento con cloruro de metanosulfonilo y trietilamina. A
continuacion, el dimesilato se traté con cloruro de sodio en DMF a 120 °C. Sin embargo, el producto bruto de esta
reaccion contenia productos secundarios significativos haciendo esta ruta inadecuada para usarse de manera
econdmica a gran escala.

En resumen, ninguna de estas rutas se encontraron que eran adecuadas para la produccién a gran escala de melflufen
de alta pureza. No funcionan bien para la sintesis de melflufen, dando como resultado escasos rendimientos y son
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ineficaces. Ademas, las rutas mostradas en el Esquema 2 requieren multiples etapas para formar la N,N-bis-cloroetil
amina y usan reactivos toxicos.

Los presentes inventores han descubierto un procedimiento mejorado de produccion de melflufen (en
5  particular,melflufen en forma de su sal clorhidrato), el cual proporciona el compuesto en un rendimiento excelente y
con un muy alto nivel de pureza.

Sumario de la invenciéon

10 La presente invencion proporciona un procedimiento de produccién del compuesto (Ill) o un producto desprotegido del
mismo:

Cl

(111

15  que comprende hacer reaccionar el compuesto (l1)

H,N

(1)

con acido cloroacético, en presencia de un agente reductor;
20 enelque PG es un grupo protector y R es OH en una forma adecuadamente protegida o

32%H
o~ No F

P

Sorprendentemente ha sido descubierto por los inventores que la conversion del compuesto de amina aromatica (I1)
25  en mostaza de nitrégeno se puede conseguir en una unica etapa, con alto rendimiento y alta pureza.

La presente invencién también proporciona un procedimiento de produccién del compuesto (1), o una sal del mismo:
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)

el cual comprende llevar a cabo el procedimiento de produccién del compuesto (Ill) anteriormente descrito, y ademas
desproteger el compuesto (l1) para producir el compuesto (1), o una sal del mismo, en el que R es OH opcionalmente
5  enuna forma adecuadamente protegida o

7/_%“

o~ No F

La presente invencién ademas proporciona un procedimiento de produccion del compuesto (VIb):

10
O,N
H
N
N F
(VIb)
que comprende hacer reaccionar el compuesto (IV):
O,N
15 av)
con el compuesto (V):
H,N
/T o F
(V)
20
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en el que PG es un grupo protector.

También se divulga un procedimiento de produccion del compuesto (l1):

H,

5 11)

que comprende hacer reaccionar el compuesto (VI):

O,N.

(VD
10
con un agente reductor,
en el que PG es un grupo protector y R es OH opcionalmente en una forma adecuadamente protegida o
H
"
o~ ~No F
15

La presente invencién ademas proporciona compuesto que tiene la siguiente estructura:

Y

20 enelqueY es NHz20NO2, y PG es un grupo protector.

Descripcion detallada

La presente invenciéon proporciona un procedimiento mejorado de sintesis de melflufen, o una sal del mismo, o
25  melfalan, o una sal del mismo, que comprende convertir una amina primaria aromatica (compuesto (l1)) en una N,N-
bis-cloroetil amina aromatica en una etapa Unica usando acido cloroacético y un agente reductor. Este procedimiento
funciona muy bien y devuelve buenos rendimientos del producto con alta pureza. El procedimiento es especialmente
eficaz debido a dos etapas sencillas, la bis-hidroxialquilacién y la cloracion se reemplazan por una operacion en un

recipiente.
30

Para disipar cualquier duda, cuando se hace referencia a "melflufen" en el presente documento, a menos que se
indique explicitamente lo contrario, eso puede hacer referencia a melflufen o una sal del mismo (por ejemplo,

clorhidrato de melflufen).
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Melfalan tiene estereoquimica "L"; melflufen tiene estereoquimica "LL", y es la estereoquimica "L" y "LL" que esta en

las estructuras representadas en esta solicitud. Los procedimientos de la presente invencion, y los compuestos

descritos en el presente documento, son igualmente aplicables a los isémeros "D", o "DL", "LD" y "DD" o mezclas
5 (incluyendo mezclas racémicas) de los isbmeros.

La presente invencion proporciona un procedimiento de produccion del compuesto (1), o un producto desprotegido
del mismo:

Gl

v

10 (111

que comprende la siguiente etapa:
(c) hacer reaccionar el compuesto (l1)

15 (11)

con acido cloroaceético, en presencia de un agente reductor;
en el que PG es un grupo protector; y R es OH en una forma adecuadamente protegida o

. P

En las realizaciones preferidas de la invencién, R es

%H
o) \O F
25

Por tanto, la invencion proporciona un procedimiento de produccion del compuesto (lllb), o un producto desprotegido
del mismo:
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Cl

que comprende la siguiente etapa:
(c) hacer reaccionar el compuesto (lIb)

(ITb)

con acido cloroacético, en presencia de un agente reductor;
en el que PG es un grupo protector.

PG es un grupo protector adecuado para la proteccion de una amina primaria. Tales grupos protectores son bien
conocidos por los expertos en la técnica, véase por ejemplo Wuts, P.G. M., "Greene's Protective Groups in Organic
Synthesis", 5° Edicién (2014) John Wiley & Sons, Inc. La eleccion de un grupo protector es convencional y esta dentro
de la practica habitual de los expertos en la técnica. Por ejemplo, PG se puede seleccionar del grupo que consiste en
metil oxicarbonilo, etil oxicarbonilo, 9-fluorenilmetil oxicarbonilo (Fmoc), t-butil oxicarbonilo (Boc), bencil oxicarbonilo
(Cbz), p-metoxibencil oxicarbonilo (Moz), 1-adamantil oxicarbonilo (Adoc), p-bromobencil oxicarbonilo, trifluoroacetilo,
cloroacetilo, fenilacetilo, benzacetilo, p-toluenosulfonilo (tosilo, Ts), 2-nitrobencenosulfonilo (Nps), t-butilsulfonilo (Bus),
2- 0 4-nitrobencenosulfonilo (Nosilo), 2,4-dinitronencesulfonilo (DNs), y 2-naftalenosulfonilo.

Por ejemplo, el compuesto de formula (lllb) puede ser: metil oxicarbonil-L-melfalan, etil oxicarbonil-L-melfalan, 9-
fluorenilmetil oxicarbonil-L-melfalan, t-butil oxicarbonil-L-melfalan, bencil oxicarbonil-L-melfalan, p-metoxibencil
oxicarbonil-L-melfalan, 1-adamantil oxicarbonil-L-melfalan, p-bromobencil oxicarbonil-L-melfalan, trifluoroacetil-L-
melfalan, cloroacetil-L-melfalan, fenilacetil-L-melfalan, benzacetil-L-melfalan, p-toluenosulfonil-L-melfalan, 2-
nitrobencenosulfonil-L-melfalan, t-butilsulfonil-L-melfalan, 2- o 4-nitrobencenosulfonil-L-melfalan, 2,4-
dinitronencesulfonil-L-melfalan, 2-naftalenosulfonil-L-melfalan; éster etilico de metiloxicarbonil-L-melfalanil-L-p-
fluorofenilalanina, éster etilico de etil oxicarbonil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico de 9-fluorenilmetil
oxicarbonil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico de t-butil oxicarbonil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina,
éster etilico de bencil oxicarbonil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico de p-metoxibencil oxicarbonil-L-
melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico de 1-adamantil oxicarbonil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico
de p-bromobencil oxicarbonil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico de tritluoroacetil-L-melfalanil-L-p-
fluorofenilalanina, éster etilico de cloroacetil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico de fenilacetil-L-melfalanil-
L-p-fluorofenilalanina, éster etilico de benzacetil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico de p-toluenosulfonil-L-
melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico de 2-nitrobencenosulfonil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico
de t-butilsulfonil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, éster etilico de 2- o 4-nitrobencenosulfonil-L-melfalanil-L-p-
fluorofenilalanina, éster etilico de 2,4-dinitronencesulfonil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina, o éster etilico de 2-
naftalenosulfonil-L-melfalanil-L-p-fluorofenilalanina.

Por  ejemplo, el compuesto de férmula (i puede  ser: (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
(metiloxicarbonilamino)propanoil]amino]-3-(4-fluorofenil)propancato  de  etilo,  (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
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(etiloxicarbonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato  de  etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-(9-
fluorenilmetiloxicarbonilamino)propanoilJamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
(terc-butoxicarbonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propancato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
(benciloxicarbonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-(p-
metoxibenciloxicarbonilamino)propanoillJamino]-3 -(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
(1-adamantiloxicarbonilamino)propanoil]Jamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
(p-bromobenciloxicarbonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-
2-(trifluoroacetilamino)propanoil]Jamino]-3-(4-fluorofenil)propanocato  de  etilo,  (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
(cloroacetilamino)propanoil] amino] -3 -(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
(fenilacetilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
(benzacetilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-(p-
toluenosulfonilamino)propanoil]Jamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato  de  etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-(2-
nitrobencenosulfonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-(t-
butilsulfonilamino)propanoil] amino] -3 -(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-(4-
nitrobencenosulfonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-(2-
nitrobencenosulfonilamino)propanoil] amino] -3 -(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
(2,4-dinitronencesulfonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, o (2S)-2-[[(2S)-3-(4-aminofenil)-2-
(2-naftalenosulfonil amino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo.

Preferentemente PG se selecciona del grupo que consiste en Fmoc, Boc, Cbz, Moz, Adoc, carbamato de
bromobencilo, y trifluoroacetamida. Mas preferentemente PG es Boc.

Por tanto, la invencion proporciona un procedimiento de produccion del compuesto (llla), o un producto desprotegido
del mismo:

Cl

CI/\/

(1l1a)

que comprende la siguiente etapa:
(c) hacer reaccionar el compuesto (lla)

H,N

(ITa)

con acido cloroacético, en presencia de un agente reductor; en el que y R es OH en una forma adecuadamente
protegida o

%H
o7 o F

J

10
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En las realizaciones en las que R es OH en una forma adecuadamente protegida, el grupo OH (y opcionalmente el
grupo carbonilo adyacente) puede estar protegido por cualquier grupo adecuado para la proteccion de un acido
carboxilico. Tales grupos protectores son bien conocidos por los expertos en la técnica, véase por ejemplo Wuts, P.G.
5 M., "Greene's Protective Groups in Organic Synthesis", 5° Edicion (2014) John Wiley & Sons, Inc. La eleccion de un
grupo protector para un acido carboxilico es convencional y esta dentro de la practica habitual de los expertos en la
técnica. Por ejemplo, el grupo protector se puede seleccionar del grupo que consiste en éster metilico, éster
metoximetilico, éster 9-fluorenilmetilico, éster t-butilico, éster bencilico, éster difenilmetilico, éster trifenilmetilico, éster
2,6-dimetilfenilico, éster trimetilsililico, éster ftrietilsillilico, éster 2-(trimetilsilil)etoximetilico, éster 2-(trimetilsilil)etilico,
10  éster S-t-butilico, y 2-alquil-1,3-oxazolina.

En una realizacion especialmente preferida, PG es Bocy R es

o

o7 ~No F

15
Por tanto, la invencién proporciona un procedimiento de produccién del compuesto (llic), o un producto desprotegido
del mismo:
cl
F
(IlLc)
20
que comprende la siguiente etapa:
(c) hacer reaccionar el compuesto (lic)
HoN
o F
(Ic)
25

con acido cloroaceético, en presencia de un agente reductor.
El agente reductor para usar en la etapa (c) de la presente invencion puede ser, por ejemplo, un agente reductor

adecuado para usar en una reaccion de aminacion reductora o alquilacion reductora. Preferentemente el agente
30 reductor es un donador de hidruro, por ejemplo, un agente reductor seleccionado del grupo que consiste en un borano,

11
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un complejo de borano-base Lewis, un borohidruro, un hidruro metalico, y Hz en presencia de un catalizador metalico.
En determinadas realizaciones de la invencion el agente reductor se selecciona del grupo que consiste en BoHg, B1oH14,
BH3SMe; (dimetilsulfuro de borano, BMS), BH3THF, NaBH., LiBH4, NaBH3CN, hidruro de aluminio (alano), hidruro de
sodio bis(2-metoxietoxi)aluminio y H> en presencia de un catalizador metalico (por ejemplo, un catalizador
seleccionado del grupo que consiste en paladio, platino, niquel, rutenio, rodio, y un compuesto del mismo (por ejemplo,
un 6xido del mismo), opcionalmente sobre un soporte, por ejemplo, carbono). Cuando el agente reductor es H;
preferentemente el catalizador es paladio (H2/Pd). Mas preferentemente el agente reductor se selecciona del grupo
que consiste en un borano y un complejo de borano-base Lewis, por ejemplo, BaHg, B1oH14, BH3zSMe2, BMS o BH3THF.
Lo mas preferentemente el agente reductor se selecciona del grupo que consiste en BMS y BH3;THF. Adn mas
preferentemente el agente reductor es BMS.

La reaccion se realiza preferentemente en presencia de disolvente. La eleccion de un disolvente adecuado es
convencional y esta dentro de la practica habitual de los expertos en la técnica. Preferentemente el disolvente es un
disolvente polar, aprético. Por ejemplo, el disolvente puede ser un disolvente seleccionado del grupo que consiste en
tetrahidrofurano (THF), 2-metiltetrahidrofurano (2-MeTHF), metil ciclopentil éter y dibutil éter mezclas de los mismos.
Mas preferentemente el disolvente se selecciona del grupo que consiste en THF y 2-MeTHF. En una realizacion
preferida el disolvente es THF. En otra realizacién preferida el disolvente es 2-MeTHF.

Preferentemente la temperatura de reaccion esta en el intervalo de 1 a80 °C. En determinadas realizaciones preferidas
la temperatura de reaccion esta en el intervalo de 1 a 50, preferentemente 4 a 45, mas preferentemente 5 a 40 °C, por
ejemplo, en el intervalo de 5 a 30 °C. En una realizacién preferida la reaccion se lleva a cabo en el intervalo de 5 a
20 °C, por ejemplo, la reaccion se puede realizar comenzando a 5 a 7 °C y, a continuacion, la temperatura se
incrementa hasta alrededor de 20 a 30 °C, por ejemplo, alrededor de 20 °C, durante la reaccion.

En otra realizacion preferida la reaccion se lleva a cabo en el intervalo de 1 a 50 °C (mas preferentemente 4 a 45 °C),
por ejemplo, la realizacion se puede realizar comenzando a alrededor de 1 a 10 °C (por ejemplo, 3 a 7 °C,
preferentemente 4 a 6 °C) y, a continuacion, la temperatura se incrementa hasta alrededor de 20 a 30 °C, por ejemplo,
alrededor de 20 a 25 °C, durante la reaccion. Mas preferentemente, la realizaciéon se puede realizar comenzando a
alrededor de 1 a 10 °C (por ejemplo, 3 a 7 °C, preferentemente 4 a 6 °C) y, a continuacion, la temperatura se
incrementa hasta alrededor de 5 a 15 °C, por ejemplo, 5 a 13 °C, a continuacion, posteriormente hasta alrededor de
20 a 30 °C, por ejemplo, alrededor de 20 a 25 °C, durante la reaccion.

En una realizacion, la temperatura de reaccion inicialmente se incrementa hasta alrededor de 40 a 50 °C. Por ejemplo,
la temperatura de reaccion se incrementa hasta 45 °C, a continuacion, se enfria hasta alrededor de 1 a 10 °C (por
ejemplo, 3 a 7 °C, por ejemplo, 3, 4, 5, 6 o 7 °C, preferentemente alrededor de 4 a 6 °C) y, a continuacion, la
temperatura se incrementa hasta alrededor de 20 a 30 °C, por ejemplo, alrededor de 20 a 25 °C, durante la reaccion.
Mas preferentemente, la temperatura de reaccién se incrementa hasta 45 °C, a continuacion, se enfria hasta alrededor
de 1 a 10 °C (por ejemplo, 3 a 7 °C, por ejemplo, 3, 4, 5, 6 o 7 °C, preferentemente alrededor de 4 a 6 °C) y, a
continuacion, la temperatura se incrementa hasta alrededor de 5 a 15 °C, por ejemplo, 5 a 13 °C, a continuacion,
posteriormente hasta alrededor de 20 a 30 °C, por ejemplo, alrededor de 20 a 25 °C, durante la reaccion.

Preferentemente, la relacion molar del compuesto (ll):acido cloroacético es igual a o menor de 1:2, preferentemente
igual a o menor de 1:5, mas preferentemente igual a o menor de 1:10, lo mas preferentemente igual o menor de 1:20.
En determinadas realizaciones preferidas, la relacion molar del compuesto (ll):cloroacético es de 1:2 a 1:100;
preferentemente 1:5 a 1:40; mas preferentemente 1:10 a 1:35; aun mas preferentemente 1:15 a 1:30; y lo mas
preferentemente 1:20 a 1:28, por ejemplo, 1:20, 1:21, 1:22, 1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27 o 1:28, preferentemente 1:26).

Preferentemente la relacion molar del compuesto (Il):agente reductor es igual a o menor de 1:1, preferentemente igual
a o menor de 1:3, y mas preferentemente igual a o menor de 1:7. En determinadas realizaciones preferidas, la relacion
molar del compuesto (Il):agente reductor es de 1:1 a 1:50; preferentemente 1:3 a 1:30; mas preferentemente 1:5 a
1:20; aun mas preferentemente 1:8 a 1:18; y lo mas preferentemente 1:10 a 1:15, por ejemplo, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13,
1:14 o 1:25, preferentemente 1:13.

Los presentes inventores sorprendentemente ademas han descubierto que la reacciéon del compuesto (Il) para obtener
el compuesto (lll) como se ha descrito anteriormente se mejora mas cuando se lleva a cabo en presencia de un agente
tampon, por ejemplo, un agente tampon proporcionado por sal cloroacetato que actiia como un tampén en combinacion
con el acido cloroacético. Los inventores descubrieron que el uso de una sal cloroacetato como agente tampon da
como resultado el compuesto (lll) a obtener en un rendimiento ain mayor, con mayor pureza, en comparacion con el
procedimiento que usa acido cloroacético solo. Se observa que hay menos subproductos cuando la reaccion se lleva
a cabo en presencia de una sal cloroacetato, en particular menos productos secundarios que surgen de la
desproteccion del grupo PG. Por ejemplo, cuando el compuesto (Il) es el compuesto (lIc), se observa que hay menos
productos secundarios que surjan de la pérdida del grupo Boc.

En determinadas realizaciones preferidas la reaccion se realiza en presencia de un agente tampoén. Un agente tampoén

es el que puede actuar para mantener el pH de una solucién cerca de un valor elegido después de la adicién de otro
acido o base. En el disolvente no acuoso normalmente usado para la reduccion de la invencién, cualquier compuesto
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que pueda eliminar acido (es decir, protones) de la solucidon se puede considerar que es un agente tampdn. Por
ejemplo, el agente tampdn puede ser un acido o base débil, en combinacidn con la sal de un acido o base débil, por
ejemplo, acido fosforico y una sal fosfato, tal como fosfato de sodio y/o hidrogenofosfato de sodio y/o
dihidrogenofosfato de sodio. Cuando el acido cloroacético esta presente en la reaccion, el agente tampon puede ser
una sal de acido cloroacético.

En determinadas realizaciones particularmente preferidas el agente tampén es una sal cloroacetato. La sal
cloroacetato se puede seleccionar del grupo que consiste en cloroacetato de sodio, cloroacetato de potasio,
cloroacetato de magnesio, cloroacetato de calcio y mezclas de los mismos. Preferentemente la sal cloroacetato es
cloroacetato de sodio, es decir, la reaccion se realiza en presencia de un cloroacetato de sodio.

Preferentemente cuando la reacciéon se lleva a cabo en presencia de una sal cloroacetato, la cantidad de sal
cloroacetato y acido cloroacético es de manera que se obtiene una soluciéon tampon. Una solucién tampén es una
solucién que resiste cambios en el pH o, en disolventes no acuosos, la cantidad de acido (es decir, protones) en la
solucién, cuando se afiaden a la misma cantidades pequefias de un acido o un alcali.

En realizaciones en las que la reaccion se realiza en presencia de una sal cloroacetato, los inventores han descubierto
que la formacién de producto secundario se minimiza usando determinadas relaciones molares del compuesto (ll):sal
cloroacetato. Preferentemente, cuando la reaccién se lleva a cabo en presencia de una sal cloroacetato, la relacion
molar del compuesto (Il):sal cloroacetato es igual a o menor de 1:3; mas preferentemente, igual a o menor de 1:4; y
aun mas preferentemente igual a o menor de 1:7, por ejemplo, igual a o menor de 1:9, igual a o menor de 1:12, igual
a o menor de 1:15. En determinadas realizaciones preferidas, la relacion molar del compuesto (ll):sal cloroacetato es
de 1:4 a 1:50; preferentemente 1:5 a 1:30; mas preferentemente 1:7 a 1:20; y aun mas preferentemente 1:8 a 1:15,
por ejemplo, 1:10.

En determinadas realizaciones preferidas, la relacién molar del acido cloroacético: sal cloroacetato es al menos 1:1,
preferentemente al menos 2:1. En determinadas realizaciones preferidas, la relacién molar de acido cloroacético:sal
cloroacetato es de 1:1 a 10:1, preferentemente 1:1 a 6:1; mas preferentemente 2:1 a 5:1; y ain mas preferentemente
2:1 a 4:1, por ejemplo, 2,6:1).

Preferentemente cuando la reaccion se lleva a cabo en presencia de una sal cloroacetato, por cada equivalente molar
del compuesto (1), hay al menos 2 equivalentes molares de acido cloroacético, al menos 1 equivalente molar de sal
cloroacetato; y al menos 1 equivalente molar de agente reductor. Mas preferentemente, por cada equivalente molar
del compuesto (I), hay al menos 8 equivalentes molares de acido cloroacético, al menos 4 equivalentes molares de
sal cloroacetato; y al menos 4 equivalentes molares de agente reductor. AUn mas preferentemente, por cada
equivalente molar del compuesto (I), hay al menos 14 equivalentes molares de acido cloroacético, al menos 7
equivalentes molares de sal cloroacetato; y al menos 7 equivalentes molares de agente reductor. Ain mas
preferentemente por cada equivalente molar del compuesto (1), hay al menos 20 equivalentes molares de acido
cloroacético, al menos 7 equivalentes molares de sal cloroacetato; y al menos 10 equivalentes molares de agente
reductor. Lo mas preferentemente por cada equivalente molar del compuesto (1), hay al menos 24 equivalentes molares
de acido cloroacético (por ejemplo, 24, 26, 28 o 30 equivalentes molares), al menos 9 equivalentes molares de sal
cloroacetato (por ejemplo, 9, 10, 12 o 15 equivalentes molares); y al menos 12 equivalentes molares de agente
reductor (por ejemplo, 12, 13 o 15 equivalentes molares).

En determinadas realizaciones preferidas, por cada equivalente molar del compuesto (1), hay de 2 a 60 equivalentes
molares de acido cloroacético, de 1 a 50 equivalentes molares de sal cloroacetato; y de 1 a 30 equivalentes molares
de agente reductor. Mas preferentemente, hay de 8 a 60 equivalentes molares de acido cloroacético, de 4 a 50
equivalentes molares de sal cloroacetato; y de 4 a 30 equivalentes molares de agente reductor. Ain mas
preferentemente por cada equivalente molar del compuesto (l), hay de 14 a 40 equivalentes molares de acido
cloroacético, de 7 a 25 equivalentes molares de sal cloroacetato; y de 7 a 20 equivalentes molares de agente reductor;
y lo mas preferentemente por cada equivalente molar del compuesto (1), hay de 24 a 30 (por ejemplo 26) equivalentes
molares de acido cloroacético, de 9 a 15 (por ejemplo 10) equivalentes molares de sal cloroacetato; y de 12 a 15 (por
ejemplo 13) equivalentes molares de agente reductor.

Preferentemente, una vez que se complete la etapa de reaccion (c), la reaccion se interrumpe con un disolvente polar,
protico, por ejemplo, un alcohol o agua. En una realizacién preferida, la reaccion se interrumpe con etanol. En otra
realizacion preferida, la reaccion se interrumpe con agua.

En determinadas realizaciones preferidas, el compuesto (Ill) formado de acuerdo con la presente invencion se
recristaliza en uno o mas disolventes (por ejemplo, un disolvente seleccionado de etanol, acetato de etilo, acetona, 2-
MeTHF y mezclas de los mismos) y uno o mas antidisolventes (por ejemplo, heptano) para eliminar las impurezas. En
las realizaciones en las que el compuesto (lll) es el compuesto (llic), los inventores han descubierto que disolver el
compuesto (llic) en etanol, acetato de etilo, acetona o 2-MeTHF a temperatura elevadas, bajar la temperatura y afiadir,
por ejemplo, heptano puede incrementar la pureza. Por ejemplo, la recristalizacion a 50 °C en aproximadamente siete
volumenes de acetona, seguido de la adicidon de heptano y enfriamiento, puede mejorar la pureza del producto de 96,8
a 98,6 % en area segun HPLC. En determinadas realizaciones, el compuesto (lll) (por ejemplo, compuesto (llic)) se
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recristaliza en una mezcla de acetona/heptano o una mezcla de 2-MeTHF/heptano.

En las realizaciones en las que la reaccion se interrumpe con agua, después de la adicion de agua el compuesto (lII)
se puede precipitar fuera de la solucion de reaccién (por ejemplo, enfriando la solucién de reaccion alrededor de 4 a
8 °C)y, a continuacion, disolver de nuevo en la solucion de reaccién a temperaturas elevadas (por ejemplo, alrededor
de 30 a 40 °C). A continuacion, se pueden separar las fases organicas y acuosas, y la lavar fase organica (por ejemplo,
lavar con solucion de sal acuosa (por ejemplo, NaCl acuoso, preferentemente NaCl acuoso al 20 %)). A continuacion,
la fase organica se puede concentrar para precipitar fuera del compuesto (lll). A continuacion, preferentemente el
compuesto (lll) se puede lavar con disolvente, por ejemplo, un disolvente aprético, o mezcla de disolvente aprético, y
mas preferentemente una mezcla 2-MeTHF/heptano. En las realizaciones en las que el compuesto (lll) es el
compuesto (llic), los inventores han descubierto que estas etapas de aislamiento dan como resultado una pureza
sorprendentemente alta del compuesto (llic) sin la necesidad de etapas de purificacién adicionales (por ejemplo,
recristalizacion).

Un producto desprotegido del compuesto (l1l) o (Illa) de acuerdo con la presente invencion es un compuesto de formula
(Il o (llic) en el que se elimina el grupo protector PG o, cuando R es OH en una forma adecuadamente protegida, se
elimina el grupo protector OH. Preferentemente, se elimina el grupo protector PG (por ejemplo, un compuesto de
férmula (1)). Mas preferentemente se elimina el grupo protector PG y, cuando R es OH en una forma adecuadamente
protegida, se elimina el grupo protector OH.

Un producto desprotegido del compuesto (llIb) o (llic) de acuerdo con la presente invencidon es un compuesto de
férmula (l1Ib) o (llic) en el que se elimina el grupo protector PG (por ejemplo, un compuesto de férmula (Ib)).

En determinadas realizaciones de la invencién se forma una sal del compuesto (lll) o una sal de un producto
desprotegido del compuesto (l11). Como tal, la invencion también proporciona un procedimiento de produccion de una
sal del compuesto (lll) (por ejemplo, una sal del compuesto (llla), (llIb) o (llic)), o una sal de un producto desprotegido
del compuesto (Ill) (por ejemplo, una sal de un producto desprotegido del compuesto (llla), (lllb) o (llic)), que
comprende un procedimiento de produccion del compuesto (ll) (por ejemplo, (Illa), (llIb) o (llic)) como se ha descrito
anteriormente, y una etapa de formacion de la sal, por ejemplo, una etapa de formacién de la sal clorhidrato.

La etapa de formacion de una sal del compuesto (lIl), o una sal de un producto desprotegido del compuesto (lll), puede
ser una etapa separada de la etapa de formacion del compuesto (lll) o un producto desprotegido del mismo; o la etapa
de formacion de la sal se puede llevar a cabo como parte de la etapa de formacién del compuesto (Ill) o un producto
desprotegido del mismo.

El procedimiento puede comprender opcionalmente la etapa adicional (d) de eliminacién del grupo protector PG del
compuesto (Ill) para obtener el compuesto (), o una sal del mismo:

Cl

CI/\/N

(D;

en el que PG y R son como se han definido anteriormente para la etapa (c).

Preferentemente, la sal del compuesto (I) es una sal farmacéuticamente aceptable (es decir, sales del compuesto (I)
que son farmacéuticamente aceptables son adecuadas para usar en medicina que son aquellas en las que el contraidn
es farmacéuticamente aceptable). Preferentemente la sal del compuesto (I) es una sal acida farmacéuticamente
aceptable, y mas especialmente una sal clorhidrato.

En particular, las sales adecuadas formadas con acidos de acuerdo con la invencion incluyen las formadas con acidos
minerales, acidos carboxilicos organicos fuertes, tales como acidos alcanocarboxilicos de 1 a 4 atomos de carbono
que estan sin sustituir o sustituidos, por ejemplo, con halégeno, tales como acidos dicarboxilicos saturados o
insaturados, tales como acidos hidroxicarboxilicos, tales como aminoacidos o con acidos organosulfénicos, tales como
acidos alquil(C+-C4)- o arilsulfénicos que estan sin sustituir o sustituidos, por ejemplo con halégeno. Las sales de
adicién de acido farmacéuticamente aceptables incluyen aquellas formadas a partir de acidos clorhidricos,
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bromhidricos, sulfaricos, nitricos, citricos, tartaricos, acéticos, fosféricos, lacticos, pirtvicos, acéticos, trifluoroacéticos,
succinicos, percléricos, fumaricos, maleicos, glicdlicos, lacticos, salicilicos, oxaloacéticos, metanosulfonicos,
etanosulfénicos, p-toluenosulfénicos, férmicos, benzoicos, maldnicos, naftaleno-2-sulfénicos, bencenosulfénicos,
isetidnicos, ascoérbicos, malicos, ftalicos, asparticos y glutamicos, lisina y arginina.

En las realizaciones preferidas de la invencion, se obtiene la sal del compuesto (). Mas preferentemente se obtiene
una sal farmacéuticamente aceptable, y lo mas preferentemente sal acida farmacéuticamente aceptable, y mas
especialmente una sal clorhidrato.

En una realizacioén preferida R es

H

>

o7 o F

2

y la etapa (d) comprende eliminar el grupo protector PG del compuesto (lllb) para obtener el compuesto (Ib) (melflufen),
o una sal del mismo; en el que PG es como se ha definido anteriormente para la etapa (c).

Preferentemente, se obtiene la sal del compuesto (Ib). Mas preferentemente se obtiene una sal farmacéuticamente
aceptable, lo mas preferentemente una sal acida farmacéuticamente aceptable, y mas especialmente la sal clorhidrato.

Se puede usar un intervalo muy amplio de las condiciones de reaccion para efectuar la eliminacion del grupo protector
PG en la etapa (d). Las condiciones de reaccion necesarias en la etapa (d) son dependientes de la naturaleza del
grupo protector PG. La elecciéon de las condiciones para la eliminacion de un grupo protector de acuerdo con la
definicion de PG en la etapa (c), anteriormente, es convencional y esta dentro de la practica habitual de los expertos
en la técnica. Por ejemplo, cuando el grupo protector es un grupo carbamato, se puede usar un acido tal como acido
clorhidrico (HCI) o acido trifluoroacético (TFA) (preferentemente HCI) para eliminar el grupo protector. Las condiciones
adecuadas para la eliminacion de los grupos protectores se ensefian en, por ejemplo, Wuts, P.G. M., "Greene's
Protective Groups in Organic Synthesis", 5° Edicion (2014) John Wiley & Sons, Inc.

Por ejemplo, cuando PG es Boc (es decir, el compuesto (lIl) es el compuesto (llla)), la etapa (d) comprende hacer
reaccionar el compuesto (llla) bajo condiciones de reaccidon acidas, para obtener el compuesto (I) (melflufen o
melfalan) o una sal del mismo (preferentemente la sal clorhidrato del mismo); en el que PG y R son como se han
definido anteriormente para la etapa (c).
En otra realizacion preferida PG es Bocy R es

H

o” o F

2

y la etapa (d) comprende eliminar el grupo protector PG del compuesto (llic) para obtener el compuesto (Ib) (melflufen),
o una sal del mismo. Preferentemente, se obtiene una sal del compuesto (Ib). Mas preferentemente se obtiene una
sal farmacéuticamente aceptable del compuesto (Ib), lo mas preferentemente una sal acida farmacéuticamente
aceptable del compuesto (Ib), y mas especialmente la sal clorhidrato del compuesto (Ib):
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Cl

HCI

En las realizaciones en las que PG es un grupo protector labil acido, por ejemplo, Boc, preferentemente el compuesto
(1) (por ejemplo, el compuesto (ll1a) o (llic)) se hace reaccionar bajo condiciones de reaccion acidas, preferentemente
con HCI, para eliminar el grupo protector, para formar el compuesto (l) (por ejemplo, (Ib)), o una sal del mismo.
Preferentemente, se forma la sal clorhidrato del compuesto (1) (por ejemplo, (Ib)).

Ejemplos de una fuente de HCl adecuadas para la etapa (d) incluyen 1,3 M HCI/EtOH, 2,5 M HCI/EtOH, 1 M HCI/EtOAc,
3 M HCI/EtOH, y 5-6 M HCI/iPrOH. Preferentemente la relacion molar del compuesto (lll): HCI es de 1:1: a 1:50; mas
preferentemente es de 1:3 a 1:30; aun mas preferentemente 1:5 a 1:20; lo mas preferentemente 1:7 a 1:17, por
ejemplo, 1:10.

Preferentemente el disolvente para la desproteccion se selecciona del grupo que consiste en etanol (EtOH), alcohol
isopropilico, acetato de etilo, THF, acetona, y mezclas de los mismos. Por ejemplo, la reaccién se puede llevar a cabo
en una mezcla de HCI/EtOH, acetato de etilo/HCI/EtOH, acetona/HCI/EtOH, o THF/HCI/EtOH. Por ejemplo, HCI/EtOH,
acetona/HCI/EtOH, o THF/HCI/EtOH. Preferentemente la reaccion se lleva a cabo en una mezcla de HCI/EtOH o
acetato de etilo/HCI/EtOH.

El producto de la etapa (d) se puede purificar, por ejemplo, purificar lavando con disolvente (por ejemplo, uno o mas
lavados con etanol, por ejemplo, 3 lavados con etanol) y/o cristalizacion (por ejemplo, recristalizacion en etanol y/o
recristalizacion en metil terc-butil éter; por ejemplo, recristalizacion en metil ferc-butil éter; o, por ejemplo,
recristalizacion en metil terc-butil éter seguido de recristalizaciéon en etanol).

Preferentemente, la desproteccion es una etapa separada después de la etapa (c) en la que se forma la N,N-bis-
cloroetil amina. Sin embargo, en determinadas realizaciones, la desproteccion se lleva a cabo como parte de la etapa
(c) en una sintesis en un solo recipiente. En ese caso, el procedimiento de la invencion proporciona el producto
desprotegido, el compuesto (l), directamente.

En determinadas realizaciones de la invencion se forma una sal del compuesto (l) (por ejemplo, una sal del compuesto
(Ib)). Como tal, la invencién también proporciona un procedimiento de produccién de una sal del compuesto (1) (por
ejemplo, una sal del compuesto (Ib)), que comprende un procedimiento de produccién del compuesto (l) (por ejemplo,
(Ib)) como se ha descrito anteriormente, y una etapa de formacion de una sal del compuesto (l) (por ejemplo, una sal
del compuesto (Ib)), por ejemplo, una etapa de formacién de la sal clorhidrato.

La etapa de formacion de una sal del compuesto (I) (por ejemplo, una sal del compuesto (Ib)) puede ser una etapa
separada después de la etapa de desproteccion (d), o la etapa de formacién de la sal se puede llevar a cabo como
parte de la etapa de desproteccion (d). En una realizacion preferida, la etapa de formacion de la sal del compuesto (1)
(por ejemplo, la sal del compuesto (Ib), preferentemente la sal clorhidrato del compuesto (Ib)) se lleva a cabo como
parte de la etapa de desproteccion (d). En tal realizacion, preferentemente PG es un grupo protector labil de acido,
por ejemplo, Boc; y preferentemente el compuesto (lIl) (por ejemplo, el compuesto (llla) o (llic)) se hace reaccionar
bajo condiciones de reaccion acidas, y mas preferentemente con HCI, para eliminar el grupo protector para formar el
compuesto (I) (por ejemplo, (Ib)) en sal del mismo. Mas preferentemente, se forma la sal clorhidrato del compuesto (1)
(por ejemplo, (Ib)).

En otra realizacion, la etapa de formacion de una sal del compuesto (l) (por ejemplo, una sal del compuesto (Ib)) y la
etapa de desproteccion se pueden llevar a cabo como parte de la etapa (c) en una sintesis en un solo recipiente. En
ese caso, el procedimiento de la invencion proporciona la sal del producto desprotegido, el compuesto (l),
directamente.

Los presentes inventores ademas han descubierto un procedimiento novedoso que comprende hacer reaccionar dos

fenilalaninas sustituidas: PG-p-nitro-L-fenilalanina (compuesto (IV)) y éster etilico de p-fluoro-L-fenilalanina
(compuesto (V)), en las que PG es como se ha definido para la etapa (c), anteriormente, para producir el compuesto
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(VIb):

(VIb)

5 Los aminoacidos se acoplan para formar el compuesto (VIb). A continuaciéon, el compuesto (VIb) se puede reducir
para formar el compuesto de amina aromatica (lIb). El procedimiento para formar el compuesto (lIb) usa materiales de
partida no toxicos, y por tanto cuando se usa en un procedimiento de sintesis de melflufen, evita la produccion de
productos toxicos antes de la etapas finales. Como tal, este procedimiento es mucho mas seguro que usar un material
de partida que contiene bis-(2-cloroetilo), como se usa en el procedimiento conocido de sintesis de melflufen.

10
Por tanto, la presente invencion también proporciona un procedimiento de produccion del compuesto (VIb) que
comprende la siguiente etapa:
(a) hacer reaccionar el compuesto (IV):
15
O,N
av)
con el compuesto (V):
H,N
o~ o F
20 (V)
en el que PG es como se ha definido anteriormente para la etapa (c).
En determinadas realizaciones preferidas, PG es Boc, y el procedimiento comprende la siguiente etapa:
25

(a) hacer reaccionar el compuesto (IVc):
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(IVe)

con el compuesto (V) para obtener el compuesto (VIc):

O,N

(VIc).

La etapa (a) del procedimiento de la invencion se puede llevar a cabo bajo cualquier condicion adecuada para una
reaccion de acoplamiento de amida. La eleccién de las condiciones de la reaccion de acoplamiento de amida es
convencional y esta dentro de la practica habitual de los expertos en la técnica. Las condiciones de reaccion necesarias
pueden depender de la naturaleza del grupo protector PG.

Los reactivos de acoplamiento de amida adecuados para usar en la presente invencion incluyen: carbodiimidas, por
ejemplo, diciclohexilcarboiimida  (DCC), diisopropilcarbodiimida  (DIC), clorhidrato de  etil-(N',N'-
dimetilamino)propilcarbodiimida (EDC); reactivos basados en fosfonio, por ejemplo, hexafluorofosfato de (benzotriazol-
1-iloxi)tris(dimetilamino)fosfonio (BOP), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio (PyBOP);
reactivos basados en aminio, por ejemplo, hexafluorofosfato de N,N,N',N'-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-il)uronio
(HBTU), hexafluorofosfato de 1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio  3-oxid (HATU),
tetrafluoroborato de  O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio ~ (TBTU), hexafluorofosfato de O-(6-
clorobenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (HCTU), tetrafluoroborato de O-(3,4-dihidro-4-oxo-1,2,3-benzotriazin-
3-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (TDBTU); reactivos basados en imonio aminio, por ejemplo, hexacloroantimonato de
(1H-benzotriazol-1-iloxi)-N,N-dimetilmetaniminio (BOMI), hexacloroantimonato de 5-(1H-benzotriazol-1-iloxi)-3,4-
dihidro-1-metil 2H-pirrolio (BDMP) y hexacloroantimonato de 5-(7-azabenzotriazol-1-iloxi)-3,4-dihidro-1-metil 2H-
pirrolio (AOMP); agentes que generan cloruros de acidos, por ejemplo, cloruro de tionilo, pentacloruro de fésforo,
trifosgeno, triazinas (por ejemplo, cloruros ciandricos, fluoruro cianurico, y derivados de los mismos), hexafluorofosfato
de tetrametilfluoroformamidinio (TFFH), bis(tetrametileno)fluoroformamidinio (BTFFH), y hexafluorofosfato de 1,3-
dimetil-2-fluoro-4,5-dihidro-1H-imidazolio (DFIH); u otros reactivos de acoplamiento, por ejemplo, 3-(dietilfosforiloxi)-
1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ona (DEPBT), carbonildilmidazol (CDI), anhidrido propilfosfénico (T3P), y N-Etoxicarbonil-2-
etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ).

Se puede incluir un agente adicional en las condiciones de acoplamiento de amida para suprimir la racemizacion, por
ejemplo, hidroxibenzotriazol (HOBt), 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt), 2-ciano-2-(hidroxiimino)acetato de etilo
(oxyma). Preferentemente, el agente adicional para suprimir la racemizacion es HOBE.

En determinadas realizaciones preferidas, el acoplamiento de amida se realiza usando HATU o HBTU con N,N-
Diisopropiletilamina (DIPEA) o N-metilmorfolina (NMM); usando EDC e hidroxibenzotriazol (HOBt) con DIPEA o NMM;
usando anhidrido propilfosfénico (T3P) con DIPEA; o usando PyBOP con DIPEA.

Preferentemente, la etapa (a) se realiza en presencia de EDC. Mas preferentemente la etapa (a) se realiza en
presencia de EDC, HOBt y NMM. Usando estas condiciones de reaccion, el compuesto (VIb) se puede obtener con
una muy alta pureza bruta, por ejemplo, por encima del 96 % de pureza. Lo mas preferentemente, la etapa (a) se
realiza en presencia de 1,1 equivalentes de EDC, 0,1 equivalentes de HOBt, 3,5 equivalentes de NMM y usando
aproximadamente 1 equivalente de cada uno del compuesto (IV) y el compuesto (V).

La eleccion de un disolvente para las condiciones especificas de reaccién de acoplamiento de amida es convencional

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 826401 T3

y esta dentro de la practica habitual de los expertos en la técnica. Preferentemente, el disolvente para la reaccion es
un disolvente aprotico. Por ejemplo, el disolvente se puede seleccionar del grupo que consiste en acetato de etilo,
acetona, THF, 2-MeTHF, diclorometano, dimetilformamida; ciclopentil metil éster y mezclas de los mismos.
Preferentemente, el disolvente se selecciona del grupo que consiste en DMF, acetato de etilo, acetona, 2-MeTHF y
mezclas de los mismos. Mas preferentemente es acetato de etilo o acetona. Los presentes inventores han descubierto
que la acetona es un disolvente sorprendentemente eficaz para la reaccién de acoplamiento de amida de la invencion,
que mantiene la mezcla de reaccién como una solucién durante toda la reacciéon. Como tal, lo mas preferentemente
el disolvente es acetona. El producto de la etapa (a) se puede purificar mas antes de la proxima etapa de reaccion,
por ejemplo, purificar por cristalizacion. Como alternativa, el producto de la etapa (a), se puede usar directamente en
la etapa (b) del procedimiento (descrita mas adelante) sin aislamiento o purificacion adicional del compuesto (VIb).

Se ha descubierto que la pureza del producto en cada etapa de (a) a (d) de la reaccién es de importancia, ya que las
impurezas en cada etapa se pueden llevar por todo el procedimiento, por ejemplo, la pureza del producto de la etapa
(a) tiene un efecto sobre la pureza de las posteriores etapas de reaccion (b), (c) y (d). Por lo tanto, es de importancia
que cada etapa en el procedimiento conduzca a un producto con tan alta pureza como sea posible, para obtener la
mayor pureza del compuesto (lll) y por consiguiente el compuesto (I). Cada una de las etapas (a) a (d) de la presente
invencion da como resultado productos con alta pureza, haciendo al proceso de reaccion en conjunto particularmente
eficaz para la produccion del compuesto (lll), y por consiguiente el compuesto (l), teniendo alta pureza.

También se divulga un procedimiento de la invencion de produccion del compuesto (ll) que comprende la siguiente
etapa:
(b) hacer reaccionar el compuesto (VI)

O,N

(VI)

con un agente reductor,
en el que PG es como se ha definido anteriormente para la etapa (c) y R es OH opcionalmente en una forma
adecuadamente protegida o

}%H

o~ ~No F

Por ejemplo, el compuesto de férmula (V1) puede ser: (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-
(metiloxicarbonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanocato  de  etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-
(etiloxicarbonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanocato de  etilo,  (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(9-
fluorenilmetiloxicarbonilamino)propanoilJamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-
(terc-butoxicarbonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato  de  etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-
(benciloxicarbonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato  de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(p-
metoxibenciloxicarbonilamino)propanoil]Jamino]-3 -(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(1-
adamantiloxicarbonilamino)propanoillJamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(p-
bromobenciloxicarbonilamino)propanoillJamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-

(trifluoroacetilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-
(cloroacetilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-
(fenilacetilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3~(4-nitrofenil)-2-

(benzacetilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(p-
toluenosulfonilamino)propanoil]Jamino]-3-(4-fluorofenil)propancato  de  etilo,  (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(2-
nitrobencenosulfonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(t-
butilsulfonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(4-
nitrobencenosulfonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(2-
nitrobencenosulfonilamino)propanoillamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(2,4-
dinitronencesulfonilamino)propanoilJamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo, o (2S)-2-[[(2S)-3-(4-nitrofenil)-2-(2-
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naftalenosulfonil amino)propanoil]Jamino]-3-(4-fluorofenil)propanoato de etilo.

Por ejemplo, cuando PG es Boc, el procedimiento puede comprender la etapa:
(b) hacer reaccionar el compuesto (Vla):

O,N

(VIa)

con un agente reductor, por ejemplo, H2/Pd/C,

para obtener el compuesto (lla), en el que R es OH opcionalmente en una forma adecuadamente protegida o
10
H

%N
0 o F

P

En determinadas realizaciones preferidas en las que R es

H,>N

o~ o F

15 >

el procedimiento puede comprender la etapa:

(b) hacer reaccionar el compuesto (VIb) con un agente reductor, por ejemplo, H2/Pd/C, para obtener el compuesto
(llb)
20 en el que PG es como se ha definido en la etapa (c) anteriormente.

En determinadas realizaciones preferidas en las que PG es Boc y R es
H
™

o7 o F

25
el procedimiento puede comprender la etapa:
(b) hacer reaccionar el compuesto (VIc) con un agente reductor, por ejemplo, H2/Pd/C,
para obtener el compuesto (llc).

30 La etapa (b) del procedimiento de la invencion se puede llevar a cabo bajo condiciones adecuadas para reducir un

grupo nitro a un grupo amino. Las condiciones de reaccion necesarias pueden ser dependientes de la naturaleza del
grupo protector PG. La eleccién de las condiciones de la reaccion de reduccion es convencional y esta dentro de la
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practica habitual de los expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones preferidas, la reaccién de reduccion de la etapa (b) puede ser una reaccion de
hidrogenacion, mas preferentemente una reaccion de hidrogenacion catalitica, es decir, la reaccion de hidrogenacion
se lleva a cabo en presencia de un hidrégeno y un catalizador. Por lo tanto, el agente reductor de la etapa (b) puede
ser hidrégeno (H2) y un catalizador. Preferentemente, el catalizador es un catalizador metalico, por ejemplo, un
catalizador seleccionado del grupo que consiste en platino, paladio, rodio, rutenio, niquel (por ejemplo, niquel Raney
o niquel Urushibara), hierro, y un compuesto del mismo (por ejemplo, un 6xido del mismo). El catalizador puede ser
homogéneo o heterogéneo; preferentemente es heterogéneo. Preferentemente el catalizador es un soporte
catalizador, por ejemplo, un soporte catalizador seleccionado del grupo que consiste en carbono, alimina, silice y
carbonato de calcio. Lo mas preferentemente el soporte catalizador es carbono.

En una realizacion preferida de la invencion, el catalizador es paladio (Pd), y mas preferentemente paladio sobre
carbono (Pd/C), es decir, la reaccion de reduccion (b) usa gas H, con catalizador Pd/C (H2/Pd/C) (es decir, el agente
reductor de la etapa (b) es H2/Pd/C). Mas preferentemente, el catalizador Pd/C es 1 a 15 % de Pd sobre carbono
activado, preferentemente 1 a 10 % de Pd sobre carbono activado, mas preferentemente 3 a 6 % de Pd sobre carbono
activado, lo mas preferentemente 3 a 5 % de Pd sobre carbono activado. Preferentemente el catalizador Pd/C es un
catalizador himedo a aproximadamente el 50 %.

Preferentemente, la presion de H, es de 1 a 8 bar, mas preferentemente de 1 a 3 bar. El catalizador esta
preferentemente presente de 1 a 30 % p/p, mas preferentemente de 3 a 20 % p/p; aun mas preferentemente de 3 a
10 % p/p, y lo mas preferentemente de 3 a 6 % p/p, por ejemplo, 3, 4, 4,5, 506 % p/p.

La eleccion de un disolvente para la reaccion de hidrogenacion es convencional y esta dentro de la practica habitual
de los expertos en la técnica. Ejemplos de disolventes adecuados incluyen 2-MeTHF, acetato de etilo, etanol y mezclas
de los mismos. Preferentemente el disolvente es 2-MeTHF.

Tras completarse, el catalizador se puede eliminar por filtracién, por ejemplo, por filtracion a través de una frita de
carbono.

El producto de la etapa (b) (compuesto (l1)) se puede cristalizar en uno o mas disolventes (por ejemplo, etanol, acetato
de etilo, 2-MeTHF y mezclas de los mismos) y uno o mas antidisolventes (por ejemplo, heptano) para eliminar las
impurezas antes de usarse en la etapa (c) del procedimiento. Los inventores han descubierto que disolver el
compuesto (ll) en, por ejemplo, etanol, acetato de etilo, 0 2-MeTHF, o mezclas de los mismos, a temperatura elevadas,
bajar la temperatura y afadir, por ejemplo, heptano incrementa la pureza. Preferentemente el compuesto (Il) se
cristaliza a partir de una mezcla de 2-MeTHF/heptano.

La etapa (b) como se ha descrito anteriormente se puede usar en combinacién con las etapas (c) y/o (d) descritas
anteriormente. Por tanto, la presente invencién proporciona un procedimiento que comprende una o mas de las
siguientes etapas:

(b) Un procedimiento de produccion del compuesto (II) que comprende hacer reaccionar el compuesto (V1) con un
agente reductor;

(c) Un procedimiento de produccion del compuesto (lll), o un producto desprotegido del mismo, o una sal de un
producto desprotegido del mismo, que comprende hacer reaccionar el compuesto (ll) con acido cloroacético, en
presencia de un agente reductor; y/o
(d) Un procedimiento de produccién del compuesto (I), o una sal del mismo, que comprende desproteger el
compuesto (lll) para producir el compuesto (1) o una sal del mismo;
en el que PG es un grupo protector y R es OH opcionalmente en una forma adecuadamente protegida o

H

%N

o~ ~No F

Preferentemente PG es Boc.

En una realizacion preferida, la etapa (c) es un procedimiento de produccién de un producto desprotegido del
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compuesto (lll), y el procedimiento comprende ademas una etapa de formacién de una sal del producto desprotegido
del compuesto (lll). En otra realizacion preferida, la etapa (d) es un procedimiento de produccion de una sal del
compuesto (1), y el procedimiento comprende ademas una etapa de formacion de una sal del compuesto (1).

En una realizacioén preferida en la que R es
H
™
o F

P

las etapas (a) y/o (b) como se han descrito anteriormente se pueden usar en combinacién con las etapas (c) y/o (d)
descritas anteriormente. Por tanto, en el presente documento se divulga un procedimiento que comprende una o mas
de las siguientes etapas

2

(a) un procedimiento de produccién del compuesto (VIb) que comprende hacer reaccionar el compuesto (V) con
el compuesto (V); y/o

(b) Un procedimiento de produccion del compuesto (lIb) que comprende hacer reaccionar el compuesto (VIb) con
un agente reductor; y/o

(c) Un procedimiento de produccion del compuesto (IlIb), o un producto desprotegido del mismo, que comprende
hacer reaccionar el compuesto (lIb) con acido cloroacético, en presencia de un agente reductor; y/o

(d) Un procedimiento de produccién del compuesto (Ib), o una sal del mismo, que comprende desproteger el
compuesto (llIb) para producir el compuesto (Ib) o una sal del mismo,

en el que PG es como se ha definido anteriormente para la etapa (c).

En tal realizacion, preferentemente PG es Boc.

En una realizacion preferida, la etapa (c) es un procedimiento de produccién de un producto desprotegido del
compuesto (llIb), y el procedimiento comprende ademas una etapa de formacién de una sal del producto desprotegido
del compuesto (llIb). En otra realizacion preferida, la etapa (d) es un procedimiento de produccion de una sal del
compuesto (Ib), y el procedimiento comprende ademas una etapa de formacién de una sal del compuesto (Ib).

En el presente documento también se divulga el compuesto (l11), (llla), (llIb), (lllc) o un producto desprotegido de los
mismos, o una sal de un producto desprotegido de los mismos, producido por un procedimiento descrito en el presente
documento; un compuesto de férmula (1), (Ib), o una sal del mismo, producido por un procedimiento descrito en el
presente documento; un compuesto de férmula (VIb) producido por un procedimiento descrito en el presente
documento; o un compuesto de formula (1) o (lic) producido por un procedimiento descrito en el presente documento.

En el presente documento también se divulga un procedimiento de produccion del compuesto (X), o una sal del mismo,
opcionalmente en una forma adecuadamente protegida:

Cl

Jj\/\/©/ N\/\C'

(X)

que comprende la siguiente etapa:
(c) hacer reaccionar el compuesto (XI)
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NH,

HO

(XI)
con acido cloroaceético, en presencia de un agente reductor y opcionalmente en un disolvente adecuado.
Las condiciones de reaccion preferidas son aquellas preferidas para la etapa (c) anteriormente descrita.
Ejemplos
Detalles experimentales generales

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos/disolventes se compraron en fuentes comerciales y se usaron
sin purificacion adicional.

Los compuestos se purificaron en un sistema HPLC equipado con una columna de fase inversa C18, y usando
deteccion de UV a longitud de onda de 262 nm. Todos los compuestos se separaron durante un gradiente de
acetonitrilo en agua.

Ejemplo 1 - Sintesis del compuesto (Vic)

O,N

(VIc)

A un reactor con un agitador vertical, equipado con entrada de nitrdgeno y condensador de reflujo, se cargd
Bocnitrofenilalanina (compuesto (1Vc)) (35,0 g, 112,8 mmol, 1 eq.), seguido de acetona (420 ml), N-metilmorfolina
(43,4 ml, 394,8 mmol, 3,5 eq.), clorhidrato de éster etilico de fluoro-L-fenilalanina (compuesto (V)) (28,5 g, 115 mmol,
1,02 eq.), EDC (23,8 g, 124,1 mmol, 1,1 eq.) y HOBt H.O (1,7 g, 11,3 mmol, 0,1 eq.). La suspension se agitdé a
temperatura ambiente durante 18,5 h lo cual condujo al consumo total del compuesto (IVc) de acuerdo con HPLC. Se
cargaron agua (180 ml) y 2-MeTHF (965 ml). A continuacion, se eliminé aproximadamente 640 g de disolvente por
evaporacion (T,: 35 °C) de la mezcla clara naranja de dos fases. A continuacion, se afiadio 360 ml de 2-MeTHF y se
extrajo por evaporacion dos veces. La fase acuosa se acidificé a pH 3 mediante la adicién de 58 ml de acido sulfurico
2 M. La capa organica se calenté a 35--40 °C y, a continuacion, se lavé secuencialmente con agua (90 ml), dos veces
con solucién de NaHCO3 acuosa saturada (90 ml) y, a continuacion, solucién salina (90 ml) y finalmente agua (90 ml).
Al producto disuelto en 2-MeTHF se afadioé gota a gota heptano (270 ml) a 35-40 °C antes de dejar que la mezcla
alcanzara la temperatura ambiente durante una noche con agitacion. Se afiadieron gota a gota otros 135 ml de heptano
antes de que la suspension beis se enfriara hasta 10 °C. El producto se aislo y se aclar6 con 100 ml de 2-
MeTHF/heptano frio 6/4. El producto compuesto (Vic) se almacend humedo (82,5 g). Una muestra pequefia del
producto se analizo6 por limite de deteccion (LOD) que revel6 que el sélido contenia 43,8 % de residuos de disolvente.
Basandose en esto, se obtuvo el producto purificado en un rendimiento del 82 %. Se confirmé por HPLC que la pureza
era: 99,4 % en area.

"H-RMN (300 MHz, DMSO-Dg) & 8,48 (d ancho, 1H, J=7,5 Hz), 8,16 (2H, d, J=8,7 Hz), 7,55 (2H, d, J=9 Hz), 7,28 (2H,
dd, J=8,7, 8,1 Hz), 7,12-7,02 (3H, m), 4,49 (1H, dd, J=14,4, 7,2 Hz), 4,32-4,24 (1H, m), 4,04 (2H, dd, J=14,4, 7,2 Hz),
3,08-2,95 (3H, m), 2,84 (1H, dd, J=13,2, 10,8 Hz), 1,27 (s, 9H), 1,11 (3H, t, J=7,2Hz)

3C-RMN (75 MHz, DMSO-Ds) & 171,4 (C=0), 171,2 (C=0), 161,2 (C-F, d, J=242,3 Hz), 155,2 (C=0), 146,6 (C), 146,2
(C), 133,1 (C), 131,1 (2 carbonos, CH, d, J=8,3 Hz), 130,6 (2 carbonos, CH), 123,1 (C), 114,9 (2 carbonos, CH,
J=20,4 Hz), 78,1 (C), 60,6 (CH), 55,1 (CH), 53,6 (CH), 37,3 (CH>), 35,9 (CHy), 28,0 (3 carbonos,CHs), 14,0 (CHs)

Ejemplo 2 - Sintesis del compuesto (lic)
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A un autoclave de hidrogenacion se afiadio el producto compuesto (Vic) sélido humedo (aproximadamente 4,9 g de
peso seco, 9,7 mmol, 1 eq.), 2-MeTHF (75 ml) y 3 % p/p de un 5 % de catalizador Pd/C (147 mg, humedo al 50 %).
La mezcla de reaccion se degasificod con nitrogeno y, a continuacion, se cargé 1 barg de gas de hidrogeno. La agitacion
se fijé a 600 rpm y T, hasta 36 °C. La reaccion se completd en cuatro horas, El autoclave de hidrogenacion se aclaré
con 10 ml de 2-MeTHF y la porcién de aclarado se afadio a la solucién de reaccion en el matraz E. A continuacion,
se afiadio carbon vegetal (250 mg, 5 % en peso) y la mezcla resultante se agitdé durante 15 minutos a temperatura
ambiente antes de que se filtrara. El filtro se aclaré con 10 ml de 2-MeTHF y la porcién de aclarado se afiadio al filtro.
El filtrado amarillo/rosa ligero contenia el producto precipitado blanco. La suspension se calentd hasta
aproximadamente 40 °C para disolver el sélido antes de que se afadiera gota a gota heptano (42 ml) durante una
hora. Se paré el calentamiento y se dejo que la mezcla alcanzara la temperatura ambiente con agitaciéon durante una
noche. Se afiadieron 21 ml adicionales de heptano antes de que la mezcla se enfriara hasta aproximadamente 7 °C
(bafio de hielo/agua). El solido se aisl6 y se lavé rapidamente con 10 ml de 2-MeTHF/heptano frio 6/4. El sélido humedo
(5,7 g) se seco al vacio a 35 °C durante una noche lo cual dio un peso seco del compuesto (lic) de 4,2 g que
corresponde a un rendimiento del 91 %. Se determind por HPLC que la pureza era del 99,1 % en area.

"H-RMN (300 MHz, DMSO-Dg) 6 8,26 (1H, d, J=7,5Hz), 7,26 (dd, 2H, J=8,1, 5,7 Hz), 7,09 (2H, t, J=8,7 Hz), 6,86 (2H,
d, J=8,1 Hz), 6,71 (1H, d, J=8,7 Hz), 6,45 (1H, d, J=8,1 Hz), 4,87 (2H, s), 4,45 (1H, dd, J=14,4, 7,5 Hz), 4,07-4,00 (3H,
m), 3,06-2,91 (2H, m), 2,71 (1H, dd, J=13,8, 3,9 Hz), 2,54-2,46 (1H, m), 1,31 (s, 9H), 1,11 (3H, t, J=6,9 Hz).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-Ds) & 171,4 (C=0), 171,2 (C=0), 161,2 (C-F, d, J=242,3 Hz), 155,1 (C=0), 146,9 (C), 133,2
(C, d, J=3,0 Hz), 131,1 (2 carbonos, CH, d, J=8,3 Hz), 129,5 (2 carbonos, CH), 124,8 (C), 114,8 (2 carbonos, CH,
J=21,1Hz), 113,6 (2 carbonos, CH), 77,9 (C), 60,5 (CH), 56,0 (CH), 53,5 (CH), 36,7 (CH), 35,9 (CH2), 28,1 (3
carbonos,CHjs), 13,9 (CHz)

Los presentes inventores han repetido el Ejemplo 2 varias veces usando el compuesto (VIc) bruto o el compuesto (Vic)
recristalizado (pureza: 99,1 % en area) como material de partida y variando diversas condiciones de reaccion, por
ejemplo, la presion de Ha, el % p/p de Pd/C, el disolvente y la temperatura. La pureza bruta (97,2 % en area) era
ligeramente mayor cuando se usé el compuesto (Vic) recristalizado como material de partida que cuando se usa el
compuesto (VIc) bruto, en cuyo caso la pureza bruta es generalmente del 95-96 % en area. El rendimiento y la pureza
final es también ligeramente mayor que cuando se parte del compuesto (VIc) bruto (98-98,5 % en area).

Los presentes inventores también han repetido el Ejemplo 2 varias veces variando el % p/p de Pd/C, la temperatura,
la presion de H; y la concentracién usando 2-MeTHF como disolvente. Se consiguié una alta conversion del
Compuesto (Vic) (>99,5 % en area) para % p/p de Pd/C de 3 a 6 bar; intervalos de temperatura de 30 a 40 °C, presion
de Hz de 1 a 6 barg, y para variadas concentraciones de reaccion. La pureza bruta resultante era similar en todos los
intentos (95,3-96,2 % en area), al igual que lo era la pureza del producto aislado después de cristalizacion a partir de
2-MeTHF/heptano (98,0-98,5 % en area).

Ejemplo 3 - Preparacion del compuesto (llic)

(i) llevada a cabo usando BH3:SMe: en presencia de sal de acido cloroacético
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En un reactor secado de 0,5 | con agitador vertical, se afiadié el compuesto (lic) (6,99 g, 14,76 mmol), seguido de
tetrahidrofurano anhidro (46 ml), acido cloroacético (36,3 g, 383,8 mmol), sal de sodio de acido cloroacético (17,2 g,
147,6 mmol) a Ti=5-13 °C. A continuacion, se afiadio una solucion de BHz3SMe; (14,6 g, 191,9 mmol, 18,2 ml) durante
45 minutos. Después de la adicion, se ajusto la temperatura de reaccion hasta Tj=25-30 °C y se mantuvo durante 2 h
después de alcanzar esta temperatura. La reaccion se interrumpio lentamente con etanol (17,7 g, 383,8 mmol, 22,4 ml)
y se agité durante una noche a T,=5 °C y, a continuacion, se diluyé lentamente con agua destilada (138 ml) para
precipitar el producto, compuesto (llic). La temperatura se ajust6 hasta Ti=15 °C y la tasa de agitacion se incrementé
antes de la adicion de una soluciéon de KoCO3 acuoso (8,0 M, 27 ml) hasta pH = 7,0-7,5. La suspension de reaccion
se recogio sobre un filtro y el recipiente de reaccion y la torta del filtro se lavaron con agua (2x40 ml). La torta del filtro
se suspendié de nuevo en agua (200 ml) durante 1 h a T,=20 °C y, a continuacion, se filtré de nuevo. El lavado con
agua (50 ml), seguido de secado a T,=35 °C bajo alto vacio, produjo el producto blanco bruto, compuesto (llic), en
7,85 g (88,8 %) de rendimiento sin corregir. Pureza segun HPLC 97,5 % en area.

El compuesto (llic) bruto (7,5 gramos) preparado de acuerdo con el procedimiento descrito se cargé a un reactor y se
lavé con 2-MeTHF (80 ml). El calentamiento a T,=50 °C disolvio la sustancia. Se afiadioé heptano (80 ml) con agitacion
a T=45-50 °C y, a continuacion, se agité6 antes de ajustar la temperatura hasta T,=10 °C. El sélido precipitado se
recogio por filtracion y se seco a T,=35 °C bajo alto vacio lo cual produjo producto blanco, compuesto (llic), en 6,86 g
(91,5 %). Pureza segun HPLC 99,1 % en area.

"H-RMN (300 MHz, DMSO-Dg) & 8,30 (1H, d, J=7,8 Hz), 7,26 (2H, dd, J=8,1, 6 Hz), 7,09-7,05 (3H, m), 6,79 (1H, d,
J=8,9 Hz), 6,63 (2H, d, J=8,4 Hz), 4,49-4,42 (1H, dd, J=14,7, 7,5 Hz), 4,07-3,99 (3H, m), 3,68 (8H, s), 3,06-2,91 (2H,
m), 2,76 (1H, dd, J=13,8, 4,2 Hz), 2,56 (1H, m), 1,29 (9H, s), 1,1 (3H, t, J=6,6 Hz)

13C-RMN (75 MHz, DMSO-Ds) & 172,1 (C=0), 171,3 (C=0), 161,2 (C-F, d, J=242,3 Hz), 155,2 (C=0), 144,7 (C), 133,2
(C, d, J=3,0 Hz), 131,1 (2 carbonos, CH, d, J=7,5 Hz), 130,2 (2 carbonos, CH), 126,1 (C), 114,9 (2 carbonos, CH,
J=21,1 Hz), 111,6 (2 carbonos, CH), 78,0 (C), 60,6 (CH.), 55,9 (CH), 53,5 (CH), 52,2 (CH), 41,2 (CH), 36,4 (CH>),
35,9 (CHy), 28,1 (3 carbonos,CHj3), 14,0 (CHz3)

(ii) Llevada a cabo usando BH3SMe: en presencia de sal de acido cloroacético

En un reactor secado de 0,5 | con agitador vertical, se afiadié el compuesto (lic) (7,5 g, 15,84 mmol), seguido de 2-
MeTHF (150 ml). La mezcla se calentd hasta 45 °C para formar una solucion clara. La solucion se enfrié hasta 4 °C y
se afadio acido cloroacético (38,9 g, 411,8 mmol), seguido de sal de sodio de acido cloroacético (18,4 g, 158,4 mmol)
a Ti=5-13 °C. A continuacion, se afiadié una soluciéon de BHzSMe; (15,6 g, 205,9 mmol, 19.5 ml) durante 90 minutos.
Después de la adicion, se ajusto la temperatura de reaccion hasta T;=20-25 °C y se mantuvo durante 5 h después de
alcanzar esta temperatura. La reaccidon se interrumpidé lentamente con agua a Ti=15-25 °C (150 g, 8.333 mmol,
150 ml), pH=3,5 en fase acuosa, y se dejé durante una noche sin agitaciéon a T\=6 °C. El producto, compuesto (llic),
habia precipitado fuera en la fase organica y la temperatura se ajustdé hasta T=35 °C mientras se agitaba, y se
formaron dos fase claras. Se dej6 que se separasen las fases y se eliminé la fase acuosa. La fase organica se lavo
tres veces con NaCl(ac) al 20 %. El pH en las tres fases acuosas era: 1,7, 1,1y 1,1. Después de la eliminacion de la
tercera fase acuosa, la fase organica se transfirié a un matraz de fondo redondo y se concentr6 a la mitad su volumen
en un evaporador. El producto, compuesto (llic), comenzé a precipitar fuera y la suspension del producto se dejé
madurar a 6 °C durante 19 h. La suspension se recogioé sobre un filtro y el matraz de fondo redondo y la torta del filtro
se lavaron con 2-MeTHF:n-heptano (2x40 ml), seguido de secado a T,=35 °C bajo alto vacio, para producir el producto
blanco bruto, compuesto (llic), en 8,3 g (87,6 %) de rendimiento sin corregir. Pureza segun HPLC 99,4 % en area.

(iii) Llevada a cabo usando borano-tetrahidrofurano en presencia de sal de acido cloroacético
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En un matraz de fondo redondo secado de 100 ml con barra agitadora magnética, se afiadié el compuesto (lIc) (0,75 g,
1,58 mmol) bajo un flujo de nitrégeno lento seguido de tetrahidrofurano anhidro (6 ml), acido cloroacético (3,89 g,
41,2 mmol), y sal de sodio de acido cloroacético (1,84 g, 15,8 mmol). A Tj=5-13 °C se afiadié una solucién 1 M de
BHsTHF (20,6 mmol, 20,6 ml) durante 30 minutos. Después de la adicion se ajustod la temperatura de reaccion entre
T=23-28 °C y se mantuvo durante 2 h después de alcanzar esta temperatura. La muestra control del procedimiento
(HPLC) indicé reaccion incompleta y la temperatura de camisa se fijo hasta T,=40 °C y cuando se alcanzo la
temperatura interna T;=40 °C la reaccidon se mantuvo a esta temperatura durante 2 h cuando la muestra del
procedimiento (HPLC) mostré 6,7 % en area de material de partida, 7,1 % de aducto de acilacion (impureza) y 84,1 %
del compuesto (llic). La reaccion se desarrolld a Ti=23 °C y se dejo durante 4 dias antes de que se interrumpiera
lentamente con etanol (2,4 g, 3 ml). Se afiadié agua (100 ml) y el pH se ajusté con K;CO3 1 M acuoso a pH 7. La
suspension de reaccion se recogié sobre un filtro y el recipiente de reaccion y la torta del filtro se lavaron con agua
(2x20 ml) seguido de secado a T,=35 °C bajo alto vacio lo cual produjo el producto incoloro bruto en 0,85 g (89,6 %)
de rendimiento sin corregir. La pureza segun HPLC era del 94,3 % en area, con una impureza principal atribuida a un
aducto de cloroacilacion del material de partida en 3,8 % en area.

(iv) Llevada a cabo usando BH3:SMe: sin adicién de sal de acido cloroacético

En un matraz de fondo redondo secado de 100 ml con barra agitadora magnética, se afiadié el compuesto (lic) (0,75
gramos, 1,58 mmol) bajo un flujo de nitrégeno lento seguido de tetrahidrofurano anhidro (6 ml) y acido cloroacético
(3,89 g, 41,2 mmol). A Ti=5-16°C se afadié una solucién de BH3SMe> (1,56 g, 20,6 mmol, 2,0 ml) durante 30. Después
de la adicion se ajustd la temperatura de reaccion entre T=25 °C y se mantuvo durante 2,5 h después de alcanzar
esta temperatura. Una muestra control del procedimiento (HPLC) indicé melflufen (Compuesto (Ib)), la forma
desprotegida de Boc del Compuesto (llic), en 66 % en area. La reaccion se interrumpioé lentamente con etanol (2,9 g,
3,7 ml). El pH de la reacciéon se ajustd con solucion de K;CO3 acuosa 1 M a pH=8, seguido de la adicién de EtOAc
(40 ml). Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (50 ml). Las capas organicas se
combinaron y se redujeron a <30 mbar / 35 °C a un aceite. El aceite se destilé6 de nuevo a partir de EtOAc (30 ml) dos
veces y el residuo se seco a T,=23 °C / 5 mbar para dejar 1,6 g de aceite parduzco. La pureza segun HPLC del
Compuesto (Ib) era del 66,1 % en area.

Ejemplo 4 - Preparacion del compuesto (Ib) como sal clorhidrato

Cl

HCI

e Sd N

sal clorhidrato de (Ib)

Se cargd Boc-melflufen (compuesto (llic)) (5,0 g, 8,3 mmol) a un matraz de fondo redondo, equipado con barra
agitadora magnética, y entrada de nitrogeno. Se afadié HCI 1,3 M (anhidro) en etanol (64 ml, 83,5 mmol, 10 eq.).
Después de 19 h la conversion era del 99,4 %. Los disolventes se destilaron parcialmente a T,=33 °C en un evaporador
rotatorio, seguido de la adicion de etanol (18 ml). Esto se repiti6 dos veces. Se afadieron cristales de siembra y
después de 30 minutos el producto habia precipitado. La suspension se agité durante 21 h y, a continuacion, se
concentrd. Se afnadioé metil terc-butil éter (MTBE) (108 ml) a temperatura ambiente con una tasa equitativa durante 30
minutos. Después de 100 minutos de agitacion a temperatura ambiente el precipitado se recogié por filtracion al vacio
y se lavo con 2x25 ml de etanol: MTBE (1:6). El secado se realiz6 durante una noche a T;=35 °C / 5 mbar en horno de
vacio. El rendimiento del compuesto (Ib) en forma de su sal clorhidrato, 4,0 g (90 %). Pureza segun HPLC 98,7 % en
area.

"H-RMN (300 MHz, MeOH-D,) &: 7,26 (2H, dd, J=8,4, 8,1 Hz), 7,17 (2H, d, J=8,4 Hz), 7,02 (2H, dd, J=9, 8,4 Hz), 6,74
(2H, d, J=8,4 Hz), 4,69 (1H, dd, J=7,8, 6,3 Hz), 4,15 (2H, dd, J=14,1, 7,2 Hz), 4,04 (1H, dd, J=8,4, 5,4 Hz), 3,76 (4H,
dd, J=6,3, 6 Hz), 3,67 (4H, dd, 6,6, 5,7 Hz), 3,17 (2H, dd, J=14,4, 6 Hz), 3,06-2,88 (2H, m), 1,22 (3H, t, J=7,2 Hz)
13C-RMN (75 MHz, MeOH-D,) & 172,2 (C=0), 169,8 (C=0), 163,4 (C-F, d, J=244,5 Hz), 147,4 (C), 133,9 (C, d, J=3 Hz),
132,1 (2 carbonos, CH, d, J=7,5 Hz), 131,8 (2 carbonos, CH), 123,4 (C), 116,2 (2 carbonos, CH, d, J=21,9 Hz), 113,7
(2 carbonos, CH), 62,6 (CH.), 55,6 (CH), 55,5 (CH), 54,3 (CHz), 41,6 (CH.), 37,6 (CH>), 37,6 (CH2), 14,5 (CHs)

El ejemplo 4 se repitié con éxito en presencia de acetato de etilo y con variadas concentraciones de HCl de 1,3 M a
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2,5 My a variadas temperaturas de 6 °C a temperatura ambiente.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de produccion del compuesto (lll) o un producto desprotegido del mismo:

Cl

CI/\/

(111

que comprende hacer reaccionar el compuesto (Il)

H,N

(1)

con acido cloroaceético, en presencia de un agente reductor;
en el que PG es un grupo protector y R es OH en una forma adecuadamente protegida o

%H

o7 “No F

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual se realiza en presencia de un agente reductor
seleccionado del grupo que consiste en borano, un complejo de borano-base Lewis, un borohidruro, un hidruro
metalico, y H2 en presencia de un catalizador metalico, y preferentemente seleccionado del grupo que consiste en BH3
y dimetilsufuro de borano.

3. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que PG se selecciona del
grupo que consiste en metil oxicarbonilo, etil oxicarbonilo, 9-fluorenilmetil oxicarbonilo, -butil oxicarbonilo, bencil
oxicarbonilo, p-metoxibencil oxicarbonilo, 1-adamantil oxicarbonilo, p-bromobencil oxicarbonilo, trifluoroacetilo,
cloroacetilo, fenilacetilo, benzacetilo, p-toluenosulfonilo, 2-nitrobencenosulfonilo, t-butilsulfonilo, 2- o 4-
nitrobencenosulfonilo, 2,4-dinitronencesulfonilo, y 2-naftalenosulfonilo, y preferentemente es t-butil oxicarbonilo.

4. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el cual se realiza a una temperatura
en el intervalo de 3a 50 °C, de 4 a45 °C, ode 5a40 °C.

5. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, el cual se realiza en presencia de
un agente tampon.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el agente tampdn es una sal cloroacetato, por ejemplo,
cloroacetato de sodio.

7. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la relacion molar de acido cloroacético: sal
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cloroacetato es de 2:1 a 5:1 y/o en el que la relacion molar de compuesto (ll): sal cloroacetato es de 1:7 a 1:20.

8. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que R es
H
2"

o7 ~No F

9. Un procedimiento de produccion de una sal del compuesto (lll), o una sal de un producto desprotegido del
compuesto (lll), que comprende los procedimientos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y una
etapa de formacion de la sal, por ejemplo, una etapa de formacion de la sal clorhidrato.

10. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el compuesto (ll) se ha
producido haciendo reaccionar el compuesto (VI):

O,N

(VI)

con un agente reductor, en el que PG es como se ha definido para el compuesto (ll) y R es OH opcionalmente en una
forma adecuadamente protegida o

H
="
o~ ~No F
2

y preferentemente en el que el agente reductor es hidrogeno y un catalizador, por ejemplo, H2/Pd/C.

11. Un procedimiento de produccién del compuesto (I), o una sal del mismo:

cl NH, 0

)

el cual comprende llevar a cabo un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, y
ademas desproteger el compuesto (ll) para producir el compuesto (l), o una sal del mismo,
en el que R es OH opcionalmente en una forma adecuadamente protegida o
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%N
o) o F

P

y preferentemente en el que el compuesto () es el compuesto (Ib), o una sal del mismo:

2

Cl

CI/\/

5 (Ib)

12. Un procedimiento de produccion de una sal del compuesto (1), por ejemplo para la produccion de la sal clorhidrato
del compuesto (Ib):

Cl

HCI

10 ’

que comprende el procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 11 y una etapa de formacion de la sal, por ejemplo
una etapa de formacién de la sal clorhidrato.

15  13. Un procedimiento de produccion del compuesto (VIb):
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F
(VIb)
que comprende hacer reaccionar el compuesto (IV):
O,N
5 (Iv)
con el compuesto (V):
H,>N
o~ o F
V)
10
en el que PG es un grupo protector.
14. Un compuesto que tiene la siguiente estructura:
Y
F
15

en el que Y es NH2 o0 NO», y PG es un grupo protector.

15. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que PG es t-butil oxicarbonilo.
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