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(57) Abstract : The invention relates to a method for
preparing a combretastatin (A): formula (I) in the
form of a base or of an addition salt with an acid,
which comprises coupling, in the presence of a base
and of T3P, the salt of the (Z)-amino compound of
formula (II) with a doubly protected L-serine
derivative of formula (III) in which PG denotes a
group protecting the amine function, so as to obtain
the compound of formula (Z)-(Ib): formula (IV),
then deprotecting and opening the ring of (Z)-(Ib) in
the presence of an acid, so as to obtain the
combretastatin (A) in the form of a salt; and,
optionally, adding a base, so as to obtain the
combretastatin (A) in the form of a base, the salt of
the (Z)-amino compound having been obtained by
enrichment of the salt of the amino compound of
formula (V) in (Z) isomer.

(57) Abrégé : L'invention est relative a un procédé
de préparation d'une combrétastatine (A) : Formule
(D sous forme de base ou d'un sel d'addition avec un
acide, consistant a coupler en présence d'une base et
de T3P le sel du composé (Z)-amino de formule (II)
avec un dérivé de la L-sérine doublement protégé de
formule (III) dans lequel PG désigne un groupe
protecteur de la fonction aminé de fagon a obtenir le

composé de formule (Z)-(Ib) : Formule (IV) puis a déprotéger et ouvrir le cycle de (Z)-(Ib) en présence d'un acide de fagon a
obtenir
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OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, _ avant l'expiration du délai prévu pour la modification des

MR, NE, SN, TD, TG). revendications, sera republiée si des modifications sont
Publiée : recues (régle 48.2.h))

— avec rapport de recherche internationale (Art. 21(3))

la combrétastatine (A) sous forme de sel; et éventuellement a rajouter une base de fagon a obtenir la combrétastatine (A) sous
forme de base, le sel du composé (Z)-amino ayant été obtenu par un enrichissement du sel du composé amino de formule (V) en
isomére (Z).
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PROCEDE DE PREPARATION DE COMBRETASTATINE

La présente demande est relative a un procédé de préparation d’'une combrétastatine (A) :

OMe
MeO OMe
O O OMeo
NJ\/\OH
Ao
NH, (A)

sous forme de base ou d’un sel d’addition avec un acide.

[Art antérieur]
US 6759555 décrit un procédé de préparation d’'une combrétastatine de formule :

exas
MeO OMe OMe
dans laquelle X représente —NH, ou I'un des deux groupes suivants :

Jo]\/\ i
F NN A~
A CH -§_” =
rc” 3 NH,
H,C

PG désignant un groupe protecteur de la fonction amine.
Bioorg. Med. Chem. 2000, 8, 2417-2425 et US 2003/0220404 décrivent également des procédés

de préparation de combrétastatines.

J. Pept. Res. 1999, 54(1), 54-65 compare des activateurs d’acide dans la formation de liaisons
peptidiques et conclut que le TDBTU est le meilleur.

Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 3231-3244 décrit la préparation de la combrétastatine de formule
(A) avec un couplage utilisant comme activateur d’acide, le DCC, HOBt-H,O (étape e, composé
10).

Chem. Commun. 1999, 1847-1848 décrit le T3P dans la préparation de liaisons amide ;
cependant, le T3P est décrit comme conduisant a plus d’épimérisation et a des rendements
moins bons que le HAPyU (voir tableau 3).
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Dans ces documents, le procédé faisant I'objet de la revendication 1 n’est pas décrit ni suggeré.
De méme, I'enrichissement du sel du composé amino a I'aide d’alcool benzylique et d’acétonitrile

ainsi que le couplage a l'aide du T3P. ne sont pas décrits.

5 [Le probléme technique]
Les corhbrétastatines ou derivés du stilbéne présentent une forte activité cytotoxique et sont de
ce fait utilisables comme anticancéreux. Cependant, ce sont les isoméres (Z) qui présentent la
plus forte activité cytotoxique. Ces composés sont notamment décrits dans US 5731353, US
5561122 ou US 6759555. La Demanderesse a amélioré le procédé de préparation de la

10  combrétastine (A).

[Bréve description de Pinvention]
L’invention est relative a un procéde de préparation d’'une combrétastatine (A) :

- 0
Wolatan
NH,
MeO OMe OMe ( A)

15  sous forme de base ou d’un sel d’addition avec un acide, consistant a coupler en présence d’une
base et de T3P de formule (lll) :

NN

P P
npr” | | ~~n-Pr
O\ /O

n-Pr

P
I

0 (i

MeO OMe OMe
le composé (Z)-amino — ou le

oy e s
MeO OMe OMe

sel du composé (2)-

amino , B" désignant un contre-anion, avec un dérivé de la L-

0
Hd)j\'/\

: 0

2 74

20  serine doublement protégé de formule (Il) dans lequel PG désigne un groupe

41



10

15

20

25

WO 2009/118474 PCT/FR2009/000215

protecteur de la fonction amine de fagon a obtenir le composé de formule (Z)-(Ib):

OMe

MeQ OMe
O OMe
I
N Y
H : P

(Z)-(b) pa” 7

puis a déprotéger et ouvrir le cycle de (Z)-(Ib) en présence d'un acide de facon a obtenir la
combrétastatine (A) sous forme de sel (-NH3") et éventuellement a rajouter une base de facon a
obtenir la combrétastatine (A) sous forme de base (-NH,),

le sel du composé (Z)-amino ayant été obtenu par un enrichissement du sel du composé amino

de formule :

CHO  “ocH, OCH,
en isomére (Z), B” désignant un contre-anion, consistant :
e A ajouter de d'alcool benzylique a une suspension d'un mélange des sels des
composés (Z)- et (E)-amino dans I'acétonitrile puis

e & séparer mécaniquement le sel du composé amino enrichi en isomeére (Z).

L'invention est aussi relative a I'enrichissement du sel du composé amino de formule

ol Ly s

MeO OMe OMe
en isomére (Z), B" désignant un contre-anion, consistant :
e 3 ajouter de d'alcool benzylique a une suspension d’'un mélange des sels des
composés (Z)- et (E)-amino dans I'acétonitrile et

e a séparer mécaniqguement le sel du composé amino enrichi en isomére (Z).

L'invention est aussi relative a l'utilisation du T3P de formule (llf)

0 (1
pour réaliser en présence d'une base le couplage entre le composé (Z)-amino ou le sel du
composé (Z)-amino avec le dérivé de la L-sérine doublement protégé.
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La proportion acétonitrile / sels des composés (Z)- et (E)-amino exprimée en poids est comprise

entre 5 et 17, de préférence entre 10 et 12. La température a laquelle est conduit

I'enrichissement est comprise de préférence entre 20 et 70°C. La proportion alcool benzylique /

5  sels des composés (Z)- et (E)-amino exprimée en poids est comprise entre 1 et 4, de préférence

entre 2 et 3.

[Description détaillée de I'invention]
Le Schéma 1 ci-dessous décrit les étapes réactionnelles (i) a (iv) d'un procédé de préparation de

(")
J\/\(")
OMe 74 B
- J oM
s 3 p )
JJ\/\ B- NH_+
J— MeO 3
MeOQ. OMe
O O OMe o
AN NJI\/\OH
H z
(A) NHg

10

étape (i) :
15

étape {ii) :
20

étape (iii) :

la combrétastatine (A) :

OMe +

-nitro (E)-nitro

Me
0 e
el O
@

(m)

(2H(Ib) 6~

("’) sel du (2)-amino sel du (E)-amino

OMe
MO, OMe
O O OMe o
X N/U\/\OH
H :
(A)

Schéma 1
réaction de Wittig entre le nitrométhoxybenzaldéhyde et le bromure ou chlorure de
triméthoxybenzylphosphonium en présence d'une base conduisant au sel du
composé nitro, se présentant sous forme d’un mélange des deux isoméres (Z) et (E)
du 2-méthoxy-5-[2-(3,4,5-triméthoxyphényl)vinyl]nitrobenzene ((Z)- et (E)-nitro) ;

réduction du mélange conduisant a un mélange des composés (Z)- et (E)-amino qui
sont transformés en sels (B" désigne un contre-anion par exemple CI' ou SO4),
suivie d’une étape de séparation du composé (Z)-amino ;

couplage du sel du composé (Z)-amino avec un dérivé de la L-sérine doublement
protégé sur les fonctions -OH et amino (composé de formule (Il)) conduisant au

composé (Z)-(Ib).
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(an

PG désigne un groupement protecteur de la fonction amine : il peut s’agir par
exemple du tert-butoxycarbonyle (BOC), du benzyloxycarbonyle (CBZ) ou du 9-
fluorénylméthyloxycarbonyle (FMOC) ;

étapes (iv) et (v) : déprotection et ouverture du cycle conduisant a la combrétastatine (A) sous

forme salifiée ou non.

L’étape (i) est décrite dans US 5731353 ainsi que dans Bioorg. Med. Chem. 2000, 8, 2417-2425
(Schéma 1). La reaction est conduite dans un solvant organique tel que par exemple un solvant
aromatique (par ex. toluene) en présence d'une base, de préférence forte telle que MeONa ou
NaH. Le rapport (Z)/(E) est de I'ordre de 75/25.

L’étape (ii} de réduction décrite dans US 6759555 est conduite en présence de fer en excés (plus
de 2 équivalents par rapport a {la)). La réduction en présence de zinc telle que décrite dans US
65625632 (ex.2, étape 2) est également possible mais elle n'est pas compléte (rdt=49,3%) et elle
conduit de plus a la formation d'une quantité importante de sous-produit « azo ». Le composé
(Z)-amino d’'une pureté suffisante est ensuite obtenu par une ou plusieurs séparation(s)
compliquée(s). La séparation qui suit la réduction est réalisée par cristallisations successives.
Une 1% cristallisation permet d’éliminer le composé (E)-amino, puis une 2°™ cristallisation
permet d'isoler le (Z)-amino (voir US 6759555, ex.1).

Le couplage de I'étape (iii) est réalisé avantageusement en présence d'un activateur d'acide tel
que par exemple 'EDCI (chlorure de 1-(3-diméthylaminopropyl)-3-éthylcarbodiimide), le DCC
(dicyclohexylcarbodiimide), le TOTU (o-[éthoxycarbonyllcyanométhyléneamino)-N,N,N’,N’-
tétraméthyluronium tétrafluoroborate), le HBTU (o-benzotriazol-1-yl-N,N,N’,N'-tétraméthyluronium
hexafluorophosphate), le PivCl (chlorure de pivaloyle) ou le N,N-carbonyldiimidazole. On désigne
par activateur d’acide (« coupling agent ») un composé dont la fonction est d'activer la fonction
acide -COOH afin de favoriser la formation d’'une liaison peptidique. Pour plus de détails sur les
activateurs d’acide, on pourra se référer a la revue ChemFiles Vol.7, N°2, page 3 éditée par la
sociéte Aldrich Chemical ou bien a Tetrahedron report N°672, 2004, 60, 2447-2467, « Recent
development of peptide coupling reagents in organic synthesis ». La revue Tetrahedron 2005, 67,
10827-10852 révéle qu'il existe beaucoup d’activateurs d'acide disponibles.

L'étape (iv) est conduite en présence d’'un acide afin de favoriser ouverture de cycle et d’obtenir

la combrétastatine (A) sous forme d'un sel (-NH3"). Il s’agit d'une déprotection/ouverture de cycle.
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En présence de BOC, on utilise avantageusement I'acide chlorhydrique, par exemple sosu forme
de solution méthanolique, et on obtient le chlorhydrate. La combrétastatine (A) sous forme de

base est obtenue en neutralisant le sel a l'aide d'une base, par exemple la soude (cf.ex.1-étape

(iii)).

Procédé selon I'invention
Le procédé de la présente invention reprend les mémes étapes du Schéma 1 mais les étapes (ii)
et (iii) ont été améliorées. En effet, dans linvention, au cours de I'étape (ii), lisomére (Z) du sel
du composé amino est obtenu par le procédé consistant :
* A ajouter de d'alcool benzylique & une suspension d’'un mélange des sels des
composeés (Z)- et (E)-amino dans l'acétonitrile et

e a séparer mécaniquement le sel du composé amino enrichi en isomeére (Z).

L’isomére (£) est donc obtenu par « enrichissement », ce terme signifiant qu'a I'issue des deux
etapes du procédé ci-dessus décrites, on augmente la proportion de lisomére (Z) par rapport a
lisomére (E) ; on peut également parler de procédé de séparation de I'isomere (Z) a partir d’'un
mélange des isoméres (Z) et (E)). Par rapport a une (re)cristallisation, 'enrichissement présente
l'avantage d’étre a la fois direct et simple & mettre en ceuvre. |l permet d’obtenir le composé
amino enrichi en isomére (Z) avec une faible teneur en isomére (E) résiduel (pouvant aller
jusqu'a <1% mol ; cf. ex.1 ou la pureté du produit est de 99,93% en (Z) et 0,07% en (E)). La
séparation mécanique peut étre par exemple une filtration ou une centrifugation. A lissue de la
séparation mécanique, le sel de I'isomére (Z) peut étre éventuellement lavé et séché.

La suspension présente de préférence une proportion acétonitrile / sels des composés (Z)- et (E)-
amino exprimée en poids comprise entre 5 et 17, de préférence entre 10 et 12 (c’est-a-dire que le
poids d'acétonitrile dans la suspension est compris entre 5 a 17 x poids des composés (Z)- et
(E)-amino).

La quantité d’'alcool benzylique qui est ajoutée est de préférence telle que la proportion alcool
benzylique / sels des composés (Z)- et (E)-amino exprimée en poids est comprise entre 1 et 4, de
préférence entre 2 et 3 (c'est-a-dire que le poids d’alcool benzylique ajouté est compris entre 1 a
4 x poids des composes (Z)- et (E)-amino). Cette proportion permet de maintenir un rapport
(ZY(E) élevé pour le produit final. L’alcool benzyligue a pour fonction de dissoudre
préférentiellement le sel du composé (E)-amino.

L'enrichissement est mis en ceuvre de préférence a une température comprise entre 20 et 70°C,
avantageusement entre 30 et 70°C, de préférence entre 35 et 65°C. Au-dela de 70°C, le

composé amino commence a se dégrader lentement.
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Une méthode préférée de préparation de la suspension est décrite ci-aprés. On réduit les
composés (Z)- et (E)-nitro a l'aide de dithionite de sodium (Na,S,04) dans un solvant qui peut
étre un mélange d’eau et d’alcool, par exemple un mélange eau/méthanol. Aprés la réduction, on
introduit dans le milieu réactionne! un acide fort (par ex. HCI ou H,SO,) qui réagit avec les
intermédiaires de la réaction ainsi qu'avec les restes de dithionite et de disulfite. On obtient alors
un mélange des sels des composés (Z)- et (E)-amino (par ex. chlorhydrate ou sulfate). On ajoute
alors une base forte pour obtenir les bases libres (-NH3;" = -NH,) qui sont extraites par un solvant
organique, par exemple un solvant chloré tel que le dichlorométhane (DCM). On ajoute a la
phase organique un acide fort dans un alcool, puis on déplace l'alcool par de l'acétonitrile de
facon a obtenir une suspension des sels des composés (Z)- et (E)-amino dans I'acétonitrile.
L’acide fort peut étre HCI ou H,SO4 (B" = Cl ou SO,). Le déplacement de solvant peut se faire en
ajoutant 'acétonitrile aprés avoir éliminé sous vide plus ou moins complétement I'alcool. L'ajout
d’acétonitrile peut se faire également concomitamment avec I'élimination de I'alcool sous vide.

L’alcool est de préférence un alcool léger tel que le méthanol ou I'éthanol.

Pour I'étape (iii), le couplage entre le sel du composé (Z)-amino et le dérivé de la L-
sérine doublement protégé de formule (Il), est réalisé dans un solvant organique a l'aide de
I'anhydride de I'acide propane phosphonique (T3P) comme activateur d’acide en présence d’'une
base. La fonction de la base est de piéger les espéces acides et de déplacer le sel vers la base
libre. La quantité de base ajoutée est comprise entre 2 et 3 éq. par rapport au sel du composé
(Z)-amino (voir ex.1 ou 'on a utilisé 2,7 éq.). |l est possible également de coupler directement le
composé (Z)-amino avec le composé de formule (ll) en présence de T3P et d’'une base ; dans ce
cas, la proportion de base ajoutée est moins importante, comprise entre 1 et 2 éq. (environ 1 éq.

de moins que si on part du sel).

La base peut étre une amine tertiaire comme par exemple la triéthylamine (TEA), la
diisopropyléthylamine (DIEA), la N-méthyl morpholine (NMM) ou la méthyi-pipéridine. Le solvant
organique peut étre le dichlorométhane (DCM), le toluéne, la méthylisobutyl cétone (MIBK),
i'acétate d'éthyle, I'acétonitrile, le tétrahydrofurane (THF), le Me-tétrahydrofurane (Me-THF) ou le
cyclopentylméthyl éther.

Le T3P a pour formule :

0 (n
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L’avantage a utiliser fe T3P plutét qu’un autre activateur d'acide est que les sous-produits du T3P
sont facilement éliminables (sous-produits tous solubles dans I'eau) et qu'il s’agit d’un activateur
bon marché. De plus, la réaction peut étre conduite en présence du composé (Z)-amino (sous
forme de sel ou de base) et du composé (Il} mis ensemble selon un procédé « one pot » : on fait
donc réagir ensemble dans le méme récipient le composé (Z)-amino (sous forme de sel ou de
base), le composé (ll) en présence du T3P et d’'une base. Cela n'est pas le cas de tous les
agents de couplage car certains, tel que le PivCl (chlorure de pivaloyle), nécessitent pour la
méme réaction une activation préalable de la fonction acide du composé (Il) avant de pouvoir

ajouter le sel du composé (Z)-amino.

Enfin, nous avons constaté que le T3P ne conduit pas & une épimérisation du centre
asymétrique, ce qui permet d’obtenir la combrétastatine (A) avec une bonne pureté et un bon
rendement. On a constaté aussi que le T3P permet d’obtenir un bon rendement en produit de
couplage (voir tableau Iif).

La réaction de couplage est conduite généralement a une température comprise entre 5°C
et 70°C, par exemple au reflux du DCM. La proportion de T3P par rapport au composé (Z)-
amino est comprise entre 1 et 2 éq, de préférence entre 1,5 et 1,8 éq.

[Exemples]
Exemple 1 {selon 'invention)

Etape (i) :

Sur un mélange a une température de 5-10°C, constitué de toluéne (91,1 litres) de bromure de

triméthoxybenzylphosphonium (15,35 kg, 29,33 moles) et de 4-méthoxy-3-nitrobenzaldéhyde
(5,06 kg, 27,93 moles), est coulée une solution de méthylate de sodium (5,66 kg, 29,34 moles). .
En fin de réaction, 0,32 litre (5,59 moles) d’acide acétique est coulé. Aprés un maintien a 20°C, le
milieu est filtré. Le gateau est lavé avec du toluéne (11,1 litres). Les filtrats sont lavés plusieurs
fois avec de I'eau (20,2 litres) puis concentrés sous vide. L’alcool isopropylique (87,6 litres) est
alors chargé et le milieu est concentré puis refroidi. La suspension est alors filtrée a 10°C. Le
produit isolé est séché sous vide (6,46 kg, 52,2%). La pureté du produit isolé est de I'ordre de
78% en (Z) et de 22% en (E). ‘

Etape (ii) :

Sur un milieu constitué de méthanol (100 ml), les composés (Z) et (E)-nitro a réduire (20 g, 0,058
mole) de dithionite de sodium (36,8 g, 0,179 mole, 3,1 éq), est coulé de I'eau (80 ml) a 50°C. Une
fois la réaction terminée (on a laissé 1 h a 50°C), I'acide chlorhydrique (36,3 mi, 0,406 mole) est
additionné. Le traitement est réalisé par coulée d’eau (70 ml) et de DCM (80 ml), puis de soude
(lessive de soude 30,5%, 10N) jusqu’a pH=7. On élimine la phase aqueuse aprés réextraction
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avec du DCM (20 ml) puis la phase DCM est concentrée sous vide (environ 200 mbar a 35°C) et
remplacée par l'acétonitrile (160 ml) ; on effectue le changement de solvant du DCM vers
I'acétonitrile sous pression réduite de fagon a garder un volume réactionnel de 200 ml environ.
L'acide chlorhydrique méthanolique (27 ml, 0,081 mole) est coulé pLiis le solvant est évaporé
sous pression réduite (90 mbar) de fagon a effectuer le changement de solvant du méthanol-
acétonitrile vers l'acétonitrile 8 volume constant d’environ 233 ml. En fin de changement de

solvant, on ajuste le volume total (solvant + composés organiques) a 280 ml.

On obtient alors une suspension sous forme d'une bouillie blanche. L'alcool benzylique (46 mi)
est alors ajouté a la suspension a 45+3°C. Aprés refroidissement vers 25°C, le milieu est alors
filtré et lavé avec de l'acétonitrile (30 ml) et de 'alcool benzylique (3,3 ml). Le produit isolé est
alors séché sous vide (11,7 g, 74,4%). Ce produit présente une pureté déierminée par HPLC de
99,93 % en (Z) et 0,07% en (E). A lissue de ['étape (ii), on a donc obtenu simplement et
directement le sel du composé (Z)-amino avec une bonne pureté.

Etape (iii) :

Sur un milieu constitué de DCM (500 ml), du composé (Z)-amino sous forme de chlorhydrate (50
g, 0,142 mole) et de la L-sérine doublement protégé de formule (lI}) avec PG=BOC (L-sérine-N-
BOC-acétonide ; 41,8 g, 0,170 mole), est coulée de la TEA (53,4 ml, 0,383 mole) a 20°C puis
une solution de T3P dans le DCM (154 g, 0,242 mole). Le milieu est porté au reflux puis de I'eau
(500 ml) est additionnée. Aprés décantation et concentration, I'acide chlorhydrique méthanolique
(189,5 mi, 1,136 moles) et du méthanol (189,5 ml) sont additionnés. De F'eau (300 ml) est
ajoutée au milieu puis les phases sont décantées. L'acétate d’isopropyle (650 ml) est ajouté a la
phase aqueuse puis la soude (115 ml, 1,150 moles) est coulée a 20°C. La phase organique
décantée et lavée est concentrée sous vide puis chauffée a 65°C. Le méthanol (35 ml) puis
l'acide chlorhydrique méthanolique (47,4 ml, 0,142 moles) sont additionnés a cette température.
Aprés refroidissement, et filtration, le produit est isolé (49,6 g, 79,5%). Le produit final présente
une pureté de 99,2%.

Exemple 2 (selon 'invention)

On charge dans un réacteur de 1,6 litres et équipé d’'une double-enveloppe, le composé (Z)-
amino sous forme de chlorhydrate Z-aminostil, HCI (50,0 g), le N-BOC-acétonide (41,8 g) et 500
ml de DCM. On coule ensuite a 22+3°C 53,4 ml de triéthylamine (2,7 éq.), puis une solution de
T3P dans le DCM a 50% (1,7 éq.). On agite au reflux du DCM pendant 1 heure. On refroidit
ensuite le mélange a 22+3°C et on ajouté 500 ml d’eau déminéralisée. On laisse décanter et on
sépare les phases. On lave la phase DCM avec 500 ml d'une solution aqueuse
d’hydrogénophosphate de sodium a 6% poids (30 g), puis avec 500 ml d’eau déminéralisée. On

concentre la phase DCM sous pression réduite de 360 a 150 mbar vers 40-50°C. On coule *
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ensuite une solution HCI dans le méthanol &2 3 mol/l (379 ml, 8 éq.) puis 300 ml d'eau
déminéralisée. On laisse décanter et on sépare les phases. On reextrait la phase DCM/méthanol
avec de l'eau déminéralisée (200 ml) et on sépare les phases. On ajoute 650 ml d'acétate
d’isopropyle, puis 115 ml d’une solution d’hydroxyde de sodium a 30% (8,1 ég.). On laisse
décanter et on lave la phase organique avec 400 ml d'eau déminéralisée. On laisse décanter et

on sépare les phases. On concentre ensuite la phase organique sous pression réduite de 160 a

60 mbar jusqu’'a 300-350 ml et on effectue un changement de solvant DCM=acétate d'isopropyle.
On chauffe ensuite le mélange a 62°C, on ajoute 35 ml de méthanol et on coule une solution
d’acide chilorhydrique dans le méthanol a 3 mol/l (47,4 ml, 1 éq.). On laisse refroidir ensuite

jusqu’a 'ambiante et on fiftre la bouille blanche. On lave le solide final

Dans les exemples 3-6, on reprend I'étape (ii) avec des quantités différentes de composés (Z) et
(E)-nitro au‘départ. La proportion acétonitrile/sels des composés (Z)- et (E)-amino est fixée 4 10,8
et la proportion alcool benzylique/ sels des composés (Z)- et (E)-amino est quant a elle variable.

Exemple 3 (selon I'invention)

Sur un milieu constitué de méthanol (50 ml), les composés (Z) et (E)-nitro a réduire (15 g, 0,043
mole) de dithionite de sodium (27,2 g, 0,133 mole), est coulé de I'eau (60 ml) a 50°C. Une fois la
réaction terminée, I'acide chlorhydrique (26,2 ml,-0,314 mole) est additionné. Le traitement est
réalisé par coulée d'eau et du DCM, puis de soude jusqu’a pH=7. Sur la phase DCM, est
additionné l'acide chlorhydrique méthanolique (18,9 ml, 0,0586 mole) puis le solvant est
remplacée par I'acétonitrile. On obtient alors une bouillie. L’alcool benzylique (31 ml) est alors
ajouté a la suspension a 50°C et maintenu a 65°C pendant 2 heures. Aprés refroidissement, le

milieu est alors filtré et lavé. Le produit isolé est alors séché sous vide.

Exemples 4-6 : identiques a I'exemple 3 mais avec une quantité différente d’alcool benzylique

Tableau |
Sioool bansylique /| Purats HPLG. | PETO
sels Z+E amino amino
ex.4 1,96 99,5% 82,0%
ex.3 2,09 99,6% 81,0%
ex.5 2,25 99,7% 77,0%
ex.6 2,38 99,9% 75,6%

proportion acétonitrile / sels Z+E amino = 10,8

Dans les exemples 5 et 7-9, la proportion alcool benzylique/sels des composés (Z)- et (E)-amino
est fixée a 2,25 et la proportion acétonitrile/ sels des composés (Z)- et (E)-amino est variable.
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“Tableau Il
proportion en poids .
acétonitrile / sels Z+E pdurezte HI?LC
amino u Z-amino
ex.7 9,10 99,7
ex.5 10,80 99,9
ex.8 11,88 98,9
ex.9 12,65 94,5

proportion alcool benzylique / sels Z+E amino = 2,25

Les exemples 10-14 décrivent des résultats de couplage (étape (iii)) utilisant d’autres agents de
couplage que le T3P.

Exemple 10 (comparatif) : utilisation du TOTU

On reprend les conditions-de I'étape (iii) mais en présence de TOTU comme activateur d’acide (1
€q. de TOTU + 5 éq. de TEA). Le rendement final n’est alors que de 71%.

Exemple 11 (comparatif) : utilisation du TOTU

Sur un milieu constitué de DCM (10 ml), du composé (Z)-amino sous forme de chlorhydrate (0,50
g, 1,4 mmole) et de la L-sérine doublement protégé de formule (ll) avec PG=BOC (L-sérine-
NBOC-acétonide ; 0,35 g, 1,4 mmole),'est coulé de la TEA (0,71 g, 7,0 mmole) a 5°C puis le
TOTU (0,46 g, 1,4 mmole). Le milieu est maintenu a 5°C pendant 24 heures puis de I'eau (5 ml)
est additionnée. Aprés décantation la phase organique est analysée par HPLC. Le rendement
dosé du produit de couplage est de 50,1% et sa pureté est de 69,3%.

Exemple 12 (comparatif) : utilisation du BOP-CI (Bis(2-oxo-3-oxazolidinyl)phosphinic chloride)
Sur un milieu constitué de DCM (5 ml), de composé (Z)-amino (0,50 g, 1,4 mmole) et de la L-

sérine doublement protégé de formule (Il) avec PG=BOC (L-sérine-NBOC-acétonide ; 0,35 g, 1,4
mmole), est coulé de la NMM (0,42 g, 4,2 mmole) a 5°C puis le BOP-CI (0,72 g, 2,8 mmole). Le
milieu est maintenu & 5°C pendant 24 heures puis de I'eau (5 ml) est additionnée. Aprés
décantation la phase organique est analysée par HPLC. Le rendement dosé du produit de

couplage est de 29,1% et sa pureté est de 91,6%.

Exemple 13 (comparatif) : utilisation du PyCIOP (chlorotripyrrolidinophosphonium

hexafluorophosphate) .

Sur un milieu constitué d’acétate d’éthyle (10 ml), du-composé (Z)-amino (0,50 g, 1,4 mmole) et
de la L-sérine doublement protégé de formule (ll) avec PG=BOC (L-sérine-NBOC-acétonide ;
0,70 g, 2,8 mmole), est coulé de la NMN (0,42 g, 4,2 mmole) a 5°C puis le PyCIOP (1,2 g, 2,8

mmole). Le milieu est maintenu & 5°C pendant 24 heures puis de I'eau (5 ml) est additionnée.
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Apres décantation la phase organique est analysée par HPLC. Le rendement dosé du produit de
couplage est de 53,3% et sa pureté est de 83,9%.

Exemple 14 (comparatif} : utilisation du PyBROP {bromo-tris-pyrrolidino

phosphoniumhexafluorophosphate)
Sur un milieu constitué de Me-CN (5 ml), du-composé (Z)-amino (0,50 g, 1,4 mmole) et de la L-

sérine doublement protégé de formule (Il) avec PG=BOC (L-sérine-NBOC-acétonide ; 0,35 g, 1,4
mmole), est coulé de la NMN (0,42 g, 4,2 mmole) a 25°C puis le PyBROP (0,65 g, 1,4 mmole).
Le milieu est maintenu a 25°C pendant 24 heures puis de 'eau (5 ml) est additionnée. Aprés

"décantation la phase organique est analysée par HPLC. Le rendement dosé du produit de

couplage est de 24,9% et sa pureté est de 75,4%.

Tableau Il
rendement dosé du .
agent de couplage base produit( f)‘_’(fb‘;“"' age pull_'legt gar

ex.2 T3P TEA-2,7 éq. 99,7% -
ex.11 TOTU TEA -5 éq. 50,1% 69,3%
ex.12 BOP-Ci NMN -3 éq. 29.1% 91,6%
ex.13 PyCIOP NMN -3 éq. 53,3% 83,9%
ex.14 PyBROP .NMN -1éq. 24,9% 75,4%

On constate que le T3P permet d’obtenir un meilleur rendement en produit de couplage que le
TOTU, BOP-CI, PyCIOP ou le PyBROP.
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Revendications

1. Procédé de préparation d’'une combrétastatine (A) :
— o]
)
NH,
MeO OMe OMe

5 sous forme de base ou d'un sel d’addition avec un acide,

(A)

consistant a :

+ coupler en présence d'une base et de T3P de formule (ll1) :

OQP /o\P 0
\
n-Pr/| | n-Pr
o\P e
“\n-Pr
o (m
MeO OMe OMe
w0 o
le composé (Z)-amino — ou le sel du composé (Z)-amino

oy Ly o
MeO OMe OMe

10 , B” désignant un contre-anion,
0
HOJK-:/\
H ]
_N
PG
avec un dérivé de la L-sérine doublement protégé de formule (I dans
lequel PG désigne un groupe protecteur de la fonction amine de fagon a obtenir le composé
. H y 0
/N7L
(2)-(Ib) PG
de formule (Z)-(Ib) : ‘
s puis a déprotéger et ouvrir le cycle de (Z)-(lb) en présence d'un acide de fagon a obtenir
15 la combrétastatine de formule (A) sous forme de sel ;

« et éventuellement a rajouter une base de fagon a obtenir la combrétastatine de formule
(A) sous forme de base,
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le sel du compaosé (Z)-amino ayant été obtenu par un enrichissement du sel du composé

amino de formule :

oy Oy s

MeO OMe OMe
en isomére (Z), B” désignant un contre-anion, consistant :
5 e A ajouter de d'alcool benzylique a une suspension d’'un mélange des sels des
composés (Z)- et (E}-amino dans I'acétonitrile puis

* 2 séparer mécaniquement le sel du composé amino enrichi en isomére (Z).

2. Procédé d'enrichissement du sel du composé amino de formule

oy Oy o

MeO OMe OMe

10
en isomére (Z), B” désignant un contre-anion, consistant :
e 3 ajouter de dalcool benzylique & une suspension d'un mélange des sels des
composés (Z)- et (E)-amino dans I'acétonitrile et
e & séparer mécaniquement le sel du composé amino enrichi en isomére (Z).
15
3. Procédé selon la revendication 1 ou 2 dans lequel la séparation mécanique est une filtration.
4. Procédé de préparation d’'une combrétastatine (A) :
- o)
CH,0 O Q J\” o
NH,
CH,0 OCH, OCH, | A)
20 sous forme de base ou d’un sel d’addition avec un acide,

consistant a :
e coupler en présence dune base et de T3P, le composé (2)-

MeO OMe OMe
amino — ou le sel du composé (Z)-amino
MeO OMe OMe

, B" désignant un contre-anion,
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10.

1.

15

HO

40T

e
PG

avec un dérivé de la L-sérine doublement protégé de formule (Il) dans
lequel PG désigne un groupe protecteur de la fonction amine de fagon a obtenir le

composé de formule (Z2)-(Ib) :

(Z)<Ib) e /

e puis & déprotéger et ouvrir le cycle de (Z)-(Ib) en présence d’un acide de fagon a obtenir
la combrétastatine (A) sous forme de sel ;

o et éventuellement a rajouter une base de fagon a obtenir Ia‘ combrétastatine (A) sous
forme de base.

Procédé selon 'une des revendications 1 a 4 dans lequel PG représente le BOC, le CBZ ou‘
le FMOC.

Procédé selon I'une des revendications 1 a 5 dans lequel B” désigne CI' ou SO42.

Procédé selon l'une des revendications 1 a 6 dans lequel PG représente le BOC et B’
désigne CI".

Procédé selon l'une des revendications 1 a 7 dans lequel la base est une amine tertiaire.

Procédé selon la revendication 8 dans lequel la base est la triéthylamine (TEA), la
diisopropyléthylamine (DIEA), la N-méthyl morpholine (NMM) ou la méthyl-pipéridine.

Procédé selon l'une des revendications 1 & 9 dans lequel le composé (Z)-amino ou le sel du
composé . (Z)-amino et le composé de formule (ll) réagissent ensemble dans le méme

récipient en présence du T3P et de la base.

Procédé selon I'une des revendications 1 a 10 dans lequel la proportion acétonitrile / sels des
composés (Z)- et (E)-amino exprimée en poids est comprise entre 5 et 17, de préférence
éntre 10 et 12.
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12.

13.

5
14.

10

15
15.
16.

20

17.

16

Procédé selon I'une des revendications 1 a 11 dans lequel la température a laquelle est

conduit I'enrichissement est comprise entre 20 et 70°C.
Procédé selon I'une des revendications 1 a 12 dans lequel la proportion alcool benzylique /
sels des composés (Z)- et (E)-amino exprimée en poids est comprise entre 1 et 4, de

préférence entre 2 et 3.

Utilisation du T3P de formule (l11)

0] 0 0
Np N
n-Pr/l | n-Pr
o\P _0
|\n-Pr
0 (I
pour réaliser le couplage entre composé (Z)-amino de formule
MeO OMe OMe
i (O
— ou le sel du composé (2)-amino de
MeO OMe OMe
KO
formule : — B désignant un contre-anion
0
HO *
= o]
_N
PG
avec un dérivé de la L-sérine doublement protégé de formule (I) dans

lequel PG désigne un groupe protecteur de la fonction amine.

Utilisation selon la revendication 14 dans laquelle PG désigne le BOC, le CBZ ou le FMOC
et/ou B~ désigne CI ou SO,>.

Utilisation selon la revendication 14 ou 15 dans laquelle la base est une amine tertiaire.
Utilisation selon I'une des revendications 14 & 16 dans laquelle le composé (Z)-amino ou le

sel du composé (Z)-amino et le composé de formule (Il) réagissent ensemble dans le méme

récipient en présence du T3P et de la base
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1e document en entier

1 janvier 2000 (2000-01-01), pages

—f—=

E] Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents

E "Les documents de familles de brevets sont indiqués en annexe

* Catégories spéciales de documents cités:
*A’ document définissant I'état général de la technique, non
considéré comme particulierement pertinent

document antérieur, mais publlé 2 la date de dépét international
ou aprés cette date

document pouvant |eter un doute sur une revendication de
priorité ou cité pour déterminer la date de publication d’une
autre citation ou pour une raison spéciale (telle qu'indiquée)

document se référant & une divulgation orale, a un usage, a
une exposition ou tous autres moyens

*P* document publié avant la date de dépot international, mais
postérieurement & la date de priorité revendiquée

e

|

e}

*T* document ultérieur publié aprés la date de dépét intemational ou la

date de priorité et n’appartenenant pas a létat de la
technique pertinent, mais cité pour comprendre le principe
ou la théorie constituant la base de l'invention -

“X* document particulierement pertinent; linvention revendiquée ne peut

étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

*Y* document particulierement pertinent; l'invention revendiquée

ne peut &ire considérée comme impliquant une activité inventive
lorsque le document est associé a un ou plusieurs autres
documents de méme nature, cette combinaison étant evidente
pour une personne du métier

. "&" document qui fait partie de la méme famille de brevets

Date & laquelle la recherche internationale a été effectivement achevée

- 27 juillet 2009

Date d’expédition du présent rapport de recherche internationale

'06/08/2009

Nom et adresse poslale de Padministration chargée de la recherche internationale

Office Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280.HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Fonctionnaire autorisé

Seelmann, Marielle

Formulaire PCT/ISA/210 (deuxiéme feuille) (avril 2005)
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_ | Demande internationaile n°

PCT/FR2009/000215

C(sulte). DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie* | Identification des documents cités, avec, le cas échéant, I'indication des passages pertinents no. des revendications visées

Y - ANONYMOUS: "Archimica: "Coupling agent
T3P- The water scavenger""

INTERNET ARTICLE, [Online]

1 octobre 2006 (2006 10 -01), pages 1-20,
XP002499915

Extrait de 1’Internet:
URL:http://www.archimica. com/PDF/ARCHIMICA
_T3P_Brochure.pdf> [extrait le 2008-10-15]

document fourni ne contient que les pages.
1, 5-6, 8, 10-11, 18 et 20

Y- US 2006/264654 A1 (WEHNER MARK [DE] ET AL

WEHNER MARK [DE] ET AL)

23 novembre 2006 (2006-11-23)

alinéas [0034] - [0036]; revendication 9;

exemples 1,6,9

1-17

1-17

Formutaire PCT/SA/210 (suite de la deuxiéme feuilie) (avril 2005)




Demande internationale n°
RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE P-CT/ FR2009/000215
Cadren®.ll Observations — lorsqu’il a été estimé que certaines revendications ne pouvaient pas faire 'objet d’une recherche

(suite du point 2 de la premiére feuiile)

Le rapport de recherche mternatnonale n apas été établi en ce qui concerne certaines revendications conformément a l'article 17.2)a) pour
les raisons suivantes :

1. D Les revendications n°s
se rapportent a un objet a I'égard duquel Iadmlnlstratlon chargée de la recherche internationale n'est pas tenue de proceder a
la recherche, a savoir :

2. I:l Les revendications n®°
parce qu'elles se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les condmons
prescrites pour qu une recherche significative puisse étre effectueé, en particulier :

3. I:l Les revendications n°®
parce qu’elles sont des revendications dépendantes et ne sont pasrédigées conformément aux dispositions de la deuxiéme et
de la troisiéme phrases de la régle 6.4.a).

Cadre n°. Il Observations - lorsqu’il y a absence d’unité de I'invention (suite du point 3 de la premiére feuille)

L’administration chargée de la recherche internationale a trouvé plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir:

voir feuille supplémentaire

1. D Comme toutes les taxes addmonnelles exigées ont ét€ payées dans les délais par le deposant le présent rapport de recherche
internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire 'objet d’une recherche.

2. m Comme toutes les revendications qui se prétent a la recherche ont pu faire Fobjet de cette recherche sans effort particulier
justifiant des taxes additionnelles, I'administration chargée de la recherche internationale n'a sollicité le paiement d'aucunes
taxes de cette nature.

3. D Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandées a été payée dans les délais par le déposant, le présent rapport
de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont été payées, a savoir les
revendications n°:

4. I:] Aucunes taxes additionnelies demandées n'ont été payées dans les délais par le déposant. En conséquence, le présent rapport
de recherche internationale ne porte que sur Finvention mentionnée en premier lieu dans les revendications; elle est couverte
par les revendications n%

Remarque quant a laréserve Les taxes additionnelles étaient accompagnées d'une réserve de la part du déposant et, le cas
échéant, du paiement de {a taxe de réserve.

Les taxes additionnelles étaient accompagnées d’une réserve de la part du déposant mais la taxe
de réserve n'a pas éié payée dans le délai prescrit dans Finvitation.

D Le paiement des taxes additionnelles n'était assorti d'aucune réserve.

Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiére feuille (2)) (avril 2005)




" Demande internationale No. PCT/FR2009 /000215

SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCTASA/ 210

L’administration chargée de 1a recherche internationale a trouvé
plusieurs (groupes d’) inventions dans la demande internationale,
a savoir: .

1. revendications: 1 (partie), 4, 5(partie)-12(partie), 13-17

couplage du sel d’un précurseur (Z)-aminé de la
combrétastatine avec un dérivé de L-sérine en présence de
T3P. . :

2. revendications: 1 (partie), 2-3, 5(part1e)f12(partie)

procédé d’enrichissement en isomére (Z) du sel d’un
précurseur aminé de 1a combrétastatine
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Renselgnements relatifs aux membres de familles de brevets

Demande internationale n°

v PCT/FR2009/000215
- Document brevet cité Date de - Membre(s)de la - Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
US 2003220404 Al 27-11-2003  AUCUN
US 2006264654 Al 23-11-2006 =~ AU 2004263226 Al 17-02-2005
: : BR P10412747 A 26-09-2006
CA 2533173 Al 17-02-2005
CN 1823079 A 23-08-2006
DE 10333042 Al 03-03-2005
EP 1658299 A2 24-05-2006
WO 2005014604 A2 17-02-2005
HK 1093989 Al 08-05-2009
JP 2006528140 T 14-12-2006
KR 20060063906 A 12-06-2006
MX  PA06000788 A 18-04-2006
Us 2008183009 Al 31-07-2008

Fomulaire PCT/ISA/210 (annexe tamilles de brevets) (avril 2005)
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