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ES 2275012 T3

DESCRIPCION

Intermedios para la sintesis de agonista LHRH, proceso para su produccidén, y proceso para la produccién del
antagonista LHRH.

Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con un proceso para la produccion de intermediarios para antagonistas LHRH,
a sales de tales intermediarios y a un proceso para la produccion de antagonistas LHPH.

Antecedente de la invencion

La hormona de liberacion de hormona leutinizante, LHRH, controla la secrecion de la hormona de estimulo del
foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Los antagonistas LHRH son compuestos capaces de bloquear la se-
crecion del FSH y LH. Ellos son generalmente nona- y decapéptidos (pero pueden ser mds cortos o mds largos) que
comprenden parte de o la estructura completa de LHRH en el cual uno o varios aminodcidos se han cambiado por
otros aminodcidos naturales y/o aminodcidos no encontrados en la naturaleza.

Los antagonistas LHRH sintéticos se pueden utilizar para contracepcion y en el tratamiento de hiperplasia benigna
de la glandula de la préstata, tumores dependientes de hormonas de la mama y ovarios, dismenorrea, endometriosis y
otras condiciones. Estos antagonistas LHRH sintéticos tienen la férmula general

Ac — D — Nal — D — 4CIPhe — D — 3Pal — Ser — X — NH,

en donde X es de 5 a 6 residuos de aminodcido sintético y/o natural. Més particularmente ellos tienen la férmula
general mencionada anteriormente en donde X es AA1-AA2-Leu-AA3-Pro-D-Ala, en particular en donde AA1 es un
aminodcido sintético o natural y AA2 es un aminodcido sintético o natural o 0, y AA3 es un aminoécido sintético o
natural.

Mientras existe un nimero de métodos sintéticos para preparar andlogos de LHRH conocidos en la técnica, subsiste
la necesidad para el mejoramiento en razén al producto total de andlogos LHRH obtenidos de procesos conocidos que
no es alto y los productos, adicionalmente, pueden requerir purificacion costosa. Més atin, los métodos para la sintesis
de andlogos LHRH conocidos en la técnica son bastante costosos.

Una estrategia de sintesis descrita en la Patente Estadounidense No. 5,710,246 para elaborar antagonistas LHRH
decapéptidos o nonapéptidos comprende el acoplamiento de un tripéptido intermediario que representa uno a tres
residuos amino (el conteo inicia en el terminal amino de péptido) con un heptapéptido o un hexapéptido, que repre-
sentan respectivamente residuos aminodcidos 4-10 y 4-9, respectivamente. El tripéptido intermedio descrito en la US
5710246 A es un éster Boc-D-2Nal-D-4-CIPhe-D-3Pal-O-Me o el bencilo correspondiente o éster alilo.

Objetos de la invencion

Es asi un objeto de la invencién suministrar un intermediario tripéptido para la sintesis 3+7 y 3+6 de andlogos
LHRH en el que el rendimiento y/o pureza del producto se mejora.

Es otro objeto de la invencién suministrar un proceso para la produccion de tal un intermediario tripéptido.

Es todavia otro objeto de la invencidn suministrar un proceso para la produccion de andlogos LHRH en el que un
tripéptido se acopla a un hepta-o hexapéptido.

Objetos adicionales de la invencién serdn obvios a partir del siguiente resumen de la invencidn, la descripcion de
las modalidades preferidas, y las reivindicaciones de patente adjuntas.

Definiciones y abreviaturas

Para definiciones y abreviaturas utilizadas en esta solicitud y que generalmente se aceptan en el campo de la
invencidn se hace referencia en particular a la US 5710246 A.

Resumen de la invencién
De acuerdo con la invencién se suministra un proceso para preparar un tripéptido (I) que representa 1-3 amino4ci-

dos de un antagonista LHRH, el grupo amino terminal del cual es Ac protegido y el grupo carboxilo terminal del cual
no se protege (que es, el grupo terminal del aminodcido No. 3).

Ac —D —Nal — D — 4CIPhe — D — 3Pal — OH @
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que es un intermedio util en un proceso para la sintesis de un antagonista LHRH de la férmula general (II)

Ac — D — Nal — D — 4CIPhe — D — 3Pal — Ser — X — NH, (II)

en donde X es de 5 a 7 residuos de aminodcidos sintéticos y/o naturales, mas preferidos AA1-AA2-Leu-AA3-Pro-D-
Ala, en particular cuando AA1 es un aminodcido sintético o natural y AA2 es un aminoacido sintético o natural o 0,
AA3 es un aminodacido natural o sintético.

Especificamente, de acuerdo con la invencion se describe un proceso para la preparacién de un tripéptido de
formula (I)

Ac — D — Nal — D — 4CIPhe — D — 3Pal - OH 1))

que comprende las siguientes etapas consecutivas para la preparacion de (I)
(a) Hacer reaccionar Boc-D-4CIPhe-OH con HONSu para formar Boc-D-4CIPhe-OSu (VID);
(b) Hacer reaccionar Boc-D-4CIPhe-OSu (VII) con H-D-3Pal-OH para formar Boc-D-4CIPhe-D-3Pal-OH (VIII)

(c) Hacer reaccionar Boc-D-4CIPhe-D-3Pal-OH (VIII) con Boc-D-2Nal-OSu preparado al hacer reaccionar Boc-
D-2Nal-OH con HON-Su para formar Boc-D-2Nal-D-4Cl1Phe-D-3Pal-OH (IX);

(d) Hacer reaccionar Boc-D-2Nal-D-4CIPhe-D-3Pal-OH (IX) con 4cido acético para formar Ac-D-2Nal-4ClPhe-
D-3Pal-Oh (I).

El proceso de la invencién para preparar un antagonista LHRH comprende adicionalmente las etapas (a) A (d)
anteriores la etapa de acoplar el tripéptido (I) con un heptapéptido de la férmula (IV) de la férmula general.

P! — Ser(P?) — AA1 — AA2 — Leu — Lys(iPr, P*) — Pro — D — AlaNH, av)

en donde P* es H o un grupo amino protector tal como Boc,
en donde AA1 y AA2 tienen el significado mencionado anteriormente,

en particular con un heptapéptido (V) de la férmula general P'-Ser(P?)NMeTyr(P*)-D-Lys(Nic)-Leu-Lys(iPr, P4)-
Pro-D-AlaNH, (V) en donde P' se selecciona de H o un grupo amino protector y P> y P® se seleccionan indepen-
dientemente de H y el grupo protector -OH, y P* tiene el significado dado anteriormente, para preparar el antagonista
LHRH Ac-D-2Nal-D-4ClIPhe-D-3Pal-Ser-MeTyr-D-Lys(Nic)-Leu-Lys-(iPr)-Pro-D-Ala-Nh, (III), més particularmen-
te con un heptapétido (Va), de la férmula general P'-Ser (P?)-NMeTyr (P*)-D-Asn-Leu-Lys (iPr P*)-Pro-D-AlaNH,
(Va) en donde P' se selecciona de o el grupo amino protector y P> y P? se selecciona independientemente de H y el
grupo protector -OH y P* tiene el significado dado anteriormente, para preparar el antagonista LHRH Ac-D-2Nal-D-
4CIPhe-D-3Pal-Ser-MeTyr-D- Asn-Leu-Lys (iPr)-Pro-D-AlaNH,(III).

El heptapéptido (V) se describe en la US 5710246 A. el heptapéptido de la formula general (IV) que incluye el
heptapéptido (Va) se puede sintetizar por modificaciones de rutina de la sintesis (V) o al acoplar los aminoacidos Boc
correspondientes en un sintetizador de péptido (Beckman Model 990), como se describe en la WO 94/40757 en donde
también se describe en los antagonistas (III) LHRH.

Una ventaja particular con el método de la invencién es que un material de partida econémico H-Pal-OH-2HCI, se
puede utilizar en cambio del éster H-Pal-OR-2HCI; el grupo protector del material de partida no necesita ser removido.
Por lo tanto la sintesis de la invencién es una etapa mds corta y evita que el material se pierda en la etapa adicional.
Otra ventaja es que se evita la formacién de impurezas en la etapa de saponificacion. La formacidn de tales impurezas
es bien conocida. Por ejemplo, las condiciones basicas en la etapa de hidrélisis de éster origina racemizacién parcial
del D-Pal. Las otras técnicas anteriores alternativas de remover el grupo éster mediante hidrogenacién catalitica (en
el caso de los grupos alilo o éster bencilo) corre el riesgo de ocasionar pérdida de Cl a partir de 4C1Phe que produce
Phe. Cuando los grupos alilo se pueden remover mediante todavia otros reactivos, la remocién completa es dificil de
controlar.

La invencidn serd ahora explicada en mds detalle con referencia a una modalidad preferida.
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Descripcion de una modalidad preferida de la invencion
Sintesis de Ac-D-2Nal-4CIPhe-D-3Pal-OH (I)

Ejemplo 1

Boc-D-4ClPhe-OSu

Se disuelve Boc-D-4ClPhe-OH (299, 75 g; 1,0 eq) y HONSu (184,1 g; 1,6 eq) se disuelve en 2-propanol (4,5 L).
La mezcla se enfria a 0°C y se agrega DIC (164, 1 g; 1.3 eq). La mezcla se agita durante 16 h mientras se calienta
a temperatura ambiente. El producto se filtra, se lava con 2-propanol (1,5 L) y se seca. Rendimiento: 85%. Pureza
HPLC: 98,8%.

Ejemplo 2
Boc-D-4CIlPhe-D-3Pal-OH

Se disuelve H-D-3Pal-OH, 2 HCI (251,1g; 1,05 eq) y Boc-D-4C1Phe-OSu (396,8 g; 1,0 eq) se disuelve en DMSO
(3,33 L) y se agrega NMM (318,8 g; 3,15 eq.) la mezcla se agita durante 16h a temperatura ambiente. Se agrega agua
(17 L) y el pH se ajusta a 4-4,5 que origina que el producto se precipite. La mezcla se filtra y el producto se lava con
agua (3 x 5 L) para remover trazas de DMSO, H-D-3Pal-OH y Boc-D-4C1Phe-OH. El producto se seca. Rendimiento:
80%. Pureza HPLC: 97,8%.

Ejemplo 3
Boc-D-2Nal-OSu

Se disuelve Boc-D-2Nal-OH (315,4 g; 1,0 eq.) en 2-propanol (6,8 L) en-10°C e IBC (157 g; 1,15 eq.) y se agrega
NMM (116 g; 1,15 eq.). Después de agitar durante 5-10 min se agrega una mezcla de HONSu (230,1 g; 2,0 eq.)
en 2- propanol (1,4L). Se agrega NMM adicional (10,1 g; 0,1 eq.). Después de media hora se agrega agua (0,82 L)
para disolver el precipitado NMM HCI. El producto se aisla por filtracién, se lava con 2-propanol (1 L), y se seca.
Rendimiento: 90%. Pureza HPLC: 99,3%.

Ejemplo 4
Boc-D-Nal-D-4CIPhe-D-3Pal-OH

a) Desproteccién. Se disuelve Boc-D-4CIPhe-D-3Pal-OH (447,93 g; 1,0 eq.) en una mezcla de acetato de etilo (3,4
L), acido acético (675 ml) y MSA (454 mL; 7, 0 eq.) a 0°C y se mantiene a esta temperatura durante dos horas. Se
agrega TEA (1669 ml; 12 eq.).

b) Condensacién. Se agrega Boc-D-Nal-OSu (412,4 g: 1,0 eq.) a la mezcla de desproteccion neutralizada a tem-
peratura ambiente. La mezcla de reaccién se mantiene a esta temperatura durante 2-4 h. Se agrega 25% NK; Ac.
(154 mL; 2, 0 eq.) para apagar el éster de hidroxisuccinimida restante. Se agrega 1-Butanol (4,5 L) para evitar la
precipitacion en las extracciones posteriores.

c¢) Purificacién y aislamiento. La mezcla de reaccién se extrae dos veces en pH 6 (2 x 4,5 L agua) para remover
TEA, en pH 9 (4,5 L agua) para remover MSA y finalmente en pH 7 (4,5 L de agua). Las extracciones se llevan a cabo
a 40-45°C para evitar precipitacién. A la fase orgdnica se agrega dcido acético (4,5 L; 1 vol.) y la mezcla se concentra
in vacuo y se coevapora con acido acético (4,5 L) para dar un sélido.

Ejemplo 5
Ac-D-2Nal-D-4CIPhe-D-3Pal-ONa

a) Desproteccion. Al Boc-D-2Nal-D-4ClPhe-D-3Pal-OH sdlido se agrega agua (90 ml), 4cido acético (1,8 L) y
MSA (454 mL; 7,0 eq.) y la mezcla se agita durante 1-2h a temperatura ambiente. La mezcla se enfria a 0°C y se
neutraliza con TEA (1071 ml; 7,7 eq.). La solucién se concentra in vacuo y se coevapora dos veces con tolueno (2 x
2,5 L) para dar un aceite.

b) Acetilacién. El aceite de la etapa de desproteccion se disuelve en tolueno (2,0 L) y se agrega acetil imidazol
(132,14 g). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 1h y se agrega luego agua (100 ml) para apagar el acetil
imidazol restante.

d) Purificacion. La mezcla de acetilacion se calienta 30-35°C y se agrega 1-butanol (4,5 L) para evitar precipitacion.
La mezcla se extrae dos veces en pH 5 (agua 2x2,6 L), y dos veces en pH 11 (2 x 2,6 L de agua) utilizando NaOH
para ajustar el pH a 11. Se agrega metanol (2,25 L) a las dltimas extracciones para evitar precipitacién. NaCl (130 g)
se agrega al primero y la dltima extraccién para minimizar pérdida del producto en las fases acuosas.
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e) Aislamiento. A la fase organica agitada vigorosamente de las extracciones se agrega heptano (15 L) y la suspen-
sién resultante se deja a temperatura ambiente mientras se agita durante al menos 1h. La mezcla se filtra y el producto
se lava dos veces con heptano (2 x 3,5 L) y se seca. Rendimiento: 75% (de Boc- D-4C1Phe-D-3Pal-OH). Pureza HPLC:
92%. Analisis de aminoacido: 2Nal: 1.1; 4ClPhe: 1.0; 3Pal: 0.9. MS: PM 586. Na: 4.6%.

Ejemplo 6
Ac-D-2Nal-D-4CIPhe-D-3Pal-OH-DCHA

a) Desproteccion. Al sélido Boc-D-ZNal-D-4CIPhe-D-3Pal-OH se agrega agua (90 mL), 4cido acético (1,8 L) y
MSA (454 mL; 7,0 eq.) y la mezcla se agita durante 1-2 h a temperatura ambiente. La mezcla se enfria a 0°C y se
neutraliza con TEA (1071 mL; 7,7 eq.). La solucién se concentra in vacuo y se coevapora dos veces con tolueno (2 x
2,5 L) para dar un aceite.

b) Acetilacion. El aceite de la desproteccion se disuelve en tolueno (2,0 L) y se agrega acetil imidazol (132,14
g). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 1h seguido por adicién de agua (100 ml) para apagar el acetil
imidazol restante.

c) Purificacion. La mezcla se calienta a 30-35°C y se agrega 1-butanol (4,5 L) para evitar precipitacion. La mezcla
se extrae dos veces en pH 7 (2 x 2,6 L de agua), una vez en pH 9-9,5 (2,6 L de agua) y una vez en pH 7 (2,6 L de
agua). Se agrega DCHA (diciclohexilamina) y la mezcla se concentra in vacuo. El producto se suspende en 1-butanol
(4,5 L) a 50°C y se agrega lentamente a heptano agitado vigorosamente (27 L). La mezcla se agita a 0°C durante la
noche, se filtra y el producto se lava dos veces con 1-butanol/heptano (1:3; 2x4,8 L) y dos veces con heptano (2x4,5
L). Rendimiento: 65% (de Boc-D-4CIPhe-D-3Pal-OH). Pureza HPLC: 94,2%. Analisis de aminoacidos: 2Nal: 1.1;
4ClPhe: 1.0; 3Pal: 0.9. MS: PM 586 (péptido libre).

Ejemplo 7
Ac-D-2Nal-D-4CIPhe-D-3Pal-OH

a) Desproteccién. Al sélido Boc-D-2Nal-D-4C1Phe-D-3Pal-OH se agrega agua (90 mL), 4dcido acético (1,8 L) y
MSA (454 ml; 7,0 eq.) y la mezcla se agita durante 1-2 h a temperatura ambiente. La mezcla se enfria a 0°C y se
neutraliza con TEA (1071 mL; 7,7 eq.). La solucién se concentra in vacuo y se coevapora dos veces con tolueno (2 x
2,5 L) para dar un aceite.

b) Acetilacion. El aceite de la desproteccion se disuelve en tolueno (2,0 L) y se agrega acetil imidazol (132,14 g).
La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 1 h y luego se agrega agua (100 mL) para apagar el acetil imidazol
restante.

¢) Purificacion. La mezcla de la acetilacion se calienta a 30-35°C y se agrega 1-butanol (4,5 L) para evitar precipi-
tacion. La mezcla se extrae dos veces en pH =7 (2 x 2,6 L de agua), y una vez en pH = 9-9,5 (2,6 L de agua) y una
vez en pH=7 (2,6 L de agua). La mezcla se concentra in vacuo para un aceite, que se disuelve en 4cido acético (750
ml), se concentra, se redisuelve en acido acético (750 ml) y se agrega lentamente a heptano/acetato de etilo agitado
vigorosamente (3:1; 3,6 L). La mezcla se deja con agitacién 0°C durante la noche. La mezcla se filtra, y el producto se
lava dos veces con acetato de etilo/heptano (1:3; 2x3,6 L) y dos veces con heptano (2x3,6 L). Rendimiento: 70% (de
Boc-D-4Cl1Phe-D-3Pal-OH). Pureza HPLC: 93,9%. Andlisis de aminodcido: Nal: 1.1; 4CIPhe: 1.0; 3Pal: 0.9 MS: PM
586 (péptido libre).
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para preparar un tripéptido que incluye una sal de este, de la férmula (I)

Ac — D —2Nal — D - 4ClPhe — D — 3Pal - OH @

que comprende las siguientes etapas consecutivas para la preparacion de (I):
(a) Hacer reaccionar Boc-D-4CIPhe-OH con HONSu para formar Boc-D-4C1Phe-OSu (VII);
(b) Hacer reaccionar Boc-D-4C1Phe-OSu (VII) con H-D-3Pal-OH para formar Boc-D-4CIPhe-D-3Pal-OH (VIII)

(c) Hacer reaccionar Boc-D-4CIPhe-D-3Pal-OH (VIII) con Boc-D-2Nal-OSu preparado al hacer reaccionar Boc-
D-2Nal-OH con HON-Su para formar Boc-D-2Nal-D-4CIPhe-D-3Pal-OH (IX);

(d) Hacer reaccionar Boc-D-2Nal-D-4ClPhe-D-3Pal-OH (IX) con 4cido acético para formar Ac-D-2Nal-4CIPhe-
D-3Pal-Oh (I).

2. Un proceso para preparar un antagonista LHRH o una sal farmacéuticamente aceptable de ésta que comprende
las etapas de la reivindicacion 1, en donde

el tripéptido Ac-D-2Nal-D-4CIPhe-D-3Pal-OH (I)
se acopla adicionalmente con un heptapéptido (IV) de la férmula general

P' — Ser — (P2) — AAl — AA2 — Leu — Lys(iPr, P*) — Pro — D — AlaNH, (1V)

en donde P! se selecciona de H o grupo amino protector y P? es H o grupo protector OH, P* es H 0 un grupo protector
amino tal como Boc, AA1 es aminodcido natural o sintético y AA2 es aminodcido natural o sintético o cero.

3. El proceso de la reivindicacién 2, en donde el heptapéptido de la férmula general (IV) es

P! — Ser — (P?) — NMeTyr(P?) — D — Lys(Nic) — Leu — Lys(iPr, P*) — Pro — D — AlaNH, V)

en donde P? es H o el grupo protector -OH.

4. El proceso de la reivindicacién 2, en donde el heptapéptido de féormula general (IV) es

P' — Ser — (P?) — NMeTyr(P*) — D — Asn — Leu — Lys(iPr, P*) — Pro — D — AlaNH, (Va)

5. El proceso de la reivindicacién 3, en donde el heptapéptido de la férmula general (V) es

H — Ser(tBu) — NMeTyr — D — Lys(Nic) — Leu — Lys — (iPr, Boc) — Pro — D — AlaNH, VD

6. El proceso de la reivindicacion 4, en donde el heptapéptido de la formula (VI) es un heptapéptido de la férmula

H - Ser(tBu) — NMeTyr — D — Asn — Leu — Lys — (iPr, Boc) — Pro — D — AlaNH, (VIa)

7. Una sal del tripéptido Ac-D-2Nal-D-4C1Phe-D-3Pal-Oh (I).
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