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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
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D : SOLICITUD DE:
[X] Patents de Invencion. [ ] Patante de Modelo de Utiidad.

[] capitiot. X capitubo .

Nombre: AVENTIS PHARMA S.A.

IDENTIFICACION
Direccibn: 20, avenue Raymond Aron,
F=-92160. Antony, Francia “ce. O Nt O

Naclonalidad o Domicllio: Antony, Francia
| ugar de Conshllwl Francia

Telélono:” Fax
E-mai:

Nombre: GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO IDENTIFICACION

REPRESENTANTE
OAPODERADO | Direccion Cra. 11° No. 94-76 — Of. 308 ¢cc. - nNT [
cE. [ O [X

Cual

Telbfono; 6161948  Fax 6163976
E-mai: Namero 2.878.023 TP 5903

Nombre: MUTTI Stéphane
Direccién 122 avenue du Maréchal Joffre

Nacionalidad o Domicilio: F94170 Le Perreux sur Marne, Francis

® PCT (88)

v
Solicitud Intemacional No. ~ _PCT/FR2003/001117 Fecha_Abril 9 de 2003

Publicacion Intemacional No. _u0 2003/084919 A3 Fecha_Octubre 16 de 2003

® Titulo (54) __"PROCEDIMIENTOS DE PREPARACION DE COMBRETASTINAS®,

-

@ Clasificacién Intemacional (51) _C07C 213/02

(33)PaisdeOrigen | (32)Fecha | (31) Numero de Sollcitud
Francia  |Abri) 11,2002 02/04499

®  Comprobants de pago No. O — 38, 19¢

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario , ver reverso de esta pagina.




Comprobants de pago de la tasa de presentacitn ds la soliciiud

Documento que acredita existencia y representacion legal cuando e! solicitante sea persona juridica.
Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al sollcitante 0 a su causanis.

Declaraciones

Copla de la soliciiud intenacional. (Resumen, descripcion, reinvidicaciones, dibujos)

Traduccitn de la soliciiud intemaciona! al casteliano. (Resumen, descripcion, reinvidicaciones, dibujos)

Copia del examen prefiminar intsmacional efectiuado por la Autoridad Intermnacional de Examen Prefiminar (IPEA).
Traduccion del examen prefiminar intemacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copla del contraio de acceso.

De ser el caso, doulmmnqueuadlhhhnhoauhmacbndamdommsmmh
comunidades indigenas

De ssr el caso, cerfificado de deposiio del material biologico

Are final 12x12.

De ser el caso, informacion sobre otras solickudes de patents o fitulos obienidos en el extranjero por el mismo tular
0 8u causantis, relacionadas parcial o fotaimenis con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la soficitud intemacional.

Oos Reporte de Blisqueda internacional. -
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(12) Solicito la concesion de la patente,
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Continuacién nombre, direccién y domicilio de Inventores:

Nombre Direccién ng@g

LAVIGNE Michel 4, allée des acacias, F-91380 Chilly Mazarin,
Francia

MALEJONOCK Irina 97, avenue Paul Vaillant

Couturier, F-94400 Vitry sur Seine,

Francia

CASIMIR Jean-Paul 8, avenue dé Paris, F-95600 EAUBONNE,
Francia



Copia del formulario de presentacién de 1a solicitud PCT intemacional.

Copia del Formulario PCT/IB/304 notificacién relativa al envio o transmisién del
documento de prioridad.
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N, ‘> G.HOLLMANN RESTREPO
; -7"’ ) ABOGADOS LTDA

. “The uidersigned . Acting on
behslf of and representing of Aventis Pharma S.A.
domiciled in, avenue Raymond Aron, F-92160
ANTONY, FRANCIA, hercby appoint(s) GUSTAVO

" HOLLMANN RESTREPO and/or LUIS PATINO
LEYVA, domiciled in Bogotd D.C.. Republic of
Colombia , a8 our true and legal attomey with the
necmuypowm
1) To apply to the adminirtrative, |ud|c.|nl and police
authorities of the Réepublic of Colombia, in any instance
or appeal, for obtaining registration of patents, utility
models, industrial designs and modcls, commercial
"ensigns and namcs, trademarks, slogans, health licenscs,
copyrights and domain names o8 well as their
assignments, extensions, rencewals and changes of namc;
2) To prcpare, apply for, obtain, executc and register
contracts, licenses, authorizations and registrations of
any kind; 3) To intetvene as plaintiff or defendant, in sny
instance or appeal, before any judge, court, (dbunal,

" corporation, public officer or authority in any judicial,
administrative or police action, such as: action dealing
with commercial ensigns and names; oppositions against
trademark registrations; caducity and nullity actions;
recovery actions, actions acising from obtinment and
working of license agreemcnts; zctions dealing with
unfnir competition; criminal actions; actions claiming
indemnity for damages, complaints or remacks on all
sott of indunatrial property matters; the pecformance of
precautionary measures, and in any othct similar action,
measure or appeal related to intellectual property
matters.

To thiy cffect, I (we) hereby authorize him to file
applications, make descriptions, protests, amendsnents,
declarations, oppositions, canccllations, appeals and
claims; to pay taxes, quotss and licns ss provided by
Law; to waive or abandon granted rights or rights in
process of being granted, 10 reccive all kind of
documents and securities; to issuc the respective releascs
and, in general, to take, before said authorities, pertinent
steps to the above mentioned purposcs and take all
measures they may deem advisable to protect my (our)
interests, with all other nccessary legal facultics, and 1
{wc) hercby declarc as good and valid whatever the
attorneys should do to my (our) benefit.

This power compriscs the authority to mtify or confirm
on my (our) behslf any action, as well as the fncully of
receiving,  desisting,  transacting.  compromising.
substituting and tcmklng subslitutions,  taking
notifications, and appointing judicial “or extra-judicial
sttorneys.
Signed in

ﬂa7 of w57

on this 4 ‘ day of

DE FARIS

G. HOLLMANN RESTREPO
) ABOGADOS LTDA

Yo (nosot!os) , ohtando en
numb:e propio y representacion dc, con domicilio
, nombro(amos) s GUSTAVO HOLLMANN
R.ESTRBPO y/0.LUIS PATTNO LEYVA, con domicilio
en Bogotd D.C., Republica de Colombia, Cra 11* No 94-76,
Oficinn 308, apoderado verdadero y legal, con poder
capecial, amplio y suficiente:
1} Pamz recabsr de las oficinas y autoridades colombianas
administrativas, judicinles y de policla en cuslquier instancia o
recurso, la obtencion de patentes de invencién, modclos de
utilidad, .dibujos y . modclos industriales, registro de marcss,
registto dc lemas  comerciales, depdsito de nombres y
enseiias comerciales, registros sanitarios, derechos de autor y
nombres de dominio asf como sus traspasos, prorrogas,
rencvaciones y cambios de nombre; 2) Elaborar, tramitnr,
solicitar, obtener, realizar, cjccutar y registear contratos,
licencias, autorizaciones y zegistros de cuslesquiera clases; 3)
Intervenit como demandante o como demsndado en
cudquiu instancia y recucso y antc cualquier juez, entidad,
corporcion, funcionario publico o autoridad en acciones
judicisles, administrativas y dc pohcll tales como acciones
derivades de nombre o ensciia comerciales; acciones
reivindicatorias; acciones derivadas de Ia obtencién o
explotacién de licencias; acciones de competencia desleal,
demanday penales y civiles; acciones de indemnizacién de
perjuicios, reclamos, u observaciones a cualquier asunto
sobre propiedad intelectual; al ejercicio de medidas cautelares
y cunlesquiera otms acciones, medidas o recursos similares
relacionados con In propiedad intelectusl
A cste efecto, lo facultamos para clevar solicitudes, formular
descripciones,  cnmiendas,  protestas,  declaraciones,
oposiciones, cancelrciones, apclacioncs y reclamos; pagar
impuestos, cuotss y gravimenes proscritos por la Ley;
renuncisc o desistir a2 derechos concedidoi o en curso de
concesidn; recibir toda clase de documentos y valores dando
al descargo respectivo, y en gcneral pam dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al cfecto indicado y
tomas ' todas las medides que creyeren conducentes al
resguardo de mis (nuestros) intereses, con todas las
faculmdes nccesarias, y por cste documento desde shom
declaro{amos) vilido y bueno todo cuanio los apoderados
hicicren en mi {nucstro) beneficio.
Este poder comprende la facultad de ratificar, o confirmar en
mi (nuestro) nombre -lo actuado, asl como la facultad de
recibir, desistir, teansigic, comprometer, sustituir y revocar
sustituciones, recibir nolificaciones y nombrar apoderados
judiciales o extrajudiciales.
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' CERTIFICATION
. COMPANIES

" The undemsigned certifies: that the
preceding signature(s) reading is {(src) suthentic;
that the signer(s) at present Bll(s) the position of
of ; that he (they) is (are) empowcred to grant this
powes; and that said company exists, accomplishes its
social object and is organized in in accordance
with the Laws of .

All the foregoing facts arc known to me duc to my
having cxamined the respective documenis to which 1
attest

Slgned in on this day of of

CERTIFICACION
SOCIEDADES

El(la) infrascrita(s) certifica: que In(s) firma(s)
que antecede(n) y dice(n) es (son) auténticals); que el
(los) signatatio(s) desempedia(n) actualmeute el cargo(s) de
de } que tiene(n) facultad parz otorgar cste
poder; y que dicha compaiifa existe, cumple su objeto social
¥ cstd organizads en conforme a las Leycs de .
Todos los hechos santeriores le constan, por haber
examinndo los documentos respectivos y de todo elio da fe

Firmado en ad de de




" SELLO DE CAMARA DE COMERCIO E INDUSTRIA DE PARIS
001206 ) MAYO 27 DE 2003

CERTIFICANDO QUE LA FIRMA QUE ANTECEDE ES CORRECTA Y
_ VERDADERA,

POR EL PRESIDENTE DE LA CAMARA DE INDUSTRIA Y COMERCIO DE
PARIS. FIRMA (ILEGIBLE)

FEDERIC MOROT
1 v BT . - ; ; -" . £
APOSTILLA
CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 196!
| REPUBLICAFRANCESA SzS =
23w =
LA PRESENTE ACTA PUBLICA el 32 3
2 HA SIDO FIRMADA POR (ILEGIBLE) s IS S+
3 ACTUANDO EN SU CALIDAD DE (ILEGIBLE) Trm §= 7
] Thrm o £
4 SELLO DE (ILEGIBLE) T -
CERTIFICA
5 EN PARIS EL 2 DE JUNIO DE 2003 I
i B3
7 POR EL PROCURADOR GENERAL ANTE LA CORTE DE APELACIONES &, 3 _
. :.‘l'-ll': 1 |‘.'—'E " “l ;.'.')
8 BAJO EL NUMERO 48091 E:%—- 33
At B
FIRMADO, ILEGIBLE @y U 325
.‘:--T:i s .

(emencia Povedes ':II:ju.cla
ReoUETORA DEFCIAL IRR1ES- TRAHCES - £SFARDL.
2o, o Wil S0 dy 1678




TRADUCCION OFICIAL NO. 203711 de un documento escrito en FRANCES, el
cual para su identificacién se sella con el selioc de MARIA EUGENIA SANINT,
Traductora Oficial segin Resolucién No. 4118 del Ministerio de Justicia de

Colombia.

Camara de Comercio de NANTERRE

4, Rue Pablo Neruda
92020 NANTERRE CEDEX

Extracto Kbis

MATRICULA EN EL REGISTRO MERCANTIL Y DE SOCIEDADES
. Extracto al 31 de marzo de 2003

IDENTIFICACION

Razén Social: AVENTIS PHARMA S.A
Numero de Identificacion: 304 463 284 R.C.S. NANTERRE
Numero de tramite: 1982 B 00155

Fecha de matricula:

26 de enero de 1982

INFORMACION RELATIVA A LA PERSONA JURIDICA

Forma jurldica: sociedad andnima con junta directiva y consejo
de vigilancia
Con capital de: 899.602.128,48 Euros .
Direccién de la sede: 20 AVE RAYMOND ARON 92160 ANTONY
Duracién de la sociedad: Hasta el 24 DE SEPTIEMBRE, 2073
Fecha de cierre de cuentas: 31 de diciembre
Constitucién-Registro de la
Escritura de Constitucién: En la Escribanfa de la Cdmara de
Comercio de PARIS, 28 de agosto de 1974
Publicacién: Petites affiches del 16 de agosto de 1974
Transferencia de: PARIS
Registro de Ia escritura: En la Escribanla de la Cémara de Comercio de
NANTERRE, el 6 de enero de 1962, bajo el
Publicacion en la Secretarla numero 162
de la nueva sede: Journal Petites affiches del 20 de noviembre de

1981




ADMINISTRACION

Presidente de /a Junta Directiva
MALABRY

Presidente y miembro del consejo de
Vigilancia

- .- - . raat? " e
R T L L

Vice-presidente de la junta directiva
Y director general

Vice-presidente y miembro del
Consejo de vigilancia

Director General — miembro de la
Junta directiva

Director general -miembro de la
Junta directiva

Sefior BRISSON GILLES

nacido el 08/01/1952 en CHATENAY -
92290

de nacionalidad francesa

residente en ol 11 RUE DE LA

CHRETIENTE 92330 SCEAUX

Senor SOURSAC THIERRY .

nacido el 22104!1957 en HANNOGNE ST -

de nacionalidad fmncasa

residente PO BOX 669 -
RIEGELSVILLE, PA 18077 ESTADOS
UNIDOS

Sefior JACQUESSON OLIVIER
nacido ef 18/10/1949 en PARIS 75016

- de nacionalidad francesa

residente en 104 RUE D'AGUESSEAU
92100 BOULOGNE BILLANCOURT

Serfior DUBOIS BERNARD

nacido el 25/01/1945 en CONDE SUR L
ESCAUT 59163

de nacionalidad francesa

residente en FUCHSHOHL 119!D-60431
FRANCKFURT (ALEMANIA)

Sefior CHEVALIER ALAIN

nacido el 21/06/1853 en ARGEL
(ARGELIA)

de nacionalidad francesa

residente en 140 RUE DE VERSAILLES
78150 LE CHESNAY .

Sefior EVEN DOMINIQUE

[iA SAN
%-is OFICIAL

RGO Misksteis 42 Jusla
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Director general — miembro de la
Junta directiva

Miembro del consejo de vigilancia

Miembro del consejo de vigilancia

Revisor fiscal titular

‘Revisor fiscal supiente

de nacionalidad francesa
residente en 33 RUE GABRIEL PERI
84220 CHARENTON

Sedor WESS.GUNTHER

nacido el 1507/1955 en ROCKINGEN 99
(ALEMANIA)

de nacionalidad alemana

rasidente en LANGENSELBORDER WEG
35 53526 ELERNSEE

Sefior FINANCE MICHEL

nacido el 23/09/1957 en EPINAL 88000
De nacionalidad francesa

residente en ROTBRONSTRASSE 21
61440 OBERURSEL, ALEMANIA

Seflor PEYRE PHILIPPE

nacido e/ 3003/1951 en CARPENTRAS
84200

de nacionalidad francesa

residente en 3 BD DE SAUSSAYE 92200
NEUILLY SUR SEINE

COOPERS LYGRAND AUDIT
residentes en 32 RUE GUERSANT 75017
PARIS

Sefior NICOLAS YVES

nacido el 21/03/1955 en LA VOULTE SUR
RHONE 07800

de nacionalidad francesa

Residente en 32 RUE GUERSANT 75017
PARIS

INFORMACION SOBRE LA ACTIVIDAD COMERCIAL

Origen de la sociedad osta sociedad, ya constituida transfiere su sede
del 22 AV MONTAIGNE 75008 PARIS

Origen del establecimiento
Comercial:

Actividad:

a, bien sea

|0

del Blisterty ¢ Sy



de productos quimicos, en particular los
destinados a la farmacia humana, veterinaria y a
la alimentacion animal, y empacados ¢ no con
miras a la venta al peso medicinal; bien sea de
composiciones, preparaciones, objeto o artfculos
destinados al uso de la medicina humana y

veterinaria. Las actividades relacionadas con la.

comercializacion de especialidades

farmacéuticas, a saber, en particular, farmaco--

vigilancia, informacién médica y ‘publicidad,-
seguimiento y retiro eventual de los lotes, asi
como de las operaciones de aimacenamiento
correspondientes.

" Direccion de a sede principal- 20 AVENUE RAYMOND ARON 92160 ANTONY

Forma de comercializacion negocio comercial dado en
arriendo-administraciéni a RHONE
POULENC CHIMIE A PARTIR DEL 1 DE
ENERO DE 1980

OBSERVACIONES
25 de noviembre de 1985, numero 16718

Homologacién de los estatutos (a.G.e. Dui 27 de junio de 1985)

5 de febrero de 2001, numero 63690

Fusién absorcion de la sociedad Hoechst Marion Roussel {(Rcs Nanterre b
552081473) a partir del 31/12/2000

20 de julio de 2001, numero 70501
Valor exacto del capital: 620 541 846,87 euros

16 de abril de 2002, nimero 82564
Fusién absorcion de la sociedad de
aplicacién farmacéutica — Sedaph
(334 733 235 Res Nanterre) a partir del 30
de noviembre de 2001, con vigencia
retroactiva a partir del 1 de enero de 2001

ESTABLECIMIENTOS BAJO LA JURISDICCION DE LA ESCRIBANIA DE
COMERCIO

Direccién: 182-184 AVE ARISTIDE BRIAND, 92160 ANTONY

H



Aclividad: Investigacion, experimentacién, desarrollo de toda clase
de productos quimicos y procedimientos de fabricacion
o formulacién en el dominio de la salud humana y
animal y la alimentacion animal.

Inicio de la comercializacién: 1 de enero de 1983

Clase de comerciglizacion: comercializacién directa

.Direccién: 101 AV DE VERDUN 92 VILLENEUVE LA GARENNE

Actividad: Compra y fabricacién, preparacion, tratamiento y venta
de toda clase de productos quimicos para la industria y
la farmacia.

Inicio de la comercializacién: 1 de enero de 1987
Origen del negocio _
comercial: negocio comerciel adquirido mediante aporte

Empresa comercializadora anterior:

STE CHIMIQUE POINTET GIRARD
Ndmero de identificacién B6520577928
Diario Journal spécial des sociétés francaises del 17 de

enero de 1987
Forma de comercializacion : comercializacion directa
Direccitn : 18/20 AV RAYMOND ARON 82160 ANTONY
Actividad Estudios biologicos, fisioquimicos y galénicos con miras

a la elaboracion de nuevos medicamentos — realizacién
de pruebas de investigacion terapéutica, preparacién de
muestras.

Inicio del negocio: 1 de enero de 1987

Origen del establecimiento comercial: establecimiento comercial por aporte

Empresa comercializadora anterior: INSTITUT DE BIOPHARMACIE ' RHONE
POULENC - |.BNRHONE POULENC

Modo de comercializacidon directa

,(/l}\ % \ dol Ministerio de Jasticia

!
A
’

1%
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ESTABLECIMNIENTOS FUERA DE LA JURISDICCION DE LA ESCRIBANIA
DE COMERCIO

Escribania de COMPIEGNE (6002)

Establecimiento Secundario

" Escribania de THIERS (6306)

Establecimiento Secundario

Escribania de BOBIGNY (9301)
Establecimiento Secundano

Escribania de CRETEIL (9401)
Establecimiento Secundario

.
’ '. '-"'.-

El Secretario de la Camara

(Firma ilegible)

Fin del extracto

APOSTILLA
{Convenio de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1.

Pais: Republica Francesa COLOMBIA
El presente Documento Publico

Fue firmado por: Doucede

Quien actua en calidad de: NOTARIO

Lleva el sello de Camara de Comercio de Nantemre

R .. ‘ . ""- -

Extracto expedldo en NANTERRE el 1 de abril de 2003 en 4 hojas utlles

Ndmero de trémite 2001 B 00071
Numero de trémite 2001 B 00028
Nomero de trémite 2001 B 00793

Numero de trémite 2001 B 23655

JAc



C rtifica
5. En VERSALLES- 6.  El 2dejulio de 2003

7. Por el Procurador General ante el Tribunal de Primera Instancia -
8. - Baijo el Numero 11234/03 |

g " Sello/Estampilla:

Sello del Tribunal d.e Primera Instancia de Parfs.

10- Firma: (llegible)

1Y

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA.
Traductora : Maria Eugenia Sanint
Bogota, 11 de julio de 2003

TRMUCTORA OFICIAL
oLdcion 5. 4110 DEL

2P Ll DE 1880

.
ZDES

del Kiviterio do Justida
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° Grelfe du Tribunal de Cammeres ds NANTERRE
m

R

R -G T e U

304 453 234 B.CS. NANTERRE
Vou rélencen : BERNAUD
(1981 B 00159

IMMATRICULATION AU REGISTRE DU COMMERCE XT DES SOC[ETES

Mode d’exploitation :

Extraiten 31 Mars 2003

fonds donné en location—gérance A : RHONE POULENC CHIMIE A
COMPTER DU 01 JANVIER 1990 .

OBSERVATIONS

25 Novembre 1985 , numéro. 16718

05 Février 2001 , numéro 63690
20 Juiliet 2001 , numéro 70501
16 Avril 2002 , numéro 82584 -

Misc en harmonie des statuts (a.G.e Dui 27 juin 1985) -

Fusion absarption de Ia société Hocchst Marion Roussel (Rcs Nanterre

b 552081473) A compter du 31/12/2000

Montant exact du capital : 620 541 846,87 curos —

Fusion absorption de la société d'application pharmaceutique — Sedaph
"(334 733 235 Res Nanterre) A compter du 30 novembre 2001 avec effet
rétroactif au ler janvier 2001 —

ETABLISSEMENTS DANS LE RESSORT DU GREFFE

Adresse :
Activité :

Début d'exploitation :
Mode d’exploitation :

Adresse ;
Activité ;

Début d’exploitation :
rigine du fonds de commerce :
nt exploitant :

Mode d’exploitation :

Adresse :
Activité :

ettty e
.

Début d'exploitation :
Origine du fonds de commerce :
Précédent exploitant :

experim-217

L'ORIGINAL DELIVRE PAR LE GREFFE DU TRIBUNAL DE OQM}

182-184 AVE ARISTIDE BRIAND 92160 ANTONY
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PROCEDES DE PREPARATION DE COMBRETASTATINES

La présente Invention conceme un nouveau procédé de préparation
de combréiastatines et de leurs dérivés.

On entend par combnrétastatines ou encore dérivés du stilbéne les
dérivés de formule générale sulvantes :

ol hn o
CH,0 OCH, OCH,

dans jaquelle A représente un groupe hydroxyie ou un groupe amino alnsi
que ses sels phamaceutiquement acceptables.

Pamnl les sels on peut clter le chiorhydrate, lacétate, le phosphats, le
méthanesulfonate. Quand le composé ou A est un groupe amino il peut
aussi &tre couplé 4 des acldes aminés pour conduire & des amides alnsl
que leurs sels phamaceutiquement acceptables.

La synthése des dérivés du stibédne ou des combrétastatines qul
peuvent étre sous la forme dun sel pharmaceutiquement acceptable ainsi

. que les compositions phamaceutiques qul les contiennent sont décrites

dans les brevets US 4,996,237; US 5525632; US 5,731,353 et
US 5,674,908. Ces brevets décrivent les combrétastatines ainsl que leurs
métabolltes et décrivent leur activité oncologique In vitro.

Selon ces brevets les combnétastatines sont préparées A parlir de
sels de (3,4,5-friméthoxy-benzyle)-iriphénylphosphonium qul est condensé
sur un 3nitro ou 3-hydroxy (dont le groupe hydroxyle est protégé)
4-méthoxy benzaldéhyde en présence dhydrure de sodium ou de dérivés
lithiés puis la dérivé obtenu, lorsquill est nitnd est rédult en présence de zinc.
Llsomére de configuration cis est ensulte préparé par action de la lumiére
ou par séparation chromatographique du mélange.

La présente Invention conceme de nouveaux procédés de
préparation de combrétastatines ou de leurs dérivés alnsl que des
améilorations aux procédés existants.
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l a dabord été découvert un premier procédé vole VO 1 do
préparation de dérivés de formule (I) pour lesquels A représente un groupe
amino, qui est une amélioration au procédé décrit dans les brevets cités
précédemment qui consiste, aprés la condensation de Wiitig en présence
de bromure ou de chiorure de (34,5-timéthoxy-benzyle)-

triphénylphosphonlum et du 3-nitro 4-méthoxy benzaidéhyde, & réaliser la
réduction en présence de fer, 4 la place du Zinc utllisé dans fantériorits, ce

qul permet datteindre un rendement global de la réaction, par rapport &
laldéhyde engagé, de 60 % (le rendement par rapport a laldéhyde engagé
dans le brevet US 5,525,632 est compris entre 21 % & 33 %).

Le premler procédé Vole VO 2 consiste & condenser le 3,4,5-
triméthoxy-benzaldéhyde avec le bromure ou le chlorure du (4-méthoxy-3-
nitro-benzyle)-riphénylphosphonium. Pour lensemble de ces deux premlers
procédés voles VO 1et VO 2, on opére en présence dune base choisle pammi
notamment le terbutylate de potassium, le teramylate de sodium, thydrure
de sodium, le butyllithium, le LDA (Lithium dlisopropylamine), ie méthylate
de sodium, lo carbonate de potassium ou les derivés alcalins des
hexaméthyidisilanes.

Cette réaction est mise en csuvre dans des solvants divers comme
les éthers (THF), les solvants aprotiques polaires (acétonitrile, NMP, DMF,
DMSQ.) les alcools, les solvants aromatiques ou eau, & une température
qui sera adaptde par Thomme de [art & la base utllisée et au solvant utilisé.

Cette réaction en ce qul conceme e premier procédd vole VO 2 est
notamment décrite dans la publication de K.G. Piney parue dans Bioorg.
Med. Chem. 8(2000) 2417-2425.

Le 2-méthoxy-5-[2-(3.4,5-timéthoxy-phényl)}-vinyl}-nitrophényl  est
rédult selon le procédé amélloré de finvention par laction du fer. Il est
avantageux dutiliser une quantité de for en excés si Fon veut une
transformation compléte du prodult de départ. Cet excés est
avantageusement supérieur & 2 équivalents pour une mole de dérivé nitré
de départ.

Il a ét& prouvé, que la méme élape rdallsée en présence de zinc
dans lacide acétique, solvant classique des réductions au zinc, ne pemmet
pas dobtenir une réaction compléte (dans le brevet US 5,625,632, le
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rendement de réduction réalisé sur fisomére Z pur vare entre 48 et 68 %),
ot dauire part les quantités de zinc utliisées sont énormes et condulsent par
conséquence & des déchets Industriels considérables, de plus le procédé
génédre une quantité de composé ¢ azo » Importante Issu du couplage entre
famino formé et fintermédlaire nitroso de réduction.

La réduction & thydrogéne nalesant, générd par le formiate
dammonium -en présence des catalyseurs classiques tels que le palladium
ou le platine, entralne une forte Isomérisation de la double Halson en
Isomére E Indésirable alnsi quiune saturation partielle de la doubie lalson.

La publication de Piney préatablement cltée décrit la réduction par
Thydrosulfite de sodium dun Isomére Z nltro pur, oblenu aprds
chromatographle et recristallisafion, condulsant & un lsomére Z amino avec
un rendement de seulement 37%.

Les hydrogénations & rhydrogéne moléculaire, catalysées par le
platine ou le palladium sont rarement complétes st condulsent surtout & la

saturation de Ia double llalson éthylénique.

I a également été trouvé un second procédé évitant létape de
réduction Intermédlalre nécessalre lorsque fon part dun dérivé nitré. En effet
Il est beaucoup plus économique de condenser eelon une premidre
méthode de mise en ceuvre de ce second procédé un bromure ou un
chiorure de (3.4,5-triméthaxy-benzyle}-riphényiphosphonlum avec un
3-amino 4-méthoxy benzaldéhyde ou encore selon une dewxdéme méthode
de mise en couvre de ce second procéds le 3,4,5-iméthoxybenzaldéhyde
avec un sel du (3-amino-4-méthoxy-benzyle)- triphénylphosphonlum.

Ce second procédé selon ses deux varlantes nécessite une étape de
moins engageant des prodults CMR (Cancérogéne, Mutagéne, toxique pour
la Reproduction), companré au premiers procédés voles VO 1 et VO 2, ce qui
au niveau industriel est un avantage du point de vue sécurité et colt de
production consldérable. : )

Selon le second procédé vole V 03 de mise en cuvre de flinvention,
on met en présence le sel du (3,4,5biméthoxy benzyle)-
triphénylphosphonium avec le 3-amino-4-méthoxybenzaldéhyde, la réaction
est mise en ceuvre, de préférence, en présence duns base choisie parmi
nolamment le terbutylate de potassium, le teramylate de sodium, thydrure

24
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de sodium, le butyllithium, le LDA, le méthylate de sodium, le carbonate de
potassium ou les derivés alcalins des hexaméthyldisilanes. On préfére
utiliser le méthylate de sodium.

Cette réaction est mise en ceuvre dans des solvants divers comme
les éthers (THF), les solvants aprotiques polalres (acétonitrile, NMP, DMF,
DMSQ.) les alcools, les solvants aromatiques ou lsau, & une température
qul sera adaptée par fhomme de lart 4 la base utilisée et au solvant utilisé.

La température de réaction sera adaptée par fhomme de lart & la
base utiisée, lors de [utiisation du méthylate, elle est de préférence
comprise entre 0 et 10°C. Apras réaction, la base utllisée est neutrallsée par
un aclde en solution aqueuse, la phase organique est lavée, concentrée et
le prodult attendu est obtenu aprés chromatographle du concentrat brut.

Selon le second procédé vole VO 4 do mise en ceuvie de
finvention, dans lequel on met en présence le sal du (3-amino-4-méthoxy
banzyle)-triphénylphosphonium avec le 3,4,5-timéthoxy-benzaldéhyde, la
réaclion est, de préférence, mise en weuvre en présence dune base
organique choisie parml notamment le terbutylate de potassium, le
teramylate de sodium, thydrure de sodium, le butyllithium, le LDA, le
méthylate de sodium, le carbonate de potasslum ou ies derivés alcalins des
haxaméthyidislianes. On préfare utliser le méthylate de sodium.

Cette réaction est mise en csuvre dans des solvants divers comme
les éthers (THF), les solvanis aprotiques polalres (acétonitrile, NMP, DMF,

DMSQ.) les alcools, les solvanis aromatiquesa ou feau, & une température
qul sera adaptde par lhomme de Iart & la base utlllaée et au solvant utillsé.

La température de réaction sera adaptée par fhomme de fart & la
base utilisée, lors de [futilisation du méthylate, elle est de préférence
comprise entre O et 10°C. Aprés réaction, la base utilisée est neutrallsée par
un aclkde en solution aqueuse, la phase organique est lavée, concentrée ot
le prodult attendu est obtenu aprds chromatographie du concentrat brut.

Le dérivé obtenu selon le second procédé vole VO 3 ou VO 4 ou lors
de la deuxidme étape du premier procédé vole VO 1 ou VO 2 présents la
formule suivarnte :

PCT/FR03/01117
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v

] c
O /o\ .
O O formule (lla)
o = NH, |
Il est avantageux, lorsque fon cherche & coupler la sérine avec le

composé de formule (ila) dengager de la L-sérine doublement protégée sur
fazote de la sérine et sur la fonction hydroxyle de formule générale (Ilb)

j\/\ (b)
HO i
PG/

ol PG représente un groupe protecteur de la fonction amine connu de tout
homme de [art pour donner un Intermédiaire nouveau de formule générale
sulvante :

| o~ .

0 o
~o O _ O ﬂjk/_\% 0)
oa’

qul est ensulte clivé de préférence simultanément & fouverture du cydle par
hydrolyse aclde selon une réaction de déprotection connue de tout homme
de lart. De préférence le groupe PG des formules (lib) ou (llI) représents un
groupe protecteur choisl parml les groupes suivants : ter-butoxycarbonyle,
le benzyloxycarbonyle (CBZ) ou le 8-fluorenyimethyloxycarbonyl (FMOC).

Le composé de formule (l1l) cl-dessus est nouveau et est revendiqué
en tant que tel. i} '

La condensation est avantageusement réallsée en présence de EDCI
(chlorure de 1-6thyl 3-(3-diméthylaminopropyl)carbadiimide) ou en présencs
de DCC (dicyclohexylcarbodiimide) et de HOBT (hydroxybenzotriazole) ou
encore en présence de DCC (dicyciohexylcarbodlimide) et de HOSU
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(N-Hydroxy succinimide) ou enfin en présence de TOTU
(O-[(Ethoxycarbonyl) cyanométhyldneamino]-N,N,N,N-istraméthyluronium
tefraflioroborate © ou de HBTU  (O-Benzotriazol1-yi-N,N,N.N-
tétraméthyluronium hexafiuoro-phosphate) ou de N-N carbonyidlimidazole.
La réaction est de préférence mise en ceuvre dans un solvant Inerts vis-3-
vis de la réaction qui est cholsl notamment parmi les solvants aprotiques
polalres tels que lacétonlirile, le diméthylformamide, le tétrahydrofurane ou
les solvanis allphatiques chiords teis que le dichlorométhane ou enfin les
esters.

Le couplage sur le dérivé de formule (lla) peut aussi blen 8tre réallsé
par laction dun anhydride mixte, synthétisé in-sliz entre un chioroformiate
ou un chiorure daclde carboxylique par exemple de pivaloyle ét la L-sérine
doublement protégée de formule (Iib) en présence dune base tertlalre du
type NMM (N-méthyl morpholine) dans des solvants divers inertes vis-&-vis
de la réaction, esters, éthers, solvants chiorés, acétonltrile, etc.lanhydride
mixte est préparé de préférence A une température comprise entre 0 et
10°C puis la réaction est réalisée & température ambiante. Aprds néaction
on hydrolyse le milleu réactionnel avec une solution aqueuse puis on
décante le milleu et la phase organique obtenue est lavée avec une base

hydroxylée.

La double déprotection du composé de formule (llI) est rdallsée par
faction dun aclde organique ou Inorganique, on préfére utiliser lacide
chlorhydrique concentrd aqueux en milleu alcoolique La température de
réaction est comprise selon un mellleur moyen de mise en ceuvre de
finvention entre 50 et 70°C.

L'Invention sera plus complétement décrite a I'alde des examples
sulvants qul ne doivent pas étre considérés comme limitatifs de linvention.

La composition des mélanges, le sulvl et 'évolution des réactions
alnsl que le rendement des produlis/intermédiaires non I8olés et leurs titres
sont déterminés par analyse CLHP (Chromatographle Liquide Haute
l?erfomlanaa).
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Exemple 1 - premier procédé vole VO 2 selon Finvention

Chiorhydrate du (Z)N-{2-méthoxy-5{2+(3,4,5-(triméthoxy-phényl) vinyl]
phényl}-L.-sérinamide

Schéma général de la synthése

Le nouveau procédé, dit «Wiitig Inverse» & partir de bromure de (4-méthoxy-

Wity resotion . ’ B ] ]

M Olla

*@ﬂ* . - gE
+ MeONa / toluene oms
H" Vo 0y wo,
Phcaphealam sait Cla memar oM sla

3.4.5-Trim sthoxy-banzaiiekyde ad —_—

comm.:'mlal lﬂ‘igo'rzfn;zd..te#nm. Trans Bomar
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3-nitrobenzyl)-triphényiphosphonium et de 3,4,5-triméthoxy-benzaldéhyde
permet: d'obtenir e mélange d'lsoméres Z et E de 2-méthoxy-5{2-(3,4.5-

triméthoxy-phényl)-vinyl}-nitro-phényl avec un ratio Z/E de 75/25.
Ce ratio est suffisamment élevé en isomére nitro Z pour pouvoir engager

direciement le mélange Z/E en réduction et obtenir par cristallisation du
chlorhydrate, lsomére amino Z avec un titre CLHP de 97 % NI (nommalisation

inteme).

La préparation du bromure du (4-méthoxy-3-nitro-benzyl)-
triphénylphosphonium (4) est effectuée selon fexemple suivant :

2/



10

15

WO 03081919 PCT/FR03/01117

T

Alcool -3-n|uo-4-méu1oxy-bemynqué @:

Dans un fricol de 2 Itres muni dune agitation mécanique, dun thermomaétre,
dun tube Y, dun entonnoir daddition pour solide et dun réfrigérant surmonté
dun compta-bulles, 90,5 g de 3-nitro-4-méthoxy-benzaldéhyde (1) sont
chargés, suMs de 450 ml de THF et de 80 mi déthanol. On refroldit Ia
solution jaune péie obtenue & 10°C, puis on charge 10 g de borohydrure de
sodium en 40 minutes & 10/15°C (la réaction est irds exothermique et Ia
température dolt étre maintenue avec un bain de giace acétone), en fin
daddition la solution brune vire au bleu marine. La solution est agitée 30
minutes & 10°C, on conir8le ia fin de rdaction:par CCM (chromatographle sur
couche mince) et on agihe encore 1 heure & 10°C puls on laisse Ia
température revenir & lambiantse.

" L'entonnolr daddition est remplacé par une ampoule de coule Isobare de

500 ml per laquelle on coule gouttes & gouttes 300 ml deau distilée en
30 minutes en maintenant le mifieu & 20°C. On observe un dégagement
gazeux en debut de coulde.

Le milleu est concentrs aux 2/3 & lévaporateur rotatif (50°C/20 mmHg) un
produit blanc cristallise dans le concentrat aqueux sous forme de blocs.

La phase aqueuse refroldie est exiralte par 250 ml puls 150 ml de
dichlorométhans, les phases organiques réunies sont lavées par 250 ml deau
distillée, puis séchées sur sulfate de magnéslum

Aprés filtration la solution chlorométhylénique est angagée telle quelle dans la
néaction de bromation suivants.

Le rendement de cetie étape est considéré comme étant de 100 %.

NB : lalcool (2) est commercial mals trés peu disponible

3-nitro-4-méthoxy-bromobenzyle (3):
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Dans un tricol de 1 litre muni dune agitation mécanique, dun thermomeétre,
dun tube Y, dune ampoule de coulée et dun réfrigérant sumontd dun

" compts-bulles, on charge la solution chlorométhylénique dalcool 3-nitro-4-

méthoxy benzylique {2) et on ajoute 100 ml de dichliorométhane. La solution
agitée est refroidie & 5°C puls on coule goutte & gouite en maintenant la
temp@ralum a 5°C, 135,4g de tribromure de phosphores.

La solution est agitde 1 heure 30 minutes & 5°C on contrble Ia fin de réaction
par CCM puls on coule goutte & goutte en maintenant la température & 15°C,
250 ml de solution saturée dhydrogénocarbonate de sodium, il se produit un
trés fort dégagement gazeux avec léger retard pendant la coulée.

Le milieu décanté en ampoule est lavé successivement par 250 m! deau
distiliée et 200 mi de solution saturée dhydrogénocarbonate de sodium. La
phase orpanique est séchée sur sulfate de magnésium, filinée et concentrée a
I&vaporateur rotatif (50°C/20 mmHg).

On obtient 119 g de solide sous forme daiguilles feutrées jaune-vert avec un
rendement chimique sur 2 étapes de 87 %.

NB : Ce produit (3) peut aussi étre préparéd selon le schéma suivant décrit
dans la publication KG. Pineyetal. Bloorg. Med. Cham. 8 (2000) 2417-2425

- -
NO
NO, NBS 2
('.3('"4
r

Bromure de (3-hitro-4-méthoxy-benzyl)-riphénylphosphonium (4):

Dans un tricol de 2 litres, muni dune agitation mécanique, dun thermométre,
dun tube Y, dun entonnoir daddltion pour solide et dun réfrigérant surmonté
dun compte-bulies, 119 g de 3-nitro-4-méthoxy-bromobenzyle (3) sont
chargés sur un pied agité de 1000 ml de toluéne, le milieu tiédi & 25°C passe
en solution. On ajoute alors 128,5 g de triphénylphosphine, la solution
obtenue est chauffée progressivement & 60°C, dés 30°C il se forme un
précipité. Le milieu est maintenu 4 heures 4 80/85°C puls refroidi & 30°C, filtré

2%
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sur verre fritté, lavé sur filtre par 2 fois 300 mi de toluéne, essord et aéché a
fétuve (35°C/20 mmHg/20 heures).

On obflent 2179 de bromure de (4-méthoxy-3-nitro-benzyl)-
triphényiphosphonium avec un rendement chimique de 88 %.

Synthése décrite dans la publication : (solvant utilisé : dichiorométhane)
KG. Pineyetal. Bioory. Med. Chem. 8 (2000) 2417-2425

Spectre n® = 4 885 - V

Spectre de R.M.N. 1H (300 MHz, (CD5).SO d6, & en ppm): 3,90 (s:
3H) ; 5,28 (d, J = 15 Hz: 2H) ; 7,33 (mt: 2H) ; 7,41 (mt : 1H) ; de 7,65 & 8,05
(mt : 16H). L

Specire de masse n°212217, m=428
El m/iz=262 '[PPhal' pic de base

DCl m/z=445 MNHy"
miz=428 M*
m/z=263 [PPhyHJ" pic de base

Spectre IR 426469 KBr

2889, 2843; 2776; 1619; 1527; 1438; 1362; 1287; 1270; 1111; 752; 602 et
502 cm’

Mélange Z et E de 2-méthoxy-5{2-(3,4,5-triméthoxy-phényl)-vinyl}-nitro-
phényl (6) et (7) :

o?

4 )

. ) m
Dans un fricol de 2 litres, muni dune agitation mécanique, dun thermométre,
dun tube Y, dune ampoule de coulée et dun réfrigérant surmontd dun
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compte-bulles, on charge &' 20°C et sous azote, 54,73 de 34,5

triméthoxybenzaldéhyde (5), 148,6g de bromure du (4-méthoxy-3-nitro-
benzyi)-triphénylphosphonium (4) et 1300 ml de toluéne.

La suspension agitée est refroidie 4 5°C a Iaide dun bain de glace, puis on
coule & 5°C en 40 minutes, 83,2 g dune solution de méthylate de sodium a 25
% p/p dans le méthanol.

Aufuretd mesumdelaeouléelasuspenslonpassadub_lanccasséaujaune
puis au brun.

On agite 1 heure &4 5°C, la fin de méaction est contrblée par CLHP
(consommation totale de laldéhyde), 3 g (0,05 mole) dacide acétique sont
alors ajoutés.

La suspension est chauffée a 40°C et maintenue 30 minutes a 40°C, a cette
température, seuls les sels restent insolubles, on filtre & 40°C sur verre fritté
N°3 et on lave les sels sur filtre par 3 fois 100 mi de toluéne.

Le filtrat est rechargé en ballon avec 250 mi deau distiliée, le mélange
bi-phasique est agité 20 minutes & 40°C puis décanté en ampoule. La phase
toluénique eet lavée par encore 2 fois 250 mi deau distillée puis concentrée &
sec a [évaporateur rotatif.

Le culot est repris par 600 ml disopropanol et 12 ml de toludne & 40°C,
lattendu commence a cristalliser, on laisse sous agitation lente la température
revenir & fambiante jusquau lendemain.

La suspension agliée est refroidie et maintenue 1 heure & 5°C puis filtrée sur
verre frithé, le gateau est lavé par 2 fois 126 mi disopropancl, essoré et séché
& létuve sous vide (35°C / 30mmHg / 18 heures).

On obtient 91,7 g dun mélange disoméres Z et E (8) ot (7) avec un ratio Z/E

de 75/25 (CLHP NI) et un rendement de 95 %.

Synthése décrite dans la publication : (solvant utilisé : dichlorométhane : base
utilisée : NaH) -

K G. Pineyetal. Bioorg. Med. Chem. 8 (2000) 2417-2425
NB : De nombreuses conditions opératoires ont 648 expérimentdes telle que :

Solvants : THF, acétonitrile, méthanol et autres alcools, dichlorométhane,
NMP, DMF, DMSO, etc...

2.3
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Basas : t-butylate de potassium, t-amylate de sodlum, soude, NaH, Bul/LDA,

. carbonate de potassium, etc.

Températures : de—-10°C au reflux de certains solvants

Chiodhydrate du Z-2-méthoxy-5-[2<3,4,5-triméthoxyphényl)-vinyl}-
phényiamine (8) : :

Dans un fricol de 2 lires munl dune agitation mécanique, dun thermométre,
dun tube Y, dun entonnolr daddition pour solide, dun réfrigérant surmonté dun
compte-bulles et dun baln chauffant, on charge a 20°C et sous azote 80 g de

mélange Z et E 75 / 25 de 2-méthoxy-5-{2-(3,4.5-riméthoxy-phényl)-vinyl}-
nitro-phényl (8) et (7), 640 mi déthanol absolu et 160 ml deau distiliée.

On agite rapidement et on chauffe au bain dhuile, & 50°C on ajoute & la
suspension 7,8 mi dacide chlorhydrique 8N puis on monte la température du
milieu & 77 + 2°C, le milieu est presque soluble.

On ajoute en 5 minutss par fractions, 52 g de fer en poudre. Dés le premier

ajout le milleu passe en solution puls un dépét noirdire -se forme sur les
parols du ballon.

On maintient 2 heures & 77 + 2°C, on contrble par CLHP la disparition des
nitros (8) et (7) de départ.

On lalsse refroldir & 40°C et on filire le milleu sur verre fritté 'gaml de clarcel,
le géteau est rincé par 2 fols 160 ml de mélange éthanol/eau 80/20.

Le flitrat, eaux méres et eaux de lavage, est concentré a lévaporateur rotatif,
dés que lazfofrope a &6 chassé une hulle commence & précipher dans la
phase aqueuse résiduelle. .
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On exiralt cette phase aqueuse en ampoule par 2 fois 300 ml de
dichlorométhane puls on lave la phase organique par 2 fols 300 mi de
solution aqueuse deml-saturée de chlorure de sodium et par 300 ml deau
distiliée.- :

La phase organique est concentrée a sec a Iévaporateur rotatif, on obtient
76 g dune hulle qui présente un ratio Z/E de 80/20 en CLHP. Cette hulle est
dissoute dans 581 m! de méthano! et transvasée dans un ballon de 1 litre
agité, on gjoute alors 100 mi de méthanol chlorhydrigue 2,32N, on amorce et
on lalsse préciplter la nuit sous agitation.

La quantitd de méthanol + méthanol chlorhydrique est tolle que la
concentration finale en isomére Z (déterminée par CLHP) solt égale & 8,8 %

piv.
Le lendemain le milieu est filtré sur verre fritté, le gteau séché pase 8,2 g et
nest compasé que disomére E (CLHP).

Le filtrat (693 g) ratio Z/E = 88/14 (CLHP NI) est concentrd au deml &
févaporateur rotatif, on ajoute aux 347 g de concentrat, 400 ml dacétonitrile et
on reconcentre jusqua obtenir & nouveau un concentrat de 347 g. On ajoute
alors 1000 ml dacstonitrile st on concentre jusqua début de cristallisation, Je
concentrat est alors ransvasé dans un ballon de 4 Hiires agitd contenant
1500 ml dacétonitriie & 60°C le milleu préciplie abondamment.

On maintient 2,5 heures & 60°C sous agitation, on lalsse refroldir & 30°C en
1 heure environ, la boulllle est filtrée sur verre fritié, fsomare E (9) est soluble
dans le filirat, le gateau est lavé par 2 fols 200 ml dacétonitiile et séché a
[étuve (35°C / 30 mmHg / 18 heures).

On obtlent 45,7 g de Z- 2-méthoxy-5{2-(3.4,5-iméthoxy-phényl)-vinyl}-
phénylamine (8) avec un titre CLHP NI de 97 % et un rendement tel quel de
56 % solt.un rendement en [somére Z obienu sur Isomére Z engagé de 72 %.

EXEMPLE 2 - Synthése selon le second procédé voie VO 3 selon Minvention

Lintérét du second procédé vole VO 3 par rapport au premler procédé vole VO
2 dit de «Wittig Inverse» est de réallser la réaction de Wittig entre un produit
déja rédult, famino aldéhyde (1a) et le phosphonium (2a) et donc de
supprimer une étape chimique engageant des produits CMR.

34
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Chiorhydrate du (Z)-N-[2-|116ﬂ1oxy-5-[2-(3.4.5-(h1m6ﬂ10xy-phényl) vinyl]*
phénylH.-sérinamide

Schéma qénéral de la synthése

— —
Wity reaction
[5 + E E’ MeONs / toluans +
m
R .
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Trans omer
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MeOH / HCL Can
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ACOIPY NLHA
3-Amino-4-méthoxy-benzaldéhyde (1a) :
” -~
NO, Fe/HCI NH,
Ethanol / sau
\0 \o .

3} . (1a)

Dans un tricol de 2 llires Inerté & 'argon et munl d'une agitation mécanique,
d’un thermomatre, d'un tube Y, d'un entonnoir d'addition pour solide, d'un
réfrigérant surmontd d'un compte-bulles et d'un bain chauffant, on charge
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20 g de 3-nitro-4-méthoxy-benzaldéhyde (1) et 350 mi d’éthanol absolu, on
agite, on chauffe a 60°C, le milieu passe en solution.

A 60°C, on ajouta goutte & goutie 115 ml d'eau distiliée puis 14 m! d’acide
chlorhydrique 2N. On Introduit alors par petites fracfions 24,7 g de fer en
poudre.

On lalsse la température du milieu revenir & fambiante en 2 heures. La
réaction est compléte (CCM).

Le milleu est filird sur célits et concentrd sous vide, le culot est repris au
dichlorométhane et la solution organique est lavée 2 fols a feau distiliée puls
sachée sur sulfate de magnésium, filirée et concentrée & sec sous vide.

On obtient 16 g de (1a) brut qul sont chromatographlés sur col_onne de sllice
éluée au dichlorométhane.

On obtlent 2 fractions contenant faltendu propre qui aprds concentration
délivrent 11,5 g de (1a) pur, soit un rendement de 89 %.

Spectre n°2810-V de RM.N. TH (300 MHz, (CDs):SO d8, 8 en ppm):
3,88(s:3H); 511 (mf:2H);7,01(d, J=8Hz: 1H); 7,14 (d, J=2 Hz : 1H);
7.18(d, J=8Hz: 1H); 9,53 (s : 1H).

Spectre de masse n°210112, m=151

El. mz=151 M" pic de base
miz=1386 [M-CHaJ'
miz=108 [136-COJ*
m/z=80 [108 - CO}*
Spectre IR : 425135 KBr
3464; 3437; 3367; 3349; 1675; 1655; 1582; 1513; 1203; 1241; 1139; 1023;
803 ot 640 cm™

Z ot E -2-méthoxy-5-{2-(3,4,5-triméthoxy-phényl)-vinyl}-phénylamine (8') et
(9):

24"
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NB: Le phosphonium (2a) est une matlére_ premidre déja décrite dans le
brevet original Alinomoto Co., Lid US 5,525,632 et WO 01/12570 A2,

Dans un tricol de 250 ml inerté & lazote et muni dune agitation magnétique,
dun thermométre, dun tube Y, dune ampoule de coulée, dun réfrigérant-
surmontd dun compte-bulles et dun bain réfrigérant, on charge 8,0 g de
phosphonlum (2a) puls 2,20 g damino benzaldéhyde (1a) et 100 ml de
toludne. La suspension agitée est refroldle & 5°C et on coule en 15 minutes
3,51 ml de méthylate de sodium en solution méthanolique a 25 % p/p. Aprds
2.5 heures & 5°C la réaction reste incompléte (TT : 45 %) mals Wévolue plus
(CLHP) et le ratio Z/E est de 61/39. On coule alors 0,2 mi dacide acétique
diiusd dans 50 m! deau la température monts & 13°C on agite 30 minutes puis
on décante en ampoule, la phase organique est concentrée sous vide au
rotavapor et on obtient 8 g dhulle jaune.

En CLHP cetts hulle contient de lakiéhyde de départ de ia phoophlna oxyde
et le mélange Z / E attendu avec un ratio de 81/ 39.

Lhulle est chromatographiée sur colonne de sllice (40 parties p/p) éluée par
un mélange de cyclohexane / acéiate dathyle/ tridthylamine (50/50/2).

2 sérlas de fractions réunles sont concentrées & sec, le premier extrait sec de
360 mg contient fisomére Z & 93 % + impuretés non identifies, le second de
2,09 g contlent de laldéhyde de départ et un mélange Z/E représentant 39 et
37.5%6en CLHP NI. -

Le bllan pondérat en Isomére Z (8') déterminé par CLHP NI get de 1,15 g sur
2,20 g dakiéhyde engagé solt un rendement de 24 %.
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EXEMPLE 3 - Synthase selon le second procads vole VO 3 selon finvention

Comme pour la vole VO 2, fintérét de Ia vole VO 3 par rapport au premier
procédé vole VO 2 dit de «Wiitig inverse» est de réaliser la réaction de Wittig
entre un prodult déj& rédult, le bromure de (3-amino-4-méthoxy-benzyle)-

5 triphényiphosphonium (1b) et le 3,4,5-riméthoxy benzaldéhyde (5) et donc de
supprimer une étape chimique engageant des produlis CMR.

Chiorhydrate du (Z)N-{2-méthoxy-5-{2(34,5-{triméthoxy-phényl) vinyl]
phényfH._-sérinamide

Schéma général de la synthése

i
G2

10 AcOFy N HO

Bromure de (4-méthoxy-3-amino-benzyle)-triphénylphosphonium (1b)
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NO, '
Fe/HCI . NH,.HCI
i
. EtoH-Hzo
PPh,Br PPhy,Br

4 ' (1b)

Dans un tricol d1 liire muni dune agitation mécanique, dun thermométre, dun
tube Y, dun entonnoir daddition pour solide, dun réfrigérant sumontéd dun
compte-bulles et dun bain chauffant, on charge 30 g de (4), 240 mi déthanol
et 60 ml deau distiliée.

Sur la suspension agitde, on ajoute 1,76 ml dacide chlorhydrique 6N et on
chauffe & 70°C.

On additionne alors en 15 minutes par petites fractions, 9,9 g de fer en
poudre le milleu reste insoluble. Le milleu eat maintenu 2 heuras & 75°C, les
organiques passent lentement en solution tandis quun dépdt brunaire de fer
et doxyde de fer se forme.

Aprés contrdle CLHP # reste encore 5 % de départ, on ajoute & nouveau 2 g
de fer et on poursult le chauffage pendant 1 heurs, le TT ast complet.

On refroidit & 40°C le milleu est filtré sur clarcel, rincé par 100 ml déthanol 4
20 % deau et le filtrat est concentré & sec sous vide au rotavapor.

Le culot est repris par 300 ml disopropanol et cristallise dans le milisu, on
aglte ot on chauffe & 50°C et le milleu repasse en solution. On coule alors
14 mi dlisopropanol chiorhydrique 5N, le milieu précipite, on maintient 1 heure
a 50°C puis on laisse revenir 4 lamblante.

La boullle est fillrde sur veme fiitide, lo ghteau est lavé par 50 ml
disoprapanol, essoré & fond et séché a [étuve sous vide.

On obtient 27,3 g de (1b) avec un rendement tel quel de 89,9 %
Spectre n° 4584-V de RM.N. TH (300 MHz, (CDs);SO d6, & en ppm): 3,78

(s:3H); 5,03 (d large, J = 15 Hz : 2H); 6,43 (mf: 1H); 6,62 (s large : 1H);
6,82 (d large, J =8 Hz : 1H) ; de 7,60 & 8,00 (mt : 15H).

Specire de masse n°211915, m=397
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El m/z=397 M"
m/z=382 [M-—CHyl'

miz=262 [PPhy)’ plc de base
DCl miz=308  MNH.*
m/z=263  [PPhyH]" plc de base

Spectre IR 426386 KBr
3254, 2474; 1920; 1628; 1520; 1439; 1433; 1279; 1110; 738; 690; 527 ot 511

cm?

Z ot E -2-méthoxy-5-2-(3,4,5-triméthoxy-phényl)-vinyll-phénylamine (8) et
(9"

_-.o
o /
. CHONa/CHOH  §\
. Tohsna
(]
™ ®

Dans un tricol de 250 ml inerté & lazote et munl dune agltation magnétique,
dun thermomeétre, dun tube Y, dune ampoule de coulée, dun réfrigérant
surmonté dun compte-bulles et dun baln réfrigérant, on charge 11,02 g de
{1b), 4 g de (35) et 70 ml de toludne.

La suspension agltée est refroldle & 5°C et on coule en 15 minutes, 4,92 mi
de solution de méthylate de sodlum dans le méthanol & 25 % p/p. On aglte Ia
suspension 2,5 heures a 5°C puis on coule alors 0,2 ml dacide acétique dllué
dans 50 ml deau, ia température monte & 14°C et le milieu devient irds épals,
on dilue avec 10 ml de folune et 10 mi deau, il reste un insoluble brun.

Le mélange est filtré sur clarcel, le gateau est lavé par 3 fois 50 ml de toludne
(les lavages ne contlennent pratiquement que de laldéhyde de départ et ne
sont pas jointes au filtrat bi-phasique), le filtrat limpide (pH 12) est décant en
ampoule et la phase organique est concentrée & sec sous vide & 40°C le ratio
Z/E déterminé par CLHP NI est de 43/57.

®

23
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L'huile brune obtenue (4 g) est chromatographlée sur colonne de silice (100
pariies p/p) éluée par un mélanga de cyclohexane/ acétate déﬂ'nyla!

triéthylamine (50/50/2).

2 séries de fractions réunies sont concenirées & sec, le premier extralt sec de
1.1g contlent 14 % disomére E et 59 % de Z, le second pése 1,08 g et
contient 86 % disomére E et 7 % de Z

Le bilan pondéral en Isomare Z (8') déterminé per CLHP NI est de 0,725 g
sur 4 g daldéhyde engagé solt un rendement tel quel de 11,3 %.

Z-4-{2-méthoxy-542-(3 4,5-triméthoxy-phényl}-vinyl}-phényicarbamoyl}-2,2-
diméthyl-oxazolidine-3-carboxylic acid tert-butyl ester (1 1)

f2WE S ‘«?;

(1")

Libération da la base (8") & partir du chlo rate (8) :

Dans un erlenmayer de 1 MMre on charge 44 g de (8), 16 g
dhydrogénocarbonate de sodium puls 200 ml deau distiliée et 375 ml de
dichlorométhane. On agite 20 minutes & lamblante, on obtent deux phases
limpides.

La phase organique est sépare par décantation, séchée sur sulfate de
sodium puis filtrée.

On obtient environ 400 mi de solution chlorométhyiénique contenant (8°).

Obtention du 2.2-di lidine-3.4-dicarboxyiic acid-3-ter-butyl ester
(10)

Ce prodult est blen que commercial est trds peu disponible, Il a donc été
préparé par saponification a la llthine de aon ester méthylique selon selon : J.
ORG. CHEM. 63 (12) P. 3983 (1998).
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Spectre de RM.N. 1H (300 MHz, (CD»)2SO d6, & en ppm): 1,38 (s: 3H);
1,45 (s: BH); 1,55 (s: 3H); 3,95 (mt: 1H); 4,16 (mt: 1H); 4,31 {(mt: 1H);
de 12,50 a 13,10 (mf étalé : 1H).

Specire de masse: n°213135, m=245
DCI miz=263 MNH,'
miz=2486 MH'
m/iz=207  [MNH, - tBu]" plc de base
mz=148 [MH-BOCT
Spectre IR : 426759 KBr
1744; 1704; 1638; 1407; 1388; 1164; 1104; 856; 836 et 623 cm™

Couplage :

Dans un tricol de 2 Iitres munl dune agitation mécanique, dun thermomeétre,
dun tube Y, dun entonnoir daddition pour solide, dun réfrigérant surmontsé dun
compte-bulles et dun bain de glace, on charge la solution de (8'), on ajoute
600 ml de dichlorométhane et on refroldit sous agitation.

A 5°C on additionne 42,9 g de 2,2-diméthyl-oxazolidine-3,4-dicarboxylic acid-
3-ter-butyt ester (10) qui passent en solution puls on ajoute par fractions entre
5 ot 10°C, 48 g de 1-6thyl 3{3-diméthylaminopropyl)carbodiimide,
hydrochloride (EDCI).

On laisse lentement le milleu revenir & fambianie en lalssant fondre ia glace
du bain au cours de la nuft.

Le lendemaln, on ajoute 330 mil deau distiliée et on agite vigoursusement, En
30 minutes le milleu se trouble (hydrolyse de IEDCI) on maintient fagitation
pendant encore 30 minutes.

Le milleu est décanté en ampoule et la phase organique est lavée
succsessivement par 2 fois 280 ml de souds 0,55 N puis par 300 ml deau
distiliée.

La phase organique est concentrée & sec A 'lévapomteur rotatif (50°C /
50 mmHg) :

On obtlent 79,4 g dune hulle collante (11) qul durcit 4 20°C avec un
rendement pondéral sur (8) engagé de 117 %.

Spectren®=5578-V

25
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Spectre de RM.N. TH (400 MHz, (CDy)2SO d6, & une température de 373 K,

Senppm):1,41(8:9H);1,63(8:3H); 1,64 (s:3H); 3,64 (s:6H);3,71(s:

3H); 3,86 (s: 3H); 3,99 (dd, J=P et 3Hz: 1H); 4,19 (dd, J=9 et 7 Hz:

" 1H); 4,52 (dd, J=76t3 Hz: 1H); 648 (d, J=125Hz: 1H); 6,55 (d, J =

5§ 12,5 Hz: 1H); 6,58 (8: 2H); 7,02 (mt: 2H); 8,13 (s large : 1H); 8,82 (e
large : 1H). .
Spectre de masse n°213565, m=542

DClI m/iz=560 MNH,' - plkcde base
m/z=543 MH'
10 miz=604 [MNH, - Bu]*

miz=443 ° MH-BOCT

Spectre IR 425857 CCl,
3400; 2082; 2038; 2837; 1712; 1608; 1534; 1383; 1249; 1133: 1092 et
851 cm’

15 Dautres conditions de couplage ont éi8 mises en csuvre telles que :
- Anhydride mixts ( chiorure ds pivaloyle / (10) )
- DCC / HOBT - DCC / HOSU - TOTU-N-N carbonyldiimidazole - efc..
- Dans Acétonitrile , DMF, THF, Diclorométhane, ester, etc..

L'EDCI, HCI dans le dichlorométhane a donné le mellleur nésultat.

20 Chiothydrate du (Z)-N42-méthoxy-5{2«(3,4,5<triméthoxy-phényl) vinyl]
phénylH.-sérinamide

—o J
MeOH,HC! -H,0

N d
__P MeOH / AcOIPr n ._{/\OH

NH,, HCI

(12)

Dans un fricol de 1 lliire munl dune agitaion mécanique, dun thermométre,
dun fube Y, dun réfrigérant surmontd dun compte-bulles et dun bain
25 chauffant, on charge a 20°C 61,8 g de (11) en solution dans 54 ml de
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méthanol, on ajoute 150 ml dacéiate disopropyle, 89 ml de méthanol
chlorhydrique & 2,3N et 8,2 mi deau distiliée. On agite et on chauffe & 60°C
pendant 3 heures. La solution refroldle & 40°C est clarifiée par filiration sur un
veme frittd n°4 rincé par 40 mi de méthanol. On recharge le filtrat en fricol
agltd et on ajoute,184 ml dacéiate disopropyle, on réchauffe & 40°C, la
solution est amorcée par 0,2 g de (12) puls on coule goultte & goutte en
1 heure, 194 ml dacétste disopropyle, le milieu cristallise lentement pendant
la coulée.

On laisse ls milieu revenir & famblante puis on refroidit et maintient la nuit a
5°C.
Le lendemain la boulllle est filtrée sur verme fritté, le giteau essomd est lavd

par'4 fois 50 mi dacétate disopropyle, essoré & fond puils séché & létuve a
polds constant (35°C / 10 mmHg).

On obtient 28 g de (12) avec un rendement sur 2 étapes (couplage puls
déprotections) de : 58 %, et un titre en CLHP NI > 98%.

Solt un rendement global tel quel, pour la synthase réallsée selon le premier
procédé vole VO 2 de : 30 %. [ (12) obtenu sur (5) engagé].

27
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REVENDICATIONS

1--Procédé de préparation de combretastatines de formule générale (1)

sulvante :
ol Qe

CH,O

dans laquelle A représente un groupe amino caractérisé en ce que

aprés la condensation de Wittig en présence de bromure ou chiorure du

(3.4,5-triméthoxy-benzyle)-triphénylphosphonium et du 3-nitro-4-méthoxy
benzalkdéhyde ou du 34,5-triméthoxy-benzaidéhyde avec un sel de (4-

méthoxy-3-nitro-benzyle)-triphényiphosphonium on réalise la réduction du
groupe hitro en présence de fer.

2 - Procédé, selon la revendication 1, caractérisé en ce que la quantité
de fer utilisé est en excéds.

3 - Procédé, selon la revendication 2, caractdriséd en ce que cet excés
est supérieur & 2 dquivalents pour une mole de dérivé nitré de départ.

4 - Procédé de préparation de combretastatines de formule générale

@

CHO

dans laquelle A représents un groupe amino cemc_térlsé en ce que on
condense selon le second procédé de mise en ceuvre un sel de (3,45
triméthoxy-benzyle)-triphénylphosphonium avec le 3-amino-4-méthoxy-
benzaldéhyde ou encore un sel de (3-amino-4-méthoxy-benzyle)-
triphényiphosphonium avec le 3,4,5-iméthoxy-benzaldéhyde.
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5 - Procadé selon la revendication 4 camactéried en ce que fon
condense un sel de (3,4,5-timéthoxy-benzyle)-triphénylphosphonium avec le
3-amino-4-méthoxy-benzaldéhyde.

6—-Procédé selon les revendications 4 ou 5, caractérisé en ce que la

5 réaction est de préférence mise en ceuvre en présence dune base cholsie

" paml le terbutylate de potassium, le téramyiate de sodium, Mydrure de

- sodium, le butyllithium, le LDA (Lithium Diisopropyl Amine), le méthylate de

sodlum, le carbonate de potassium ou les derivés alcalins des
hexaméthylidisllanes.

10 7 - Procédé selon les revendications 4 ou 5, mciéﬂsé en ¢8 que on
" utllise le méthylate de sodium.

8 - Procédé selon les revendications 4 ou 5, caractérisé en ce que le
solvant de réaction inerte vis-a-vis de la réaction est cholsl parmi les éthers
(THF), les solvants aprotiques polaires (acétonitrile, NMP, DMF, DMSO..) les

15 alcools, les solvants aromatiques ou feau

9 - Procédé selon la revendication 7, caractérisé en ce que la
température de réaction est de préférence comprise entre 0 et 10°C

10 - Procédé de préparation de composés de formule (I) sous forme
de sel de sérine par couplage des dérivés de formule (lia)

\ 7 |
AON

A -
~o == NH,

avec le dérivé cyclique de la sérine protégée de formule (iib)

L\ (lib)
HO 0

ol PG représente un groupe protecteur de la fonction amine pour donner un
intermédiaire nouveau de formule générale sulvante :

20

RO
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(1)

qul est ensulte déprotégé.

- 11 -: Intermédiaire de couplage enire lfaminocombretastatine et le
dérivé cyclique de ia sérine protigée caractérisd 4 ce qufil répond A la
5 formule sulvante :

()

dans lequel PG est un groupe protecteur.

12 - Intermédiaire selon la revendication 11 caractérisée en ce que PG
représente un groupe protecteur cholsi parmi les groupes sulvants:

10 terbutoxycarbonyle, le benzyloxycarbonyle (CBZ) ou le 8-fluorényiméthyl-
oxycarbonyl_ (FMOC).
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CEDIMIE CION DE BRET,

La presente Invenclon se refiere al nuevo procadimiento de preparacién de
combretastatinas y sus derivados.

Se entiende por combrotastatinas o también derivados del estibeno los
sigulentes derivados de férmula general'

CH,O Q Q )

CH,0 OCH,  OCH,

en la que A representa un grupo hidroxilo 0 un grupo amino asl como sus sales
farmacéuticamente aceptables.

Entre las sales se pueden citar el clorhidrato, el acetato, el fosfato, el
metancsulfonato. Cuando el compuesto ¢ A es un grupo amino también puede estar
acoplado a &cidos aminados para conducir a amidas, asl como a sus sales
farmacéuticamente aceptables.

La sintesis de los derivados del estibeno o de las combretastatinas que puaden
estar en forma de una sal farmacéuticamente aceptable asl como las composiciones
farmacéuticas que las contienen estdn descritas en las patentes US 4.986.237; US
55256832, US 5731353 y US 5674908. Estas patentes describen las
combretastatinas asi como sus metabolitos y describen su actividad oncolégica in
vitro.

Segln estas patentes las combretastatinas se preparan a partir de sales de
(3.4.5-trimetoxd-bencll)-trifeniifosfonio que se condensa sobre un 3-nitro- 3-hidrox-
(cuyo grupo hidroxilo estd protegido) 4-metoxi-benzaldehido en presencla de hidruro
de sodio o derivados litlados y luego el derivado obtenido, cuando estd nitrado se
reduce en presencla de zinc. El isbmero de configuraclén cis se prepara a
continuaclén por accién de ia luz o por separacién cromatogréfica de la mezcla.

La presente invencion se refiers a nuevos procedimientos de preparacién de
combretastatinas o sus derivados asl como a mejoras en los procedimientos
existentes.

En primer lugar se ha descublerto un primer procedimiento via VO 1 de
preparacién de derivados de formula (I) para los que A representa un grupo amino,
que es una mejora del procadimiento descrito en las patentes citadas anterlorments
que congiste, después de la condensacién de Wittig en presencla de bromuro o de

%1
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dloruro de (3,4,5-trimetoxi-bendil)-trifenliifosfonio y del 3-nitro-4-metoxi-benzaldehido,
en realizar la reduccién en presencia de hierro, en lugar del zinc utliizado con
anterioridad, lo que permite alcanzar un rendimiento global de la reaccién, en relacién
con el aldehido empleado, de 60% (el rendimiento con relacién al aldehido empleado
en la patente US 5.525.832 estd comprendido entre 21% y 33%). '

El primer procedimiento Via VO 2 consiste en condensar el 3,4,5-trimetox-
benzaidehldo con bromuro o cloruro de (4-metoxi-3-nitro-bencli)-trifeniifosfonio. Para el
conjunto de estos dos primeros procedimientos vias VO 1 y VO 2, se opera en
presencia de una base elegida principaimente entre el terbutilato de potaslo, el terc-
amilato de sodio, el hidruro de sodio, el butiHitio, el LDA (litio diHsopropllamina), el
metilato de sodio, el carbonato de potasio o los derivados alcalinos de los
hexametildislianos.

Esta reaccldn se realiza en diferentes disolventes como éteres (THF),
disolventes apriticos polares (acetonitriio, NMP, DMF, DMSO...), alcoholes,
disolventes arométicos o agua, a una temperatura que se adaptara por el profesional a
ia base utilizada y al disolvents utliizado.

Esta reaccién en lo que respecta al primer procedimiento via VO 2 se describe
principaimente en la publicacién de K.G. Piney aparecido en Bloorg. Med. Chem. 8
(2.000) 2.417-2.425.

El 2-metoxi-5-[2-(3,4,5-rimetoxi-fenil)-vinll]-nitrofenil se reduce segin el
procedimiento mejorado de la Invenclén por accién del hierro. Es ventajoso utllizar una
cantidad de hlermo en exceso sl se quiere una transformacién completa del producto de
partida. Este excaso es ventajosaments superior a 2 equivalentes por un mol del
derivado nitrado de partida.

Se ha demostrado, que la misma etapa reealizada en presencla de zinc en acido
acético, disolvente clésico de las reduccionss con zinc, no permite obtener una
reaccién completa (en la patente US 5.525.832, el rendimiento de reduccién realizado
sobre el isémero Z puro varia entre 46 y 68%) y, por otra parte, las cantidades de zinc
utiizadas son enormes y conducen en consecuencia a residuos Industriales
considerables, ademéds el procedimiento genera una cantidad de compuesto “azo®
importante resultante del acoplamiento entre la amina formada y el compuesto
intermedio nitroso de reduccién.

La reduceién con hidrégeno reclents, generado por el formiato de amonio —en
presencia de catalizadorea cldsicos como el paladio o el platino, ocaslona una fuerte
isomerizacién Indeseable del doble enlace en el lsbmero E, asl como una saturacién
pardial del doble enlace.
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La publicacién de Piney previamenis cliada describe la reduccién con
hidrosulfito de sodio de un isémero Z nitro puro, obtenido después de cromatografia y
recristalizacidn, que conduce a un isdmero Z amine con un rendimiento de sdlo 37%.

Las hidrogenaciones con hidrégeno molecular, catalizadas por platino o paladio
pocas veces son completas y conducen sobre todo a la saturacién del doble enlace
etilénico.

Se ha encontrado iguaimente un segundo procedimiento que evita la etapa
de reduccitn intermedia necesaria cuando se parte de un derivado nitrado. En efecto,
@8 mucho més econdmico condensar, segin un primer método de realizacién de este
segundo procedimiento, un bromuro o un cloruro de (3.4,5-trimetoxi-bencil)-
trifenitfosfonlo con un 3-amino-4-metoxi-benzaldehido o Incluso, segln un segundo
método de realizacién de este segundo procedimiento el 3,4,5-trimetoxibenzaldehido
con una sal del (3-amino-4-metoxi-bencil)-trifeniifosfonio.

Este segundo procedimiento seglin sus dos variantes necesita una etapa
menos que involucra productos CMR (Cancerigeno, Mutégeno, tdxico para la
Reproduccién), comparado con los primeros procedimientos vias VO 1 y VO 2, lo que
en ol ambito industrial es un ventaja coneiderable desde el punto de vista de seguridad
y coste de produccién.

Seg(n el segundo procedimients via V 03 de realizacién de la invencién, se
pone la sal del (3,4,5-trimetoxi-bendl)-trifeniifosfonio en presencla del 3-amino-4-
metoxibenzaldehido, la reaccién se realiza, preferentemente, en presencia de una
base elegida principaiments entre el terbutiiato de potaslo, el terc- amilato de sodio, el
hidrura de sodlo, el butiiHitio, el LDA, el metilato de sodio, el carbonato de potasio o los
derivados alcalinos de los hexametildisilanos. Se prefiere utilizar el metilato de sodio.

Esta reaccién se lleva a cabo en diferentes disolventes como los éteres (THF),
disoiventes apréticos polares (acetonitriio, NMP, DMF, DMSO...), alcoholes,
disolvantas arométicos o agua, a una temperatura que se adaptar por el profesional a
la base utilizada y al disolvente utilizado.

La temperatura de reaccién se adaptard por el profesional a la base utilizada,
durants la utlizacién del metilato, y estd comprendida preferentemente entre 0 y 10°C.
Después de la reaccién, la base utliizada se neutraliza con un écido en disolucién
acucea, 6o lava la fase orgénica, se concentra y el producto deseado se obtiene
después de cromatografia del concentrado bruto.

Segin el segundo procedimiento via VO 4 de realizacién de la Invencién, en
el que se pone la sal del (3-amino-4-metmdbendii)-trifenilfosfonio en presencia del
3,4,5-trimstoxl-benzaldehido, la reaccitén se realiza, preferentemente, en presencia de
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una base orgénica elegida principaiments entre el terc- butilato de potaslo, el terc-
amilato de sodlo, el hidruro de sodio, el butiHitio, el LDA, el metilato de sodio, el
carbonato de potasio o los derivados sicalinos de los hexametiidisilanos. Se preflere
utlizar el metilato de sodlo.

Esta reaccion se lleva a cabo en diferentes disolventes como éteres (THF),
disolventes apréticos polares (acetonitrlo, NMP, DMF, DMSO...), alcoholes,
disolventes arométicos o agua, a una temperatura que se adaptaré por el profesional a
la base utilizada o al disolvents utliizado.

La temperatura de reaccién se adaptard por el profesional a la base utillzada,
durante la utilizacién del metilato, y estd comprendida preferentemente entre 0 y 10°C.
Después de la reaccién, la base utilizada se neutraliza con un &cido en disolucion
acuosa, se lava la fase orgénica y se concentra y, el producto deseado se obtiene
después de cromatografia del concentrado bruto.

El derivado obtenido segin el segundo procedimiento via VO 3, VO 4 6 durante
la segunda etapa del primer procedimiento via VO 1 6 VO 2 presenta la siguiente
férmula:

| 97
L oC
~o = NH,
férmula (lla)
Es ventajoso, cuando se busca acoplar la serina con el compuesto de férmula

(lla) Introducir la L-serina doblemente protagida en el nitrégeno de la serina y en la
funcién hidroxilo de férmula general (Iib)

. w
HO
PG’ l‘\-

dénde PG representa un grupo protector de la funcién amina conocido por cualquler
profesional para dar el nuevo compuesto intermedio con la sigulente férmula general:
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que a continuacién se separa preferentemente de forma simultdnea con la apertura del
ciclo por hidrélisis dcida segun una reaccién de desprotecciéon conocida por cualquier
profesional. Preferentemente el grupo PG de las férmulas (lib) & (lIl) representa un
grupo protector elegido entre los sigulentes grupos: terc- butoxicarbonilo,
benciloxdcarbonlio (CBZ) o 8-fluoreniimetiloxdcarbonilo (FMOC).

El compuesto de férmula (l1i) anterior s nuevo y se relvindica como tal.

La condensacién se realiza ventajosamente en presencia de EDCI (cloruro de
1-etl  3-(3-dimetilaminopropil)carbodimida) o en presencla de DCC
(diciclohexicarbodiimida) y de HOBT (hidroxibenzotriazol) o incluso en presencla de
DCC (diciclohexlicarbodiimida) y de HOSU (N-Hidroxd succinimida) o por Giimo en
presencia de TOTU (O-{(Etoxcarbonil) clanometilenamino}-N,N,N°,N’-tetrametiluronio
tetrafluoroboratoc © de HBTU (O-Benzotriazol-1-l-N,N,N°,N'-tetrametiiuronio
hexafluoro-fosfato) o de N-N carboniidHmidazol. La reaccién se realiza
preferentemente en un disolvente inerte frente a la reaccién que se elige
principaimente entre disolventes apriticos polares tales como el acetonlirio, la
dimetifformamida, el tetrahidrofurano o los disolventes aliféticos clorados tales como el
diclorometano o por Uitimo los ésteres.

E! acoplamiento sobre ol derivado de férmula (lla) también se puede realizar
por accién de un anhidrido mixto, sintstizado In-situ entre cloroformiato ¢ un cloruro de
écido carboxilico por ejemplo pivalolio y L-serina doblements protegida de férmula (lib)
en presencia de una base terclaria del tipo NMM (N-metll morfolina) en diferentes
disolventes inertes frente a la reaccién, ésteres, éteres, disolventes clorados,
acetonitrilo, etc...el anhidrido mixto se prepara preferentemente a una temperatura
comprendida entre 0 y 10°C y luego la reaccién se realiza a temperatura ambients.
Después de reaccién se hidroliza el medio de reaccién con una disolucidén acuosa y
luego se decanta el medio y la fase orgénica obtenida se lava con una base
hidraxdlada.

La doble desproteccién del compuesto de férmula (lil) se reallza por accién de
un &acido orgénico o inorgdnico, prefiriendo utilizar el 4cido clorhidrico concentrado
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acuoso en medio alcohdlico. La temperatura de reaccidn estd comprendida entre
segln un mejor medio de realizacién de la invencién entre 50 y 70°C.

La invencién se describird de forma mas compieta por medio de los siguientes
sjemplos que no deben ser considerados como limitativos de la invencion.

La composicién de las mezclas, el seguimiento y la evolucién de las reacciones
asl como el rendimiento de los productos/intermedios no aislados y sus titulaciones se
determinan por andlisis HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolucién).

Elemplo 1 — Primer procedimiento via VO 2 segun la invencién
Clorhidrato del (Z)-N-{2-metoxi-5-{2-(3,4,5-({rimetoxi-fenll) vinillfenll}-L-serinamida
Esquema general de la sintssls
El nuevo procedimiento, llamado “Wittig Inverso® a partir de bromuro de (4-metoxi-
3-nitrobencil)-trifeniifosfonio y de 3.4,5-timetoxi-benzaldehido permite obtener la
mezcla de isdmeros Z y E de 2-metox]-5{2-{3,4,5-frimetoxi-fenil)-vinil]-nitro-fenll con
una relaciéon Z/E de 75/25.

r ey
»
e
* -’?r. uwm:m—-%“ .
" 0, ne,
Sal g Toalenin - B N .
34 A-Trimetexi-benwsidnkive K.G. Piney st el tadenare Tomme

Comerchl Bloorg. Med. Chem.
8 {2000) 2417-2428

1) Redaseiia

e =%
————
2) 01 parieucita o mase BesLverre
NeOH-HO! o T ", EDC| / Distaremetens
Avetoniutio

Esta relacién es suficientements elevada en isémero nitro Z para poder
emplear directamente la mexzcla Z/E en reduccién y obtener por cristallzacion del
clorhidrato, el lsébmero amino Z con una titulacién HPLC de 87% N! (normalizacién
Intema).

<74
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La preparaciéon del bromuro de (4-metox-3-nltro-bencil)-trifeniifosfonio (4) se
efectiia segin el siguients ejemplo:

g e e P
NO, NO, NO, NO,
NaBH, PBr, .
THF CH,CL

PPh,,Br
L) @ L) )

Alcohol —3-nitro-4-metoxi-bencilico (2):

En un matraz de tres bocas de 2 litros provisto de agitacién mecdnica, de un
termoémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién para adlido y un refrigerante sobre el
que se ha montado un indicador de fugas por burbujeo, se echan 80,5 g de 3-nitro4-
metoxi-benzaldehido (1), seguidos de 450 mi de THF y de 80 ml de etanol. Se enfria la
disolucion amarillo pélida obtenida a 10°C, luego se echan 10 g de borohidruro de
sodio en 40 minutos a 10/15°C (la reaccién es muy exotérmica y la temperatura deber
mantenerse con un bafio de hielo de acetona), al final de la adicién la disolucién parda
gira hacla el azul marino. La disolucidn se agita durante 30 minutos a 10°C, el final de
la reaccién se controla por cromatografia en capa fina y ee agita todavia 1 hora a 10°C
y luego se deja la temperatura volver a la temperatura amblente.

El embudo de adicién se resmplaza por un embudo de adicién isobdrica de 500
mi por af que fluyen gota a gota 300 ml de agua destilada en 30 minutos mantenlendo
el medio a 20°C. Se observa un desprendimiento gaseoso al principio de adicién.

El medio se concentra a 2/3 en el evaporador rotativo (50°C/20 mm Hg), ¥
cristallza un producto blanco en el concentrado acuoso en forma de blogues.

La fase acuosa anfriada se extrae con 250 ml y luego 150 mi de diclorometano,
8o javan las fases organicas reunidas con 250 ml de agua destilada, y luego se secan
sobre sulfato de magnesio.

Después de filtracion la discluciéon clorometiiénica se emplea tal como esata en
la reaccién de bromacidn siguiente.

El rendimiento de esta etapa se considera del 100%.

NB: el alcohol (2) es comercial pera poco disponible.

3-nitro-4-metoxi-bromobencdio (3):

En un matraz de tres bocas de 1 Iitro provisto de agitacibn mecénica, de un
termémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién y un refrigerante al que se monta un
indicador de fugas por burbujeo, se echa la disolucidn clorometilénica de alcohol 3-

Y2



10

15

35

nitro-4-metoxd-bencilico (2), y se afladen 100 ml de diclorometano. La disolucién
agitada 88 enfria a 5°C y luego se vierten gota a gota manteniendo la temperatura a
5°C, 135,4 g de tribromuro de fésforo.

La disolucién se aghta 1 hora 30 minutos a 5°C, controlando el final de la
reaccion por cromatografia en capa fina y luego se vierten gota a gota manteniendo la
temperatura a 15°C, 250 ml de disolucién saturada de hidrogenocarbonato de sodio;
se produce un fuerte escape de gas con un ligero retraso durante la adicién.

El medio decantado en embudo se lava sucesivamente con 250 ml de agua
destilada y 200 ml de disolucién saturada de hidrogenocarbonato de sodio. La fase
orgénica se seca sobre sulfato de magnesio, se fillra y se concentra por evaporador
rotativo (50°C/20 mm Hg).

Se obtienan 118 g de s6lido en forma de agujas afieltradas amarilio-verde con
un rendimlento quimico en 2 etapas de 97%.

NB: este producto (3) también se puede preparar segin el esquema siguients
descrito en la publicacién K.G. Piney et al. Bioorg. Med. Chem. 8 (2000) 2417-2425

- -
NO
NO, NBS 2
e
CCl,
Br

Bromuro de (3-nitro-4-metoxi-bencil)-trifeniifosfonio (4):

En un matraz de tres bocas de 2 litros, provisto de agitacién mecanica, de un
termémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién para sdlido y un refrigerants sobre el
que se monta un Indicador de fugas por burbujeo, se echan 119 g de 3-nitro-4-metoxi-
bromobencilo (3) sobre un ple agitado de 1.000 mi de tolueno, el medio entibiado a
25°C se disuelve. Se afladen entonces 126,56 g de trifenilfosfina, se calienta la
disolucion obtenida progresivamente hasta 60°C, se forma un precipitado a partir de
30°C. El medio se mantiene 4 horas a 80/85°C y luego se enfria a 30°C, se filtra sobre
un vidrio sinterizado, se lava sobre filtro con 2 fracciones de 300 mi de folueno, se filtra
por succlén y seca en la estufa (35°C/ 20 mmHg/20 horas).

Se obtienen 217 g de bromuro de (4-metoxi-3-nitro-bencil)-trifeniifosfonio con
un rendimiento quimico de 88%.

Sintesis descrita en la publicacién: (disolvente utliizado: diciorometanc)

K.G. Piney et al. Bioory. Med. Chem. 8 (2000) 2.417-2.425
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Espectro n®=4865- V

Espectro de R.M.N. 'H (300 MHz, (CD,).SO d6, & en ppm): 3,80 (s: 3H); 5,26
(d, J = 15 Hz 2H); 7,33 (mt: 2H); 7,41 (mt 1H); de 7,85 a 8,05 (mt: 15 H).

Espectro de masa n® 212.217, m= 428

El m/z=262 [PPhg]* pico de base
DCl m/z=445 MNH,*

m/z=428 M

m/z=283 [PPhsH]* pico de base

Espectro IR 426.469 KBr

2.869; 2.843; 2.776; 1.619; 1.527; 1.438; 1.362; 1.287; 1.270; 1.111; 752; 692y
502 cm

Mezcia 2 y E de 2-metoxi-5-{2-(3,4,5-trimetoxi-fenii)-vinii}-nitro-fenilo (8} y (7):

-~ e
NO,
+ +
PPhyBr o o,
“) @ © ~

En un matraz de tres bocas de 2 litros, provisto de agitacién mecinica, de un
termémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién y un refrigerante sobre el que se
monta un indicador de fugas por burbujeo, se echan a 20°C y en atmésfera de
nitrégeno, 54,7 g de 3,4,5-trimetoxibenzaldehido (5), 148,6 g de bromuro de {4-metoxd-
3-nitro-bendll)-trifeniifosfonio (4) y 1.300 mi de tolueno.

La suspensién agitada se enfiia a 5°C por medio de un bafio de hislo, y luego
se vierte a 5°C en 40 minutos, 63,2 g de una disolucién de metilato de sodio al 25%
p/p en metanol.

Poco a poco con la adicién la suspensién pasa del blanco débll al amarilio y
luego al pardo.

Se agita durante 1 hora a 5°C, se controla el fin de !a reaccién por HPLC
(consumo total del aldehido), entonces se afladen 3 g (0,05 moles) de dcido acético.

La suspension se calienta a 40°C y se mantiene 30 minutos a 40°C, a esta
temperatura, sélo las sales permanecen insolubles, se filtra a 40°C sobre vidro
sinterizado N°3 y se lavan las sales sobre filtro con 3 fracciones de 100 mi de tolueno.

vy
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E! filtrado se recarga en un matraz con 250 ml de agua destiiada, se aglta la
mezcla bifisica 20 minutos a 40°C y luego se decanta en embudo. La fase toluénica
se lava todavia con 2 fracciones de 250 mi de agua destllada y luego se concenira en
saco en el evaporador rotativo.

El! depdsito se recoge con 600 mi de isopropanol y 12 mi de tolueno a 40°C, el
producto deseado comienza a cristalizar, se deja que la temperatura vuelva a la
temperatura ambiente con agitacién lenta hasta el dia sigulente.

La suspensién agitada se enfria y se mantiene 1 hora a 5°C y luego se filtra
sobre un vidrio sinterizado, se lava la torta con 2 fracciones de 125 ml de Isopropancl,
ae filtra por succion y se ssca en la estufa a vacio (35°C/ 30 mmHg/ 18 horas).

Se obtlenen 81,7 g de una mezcla de isémeros Z y E (6) y (7) con una relacién
Z/E de 75/25 (HPLC Ni) y un rendimiento de 95%.

Sintesls descrita en la publicacién: (disolvente utilizado: diclorometano: base
utillzada: NaH)

K G. Piney et al. Bioorg. Med. Chem. 8 (2000) 2417-2425

NB: Numerosas condiciones operatorias han sido experimentadas tales como:

Disolventes: THF, acetonltrilo, metanol y otros alcoholes, diclorometano, NMP,
DMF, DMSO, etc... _

Bages : t-butilato de potasio, t-amilato de sodio, sosa, NaH, Bul/LDA,
carbonato de potasio, etc.

Tomperaturas : de — 10°C al refiujo de aigunos disolventes

Clorhidrato del Z-2-metoxi-5-[2+(3,4,5-trimetoxifenli)-vinil}-fenilamina (8):

. "

Yt

En un matraz de tres bocas de 2 litros provisto de agitacién mecénica, de un
tarmémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién para sélido y un refrigerante sobre el
que se monta un indicador de fugas por burbujeo y de un bafio de calefacclon, se
achan, a 20°C y en atmésfera de nitrégeno, 80 g de mezcla Z y E 75/25 de 2-metox-5-
[2-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-vinl[-nitro-fenllo (B) y (7). 840 mi de etanol absoluto y 160 mi
de agua destilada.

Yo~
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Se agita rdpldamente y se calienta en bafio de acelte, se afiaden a 50°C a la
suspensién 7,8 ml de écido dlorhidrico 6N y luego se sube la temperatura del medio a
77+2°C, ol medio es casl soluble.

Se afiaden en 5 minutos por fracciones, 52 g de hierro en poivo. Desde |a
primera adicién el medio se disuelve y luego se forma un depdsito negruzco en las
paredes del matraz.

Se mantiene 2 horas a 77+2°C, sa controla por HPLC la desaparicién de los
nitros (6) y (7) de partida.

Se deja enfriar a 40°C y se filtra el medio sobre vidrio sinterizado provisto de
clarcel, |a torta se aclara con 2 fracclones de 160 ml de mezcla etanol/agua 80/20.

El fittrado, aguas madres y aguas de lavado, se concentran en el evaporador
rotativo, y desde que el azedtropo se rompe comienza a precipitar un aceite en Ia fase
acuosa residual.

Se exirae esta fase acuosa en embudo con 2 fracclones de 300 ml de
diclorometano y luego se lava la fase orgdnica con 2 fracciones de 300 ml de
disolucién acuosa semi-saturada de cloruro de sodlo y con 300 ml de agua destilada.

La fase orgédnica se concentra en seco en el evaporador rotativo, se obtienen
76 g de acelte que presenta una relacién Z/E de 80/20 en HPLC. Este acelte se
disueive en 581 ml de metanol y se transvasa a un matraz de 1 litro con agitacién, se
afiaden entonces 100 ml de metanol clorhidrico 2,32N, se sismbra y se deja precipitar
durants la noche con agitacién.

La cantidad de metanol + metanol clorhidrico es tal que la concentracién final
en isdmero 2 (determinada por HPLC) es igual a 8,8 % piv.

Al dia eiguiente el medio se filtra sobre vidrio sinterizado, Ia torta secada pesa
8,2 g y sblo estd compuesta del isémero E (HPLC).

El filtrado (683 g), relacién Z/E = 88/14, (HPLC) se concentra hasta la mitad en
ol evaporador rotativo, se afladen a los 347 g de concentrado, 400 mi de acetonitrilo y
8e vueive a concentrar hasta oblensr un concentrado de 347 g. Se afiaden entonces
1.000 ml de acstonitriic y se concentra hasta el comienzo de la cristallzacién, se
tragvasa entonces el concentrado a un matraz de 4 litros con agitacidon que contiene
1.500 ml de acetonltrilo a 60°C y el medio precipita abundantementse.

Se mantiens 2,5 horas a 60°C con agitacién, ee deja enifriar a 30°C en 1 hora
apraximadamente, la papilla se fiitra sobre vidrio sinterizado, el lsémero E (9) es
soluble en el filtrado, la torta se lava con 2 fracciones de 200 ml de acetonitrilo y se
seca en la estufa (35°C/ 30 mmHg/ 18 horas).
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Se obtienen 45,7 g de Z-2-metoxd-5{2-(3.4,5-rimetxd-fenll)-vinl}-fenilamina (8)
con una titulacién HPLC NI de 87% y un rendimiento tal que de 58% sea un
rendimlento en isémero Z obtenido sobre el Isémero Z empleado de 72%.

EJEMPLO 2 - Sintesis seglin el segundo procedimiento via VO 3 segun la Invencion.

E! interés del segundo procedimiento via VO 3 con relacién al primer
procedimiento via VO 2 llamado "Wittig inverso® estd en realizar la reaccién de Wittig
entre un producto ya reducido, el amino aldehido (1a) y el fosfonio (2a) y por lo tanto
en suprimir una etapa quimica que emplea productos CMR.

Clorhidrato del (Z)-N-[2-metoxi-5-{2-(3.4,5(frimetoxd-fenil) vinil[] fenil}-L-
sarinamida.

Esquema general de la sintesis.

Rewcalin ds Whig ’— =]
+-f?J MaONa / iusno +
PPH A
i 3-Amino-4-mstasihexmidehido tsémers Cia _"'" _
Isimare Trahs
o &
o TSt ,,.‘-_-Fjv
Desprofeceién
MeDH / HCL
Cristazacidn HCY
AcOPY N Y

3-amino-4-meicmd-benzaldehido (1a):

d¥
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7 s
NO. Fe / HCI NH,
Etenol / A
Yo o

(1) (19)

En un matraz de tres bocas de 2 litros en atmésfera inerte de gas argén y
provisto de agitacién mecdnica, de un termémetro, un tubo en Y, un embudo de
adiclén para sdlido y un refrigerante sobre el que se monta un indicador de fugas por
burbujeo y de un bafio de calefaccion, se echan 20 g de 3-nitro-4-metaxi-benzakiehido
(1) y 350 mi de stanol absoiuto, e agita, se callenta a 80°C, el medio se disuelve.

Se aftaden gota a gota, @ 60°C, 115 ml de agua destilada y luego 14 ml de
écido clorhidrico 2N. Se introducen entonces en pequefias fracciones 24,7 g de hiemo
8n poivo.

Se deja que ia temperatura del medio vuelva a la temperatura ambients en 2
horas. La reaccién se completa (cromatografia en capa fina).

E! medio se filtra sobre celita y se concentra a vaclo, el depésito se recoge con
diclorometano y la disolucién orgénica se lava con 2 fracciones de agua destilada y
luego se seca sobre sulfato de magnesio, se filtra y se concentra en seco a vaclo.

Se obtienen 16 g de (1a) bruto que se cromatografia en columna de sflice
eluyando con diclorometano.

Sa obtienen 2 fracciones que contienen el producto dessado limplo que
daspuée de concentracién liberan 11,5 g de (1a) puro, es decir un rendimiento del
668%.

Espectro n°26810-V de RM.N. 'H (300 MHz, (CD,),SO d6, 5 en ppm): 3,88 (s:
3H); 5,11 (mf- 2H); 7,01 (d, J=8 Hz: 1H); 7,14 (d, J=2Hz: 1H); 7,18 (d, J = 8 Hz
1H); 9,53 (s: 1H).

Espectro de masa n°210.112, m=151
El m/z=151 M pico de base

m/z=136 [M-CH,J*

m/z=108 [136-COT"

m/z=80 [108-CO["

Especiro IR: 425.135 KBr
3.464; 3.437; 3.367; 3.349; 1.675; 1.655; 1.582; 1.513; 1.283; 1.241; 1.130; 1.023; 803
y 640 cm™*

7 g
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Z y E -2-metox-54{2-(3,4,5-trimetoxd-fenli)-vinil}-fenilamina (8") y (9°):

—o
,, (?ﬂmm
Tokmro
o
) )

NB: El fosfonio (2a) es una materla prima ya descrita en la patente original
Alinomoto Co., Ltd US 5.525.632 y WO 01/12.678 A2.

En un matraz de tres bocas de 250 ml en atmésfera inerte de nitrégeno y
provisto de agitacion magnética, de un termémetro, un tubo en Y, un embudo de
adicién y un refrigerante sobre el que se monta un Indicador de fugas por burbujeo, se
echan 8,0 g de fosfonlo (2a) y luego 2,20 g de amino-benzaidehido (1a) y 100 mi de
tolueno. La suspension agltada se enfria a 5°C y se vierten en 15 minutos 3,51 mi de
metilato de sodio en disolucién metandlica al 25% p/p. Después de 2,5 horas a 5°C la
reaccién sigue Incompleta (TT : 45%) pero no evoluciona més (HPLC) y la relacién Z/E
68 de 61/39. Se vierten entonces 0,2 mi de acido acético diluldo en 50 ml de agua; la
temperatura asclende a 13°C, se agita 30 minutos y luego se decanta en embudo, se
concantra (a fase orgédnica a vacio en el rotavapor y se obtienen 8 g de aceite amarillo.

En HPLC este acelte contiene el aldehido de partida del éxido de fosfina y la
mezcia Z/E deseada con una relacion 61/38.

El aceite se cromatografia en columna de sllice (40 partes p/p) eluido con una
mezcla de ciclohexano/acetato de etllo/tretilamina (50/50/2).

2 series de fracclones reunidas se concentran en seco, conteniendo el primer
extracto seco de 380 mg al isémero Z al 93% + impurezas no identificadas, y el
segundo de 2,08 g al aldehido de partida y una mezcla Z/E que representa 39 y 37,5%
en CLPH NI.

El balance ponderal en isémero Z (8°) determinado por HPLC Nl es de 1,15 g
sobre 2,20 g de aldehido empleado, es decir un randimiento de 24%.

EJEMPLO 3 - Sintesis segin el segundo pracedimiento via VO 3 segin la invencién.

Como para la via VO 2, el interée de la via VO 3 con relacién al primer
procedimiento via VO 2 llamado de "Wiitig inverso® estd en realizar la reaccién de

Y9
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Wiitlg con un producio ya reducido, al bromuro de (3-amino-4-metoxd-bendl)-
trifenilfosfonio (1b) y el 3,4,5-imetoxd benzaldehido (5) y por lo tanto en suprimir una
stapa quimica que emplea productos CMR.

Clorhidrato del (ZYN-{2-metod-5-{2-(3,4,5-(trimetoxi-fenil-vinil]-fenil-.-
sarinamida

Esquema general de la sintesis

;i“{ ::% | |

St

EDCA 7 Dicloromstanco

Desprotecciin
MaOH /HCL

——
——(
Crintuiisaciin NG

AcOPr NLHO
Bromuro de (4-metoxd-3-amino-bencil)-trifeniifosfonio (1b)
-~

NO,
Fe / HCI NHzHCI

EtOH-H,O

PPhy.Br PPh,,Br

(4) (1b)

En un matraz de tres bocas de 1 litro provisto de agitacién mecénica, de un
termémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién para sélido y un refrigerante sobre 8l
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que se monta un indicador de fugas por burbujeo y de un bafio de calefaccién, se
echan 30 g de (4), 240 ml de etanol y 80 mi de agua destilada.

A la suspension agitada, se afiaden 1,76 ml de #cldo clorhidrico 6N y se
calienta a 70°C.

Se afiaden entonces en 15 minutos en pequefias fracclones, 9,9 g de hierro en
polvo, el medio permanece insoluble. E! medio se mantiene 2 horas a 75°C, los
compuestos orgénicos pasan lentaments a disolucién mientras se forma un depdsito
parduzco de hiermo y de dxido de hierro.

Después de control HPLC queda todavia 5% de partida, se afiaden de nuevo 2
g de hierro y se prosigue el calentamlento durante 1 hora, el TT se completa.

Se enfria a 40°C, se filtra el medio sobre clarcal, se enjuaga con 100 ml de
etanol al 20% de agua y el fitrado se concentra en seco a vacio en el rotavapor.

El depésito se recoge con 300 mi de isopropanol y cristaliza en el medio, se
agita y se calienta a 50°C y el medio vueive a pasar a disolucién. Se vierten entonces
14 mi de isopropanol clorhidrico 5N, el medio precipita, se mantiene 1 hora a 50°C y
luego se deja volver a la temperatura amblente.

La papilla se filtra sobre vidrio sinterizado, la torta se lava con 50 ml de
isopropanoil, se filira por succlén a fondo y se saca en la estufa a vaclo.

Se obtienen 27,3g de {1b) con un rendimiento de 89,9%.

Espectro n°4584-V de R.M.N. 'H (300 MHz, (CD,),SO d8, 5 en ppm): 3,78(s:
3H); 5,03 (d ancho, J = 15 Hz : 2H); 6,43 (mf.1H); 8,62 (s ancho:1H); 6,82 (d ancho, J
= 8 Hz: 1H); de 7,60 a 8,00 (mt 15H).

Espectro de masa n°211.015, m=387
El m/z=387 M

m/z=382 [M-CHy]"

m/z=262 [PPhyl* pico de base
DCI m/z=398 MNH,*

m/z=263 [PPhsH]’ pico de base

Espectro IR 426.386 KBr

3.254; 2.474; 1.920; 1.628; 1.520; 1.438; 1.433; 1.279; 1..110; 736; 690; 527 y
511 cm™.

Z y E ~2-metoxi-5{2<(3,4,5-rimetaxd-fenll)-vinil}-fenllamina (8°) y (9)



10

15

17

—0
/ ", /
+ CH/ONa/CHOH
Toluano
(o]
(b} ®

En un matraz de tres bocas de 250 ml en atmésfera inerte de nltirégeno y
provisto de agitacién magnética, de un termémetro, un tubo en Y, un embudo de
adicién y un bafio refrigerante sobre el que se monta un Indicador de fugas por
burbujec y de un bafio de calefaccién, se echan 11,02 g de (1b), 4 g de (5) y 70 ml de
tolueno.

La suspension agitada se enfria a 5°C y se vierte en 15 minutos, 4,92 ml de
disolucién de metilato de sodio en metanol al 25% p/p. Se agita la suspensién 2,5
horas a 5°C y luego se vierten 0,2 ml de #cido acético dlluido en 50 ml de agua, Ia
temperatura sube a 14°C y el medio se vuelve muy espeso, se diluye con 10 ml de
tolueno y 10 mi de agua, queda un Insoluble pardo.

La mezcla se filtra sobre clarcel, la torta se lava con 3 fracclones de 50 ml de
tolueno (los lavados précticaments no contienen més que el aldehido de partida y no
estan unidos al filtrado bifdsico), el filtrado limpido (pH 12) se decanta en embudo y la
fase orgéanica se concentra en seco a vacio a 40°C, la relacién Z/E determinada por
HPLC NI es de 43/57.

El acelte pardo obtenido (4g) se cromatografia en columna de sllice (100 partes
p/p) eluido con una mezcla de ciclohexano/acetato de eflla/ftrietilamina (50/50/2).

2 series de fracciones reunidas se concentran en seco, el primer extracto seco
de 1,1 g contiene 14% de isdbmero E y 59% de Z, el segundo pesa 1,08 g y contiene
86% de isbmero Ey 7% de Z

E! balance ponderal en isémero Z (8°) determinado por HPLC Nl es de 0,725 g
sobre 4 g de aldashido empleado, es decir un rendimiento de 11,3%.

Z-4{2-metoxd-5-{2-(3.4,5-trimetoxi-fenil)-vinil}-fenilcarbamoil}-2.2-dimetil-
oxazolidina-3-dcido carboxilico terc-butil éster (11):

§ 2
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En un matraz erlenmayer de 1 litro se echan 44 g de (8), 16 g de
hidrogenocarbonato de sodio y luego 200 ml de agua destilada y 375 ml de
diclorometano. Se agita 20 minutos a temperatura amblente, se obtlenen dos fases
limpidas.

La fase orgénica se separa por decantacién, se seca sobre sulfato de sodio y
luego se filtra.

Se obtienen aproximadaments 400 ml de disolucién de clorometilénica que
contiene (8°).

Obtenclén del 2.2-dimetil-oxazolidina-3.4-4cldo dicarboxilico —3-ter-butil éster (10)

Este producto aunque comerclal estd poco disponible, por lo que ha sido
preparado por saponificaciéon con [itina de su éster metilico segin: J. ORG.CHEM.683
(12)p.3983 (1998).

Especiro de R.M.N. 'H (300 MHz, (CD;).SO d8, § en ppm): 1,38 (s: 3H); 1,45
(a: OH); 1,55(s: 3H); 3,95(mt1H); 4,16 (mt 1H); 4,31 (mr:1H); de 12,50 a 13,10 (mf
ampliado:1H).

Espectro de masa: n°213.135, m=245
DCl m/z=263 MNH,*

m/z=246 MH*

m/z=207 [MNH¢-tBu]® plco de base

m/z=146 MH-BOCT
Espectro IR:426.759 KBr
1.744; 1.704; 1.638; 1.407; 1.388; 1.164; 1.104; 8586; 836 y 623 cm
Acoplamiento

En un matraz de tres bocas de 2 litros provisto de agitacidn mecénica, de un
termdmetro, un tubo en Y, un embudo de adicién y un refrigerante sobre el que se
monta un indicador de fugas por burbujeo y de un bafio de hielo, se echa la disolucién
(8°), se aftaden 600 ml de diclorometano y ee enfria con agitacion.
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A 5°C se afiaden 42,9 g de 2,2-dimetil-oxazolidina-3,4-4cido dicarboxilico-3-ter-
butil éster (10) que pasan a disolucién, y luego se afiaden por fracciones entre 5 y
10°C, 48g de 1-etil 3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, hidrocloruro (EDCI).

Se deja lentamente que el medio vuelva a la temperatura amblente dejando
fundirse el hielo del bafio en el transcurso de la noche.

Al dla siguiente, se afiaden 330 ml de agua destilada y se agita vigorosaments.
En 30 minutos el medio se enturbia (hidrdlisis del EDCI), se mantiene la agitaciéon
durante 30 minutos.

El medio se decanta en embudo y la fase orgédnica ee lava sucesivamentse con
2 fracciones de 280 mi de sosa 0,55N y luego con 300 mi de agua destilada.

La fase orgénica se concentra en seco en el evaporador rotativo (50°C/50
mmHg).

Se obtienen 79,4 g de un acelte pegajoso (11) que se endurece a 20°C con un
rendimiento ponderal sobre el (8) empleado de 117%.

Espectro n®=5.578-V

Espectro de R.M.N 'H (400 MHz, (CD3),SO d6) a una temperatura de 373K, 5
en ppm): 1,41 (s: 8H); 1,53 (s: 3H); 1,64 (s: 3H); 3,64 (8: 6H); 3,71 (s: 3H); 3,86 (s: 3H);
3.99 (dd, J = 7 y 3 HZ1H); 6,48 (d,J = 12,5 Hz1H); 8,55 (d, J = 12,5 Hz:1H); 8,58 (s:
2H); 7.02 (mt: 2H); 8,13 (s ancho:1H); 8,82 (s ancho:1H).

Espectro de masa n°® 213.565, m=542
DCl miz=560 MNH,' pico de base

m/z=543 MH*

m/z=504 [MNHBuJ

m/z=443 MH-BOCT'
Espectro IR 425.857 CCl,
3.409; 2.982; 2.838; 2.837; 1.712; 1.698; 1.534; 1.363; 1.249; 1.133; 1.092 y 851 cm"
Otras condiciones de acoplamiento se han empleado tales como:
-Anhidrido mixto (cloruro de pivaiolic/{10)
-DCC/HOBT —-DCG/ HOSU-TOTU-N-N carbonildiimidazol-etc...
<En acetonitrilo, DMF, THF, Diclorometano, éster, stc...

El EDCI, HCI en diciorometano ha dado el mejor resultado.

Clorhidrato del (Z)-N-{2-metox]-5{2-(3,4,5-(trimetoxi-fenil)-vinil}-fenil}--
serinamida



10

15

\ Q o/ MeOH,HCI -H,0
N
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(11) 12)

En un matraz de tres bocas de 1 litro provisto de agitacién mecénica, de un
tarmémetro, un tubo en Y, de un refrigerante sobre el que 88 monta un Indicador de
fugas por burbujeo y de un bafio de calefaccién, se echan a 20°C 61,8 g de (11) en
disolucién en 54 mi de metanol, se af\aden 150 mi de acetato de isopropilo, 99 ml de
metanol clorhidrico 2,3N y 8,2 ml de agua destilada. Se agita y se calienta a 80°C
durante 3 horas. La disolucién enfriada a 40°C se clarifica por filtracién en vidrio
sinterizado n°4 enjuagado con 40 ml de metanol. Se recarga el filtrado en el matraz de
3 bocas agitado y se afladen, 194 m| de acetato de isoproplio, se vuelve a calentar a
40°C, la disoluci6n se inicia con 0,2 g de (12) y luego se vierte gota a gota en 1 hora
184 ml de acetato de isopropilo, el medio cristallza lentamente durante la adicién.

Se deja que vuelva el medio a la temperatura ambiente y luego se enfria y se
mantiens por la noche a 5°C.

Al dla siguiente la papilla se filtra sobre vidrio sinterizado, la torta se filtra por
succion se lava con 4 fracciones de 50 ml de acetato de Isopropllo, escurrido a fondo y
luego se seca en la estufa hasta peso constante (35°C/10 mmHg).

Se obtienen 28 g de (12) con un rendimiento en 2 etapas (acoplamiento y luego
desproteccion) de: 56%, y una titulacién en HPLC NI > 98%.

Es decir un rendimiento global tal que, para la sintesis realizada seg(n el
primer procedimiento via VO 2 de: 30%. [(12) obtenido sobre (5) introducido].

N
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REIVIN
1- Procedimiento de preparacién de combretastatinas de la foérmula general (1)

sigulents ;
o) Yn a
CHao OCHQ OCHa

en la que A representa un grupo amino, caracterizado porque después de Ia
condensacién de Wittig en presencia de bromuro o cloruro de (3,4,5-trimetoxi-bencll)-
trifenilfosfonio y del 3-nitro-4-metoxi-benzaidehido o del 3,4,5-rimetoxi-benzaidehido
con una sal de (4-metmd-3-nitro-bencil)-trifenifosfonio se realiza la reduccion del grupo
nitro en presencia de hlemo.

2- Procedimiento segun la reivindicaclén 1, caracterizado porque la cantidad de
hlerro utilizada esta en exceso.

3- Procedimiento segln la reivindicacién 2, caracterizado porque este exceso
es superior a 2 equivalentes por mol del derivado nitrado de partida.

4- Procedimiento de preparacién de combretastatinas de la férmula general (1)

slgulente_: —
CH,O O Q A ()]

CH,O OCI'l, OCHa

en el que A representa un grupo amino, caracterizado porque se condensa, segin el
segundo procedimiento de realizacidon, una sal de (3,4,5-trimetoxi-bendl)-
trifenilfosfonio con el 3-amino-4-metoxi-benzaldehido, o también una sal de (3-amino-
4-metoxi-bencll)-trifenilfosfonio con el 3,4,5-trimetoxi-benzaldehido.

5- Procedimiento seglin la reivindicacién 4, caracterizado porque se condensa
una sal de (3,4,5-trimetd-bencll)-trifenifosfonioc con el 3-amino-4-metox-
benzaidehido.

6- Procedimiento segin las relvindicaciones 4 6 5, caracterizado porque [a
reaccién se realiza preferentemente en presencia de una base elegida entre el terc-
butilato de potasio, terc-amilato de sodio, hidruro de sodio, butiHitio, LDA (DI-

Ly
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Isopropilamina de litio), metilato de sodio, carbonato de potasio o derivados alcalinos
de [os hexametiidisilanos.

7- Procedimiento seg(n las reivindicaciones 4 6 5, caracterizado porque se
utlliza el metilato de sodlo.

8- Procedimiento seg(n las relvindicaciones 4 6 5, caracterizado porque el
disolvente de reaccitn, inerte frente a la reaccién, se elige entre éteres (THF),
disolventes apréticos polaras (acetonitriio, NMP, DMF, DMSO,...), alcoholes,
disoiventes arométicos o agua.

9- Procadimiento segin la relvindicacion 7, caracterizado porque la
temperatura de reacci6n esté comprendida preferentemente entre O y 10°C.

10. Procedimiento de preparacién de compuestos de formula (I) en forma de
sal de serina por acoplamiento de los derivados de fdrmula (lla):

| ¢~
o O
A -
\O — NH,

con el derivado ciclico de la eerina protegida de formula (llb):

j\/\ (lib)
HO Y i
PGI

en la que PG representa un grupo protector de la funcién amina para dar un nuevo

compuesto intermedio de férmula general siguiente:
/

| @
o) o\
~
L [
_ . ()
H _‘%
PG’

= In

que a continuacién se desprotege.

U
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11- Compuesto intermedio de acoplamiento entre la aminocombretastatina y el
derivado ciclico de la serina protegida, caracterizado porque responde a la férmula

sigulents:
)]

4

PG

X1
o _P

en la que PG as un grupo protector.
12- Compuesto Intermedio segin la relvindicacién 11, caracterizado porque PG
representa un grupo protector elegido entre ioe sigulentes grupos: terc-butoxicarbonilo,

benciloxicarbonllo (CBZ) o 9-fluorenlimetiicexicarbonlio (FMOC).
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Fecha en que se ha concluido efectivamente la bdsqueda Fecha de expedicién del inforse de bdsqueda
internacional internacional
27 Octubre 2003 04/11/2003
Nombre y direcciédn postal da 1a ISA Funcionaria auterizado

Oficina Eurapea de Patentes, P.8. 5818
::tln;;}::n“: Rijswijk

Tel. (+31-78) 340-2848, Tx. 31 651 spo nl, Sénchez Garcia, J.M.
Fax. (+31-79) 348-3016

Fora PCT/ISA/110 (sepunda hoja) (Julfo 1992)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Nl de solicitud internacional

PCT/FR @3/01117

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorim *

Documentos citades, con indicacidn, si procede, de las partes
relevantas

Relevante para las
reivindicaciones N

A

PINNEY K G ET AL: "Synthesis and
biological evaluation of aryl azide
derivatives of combretastatin A-4 as
molecular probes for tubulin”
BIOORGANIC & MEDICINAL CHEMISTRY, ELSEVIER
SCIENCE LTD., GB,

vol. 8, no. 10, 2000, piginas 2417-2425,
XP602955631

SIN: 0968-6896

citado en 1la solicitud

pdgina 2428; figura 2421

1-12

Form PCT/ISA/219 (continuacién de 1a segunde hoja) (Julie 1992)

éo



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL NI de solicitud internacional
Informacién relativa a miembros de familia de patentes PCT/FR 83/01117

Docymento de patente citado Fecha de Riembro(s) de 1a Fachs de
an el inforae de bdsqueda publicacién familia de patentes publicacién

US 5731353 A 24-03-1998 AT 174898 T 15-01-1999
CA 2131683 Al 89-083-1995
CN 1165967 A,B 82-068-1995
DE 695415445 D1 84-82-1999
DE 69415445 T2 22-87-1999
DK 641767 T3 23-88-1999
EP 0641767 Al 08-63-1995
ES 2126068 T3 16-63-1999
GR 3029603 T3 30-66-1999
JP 30456817 B2 22-85-28600

JP 7228558 A 29-08-1995
S1 641767 T1 30-04-1999
US 5525632 A 11-86-1996
US 5674986 A 67-10-1997 AT 185792 T 15-11-1999

CA 2171275 Al 08-09-1996
CN 1143629 A,B 26-02-1997
DE 69664714 D1 25-11-1999
DE 65664714 T2 15-66-2000
DK 731085 T3 17-64-2000
EP 8731085 Al 11-89-1996
ES 2137628 T3 16-12-1999
GR 3032311 T3 27-04-20080
JP 3163391 B2 88-05-2881
JP 8301831 A 19-11-1996
PT 731685 T 28-84-2000

Form PCT/ISA/218 (anexo de familia de patentes) (Julio 1992)
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REQUETE PCT FRAV2002/007
Original {(pourPRESENTATION ) - impeimé ls 04.04.2003 08:19:11 AM
0 Rdesrvi & Foffice récepleur
o-1 Demande igternationale No.
[ ] Date du dépdt intsmational
03 Nom de F'oifics récepteur 8t “Demands
Internationale PCT"
o4 ;Fnguldu - PCT/ROM01 Requéts
04-1 |Préparé avec PCT-EASY Verslion 2.92
(mis & Jour 01.10.2002)
08 |Pititen
Le soussigné requiart qus la présents
demande Inhn'uluﬂz:nm
conformément su Tralié de coopération
on maildre de brovels
08 | Offics récapiour (cholel per le Institut national de la propriété
industrielle (France) (RO/FR)
o7 Rétirence du doasler du diposant | FRAV2002/007
ou du rmandateire
i Thre de I'invention PROCEDES DE PREPARATION DE
i COMBRETASTATINES
Dépoaant
i1 Cette personne est Déposant ssulement
-2 Déposant pour Tous lea Etats désignés
4 Nom AVENTIS PHARMA 8.A:
3 Adresse; 40 avenue Raymond Aron
F-92160 ANTONY
France
e Netionalté (nom de Etat) R
7 Résidence (nom de Etat) PR
8 No. de téléphone 01557171 71
I+ No de diécopieur: 01 47 02 50 14
10 | Cousrier dlactronkmpe: www.aventis.com
U | Déposant stou tnventaur
-1-1 | Cetie personne est : Inventeur sesulement
IN-1-4 | Nom (NOM DE FAMILLE, Prénom) MUTTI, Stéphane
HI-1-§ |Adrease: 122 avenue du Maréchal Joffre
F-94170 LE PERREUX SUR MARNE
France
T2 [ Déposent stiou inventeur
k21 |Ceite parsonne est : Inventeur seulemeant
24 | Nom (NOM DE FAMILLE, Prénom) LAVIGNE, Michel
25 | Adrease: 4 allée des Acacias

F-91380 CHILLY MAZARIN
France




T ey

PeTTHR 03 /01317

REQUETE PCT

€3

25 .
FRAV2002/007

Original {powPREBENTATION ) - Iimprimé le 04.04.2003 08:10:11 AM

Déposant stiou Inventeur

Ii+3-1 | Cetie parsorme st : Inventeur peulement
fH3-4 | Nom (NOM DE FAMILLE, Prénom) MALEJONOCK, Irina
HH3-5 | Adresse: 97 avenue Paul Vaillant Couturier
F-94400 VITRY SUR SEINE
France
B4 |Déposant etiou Inventsur
lk4-1 | Celte personne est : Inventeur seulement
W44 {Nom {NOM DE FAMILLE, Prénom) CASIMIR, Jean-Paul
N-4-5 | Adresse: 8 avenue de Paris
F-95600 EAUBONNE
France
N1 [Nendaisire ; Reprisentant commun
ou sdresse pour a correspondancs.
ammmwl mandataire
dos déposanis auprée des euloritds
inlsmationsies compétentes, comme
NV-1-1 |Nom (NOM DE FAMILLE, Prinom})  |LE PENNEC, Magali
V-1-2 |Adresss: AVENTIS PHARMA B.A.
Direction Brevets _ ™
20 avenue Raymond Aron
F-92165 ANTONY CEDEX
France
IV-1-3 | No. de tiiléphons 01 55 71 71 57
N-1-4 | No de tAldcopieur: 01 55 71 72 91
IV-1-5 |Courler slectronique: magali.le-pennec@aventis.com
v Désignation o Elats
¥v1 | Brevet nigional AP: GH GM XKE L5 MW MZ 8D SL 8% TZ UG ZM
m‘mﬂ‘; W et tout sutre Etat qui est un Etat
guummﬂl)-w contractant du Protocole de Harare et du

REMPL PAR RO

PCT

EA: AM AZ BY KG XZ MD RU TJ TM et tout
autre Etat qul est un Etat contractant
de la Convention sur le brevet eurasien
et du PCT

EP: AT BE BG CH&LI CY CZ DE DK EE ES FI-
FR GB GR IE IT LU MC NI PT SE SK TR et
tout autre Etat qul est un Etat
contractant de la Convention sur le
brevet européen et du PCT L Si ,KHY A0}
OA: BF BICF CG CI CM GA GN GQ GW MI: MR
NE SN TD TG et tout autre Etat qul est
un Etat membre de 1'OAPI et un Etat

contractant du PCT

-t re e w——



K

Original (pourPRESENTATION ) - Imprimé le 04.04.2003 08:18:11 AM

AE AG AL AM AT AU AZ BA BB

cHLHE
SREERY

dREEERE
EREEEER
HAREHEY
CEEREET

da 15 mols A compter de la date de
priotité sera considinée comme
nrhdkunuihnﬂuﬂndea[

VI-1-1

Exchmsion(a) des désignations de

Revendication de priorit dune
demande nationale antirieure

Dete do diplt
Numéro

Paye

11 avril 2002 (11.04.2002)
02 04499
R

[Administration chargie da Ia
recherche Intemationaie cholsle

O0ffice suropéen des brevets (OEB)
(ISA/EP)

Demends dutiiisetion des résultats
d'une recherche antiristire; mantion
de catie recherche

Date

Numéro
Pye (ou office réglonal)

12 f&vxiexr 2003 (12.02.2003)
FA 618567
EP

- s am



Original (pourPRESENTATION ) - Imprimé le 04.04.2003 08:19:11 AM

4/5

FRAV2002/007

Vi

s

-5

TETER ER

Ddclarations

Nombre de déclarations

[ Déclaration relative & Ndantits de

Finventaur
Déclaration retative au drolt du
diposant, & ta date du dipdt
intemational, de demander et d'obtenir
| un brevet

Déclaration relafive au droit du

Déclartion relative & la quaité
aux fine de la

dinvanteur (ssulgment
des Etsts-Unls d'Amérique)
%Egggﬁiiinaanﬁiiibm

non opposables ou & des axceptions au
difaut do nouvesuté

mumhm. pour

-— —

Flwunla_ihm

'EZABSTO00 . TXT

23

]

13
xX-17

“Document(s) papier joint{s)

Dossler(s) } }

v

référance n° 11904

Elément (8) VI-1

Disgquette

francais

| &

x-1-1

Nom {NOM DE FAMILLE, Prénom)

(e

LE PENNEC, Magali

RESERVE A L'OFFICE RECEPTEUR

Daie sflective de réception des
plbces supposées consiitver la
demands Intsmationals

Regus
non regus

Dats slfective de nicaptian, rectifiés
an rulson de la récaption ultirdoure,
mals dans les déials, de documents
ou ds dassine complétant ce qul est
supposé constituer la demande

intorngtionale:

€d—
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REQUETE PCT FRAV2002/007
Original (pourPRESENTATION ) - imprimé le 04.04.2003 08:19:11 AM
104 | Owte de icaption, dana ies délals,
des cormmeciions demanddes sefon

Tarticle 11.3) du PCT
105 | Adminisiration chergés de ia ISA/EP

108 | Tranamisalon de ia cople de

111 de riception de 'sxamplaire




87

12
PCT (ANNEXE - FEUILLE DE CALCUL DES FRAV2002/007

TAXES)
Original (pourPRESENTATION ) - Imprimé lo 04.04.2003 08:19:11 AM
(Cette foullle ne falt pas partie de la demande internationale nl ne compte comma une feullle de celle-cl)

0 Réservé & l'office niceptaur
o1 Demande Intsmationale No.
02 | Timbre & dais de fofice ricepteur
04 [Formulaire - PCT/RO/T01 (Annaxs)
Feullts de caicul des taxes PCT
041 | Préparé avec PCT-EASY Version 2.92
(mis & jour 01.10.2002)
04 [ Rélienoe du dossier du ddposant | FRAV2002/007
ou du mandataire .
2 Izhuun _ AVENTIB PHARMA B.A.
12 Caicul des taxas prescriiss mwh Montant total (EUR)
_ | tweee/multiplcatour
1241 |[Tews de transmisslon T| = 60
1221 {Taxs de recherche s o 945
1222 [intemational search to be carried oul by | B P
123 [Taee ltomationale
Taxe de bose
(30 premibres fauilien) b1 444
124 Feullea muivantss 2
125 Montant addfionnel 110
128 Mortant totel additiornel b2 20
127 | bi+hE= B 464
128 | Taxes dedisignation
Nombre de disignations 95
Indicuées cans la dsmande
Internationale
1246 mmlso,nhu 5
1210 _ﬁ%:::da ™[96
12-11 Wumm "D 480
1212 [ Réduction de taxe PCT-EASY R -137
12418 Imumuud-up_uﬁn ] = 807
1217 | TOTAL DEB TAXES DUES (T+8+HP) =) 1 812
1219 | Node de pslement autorisation de débiter un compte de
dépbdt .
1230 |instructions concemant [e compts
de dépdt
Loffice récepteur: Institut national de la propriété
L industrielle (France) (RO/FR)
:_mulrwmadmrmm v
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PCT (ANNEXE - FEUILLE DE CALCUL DES FRAV2002/007

TAXES)
Original (pourPAESENTATION ) - kmprimé la 04.04.2003 06:19:11 AM

9220 |Autrisation de ddblter tout montant e
2 manguant - ou da crdditer de tout

excident - dana jo palament du total

dea taxes | cl-degsus..
1220- [Autorisation de lemontenidela | & .
3 txe afidrents & Tétabissement du

document de
1241 |Compis de No. 126
1222 |Da» 04 avril 2003 (04.04.2003)
1323 {Nom et signature LE 7quc, Magall

MESSAGES DE VALIDATION ET REMARQUES

TH11 | Remerques du dépasant DEPOT INDE : BLACK BOX *
1332 | Msssages de validstion Vert?

Exts Il est possible d'effectuer davantage de
désignations. Les Etats suivants n'ont
pas &té designés: US. Pridre de
vérifier.

Jaune!

Désignation nationale supplémentaire
ajoutée: procurez-vous des tables de
mises 4 jour au lieu 4'utiliser ce

| _ champ .

13-3-7 | Wieanages de vaildstion Vert?

Bordersau

La demande intermationale ne contient
pas de dessing. Pridre de vérifier.

1530 | Messages Ge vaiidation Vert?
Tasea Pridre de vérifier que le bardme de
taxes utilisé eat le plus récent.

1329 | Messages de validation Vert?

Palement Pridre de vérifier que vous avez bienm un
compte de dépdt auprés de l'office
récepteur.

1321 | Masseges de validation Vert?

o Annoter Toutes les indications qul peuvent atre
faites dans le formulaire de requéte
sont expressément prévues par le
logiclel. Priére de confirmer la
validité d'indications supplémentaires.




‘\

}[.adnmdld'm hmﬂhﬂ#w,hm 2!’ g‘ﬂhhdn
ot indiquer I:MHhmﬁlﬂm*mmm&hmﬂd.
IPEA/ .

PCT CHAPITRE I

DEMANDE D’EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL
selon 1' uhcle!ldn'l‘rnﬂcheoop&mon-mhudstnwh

Ia demande i fiasse I'obj
' wmﬂqlﬂ ti ” quh- dp o
fuit éloction do tous les dl:g'blu-uﬁntbuummm

Réservd i ['administration chargle do 1'examen préliminaire international

Administration chargis de I"cxmmen préliminaire intoroational | Dute do réception de la damando d"examen préliminaire international

FR

Réfirence du dessier du difposant on do mandateire
Cadren*] IDENTIFICATION DE LA DEMANDE INTERNATIONALE FRAV2002/0007
Demande internaticnale o* Date dn dépdt interastions) (fouriwoiskmnds) | Dute da pricrité (Ia phu ancienns)
9 AVRIL 2003 {(00.04.03 11 AVRIL 2002
PCT/FR03/01117 { ) (11.04.02)
Titre da I'invention
PROCEDES DE PREPARATION DE COMBRETASTATINES
Cadren* 11 DEPOSANT(S)
Nom ct adresse : nwg. ”meﬁMMﬁr ;:5571 7171
AVENTIS PHARMA S.A. o dv Widcopionr
20 avenue Raymond Aron 0147 02 50 14
92160 ANTONY (France) o do Wl&impxrimenr
832378F
[T wous Iequel 1o Glpasans eet acr mpria @6 |
Poffice
‘Nationalith (nom de 1"Eitat) : Duamiclle (nom de 1'Biat) :

FR

Nom et ndvesse © (Mo ds onifie sulvl de prines; powr sne personss machs, diciymstion officielle cpiite. L'siverss dolt congrendre s cude poxiel ot I som dw o)

Nationalith (nom de ["Beat) «

Damicilo (nom de {"Btat) :

t\

Nom et adresse : {Now s fille avivf ds rison; powr e perscans morele, disigaation qfficielis complite. L'adrass dolt comprandie Je code postal ot iy sow de paya)

Nationalité (oom de I'Etat) :

Domicile (nom de I'Rta) :

D D'sutres dépowants sontt indiqués sur une feuille annexe.

Pormmisire PFCT/FRA/0] (premibre feuili) (mara 2001; réimpreasion julllet 2003)

Voir les notex relatives au viaire de
demande prilimingire

d'examen

€7
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Dymandy [nteroationsle o
Feuillor® .. .4... PCT/FR03/01117

Cadre o’ Il MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE

La porsorme indiquée ci-deasous est E mandataire D représentant commun
e [X] a8 daignie i une dare antéricure; ello représcnto sumi e ou lex déposants pour I'examen préliminairo international.
D ext dAsignée par ln présente; toute désigowtion antérieure de mandataires ou d*vn représentant commmun est do co fait révoquibe.

désignée xésonte, apécialement Ia procédare devant I'administration chargée de I'examen préliminaire
D M:mhwhmmmimm“m&lgﬁnm et

adresss  (Vom n'h“-
e el T e i TN 01 5571 71 57
LE PENNEC Magall v ds thideoplour
AVENTIS PHARMA SA. 0155717291
Direction Brevets - LEO/144 o* do siMimprimeur
20 avenue Raymond Aron 632378F

82165 ANTONY CEDEX (France) F.'ﬂ:"’l" s mandstalre ost mecrit auprts de

Adresse correspondanes ; cocher loraque sucun mandstair ni psma—— :
D&w“w':pmMUnﬂldmmmdr:cmduMim &m&.ﬁw

Cadro 2’1V BASE DE L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL

Déciaration concernant les modifications :*
1. Le déposant souhatie que I"examen priliminaire intemations] conumence sur la base sulvants :
Ia denands imermationsle teile qu'elle & étt déposds initislsment
indescription )] tello qu’slis a d¢é diéposde initialement
[ | tello quielle a &0k modifiée en vertu de I'article 34
les revendications telles qu’elles ont & dépostes initialement
] plquu'ﬂlu)muummummar-ﬂdo19(-vu.hme=hhr.huemumjmﬂu

[}  telles qu'elics ont ét modifibes en verta de I'article 34
les desxins [C] el qu'its ont éed déposts initislement
|:] tals qu'ils ont étd modifils en vertn ds I'mticle 34
2. [[] Le déposnt soubuite que kos modifications apporeics aux revendications en vertu de I'srticle I9 sojent conaldéries comme

3 Le déposant souhaits que le commancement de 1" examen préfiminaire international solt diffird jusqu®i I"expiration d'un délai
D demmhlenq:ndohuamdﬂ.lmdnwlmmehﬂodnlm intwroationatl ne
m“mphhmdnﬁaﬂueﬂhmhmmd-l'uﬂdel!mmdﬂdnmmup-m.mmdﬂqudh

catul-cl no souhsite pas offectner de modifications en vertu de I'articlo 19 (rigle 69.1.d)). (Ne pay cocker cetts case
lorsque le dilal visd 4 I'article 19 a expird)

. mmcune case n'est cochée, I'examen préliminaire internations commencers sur Ia base de Is demande intornationale teile
qu'ells & ée2 diposie Inltialement ou, si I'sdministration chargde de I'oxamen préliminaire International regoit copis des
modificetiony apportées mx en verta do I'srticls 19 oy day modifications spportées i In domande Intometionsle en
vertu de |"erticle 34 avant d"avoir commencé 4 rédiger une opinlon &zite ou e rapport d*examen priliminaire international, sur Ia
baso de la demande internationale ainsi modifide.

Langue : ezamen prélimiaaire Internstiosal sers effectu ea ...LRANCAIS Jqul est

Ia (sngu= dans laquelle Ia demands internstionale  é05 déposbe.

[] 1alengue d'unc traduction remise mx fins do la racherchs internationle.

[] inlangae de publication do ta dexwnds intemationale.

D 1n Iangme de la traduction (qui sers) remise sux fins de I'examen préliminaire international.

| Cadren* Y ELECTION D’ETATS

Le déposant &t tows les Etnts Sigibles (¢ asr-d-dire sous ez Rtars qui ont dsé ddsignds et qui sont lids por Is chapitre 2 du PCT)
i I'exchugion des Etata cj-spris que le déposant souhaito ne pag dlire :

Formdaire PCT/IPEAMO] (deuxitme fenille) (mars 2001; réimpression juillet 2003) Voir Iud,nm relatives au mlhin de



Demands intsmationale o*
Feuiller® .. 3... PCT/FR03/01117
'| cadrer v BORDEREAU
Réservé A I'sdministration chargée
Aux fins de Iexamen préilminaire international, les éiéments suiventy, &tablis dans la de I"examen préliminaire international
langue indiquée au cadre n° IV, sont joints i la présents demands d'examen
recu noa regu

1. traduction de ks demande [ntormationale " foullles | |
2. modifications selon |'article 34 fiuilies ' 0
3. cople (on, &i clle eat exighe, traduction) des

modifications selon ['srticle 19 fevillen O (|
4. copis (ou, o ello est exigde, traduction) de

In déclanation selon article 19 feailles O O
5. letire fouilles | O
6. sutres pikces gwiciw) fouilles O (.

La ou les éléments cochés ci-aprés sont suss] joints & In demands d°examen prélinringire intemationsl :
1. [§] fevitic de calcul des toxes 5.[] explication de I'sbeence d'une signature
2. ] pouvair distinct original NN wummmmmbupm
3. [ original da pouvoir ginéral 7.[] tablesux rolatify anx listages des séquences sous fieme
déohiffisble par ondinateur

'l

4.] cople du pouvair ginénal; I cas échdmnt,
numéro de réfrence ; 8. wotres &lémenty oréoiser) :

Cadre * VI1 SIGNATURE DU DEPOSANT, DU MANDATAIRE OU DU REPRESENTANT COMMUN
Jdllld’-lﬁlﬂn.hﬁ-bmﬁ_ﬂlqdﬂhl”ndﬂ-ﬂlhhﬂdkhﬂﬁl’m—m

{h//

LE PENNEC Magall

Réservd & I'administration chargée de 1" examen préliminalre international
1. Dalg effective de réception do la DEMANDE
D’EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL :

2. Deie modifife de réception da la demands d’examen

préimingire imernational, de CORRECTIONS
lpporﬂuumbhﬂ;i.ezlb)
La demande d"examen préliminsire inernational PLUSDE 19 Lo diposent a été infrmd
3 ] reoeta n date-ge sriactst e les pos 4 ¢ 5 no s s soplicablen L] oo
La demande d* i intarnatiomal n &6 recns dana Jo délai do 19 mols doladatede
+ [ umahw n &tk recue comphor prioritd, prorogé
ﬂ I le
"D ﬂmh:nuﬂe mgmpn—mmnmummuwmm dun de priorité, le retard
Riscrvé su Buregy International
Demindod' examen préliminaire international recun de"administretion
chlrghdel' préliminaire le:

Forrmulaire PCT/IPRA/40] (dernitre feuille) (Janvier 2003; réimpressdon juillet 2003)  Yoir les ‘fﬂm relatives au formulaire de



PCT
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CHAPITRE I

FEUILLE DE CALCUL DES TAXES

Mmdnhdmmd.d'mmhm-ﬁmﬂ

Dexane .+  PCT/IFR03/01117

Riwyod b I'adminigiration chargée do M'anmen prifimtmire lntonstionn] =

Ffm:'mm'q FRAV2002/0007 Thulee & daw da I'sdminisation charglo do I'ccumen prifiminalre istemationsl

Diposant
AVENTIS PHARMA S.A.

20 avenue Raymond Aron, 92160 ANTONY (France)

CALCUL DES TAXES FRESCRITES
1. Toxm d'exxmen prélimingire I

EUR 1530| P

2. Tuxs ds traitement ddposants de certatny Btaty
ont drolr 3 une de 75% ds la taxe ds
traljement

EUR 159| u

EUR 1689'

TOTAL

MODE DE PAIEMENT

K gymiegtrmes [ o
R o e

D chiqoe EI coupons

[] mandat posat [ stre gardoten):

[] trwite bancsire '

(Les adwinistrations charpiey de |'cxmen priliminaire international
Re permetient pas touter | 'willisation de ce mode dx paleweny)

Autorisstion do débiter le total des taxes indigqué ci-deasus.

K] (Cotincasens pan dtre cochde que i lex conditions relatives
aix compies de dipdt digblies par I'adwmixistration chargle
de !'examen priliminoirs tntdrnotional ls permeiteny)
Autoeisation do débiter tot montant menquant — ou de
criditer de tout excédent — dana le palement du total des
texes indiqué ci-dessua,

AUTORISATION DE DEBITER (OU CREDITER) UN COMPTE DE DEPOT

IPEA/
N do conp da digtt : 2604.0056

Duo: ___31 octobre 2003 =
Now: _LE PENNEC Magall

sm:_[\y/

Formulpire PCT/IPEA/0] (Annexe) (mars 2001; niimpression juillet 2003) Voir lss notes relatives 4 o fexilis de calcul des taxey
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Expiditeur :  L’ADMINISTRATION CHARGEE DE
L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL . PCT
Destinatsire
Le Pemnec, Magali .—e _:_r -
AVENTIS PHARMA B.A. ! . 0T .d BASVES | GorupieaTION DE TRANSMISSION DU
Direction Brevets ; 1 RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE
20, Avemue Raymond Aran 2 2 N ZE INTERNATIONAL
F-92165 Antcmy Cedex | ore [
FRANCE PATT T DEPANTAENT (régie 71.1 DU PCT)
Dats d'expidition
(Jour jmoisjannds) 19/01/2004
Référence du dowsier du déposmnt ou du mandstaire NOTIFICATION IMPORTANTE
FRAV2002/007
Demands interaationsle n° Date dn dépét Internationsl (foumolrjands) Date do prioritt (Jourjmolsjannds)
PCT/FRO3/01117 09/04/2003 11/04/2002
Déposznt

AVENTIS PHARMA S.A.

. 1 ent notifié su dépoamt Vadministration chargie de ['examen préfiminaire internationsle & étahil e
! d:mplﬂ.;ﬂlliﬂh':ﬂﬂlﬂpﬂlh hunlﬂnlhnhhﬂmnne-m.:nmpﬁz

. siul
3. 81t o el office hu Mexig, o Burem: Internieionl éblire L traucticn en langus koplalse du rappert (4

4, RAFPFEL
Pour aborder In phase nationale mrpris de chague office Is diposant doit sccomplir certaing actes (dipdt
EMHMLW i Mhﬂﬁ%ﬂﬂmﬂli:ﬂlﬂ!ﬁhdﬂﬁm mplul‘t:ﬂl-
Lu.lrn mmmﬂnmuthu officas) ( 39.1) (voir mumi le rappal envoyé par le Bursmu onal dans

Lorsgu‘une traduction de In demands internsticasle doli 8tre remis i un office Eu, efle dolt compearter la
traduction da toute snnexe du rapport d’examen prifiminaire intermationsl. 1l sppartient ey déposant d'ésabllr In
traduction en question et de Ia remettre directement & chague dﬁaﬂulmﬁt:

:Iuphn:giimnwﬂmhﬂlmchm&mlhvthMH

M dépossnt que les critires do nouvesutt, d'sctivivl inventive et d on

L) o L S o s i, o

hw-u&mnm' t Particle 27 De tals critires additionnels peuvent par exemple avoir r i des evceplions
i I brevetabilith sinsl mu&uwmmmu.hmamw
fuli:nlnt-rhde-;lum.

Nan et mirease pﬂll: de 'sdministration chargée de l'examen Farxtionnaire autorist
Oﬂh Buropéen des Brevets

%mn Munich w366 4 TANTUM P A
L (+49-89 1199-0.1':. cpmu
_ine® " Fax: (+m Tel (+M) 2399 2528

Formulaire PCT/IPEA/416 '(Aquu 2002) P2D4T4 A




Ff

TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS

RAPPORT DYEXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL

(article 36 et rigle 70 du PCT)
(Rapport rationalisé d’apris le comsmmiqué du président de FOEB publié sn JO 11/2001)
[ Rbfirenos s domier du dipossst ou - Vair Ia notfication do trensmission du rapport d'exansn
ﬁmz /007 POUR SUITE A DONNER prgimingivg imermumticnal (formulstre PCT/IPEAK16)
"Demande Internationale n° BU:I?-& Ao Inslmdunl Date de pricrith (Jour/molrjannis)
PCT/FRO03/01117 09/04/2003 11/04/2002
"Clansification Internationsie des brevets (C15) ou casdfication nationaie et CIB
C07C21%/00

'_upﬂnt

AVENTIS PHARMA S.A.

1. L= d'exxmen aire intemationsl, étahl par Padministrati de l'examen
ol o el 22 Shpomat ccnformobst | Pt 36, o charein prifiminice

2. CeRAPPORT comprend 2  feullies, y camprise I privents feullle de couvertare.
D 11 ext sccompagné ’ANNEXES, clest-i-dire de feuilles oo [a description, des revendications ou des dessing qui ont

th modifiles ot qul sarvent de bame su repport ou do foullles contenant der rectifications faltes anpris de
l'mdmx;#*lhm internstional (vair Ia rigis 70.16 et 'nstruction 607 des
Instruetions sdministyatives du PCT).

Cos mnexes comprennent feulllex.

3. Lo priwni mpport contient des indications reitivey mx points sutvants

I [] Absence de formulstion d'opinion quant & La nouvesut, I'activisk invenzive o Is posalbilith d‘spplication

Iv [ | Absence d'unité de Iinvention
v El Déclarstion motivée quant & Ia nouvesutd "activité Inventive ot Ia posalbifith d’spplication industriefls:

cltations o explications & I'sppul de cette déclaration
VI[ ]| Cortsine documants dités
Vit [ ] irrégulsrithe dans la demande internationsle
vitt [ | Observations relatives & | demande interusticaske

"[Date e présentation de ia demande d'examen préiminsire Datz d'achivernent du présent rapport
international
03/11/2003 14/01/2004
dol i de l'examan Fonctionnaire sutorist
Nom gtmmd ‘séministration chargée chd:;m; s
Office Europlen des Brevets
@ T (14509 mo:a d
Al pu:‘(+ zm-iz? 522636 epom Tel (+49-89) 2390 2828

Forandaire PCT/IPEAJ09 P20477 (feuille O¢ couverture) (oclobre 2002)
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RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FR03/01117
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL

L Base du rapport

Le présent rapport d'examen préliminaire intemational se base sur la demande telle que
déposée initialement.

V. Déclaration motivée selon la régle 66.2.a (li) quant & la nouveautd, I'activité Inventive
ot la possiblilté d'application Industrielle

A ia ilumidre des documents citée dans le rapport da recherche internationale, il est
considéré que l'invention telle que définle dans les revendications répond aux critdres
énoncés A ['article 33.1 PCT, c'est-a-dire qu'elle est nouvelle, qu'elle implique une
activité Inventive et qu'elle est susceptible d'application industrielle.

Formulalre PCT/409PF1 (OEB-03-2002) P20754
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2 ¢
TRATAD DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

Dela: COMISION DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL
A
Le Pennec, Magall PCT
AVENTIS PHARMA S.A. NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL
Direction Brevets INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR
20, Avenue Raymond Aron INTERNACIONAL
F-82165 Antony Cedex
FRANCIA _ ____(Regla 71.1 del PCT)
Fecha de expedicidn
(diatmes/alio) 19/01/2004
Referencla
FRA vanooooy e del solclianie o agenta NOTIFICACION IMPORTANTE
N® de solicitud Intamacional Facha de presantacién intemaciona! (dia/nes/afio) Fecha de prioridad (diaines/afio)
PCT/FR 0301117 06/04/2003 11/04/2002
Solichants
AVENTIS PHARMA SA.

1.

Se notifica al solicitante que la Administracién encargada del examen prefiminar intemacional ha esta-
blecido el Informe de examen preliminar intemacional para la solicitud intemacional y que le transmite
en el anejo, acompafiado, eventuaiments, estos anejos.

Se estéd fransmitiendo una copla del Informe y sus anejos, sl es que los hublera, a la Oficina Intemacio-
nal para su comunicacion a todas las oficinas designadae.

Cuando sea requarido por cualquiera de las oficinas designadas, la Oficina Intemacional preparard una
traduccion al inglés del Informe (pero no de ninguno de los anejos) y transmitird dicha traduccion a
esas oficinas.

NOTIFICACION IMPORTANTE

Para abordar la fase nacional ante cada oficina designada, el solicitante debe cumplir clerios actos
(presentacion de traduccién y pago de tasas naclonales) dentro del plazo de 30 meses a contar desde
la fecha de prioridad (0 més tarde en lo que concleme a ciertas oficinas) (articulo 30.1) (véase también
el recordatorio enviado por la Oficina Intemecional con el formulario PCT/IB/301).

Cuando una traduccion de la solicitud Intermnacional deba ser remitida a una oficina designada, debe
comprender ia traduccion de cuaiquier anejo del informe de examen preliminar intemacional. Corres-
p:zdehmmsoﬁchnbuhblmhmmm en cuestién y remitiria directamente a cada oficina desig-
nada a.

Paramﬂsdelalesaearmdobsplaznsapllcablesquumdehsomlnasdeslgnadas. véase el Vo-
lumen |l de ia Gula para Solicitantes de PCT.

Se safiala al solicitante que el articulo 33(5) establace que los criterios de novedad, de actividad inven-
tiva y de aplicabllidad indusirial como se definen en el articulo 33(2) a (4) no sirven méas que con fines
del examen preliminar intemacional y que "todo Estado contratants puede aplicar criterios adicionales o
diferentas con el fin de decidir si, en ese Estado, la Invencidn es patentable o no" (véase iguaiments el
articuio 27(5)). Tales criterios adicionales pueden, por ejlemplo, tener relacién con excepciones a la pa-
tentabilidad, asl como a las exigencias en relacion a la explicacion suficlente de la invencion, la claridad
de las relvindicaclones y su fundamento en la descripcién.

Nombre y direccion postal de la administracién sncargeds del Funclonario autorizado
Oficina Europaa da Patanias TANTUMP A
D-80208 Munich
Tel. (+48-80) 2390.0, xc 622658 epru o Tol (+4080) 2300 2628

Formulario PCTAPEA/M 18 (Agosio 2002) P20474
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

PCT

INFORME DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

(articulo 36 y regla 70 del PCT)
(informe recionalizado deapuds dal comunicado del presidents de la OEP publicado en JO 11/2001)

Referencia del expadienia dal solicitanie
o del agenie

FRAV2002/007

PARA ACCION ADICIONAL

viase la notificacién de tranamisién dal Informe de
expmen prefiminer inlemacional {form. PCTAPEAM418)

Solldiud iInternacional n®

PCT/FR 0301117 06/04/2003

Fecha de pressntaciin Intlsmacional (dfa/mes/afio)

Fecha de prioridad (dia/mes/afio)
1104/2002

CoTC213/00

Claaificacién intemacions! de patenies (CIP) 0 a (a vaz cissificacidn naclonal y CIP

Salicitents
AVENTIS PHARMA SA.

Estos anejos comprenden un total de hojas.

1. El presenis informe de sxamen preliminar Intamacdional, establecido por la administracién encargada del examen
prefiminar iIntemacional, se tranamite al solicitante de acuerdo con e! articulo 36.

2. Este INFORME conata de un total de 2 hojas, y comprends la presents hoja de cublerta.

O Este informe estd acompafiado de anejos, es decir hojas de la memoria descriptiva, reivindicaciones o dibujos
que han sido modificados y que son la base del presents informs o de hojas que contlenan rectificaciones
hechae ants la adminfstracién encargada del examen preliminar Intemacional {véase Ia regla 70.16 y Ia
instruccidn 807 de las instrucciones administrativas del PCT).

Base del informe
Prioridad

Industrial
v Aussncia de unkiad de Invencifn

v

vi
vil

Vil

Clertoa documentos citados

odO0 B0 OO=A

3. Bl presenta informe contiene Indicaciones relativas a los punios sigulentes:

Sin establecimianto de opinién en cuanto a la noveded, actividad Inventiva y aplicablidad

Declaracidn razonada segin el articulc 35(2) en cuanto a la novedad, la actividad Inventiva
y la posibilidad da aplicacion industrial; citas y sxplicacionss que apoyan esta daclaracién

Clerios defectos en la soliciiud Intemacional
Clertas observaciones acerca de la soficitud Intemacional

Fecha de presentacidn de Ia peticidn de sxaman preliminar
inlarnacional

Fecha de terminaciin dal presanie informe

Tal. (+40-50) 2399-0, Toc 623656 epmu d
— — Fe (+40-80) 23004465

03/11/2003 140172004
Nombre y direceion postal de la edminisiracién sncargada del Funalonario sulorizedo
axamen preliminar intamacional
Oficina Europea de Plentes JACOBSJJE
D-80208 Munich

Tel. (+48-88) 2380 2828

Formulario PCTAPEA/M09 P20477 (hoja de cublerta) (Octubre 2002)
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'INFORME DEL EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud intemnacional n® PCT/FR 03/01117

L Base del Informe

El presente Informe de examen preliminar Intemacional se basa en la solicitud tal y como
se presentd iniciaimente.

V. Declaracién razonada segin el articulo 86.2.a (ll) en cuanto a la novedad, actividad
inventiva o aplicabliidad Industrial

A la luz de los documentos citados en el informe de blsqueda internacional, se ha conside-
rado que la invencién tal y como se define en las reivindicaciones responde a los criterios
enunciados en el articulo 33.1 PCT, es decir, e8 nueva, implica actividad inventiva y es
susceptible de aplicacién industrial.

Formulario PCTA00PF1 (OEB-03-2002) P20754
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. PCT/FR03/01117
TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS

Expéditeur : le BUREAU INTERNATIONAL

PCT Destinataire:
" NOTIFICATION RELATIVE LE PENNEC, Magall D

A LA PRESENTATION OU A LA TRANSMISSION Aventls Pharma S.A. MECTION BREVETS

DU DOCUMENT DE PRIORITE Directlon Bravets

. 20, avenue Raymond fron = 2 SEP 2003
(Instruction administrative 411 du PCT) F-92165 Antony Ced
FRANCE PATENT ENT
Date d'expédition (Jour/mols/année) DEPAHTMENT
26 so(t 2003 (26.08.03)
Référence du dossier du déposant ou du mandataire
NOTIFHCATION IMPORTANTE

FRAV2002/007

Demands intsrnationals no

Date du dépdt Intermnational (jour’'mols/année)

PCT/FRO3/01117 avril 2003 (09.04.03)
Dats de publiontion Intemationale (ourimols/annés) Date de priorité Jourimols/année)
Pas encore publiée 11 avril 2002 (11.04.02)
Déposant
[ AVENTIS PHARMA S.A.

rdgle 17.1.a) ou b).

qul a &4 envoyée préokdemment.

ralsonnable en ["espdoe.

1. Ladate de réception (sauf lorsque les lottres "NR" figurent dans la colonne de droits) par le Bureau International du ou des
doouments da priorith correspondant A la ou aux demandes Snumérbes ol-apris ast notifiés au déposant. Sauf Indlaation
contraire gconsistant en un astérisque figurant i odtd d'une date de réception, ou les isttres "NR", dans la colonne de droite,
la document de priorité sn question a §té présents ou tranamhs au Bureau intsmational d'una manidre conforms i la

2 Ceoformulaire met 3 Jour et rempiace touts notification relative A le présentation ou i Ia transmisslon du document de priorité

3.  Un estirisque(®) figurant i obté d'une date de réoeption dans la colonne de drolts signale un dooument de prioritd présenté
ou transmis ai Bursau International mals de manidre non conforma A la rigle 17.1.a) ou b). Dans oa cas, Psttsntion du
déposant st sppeifie sur la régle 17.1.0) qul stipuls qu'aucun offios désigné ne peut décider de ne pas tenir compte de la-
revendioation de priorit avant d'avoir donné au déposant la possibliité de remsttre le dooument de priorith dans un délal

4, Les lettres "NR" figurant dans la colonne de drolte signalent un dooument de priorits ques le Bursau Internstional n'a pas
regu ou que le déposant n'a pas demands i I'offios réospteur de priparer et de transmettre su Bureau International,
conformément i la rdgie 17.1.a) ou b), respectivemant. Dans os cas, 'stiention du déposant ext appelbe sur la rigle 17.1.0)
qui stipule qu'aucun offics désigné ne peut décider de ne pas tenir compte de Ia revendiostion de priorité avant d"svolir donné
au déposant In possibliité de ramettre le doocument de priorité dans un délal ralsonnable en I'esploe.

Data de oriorith Remanda da priarité n® Pava, office réalonal ou Dats de récention du
pffios rosnteur aaion ls PCT doocument de oriorité
11 avrl 2002 (11.04.02) 02/04499 FR 07 Jull 2003 {07.07.03)

no de thlécopleur: (41-22) 338.71.40

Buresu international de FOMP! Fonotionneirs autoriss:
T e Colomvones Alexandre BOUVIER (Fax 338-8995
1211 Gendve 20, Sulsse

no da téléphone: {41-22) 338 8786

Formulaire PCTAB/304 (Julliet 1008)

006821307

F WpIE”
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recibido el 02/06/02
p——
lN)l PATENTE DE INVENCION
N 11238°02
E——vTe ERTIFICADO DE UTILIDAD
r_.‘:; Cidigo da la Propladad Intelectual - Libro VI
]
DEPARTAMENTO DE PATENTES DESIGNACION DE INVENTOR(ES) PaginaN® 1/2
{Rellenar en ol caso de que los soliciianiss y los inventores
%::'ﬂ r“" no ssan las miamas parsonas) y
Teilion: 33{1) 83 04 82 04 Tebooopia: 01 4203 90 Esis bryoeo ae ha e cumpimentar laghismerts con tins nagre DB 113 W/ 200809
Sus refersnciss para este expedients | FRAV2002/0007
(optativo)
N* DE REGISTRO NACIONAL 02044908
TITULO DE LA INVENCION (200 caracieres 0 sspacios miximo)
PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE COMBRETASTATINAS
. EL{LO8) SOLICITANTE(S):
‘Enms PHARMA S A
. 20, Avenus Raymon Aron
92180 ANTONY *
DESIGNA(N) COMO INVENTOR(ES): (3] hay més de fres inventorss, utiiizar varics formularios, indicando arriba a la derecha
ol n* de |a pdgina seguido del nimero totsl de pAginas) r
Il Apeiido MUTTI
Nombre ’ Stéphane
Cale 122 avenue du Manéchal Joffre
Direccidn
Cédigo postal y cludad | 84170 LE PERREUX SUR MARNE
_S_odadad a la que perienece {apfativo}
H Apeiido LAVIGNE
Nombre , Michel i
Calle 4 gliée des Acacias
. Direccién
.. Cadigo postal y cudad | 1380 CHILLY MAZARIN
Socladad a la que pertenace {(opiativo)
!Apdldo MALEJONOCK
Nombre Irina
Calle 23 rue Basfrol
Direccién
Caédigo postal y cludad | 75011 PARIS
Socledad a Ia qus pertenece (optativo) )
FECHA Y FIRMA(8) AVENTIS PHARMA S.A. ~
DEL (DE LOB8) SOLICITANTE(S)
O DEL MANDATARIO Apoderado
{Nombre y cargo del firmante)
Antony, 11 Abr2002 LE PENNEC Magall

Ve .
. La Leyn® 78-17 de 6 Enarc 1878 relativa a Ia Informética, a los ficheros y a las ibertades so apiica a las respucsias hechas sn este
. ~ formularip. Elia garantira un derecho de acceso y de rectificacidn pam los datos que les concleaman depositados en al INPI.



recibido el 02/05/002
lN)l PATENTE DE INVENCION
W 1123602
e CERTIFICADO DE UTILIDAD
i Cédigo de la Propledad Intelactual - Libm VI
DEPARTAMENTO DE PATENTES DESIGNACION DE INVENTOR(ES) PaginaN® 2/2
Rellanar an el caso de que los solicitanies y los inventorea

2 s L EE L
Tobono: 33.{1) 53 04 53 04 Telecople: 01 4260 8 0 Este inpreso s ha de urplimentsr legibiements con tis nagre DB 113 W/ 200899
Sus reforencias para sste expedionts | FRAV2002/0007

{optativo)

N° DE REGISTRO NACIONAL 0204490

TITULO DE LA INVENCION (200 caracteres 0 sspacioa miximo)
PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE COMBRETASTATINAS

EL{LOS) SBOLICITANTE(S):

S PHARMA S.A.
20, Avenuc Raymon Aron
92160 ANTONY

DESIGNA{N) COMO INVENTOR(ES): (8 hay mds de tres Inventores, utilizar varios formularios, Indicando arriba e la derecha
ol n* de la pigins segukio del nimero total de pdginas)

I Apelico CASIMIR
Nombre Jean-Paul
Cafle 8 avenue de Parls
Oreccldn Cédigo postal y cludad | 95600 | EAUBONNE
Wlhmmm:hﬂm)
Apcldo
Nombre
Calle
Direccién
Cédigo postal y cludad |
!un-uqmmm(aphm)
!Apdldo
Nombre
Calle
Direccion Cédigo postal y cluded |
Socledad a la que perienece {optativo)

:Ef_utsg W’ ) AVENTIS PHARMA S.A.
© DEL MANDATARIO Apoderado

{(Nombre y cargo del firmants)

Antonry, 11 Abril 2002 LE PENNEC Magal

La Loy n® 78-17 de 8 Enaro 1678 rolativa a la Informética, » los ficheros ¥ a las Iberiades se apiica a las respuestas hechas on aste
formulasio. Ella garanfiza un derecho de acceso y de rectificacién para los datos que les conclemnen depositados en el INPI,
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REPUOBLIGCA FRANGE®SA

PATENTE DE INVENCION

CERTIFICADO DE UTILIDAD - CERTIFICADO DE ADICION

COPIA OFICIAL

El Director general del Instituto nacional de la propiedad
industrial certifica que el documento anejo es la copia
certificada conforme de una solicitud de titulo de propiedad

Industrial solicitada en el Instituto.

Hecho en Pards .8l 17 AGOSTO 2004

Por sl Direcior genaral dal instihrin
nacional de i pmpleded Indusirial
El Jule del Depertsmenio de peienies

J DoEECAID -
NETIUTO 2 hip, na da Buint Pelnrbeary

—_— . ) NAGOUAL D8 ;m::::nu

LAPROPERAD o 30 1 0304 4523
MERNTRAL  gumaypli

..
ENTARLECRENTO PUBLICO MACIONAL  GREADO POR LA LEY NP B1-444 DEL 10 ARRL 1581
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¢ 1er depdsito
IN)I PATENTE DE INVENCION m
A CERTIFICADODE UTILIDAD "
Ciligs de |n Prapipdet kiniesieal - Liwo V1

I.IH_III

moT—_ PETICION DE CONCESION 172
%:‘rgzrﬂn importante es obigatorio rellenar ls 2° pagina
Teldfono: 0153 04 5304 Telocople: 01 42 94 86 54 Esie impreso s ha s cumplimaniar isglioments con Siria negne DB 840 W/ 100800
FECHA DE ENTREGA DE LOS DOCUMENTOS

11 ABRIL 2002
wew 75 INPI PARIS

ronceresamacon 11 ABRIL 2002
OTORGADA POR EL NP\
Sus referencias pam oais expedients:

(optativo) FRAV2002/0007

I NOMBRE Y DIRECCION DEL SOLICITANTE O DEL MANDATARIO
A QUEEN DEBE DIRSGIRSE LA CORRESPONDENCIA

AVENTIS PHARMA S.A.
Direction Brevets — k2/144
20 Avenue Raymond Aron
92165 ANTONY CEDEX

Confirmacién de una presentacion por fax ] N* otorgado por el INPI al fax

B 1PO DE SOLICTTUD Marcar una de las 4 casillas sigulentes
Solicitud de patente ®
.’ Sollciiud de certificado de ulfidad | []
Solicitud divisional 0
Solicitud de patente inicial| N° Fecha L__/_J |
o solicitud da certificado de utiidad Iniclal | N° Fechal. /[ / |
Transformacién de una soficitud de | []
ﬂle:n.llepuSoIthddem N° Focha L J -/ r
[l TITULO DE LA INVENCION (200 caracterss o espacios mddmo)
PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE COMBRETASTATINAS
[l DECLARACION DE PRIORIDAD ::‘l;‘ u t:ru-n’hdﬁ? . -
O PETICION DEL BENEFICIO DE .
LA FECHA DE PRESENTACION DE | £33 U crganizacion | -
UNA SOLICITUD ANTERIOR Pal
als u orunnhnddn
FRANCESA Fecha | / ) N
() ammmmhmymnwdmw
Il SOLICITANTE O Si nay otros soliciaries, marcer in casiia y utizar of inpreso “Continuacién™
Apellidos o denominacién soclal AVENTIS PHARMA SA.
Nombre
Forma de socledad Socledad Andnima
N® SIREN 3.0.4.4.6.3.2.8.4
CODIGO APE-NAF -]
20 avenue Raymond Aron
Direccisn | C1e
Cadigo postsl y cdudad {82180 [ANTONY
Pals FRANCIA
Naclonalldad Francesa
N° de teléfona (optativo) 01557171 M
N° de fax (optativo) 014702 50 14
Correo slecininico (optativo) m
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' 1er depébaito
ot
IN) PATENTE DE INVENCION
i1v 1 CERTIFICADO DE UTILIDAD
et PETICION DE CONCESION 2722
FECHA DE ENTREGA DE LOS DOCUMENTOS

11 ABRIL 2008
war 75 INPI PARIS

N* DE REGISTRO NACIONAL oR044900
OTORGADD POR EL NP\

DB 5 W /190900

Sus referencias pam este expedients: FRAV2002/0007
(optativo)
Bl MANDATARIO (s/ ha lugar)
Apellido LE PENNEC
Nombre Magall
Agencia o Socleded AVENTIS PHARMA S.A.
N® de podar parmanante y/o PG 8850
de vincude contractual
DI Calle 20 Avenue Raymond Aran
reccion Cédigo postal y cludad | 96165 | ANTONY CEDEX
N°* de teléfono (optativo) 0155717157
N° de fax (optativo) 015571 7201

I} __INVENTOR (ES)
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PROCEDIMIENTOS DE PREPARACION D

La presente invencién se refiere al nuevo procedimiento de preparacién de
combretastatinas y sus derivados.

Se entiende por combretastatinas o tamblén derivados del estibeno los
sigulentes derivados de férmula general.

ooy O3n o

CH,0 OCH,  OCH,

en la que A representa un grupo hidroxiio 0 un grupo amino asl como sus sales
farmacéuticamente aceptables.

Entre las sales se pueden citar el clorhidrato, el aceiato, el fosfato, el
metanosulfonato. Cuando el compuesto 6 A es un grupo amino también puede estar
acoplado a é4cidos aminados para conducir a amidas, asl como a sus sales
farmacéuticamente aceptables.

La sintesis de los derivados del estibenc o de las combretastatinas que pueden
estar en forma de una sal farmacéuticamente aceptable asl como las composiciones
farmacéuticas que las contienen estéin descritas en las patentes US 4.986.237; US
5.525.632;, US &6.731.353 y US 65.674.008. Estas patentes describen Ilas
combretastatinas asl como sus metabolitos y describen su actividad oncolégica in -
vifro.

Segln estas patentes las combretastatinas se preparan a partir de sales de
(3,4,5-rimetoxi-bencll)-trifenilfosfonlo que se condensa sobre un 3-nitro- 3-hidrox-
(cuyo grupo hidroxilo esté protegido) 4-metoxi-benzaldehido en presencla de hidruro
de sodio o derivados litiados y luego el derivado obtenido, cuando eetd nitrado se
reduce en presencia de zinc. El isbmero de configuracién cls se prepara a
continuacién por accién de la luz o por separacion cromatognréfica de la mezcla.

La presente invencién se refiere a nuevos procedimientos de preparacién de
combretastatinas o sus derivados asl como a mejoras en los procedimientos
axistentes.

En primer lugar se ha descublerto un primer procedimiento via V0 1 de
preparacién de derivados de formula (I) para los que A representa un grupo amino,
que s una mejora del procedimiento descrito en las patentes citadas anteriorments
que consiste, después de la condensacién de Wittig en presencia de bromuro o de
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cloruro de (3,4,5-trimetoxi-bencll)-trifenilfosfonio y del 3-nitro-4-metoxi-benzaldehido,
en realizar la reduccién en presencia de hiemo, en lugar del zinc utiiizado con
anterioridad, lo que permite alcanzar un rendimiento global de la reaccién, en relacién
con el aldehido empleado, de 60% (el rendimiento con relacién al aldehido empleado
en la patente US 5.525.632 estd comprendido entre 21% y 33%).

El primer procedimiento Via VO 2 consiste en condensar el 3,4,5-trimetoxi-
benzaldehido con bromuro o cloruro de {(4-metoxi-3-hitro-bencil)-trifenilfosfonio. Para el
conjunto de estos dos primeros procedimientos vias VO 1 y VO 2, se opera en
presencla de una base elegida principaimente entre el terbutilato de potaslo, el terc-
amilato de sodio, el hidruro de sodio, el butiHitio, el LDA (litio di4sopropilamina), el
metilato de sodio, el carbonato de potasio o los derivados alcalinos de los
hexametildislianos.

Esta reaccion se realiza en diferentes disolventee como éteres (THF),
disolventes apréticos polares (acetonitriio, NMP, DMF, DMSO...), alcoholes,
disolventes arométicos o agua, a una temperatura que se adaptaré por el profesional a
la base utilizada y al disolvente utliizado.

Esta reaccién en lo que respecta al primer procedimiento via VO 2 se describe
principaimente en la publicacién de K.G. Piney apareckio en Bloorg. Med. Chem. 8
(2.000) 2.417-2.425.

El 2-metoxi-5-[2-(3,4,5-trimetoxd-fenil)-vinll}-nitrofenll se reduce segin el
procedimiento mejorado de la invencidn por accién del hierro. Es ventajoso utiiizar una
cantidad de hierro en exceso sl se quiere una transformacién completa del producto de
partida. Este es ventajosamente superior a 2 equivalentss por un mol del
derivado nitrado de partida.

Se ha demostrado, que la misma etapa realizada en prasencia de zinc en acido
acético, disolvente cldsico de las reducciones con zinc, no permite obtener una
reaccién completa (en la patente US 5.525.832, el rendimiento de reduccién realizado
sobre el Isdbmero Z puro varia entre 48 y 66%) y, por otra parte, las cantidades de zinc
utiizadas son enormes y conducen en consecuencia a residuos Indusiriales
considerables, ademés el procedimiento genera una cantidad de compuesto “azo"
importante resultante del acoplamiento entre la amina formada y el compuesto
intearmedio nitroso de reduccion.

La reduccién con hidrégeno reciente, generado por el formiato de amonio —en
presencia de catallzadores désicos como el paladio o el platino, ocaslona una fuerte
isomerizacién indeseable del doble enlace en el isémero E, asl como una saturacién
parcial del dobla enlace.

RG
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La publicacion de Piney previamente citada describe la reduccién con
hidrosulfito de sodio de un isémero Z nitro puro, obtenido después de cromatografla y
recristalizacién, que conduce a un lsémero Z amino con un rendimiento de sdlo 37%.

Las hidrogenaciones con hidrégeno molecular, catalizadas por platino o paladio
pocas veces son completas y conducen sobre todo a la saturacién del doble enlace
etilénico.

Se ha encontrado iguaiments un segundo procedimiento que evita la etapa
de reduccién intermedia necesaria cuando se parte de un derivado nitrado. En efecto,
es mucho més econdmico condensar, segin un primer método de realizacién de este
segundo procedimiento, un bromuro o un cloruro de (3.4,5-trimetoxi-bencil)-
trifeniifoefonio con un 3-amino-4-metoxi-benzaldehido ¢ Incluso, segln un segundo
meétodo de realizacion de este segundo procedimiento el 3,4,5-trimetoxibenzaldehido
con una sal del (3-amino-4-metoxi-bencil)}-trifeniifosfonio.

Este segundo procedimiento segin sus dos variantes necesita una etapa
menos que involucra productos CMR (Cancerigeno, Mutdgeno, téxico para Ia
Reproduccién), comparado con los primeros procedimientos vias VO 1 y VO 2, lo que
en el ambito Industrial es un ventaja considerable desde el punto de vista de seguridad
y coste de produccién,

Segun el segundo procedimiento via V 03 de realizacién de la invencién, se
pone la sal del (3,4,5-frimetoxi-bencil)-trifeniifosfonic en presencia del 3-amino-4-
metoxibenzaldehido, la reaccion se realiza, preferentements, en presencia de una
base elegida principaimente entre el terbutilato de potasio, el terc- amilato de sodio, el
hidruro de sodio, el butil-litio, el LDA, el metilato de sodlo, el carbonato de potasio o los
derivados alcalinos de los hexametiidisilanos. Se prefiere utlllzar el metilato de sodio.

Esta reaccién se lleva a cabo en diferentes disolventes como los éteres (THF),
disolventes apréticos polares (acetonitrio, NMP, DMF, DMSO...), alcoholes,
disolventes aromaticos o agua, a una temperatura que se adaptar por el profesional a
la base utillzada y al disolvente utillzado.

La temperatura de reaccién se adaptard por el profesional a la base utilizada,
durante la utillzacién del metilato, y esté comprendida preferentomente entre 0 y 10°C.
Después de la reaccién, la base utliizada se neutraliza con un 4cido en disolucién
acuosa, se lava la fase organica, se concentra y el producto deseado se obtiene
después de cromatografia del concentrado bruto.

Segln el segundo procedimiento via VO 4 de realizacién de la invenclén, en
el que se pone la sal del (3-amino-4-metoxibencll)-trifenilfosfonio en presencia del
3,4,5-frimetoxi-benzaidehido, la reaccién se realiza, preferentements, en presencia de

g8 r—
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una base orgédnica elegida principaiments entre el terc- butllato de potaslo, el terc-
amillato de sodio, el hidruro de sodio, el butiHitio, el LDA, el metllato de sodlo, el
carbonato de potaslo o los derivados alcalinos de los hexametildisiianos. Se prefiere
utilizar el metilato de sodio.

Esta reacclon se lieva a cabo en diferentes disolventes como éteres (THF),
disolventes apriticos polares (acetonitriio, NMP, DMF, DMSO...), alcoholes,
disolventes arométicos o agua, a una temperatura que ae adaptard por el profesional a
la base utilizada o al disolvente utillzado.

La temperatura de reaccién se adaptard por el profesional a la base utllizada,
durante la utilizacién del metilato, y estd comprendida preferentemente entre 0 y 10°C.
Después de la reaccion, la base ulilizada se neutraliza con un acido en disolucién
acuosa, se lava la fase orgénica y se concentra y, el producto deseado se obtiene
después de cromatografla del concentrado bruto.

El derivado obtenido segin el segundo procedimiento via VO 3, VO 4 4 durante
la segunda etapa del primer procedimiento via VO 1 6 VO 2 presenta la siguienie
férmula:

| o
o0
\O — NH,
formula (lla)
Es ventajoso, cuando se busca acoplar la serina con el compuesto de férmula

(lla) Introdudir la L-serina doblements protegida en el nitrégeno de la serina y en la
funcién hidroxilo de formula general (lib)

/ﬁ\/\ (lib)

HO Y

PG '<

dénde PG representa un grupo protector de la funcién amina conocido por cualquier
profesional para dar el nuevo compuesto intermedio con la siguients férmula general:

8%



10

16

30

35

81

1er depdsito

-5-
-~

~o O _ O Hjﬁ\;’\_% ()

que a continuacién se separa preferantemente de forma simultdnea con la apertura del
ciclo por hidrdlisis dcida segin una reaccién de desproteccién conocida por cualquier
profesional. Preferentemente el grupo PG de las formulas (lib) 6 (lll) representa un
grupo protector elegido entre los sigulentes grupos: terc- butoxicarbonilo,
bencliodcarbonlio (CBZ) o 8-fluoreniimetiloxicarbonilo (FMOC).

El compuesto de férmula (lIl) anterior @8 nusvo y se relvindica como tal.

La condensacién se realiza ventajosaments en presencia de EDCI (cloruro de
1-otii 3-(3-dimetilaminopropli)carbodiimida) © en presencla de DCC
(diciclohexilcarbodiimida) y de HOBT (hidroxibenzotriazol) o incluso en presencia de
DCC (diciclohexdicarbodlimida) y de HOSU (N-Hidroxdd succinimida) o por Gitimo en
presencia de TOTU (O-[(Etoxicarbonil) clanometilenaminc}-N,N,N’",N -tetrametiluronio
tetrafiuoroboratc © de HBTU (O-Benzoiriazol-1-1-N,N,N°,N"-tetrametiluronio
hexafluoro-fosfato) o de N-N carbonliddmidazol. La reaccién se reallza
preferentemente en un disolvente inerte frente a la reacclén que se elige
princlpaimente entre disolventss apriticos polares tales como el acetonitrilo, la
dimetilformamida, el tetrahidrofurano o los disolventes allféticos clorados tales como el
diclorometano o por Gitimo los ésteres.

El acoplamiento sobre el derivado de férmula (lla) también se puede realizar
por accién de un anhidrido mixto, sintetizado In-situ entre cloroformiato o un cloruro de
dcido carboxlilico por ejempio pivalolio y L-serina doblemente protegida de férmula (iib)
en presencia de una base terclaria del tipo NMM (N-metil morfolina) en diferentes
disolventes inertes frente a la reaccidn, ésteres, éteres, disolventes clorados,
acetonitrilo, etc...el anhidrido mbdo se prepara preferentementes a una temperatura
comprendida entre 0 y 10°C y luego la reaccién se realiza a temperatura amblents.
Después de reaccién se hidroliza el medio de reaccién con una disolucién acuosa y
luego se decanta el medio y la fase orgdnica obtenida se lava con una base
hidroxdiada.

La doble desproteccién del compuesto de férmula (lll) se reallza por accién de
un #dcido orgédnico o Inorgénico, prefiriendo utiiizar el écido clorhidrico concentrado
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acuoso en medio alcohtlico. La temperatura de reaccién estd comprendida entre
segln un mejor medio de realizacién de la invencién entre 50 y 70°C.

La Invencién se describird de forma mds completa por medio de los siguientes
ejemplos que no deben ser considerados como limitativos de la invencién.

La composicion de las mezclas, el seguimiento y la evolucién de las reacciones
asl como el rendimiento de los productos/intermedios no alslados y sus titulaciones se
determinan por andlisis HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolucién).

E]lemplo 1 — Primer procedimiento via VO 2 sag(n la Invenclén
Clorhidrato del (Z)-N-{2-metoxi-5-{2-(3,4,5-(trimetoxd-fenil) vinlljfenil}-L.-serinamida
Esquema general de la sintesie
El nuevo procedimiento, llamado "Wittig inverso® a partir de bromuro de (4-metoxi-
3-nitrobencil)-rifeniifosfonio y de 3,4,5-trimetoxi-benzaidehido permite obtener la
mezcia de isémeros Z y E de 2-metoxi-5{2-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-vinil}-nitro-fenll con
una relacién Z/E de 75/25.

Rescoidn Witilp — -
[ ]
OMe
+ ‘?;‘- MeOMNa / toivenc -\%-
l § et *
MaD
] 0, NO,
Sal da fonfenis -~ oM . J
3A45-Yrmetexi-hanzaliabldo —
K.G. Pinoy atal o —
Comereial Bloarg. Mad. Cham. T
8 (2000) 2417-2428
1) Redeeciin 1‘"‘
Fa/HCI - - oue '—<f;k
a .=' OH-HCI = . =
——
» ", EDC} / Dicleramstans
Desgrotscoiin
ueo . MeOH / HCL
Olin —
Crismtimeliny HO! : oH
) X AcOIPr HhHe

Esta relacion es suficieniements elevada en isdmero nitro Z para poder
emplear directamente la mezcla Z/E en reduccidén y obtener por cristalizacién del
clorhidrato, el isémero amino Z con una titulacién HPLC de 87% NI (normalizacién
Interna).
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La preparacién del bromuro de (4-metoxi-3-nitro-bencll}-trifenilfosfonio (4) se
efectia segin el siguiente ejemplo:

R

(1) @

Alcohol —3-nitro-4-metoxi-bencllico (2):

En un matraz de tres bocas de 2 litros provisto de agitacién mecdnica, de un
termAmetro, un tubo en Y, un embudo de adicién para adlido y un refrigerante sobre el
que se ha montado un Indicador de fugas por burbujeo, e echan 80,5 g de 3-nitro-4-
metoxi-benzaldehido (1), seguidos de 450 ml de THF y de 80 mi de etanol. Se enfriala
disolucién amarilio pélida obtenida a 10°C, luego se echan 10 g de borohidruro de
sodlo en 40 minutoa a 10/15°C (la reaccién es muy exotérmica y la temperatura deber
mantenerse con un bafio de hielo de acetona), al final de la adicién la disolucién parda
gira hacia el azul marino. La disolucién se agita durante 30 minutos a 10°C, el final de
la reaccion se controla por cromatografia en capa fina y se agita todavia 1 hora a 10°C
y luego se dela la temperatura volver a la temperatura amblents.

E! embudo de adicién se reemplaza por un embudo de adicién lecbérica de 500
mi por &l que fluyen gota a gota 300 mil de agua destilada en 30 minutos manteniendo
ol medio a 20°C. Se observa un desprendimiento gaseoso al principio de adicién.

El medio se concentra a 2/3 en el evaporador rotativo (50°C/20 mm Hg), y
cristaltza un producto blanco en el concentrado acuoso en forma de bloques.

La fase acuosa enfriada se extrae con 250 ml y luego 150 mi de diclorometano,
gse lavan las fases orgédnicas reunidas con 250 ml de agua destilada, y luego se secan
sobre sulfato de magneslo.

Después de filtracion la disoluclén clorometliénica se emplea tal como esta en
la reaccién de bromacién sigulente.

El rendimlento de esta etapa se considera del 100%.

NB: sl alcohol {2) es comercial pero poco disponible.

3-nitro-4-metoxi-bromobenclio (3):

En un matraz de tres bocas de 1 litro provisto de agitacién mecdnica, de un
termémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién y un refrigerante al que se monia un
indicador de fugas por burbujeo, se echa la disolucién clorometilénica de alcohol 3-
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nitro-4-metoxi-bencllico (2), y se afiaden 100 mi de diclorometano. La disolucién
agitada se enfria a 5°C y luego ee vierten gota a gota manteniendo la temperatura a
5°C, 135,4 g de tribromuro de fésforo.

La disolucién se agita 1 hora 30 minutos a 5°C, controlando el final de la
reacclén por cromatografia en capa fina y luego se vierten gota a gota manteniendo la
temperatura a 15°C, 250 mi de disolucién saturada de hidrogenocarbonato de sodio;
se produce un fuerte escape de gas con un ligero retraso durante la adicién.

El medio decantado en embudo se lava sucesivamente con 250 mi de agua
destilada y 200 ml de disolucién saturada de hidrogenocarbonato de sodio. La fase
orgénica se seca sobre sulfato de magnesio, se filira y se concentra por evaporador
rotativo (50°C/20 mm Hg).

Se obtienen 118 g de sélido en forma de agujas afieltradas amarilio-verde con
un rendimiento quimico en 2 etapas de 97%.

NB: este producto (3) también se puede preparar segin el esquema sigulents
descrito en ia publicacién K. G. Piney el al. Bioorg. Med. Chem. 8 (2000) 2417-2425

- -
NO
NO, NBS 2
]
CCl,
Br

Bromuro de (3-nitro-4-metoxd-bencil)-trifenilfosfonlo (4):

En un matraz de tres bocas de 2 Iitros, provisto de agitacién mecanica, de un
termémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién para sélido y un refrigerante sobre el
que se monta un indicador de fugas por burbujeo, se echan 119 g de 3-nitro-4-metox-
bromobencilo (3) sobre un ple agitado de 1.000 mi de tolueno, el medio entiblado a
25°C se disuelve. Se afiaden entonces 126,5 g de trifeniifosfina, se calienta la
disolucién obtenida progresivamente hasta 80°C, se forma un precipitado a partir de
30°C. El medio se mantiene 4 horas a 80/85°C y luego se enfria a 30°C, se filtra sobre
un vidrio sinterizado, se lava sobre filtro con 2 fracciones de 300 mi de tolueno, se filtra
por succlon y seca en la estufa (35°C/ 20 mmHg/20 horas).

Se obtienen 217 g de bromuro de (4-metoxi-3-nitro-bencl)-trifenilfosfonio con
un rendimiento quimico de 88%.

Sintesls descrita en la publicacién: (disolvents utillzado: diclorometano)

K.G. Piney et al. Bloorg. Med. Chem. 8 (2000) 2.417-2.425




10

15

7>

1er depdsito
9

Espectro n®=4865- V

Espectro de R.M.N. 'H (300 MHz, (CD,):SO d8, 5 en ppm): 3,90 (s: 3H); 5.26
(d, J = 16 Hz: 2H); 7,33 (mt: 2H); 7,41 (mt: 1H); de 7,85 a 8,05 {mt: 15 H).

Espectro de masa n® 212.217, m= 428

El m/z=262 [PPhy]* pico de base
DCl m/z=445 MNH;'

m/z=428 M

m/z=263 [PPhsH]* pico de base

Espectro IR 426.460 KBr

2.8889; 2.843; 2.776; 1.619; 1.527; 1.438; 1.362; 1.287; 1.270; 1.111; 752; 692y
502 cm™

Mezcla Z y E de 2-metox-5-[2-(3,4,5-trimetoxi-fentl)-vinil]-nitro-fenilo (6) y (7):

P A
+ +
PPh,Br o,
“) ® (0 ~
m

En un matraz de tres bocas de 2 litros, provisto de agitacién mecénica, de un
tarmémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién y un refrigerante sobre el que se
monta un indicador de fugas por burbujeo, s® echan a 20°C y en atméefera de
nitrégeno, 54,7 g de 3,4,5-trimetoxibenzaldehido (5), 148,6 g de bromuro de (4-metoxd-
3-nitro-bencil)-trifeniifosfonio (4) y 1.300 mi de tolueno.

La suspension agitada se enfria a 5°C por medio de un bafio de hielo, y luego
se vierte a 5°C en 40 minutos, 63,2 g de una disolucién de metilato de sodio al 25%
p/p en metanol.

Poco a poco con la adiclén la suspension pasa del blanco débil al amarillo y
luego al pardo.

So agita durants 1 hora a 5°C, se controla el fin de la reaccién por HPLC
(consumo total del aldehido), entonces se afladen 3 g (0,05 moles) de écido acético.

La suspension se calienta a 40°C y se mantiene 30 minutos a 40°C, a esia
temperatura, stlo las sales psrmanecen Insolubles, se fitra a 40°C sobre vidrio
sinterizado N°3 y se lavan las sales sobre filtro con 3 fracciones de 100 ml de tolueno.
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El filtrado se recarga en un matraz con 250 ml de agua destilada, se agita la
mezcla bifasica 20 minutos a 40°C y luego se decanta en embudo. La fase toluénica
se lava todavia con 2 fracciones de 250 mi de agua destllada y luego se concentra en
seco en el evaporador rotativo.

El depdelto se recoge con 600 ml de isopropanol y 12 mi de tolueno a 40°C, el
producto deseado comienza a cristalizar, se deja que la temperatura vuelva a la
temperatura ambients con agitacién lenta hasta el dla siguients.

La suspensién agitada ee enfria y se mantiene 1 hora a 5°C y luego se filra
sobre un vidrio sinterizado, se lava la torta con 2 fracciones de 125 ml de Isopropanol,
se filtra por succibn y se seca en la estufa a vacio (35°C/ 30 mmHg/ 18 horas).

Se obtienen 81,7 g de una mezcla de isbmeros Z ¥ E (8) y (7) con una relacién
Z/E de 75/25 (HPLC NI) y un rendimiento de 85%.

Sintesis descrila en la publicacién: (disolvente utliizado: diclorometano: base
utilizada: NaH)

K G. Piney et al. Bioorg. Med. Chem. 8 (2000) 2417-2425

NB: Numerosas condiciones operatorias han sido experimentadas tales como:

Disolventes: THF, acetonitriio, metanol y otros alcoholes, diclorometano, NMP,
DMF, DMSO, efc...

Bases : t-butilato de potaslo, t-amilato de sodio, sosa, NaH, Bul/LDA,
carbonato de potasio, etc...

Temperaturas : de — 10°C al reflujo de algunos disolventes

Clorhidrato del Z-2-metoxi-5{2-(3,4,5-trimetoxdfenil)-vinil-fenllamina (8):

el

En un matraz de tres bocas de 2 litros provisto de agitacion mecénica, de un
termémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién para sélido y un refrigerante sobre el
que se monta un indicador de fugas por burbujeo y de un bafio de calefaccién, se
echan, a 20°C y en atmdsfera de niirbgeno, 80 g de mezcia Z y E 75/25 de 2-metoxi-5-
[2-(3.4,5-trimetoxl-fenil)-vinil]-nitro-fenlio {(6) y (7), 640 mi de etanol absoluto y 160 mi
de agua destilada.
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Se agita rdpidamente y ee calienta en bafio de aceite, se afladen a 50°C a la
suspensién 7,8 mi de dcido clorhidrico 6N y luego se sube la temperatura del medio a
77+2°C, ol medio es casl soluble.

Se afladen en 5 minutos por fracciones, 52 g de hierro en polvo. Desde la
primera adicién el medio se disueive y luego se forma un depdsitc negruzco en las
paredes del matraz.

Se mantiene 2 horas a 7712°C, se controla por HPLC la desaparicion de los
nitros (6) y (7) de partida.

Se deja enfriar a 40°C y se filtra el medio sobre vidrio sinterizado provisto de
clarcel, la torta se aclara con 2 fracciones de 160 ml de mezcla etanol/agua 80/20.

El filtrado, aguas madres y aguas de lavado, se concentran en el evaporador
rotativo, y desde que el azedtropo se rompe comienza a precipitar un acelte en la fase
acuosa residual.

Se exirae esta fase acuosa en embudo con 2 fracciones de 300 mi de
diclorometano y luego se lava la fase orgdnica con 2 fracciones de 300 mi de
disolucién acuosa semi-saturada de cloruro de sodlo y con 300 mi de agua destilada.

La fase orgénica se concentra en seco en el evaporador rotativo, se obtienen
76 g de acelte que presenta una relacion Z/E de 80/20 en HPLC. Este aceite se
disueive en 591 mil de metanol y se transvasa a un matraz de 1 Iitro con agitacion, se
afiaden entonces 100 ml de metanol clorhidrico 2, 32N, se slembra y se deja precipitar
durante la noche con agltacion.

La cantidad de metanol + metanol clorhidrico es tal que la concentracién final
en lsémero Z (determinada por HPLC) es igual a 8,8 % p/v.

Al dla siguiente el medio se filtra sobre vidrio sinterizado, la torta secada pesa
8,2 g y sdlo esta compuesta del isémero E (HPLC).

El fittrado (883 g), relacién Z/E = 86/14, (HPLC) se concentra hasta la mitad en
ol evaporador rotativo, se afiaden a los 347 g de concentrado, 400 mi de acetonitrilo y
se vuelve a concentrar hasta obtener un concentrado de 347 g. Se afladen entonces
1.000 ml de acetonliriio y se concentra hasta el comienzo de la cristalizacién, se
trasvasa entonces el concentrado a un matraz de 4 litros con agitacién que contiene
1.500 ml de acetonitrilo a 60°C y el medio precipita abundantemente.

Se mantiene 2,5 horas a 60°C con agltacién, se deja enfriar a 30°C en 1 hora
aproximadamente, la papilla se filtra sobre vidrio sinterizado, el lsémero E (8) es
soluble en el filtrado, la torta se lava con 2 fracciones de 200 ml de acetonitrilo y se
saca on la estufa (35°C/ 30 mmHg/ 18 horas).
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Se obtlenen 45,7 g de Z-2-metox-5-{2-(3,4,5-trimetoxd-fenil)-vinil}-fenllamina (8)
con una fitulaciSn HPLC NI de 97% y un rendimisnio tal que de 56% sea un
rendimiento en lsémero Z obtenido sobre el isémero Z empleado de 72%.

EJEMPLO 2 - Sintesls seg(n el segundo procedimiento via VO 3 seg(n la invenclén.

El Interée de! segundo procedimiento via VO 3 con relacién al primer
procedimiento via VO 2 llamado “Wittig inverso” estd en realtzar la reaccién de Wittig
entre un producto ya reducido, el amino aldehido (1a) y el fosfonio (2a) y por lo tanto
en suprimir una etapa quimica que emplea productos CMR.

Clorhidrato del (Z)-N-[{2-metoxi-5{2-(3,4,5-(trimetoxi-fenil) vinll] fenil}-L-
sarinamida.

Esquema general de la sintesis.

Rasccidn de Wiy [ =
) MaONa / bheno *
—ri
PPY I
Sal da foafonio HN
$-Amino-4-metaxibusmidehido bimmCe | _
Inémero Trans
"t&): S s
o
EDC} 7 Diclorometano D{f'
Daspretecaiin
MeOH / HOL
e———
—]—
Cristaltssciin I
AcOIPr ; LN

3-amino-4-metoxi-benzaldshido (1a):
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NO: Fe /HC NH,
Etanol / Agua -
™ X
o o
(1) (1a)

En un matraz de tres bocas de 2 litros en atmdésfera Inerte de gas argén y
provisto de agitacidn mecanica, de un termémetro, un tubo en Y, un embudo de
adicién para sdlido y un refrigerante sobre el que se monta un indicador de fugas por
burbujeo y de un bafio de calefacclén, se echan 20 g de 3-nitro-4-metoxi-benzaldehlido
(1) y 350 ml de etanol absoluto, se agita, se callenta a 60°C, el medio se disuelve.

Se afiaden gota a gota, a 80°C, 115 ml de agua destilada y luego 14 ml de
écido clorhidrico 2N. Se introducen entonces en pequefias fracclones 24,7 g de hlemo
en poivo.

Se deja que la temperatura de! medio vuelva a la temperatura amblente en 2
horas. La reaccién se completa (cromatografia en capa fina).

El medio se filtra sobre celita y se concentra a vaclo, el depésito se recoge con
diclorometano y la disolucién orgénica se lava con 2 fracciones de agua destilada y
luego se seca sobre sulfato de magnesio, se filira y se concentra en seco a vaclo.

Se obtienen 16 g de (1a) bruto que se cromatografla en columna de sllice
eluyendo con diclorometano.

Se obtienen 2 fracclones que contienen el producto deseado limplo que
después de concentracién liberan 11,5 g de (1a) puro, es decir un rendimiento del
68%.

Espectro n°2810-V de R.M.N. 'H (300 MHz, (CD.).SO d6, & en ppm): 3,88 (s:
3H); 5,11 (mf: 2H); 7,01 (d, J=8 Hz: 1H); 7,14 (d, J =2 Hz 1H), 7,18 (d, J = 8 Hz:
1H); 8,63 (s: 1H).

Espectro de masa n"210.112, m=151
El m/z=151 M pico de base

m/z=138 [M-CHyJ"

m/z=108 [136-COT"

m/z=80 [108-COY’

Espectro IR: 425.135 KBr
3.484; 3.437; 3.387; 3.349; 1.675; 1.655; 1.582; 1.513; 1.203; 1.241; 1.138; 1.023; 803
y 640 cm™
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Z y E -2-metox-5-{2-(3,4,5-trimetoxi-fenll)-vinil}-fenllamina (8°) y (9°):

—0
Qe
Tokusno
o
2 (ta)

NB: El fosfonlo (2a) es una materia prima ya descrita en la patente original
Alinomoto Co., Lid US 5.525.832 y WO 01/12.579 A2.

En un matraz de tres bocas de 250 ml en atmésfera inerts de nitrdgeno y
provisto de agitacién magnética, de un termometro, un tubo en Y, un embudo de
adicién y un refrigerante sobre el que se monta un indicador de fugas por burbujeo, se
echan 8,0 g de fosfonio (28} y luego 2,20 g de amino-benzaldehido (1a) y 100 ml de
tolueno. La suspensién agitada se enfria a 5°C y se vierten en 15 minutos 3,51 mi de
metilato de sodio en disolucion metandlica al 25% p/p. Después de 2,5 horas a 5°C la
reaccién sigue incompleta (TT : 45%) pero no evoluciona méas (HPLC) y la relacién Z/E
es de 81/39. Se vierten entonces 0,2 ml de acido acético diluido en 50 ml de agua; ia
temperatura asclende a 13°C, se agita 30 minutos y luego se decanta en embudo, se
concentra la fase orgénica a vacio en el rotavapor y se obtienen 8 g de acelte amarillo.

En HPLC este aceite contiene el aldehido de partida del 6xido de fosfina y la
mezcla Z/E deseada con una relacién 81/39.

El acelte se cromatografia en columna de sllice (40 partes p/p) eluido con una
mezcla de ciclohexano/acetato de etilo/trietilamina (50/50/2).

2 series de fracclones reunidas se concentran en seco, contenlendo el primer
extracto seco de 360 mg al isdbmero Z al 83% + impurezas no Identificadas, y el
segundo de 2,08 g al aldehido de partida y una mezcla Z/E que representa 30 y 37,5%
en CLPH NI.

£l balance ponderal en isdmero Z (87) determinado por HPLC Nl es de 1,15 g
sobre 2,20 g de aldehido empleado, es decir un rendimiento de 24%.

EJEMPLO 3 - Sintesis segin el segundo procedimiento via VO 3 segun la invencién.

Como para la via VO 2, el interés de la via VO 3 con relacién al primer
procedimiento via VO 2 llamado de “Wittig inverso® estd en reallzar la reaccién de
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Wittlg con un producto ya reducido, el bromuro de (3-amino-4-metoxi-bencil)-
trifeniifosfonio (1b) y el 3,4,5-trimetoxi benzaldehido (5) y por lo tanto en suprimir una

etapa quimica que emplea productos CMR.

Clorhidrato del (Z)-N-[2-metoxi-5-[2-(3,4,5-{trimetaxi-fenil)-vinil]-fenil]-L-
serinamida

Esquema general de |a sintesis

Meacolén de Wiitig
+ _J:El’r“ AsONa / Dno +
——ip
H
Sal de fofonio
3AS-trivest ox I bevezaidiah do — —

o =

Desprosecciin
MeOH / HCL

——

—
Cristallsnalin NG

AcOPr NAKG

Bromuro de (4-metoxi-3-amino-bencll)-trifeniifosfonio (1b)
-~

NO,
Fe /HCI NH,HCI

EtOH-H,0

PPh,,Br PPhyBr

4) (1b)

En un matraz de tres bocas de 1 litro provisto de agitacién mecénica, de un
termdmetro, un tubo en Y, un embudo de adiclén para sélido y un refrigerante sobre el
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que se monta un Indicador de fugas por burbujeo y de un bafic de calefaccién, se
echan 30 g de (4), 240 mi de etanol y 80 ml de agua destilada.

A la suspension agitada, se aftaden 1,78 ml de écido clorhidrico 6N y se
callenta a 70°C.

Se afladen entonces en 15 minutos en pequefias fracclones, 9,8 g de hlerro en
poivo, el medio permanece Insoluble. E| medio se mantiene 2 horas a 75°C, los
compuestos orgénicos pasan lentamente a disolucién mientras se forma un depdeito
parduzco de hierro y de éxido de hlerro.

Después de control HPLC queda todavia 5% de partida, se afladen de nuevo 2
g de hierro y se prosigue el calentamiento durante 1 hora, el TT se compieta.

Se enfria a 40°C, se filtra el medio sobre clarcel, se enjuaga con 100 ml de
etanol al 20% de agua y el filtrado se concentra en seco a vacio en el rotavapor.

E) depésito se recoge con 300 ml de isopropanol y cristaliza en ol medio, se
agita y se callenta a 50°C y el medio vuelve a pasar a disolucién. Se vierten entonces
14 ml de isopropanol clorhidrico 5N, el medio precipita, e mantiene 1 hora a 50°C y
luego se deja volver a |a temperatura ambiente.

La paplila se filtra sobre vidrio sinterizado, Ia torta se lava con 50 ml de
Isopropanol, se fllira por auccién a fondo y se seca en la estufa a vaclo.

Se obtienen 27,3g de (1b) con un rendimiento de 88,8%.

Espectro n°4584-V de RM.N. 'H (300 MHz, (CD;).SO d6, 5 en ppm): 3,78(s:
3H): 5,03 (d ancho, J = 15 H2 : 2H); 8,43 (mf:1H); 8,62 (s ancho:1H); 6,82 (d ancho, J
= 8 Hz: 1H); de 7,60 a 8,00 (mt: 15H).

Espectro de masa n°211.915, m=397
El m/z=397 M

m/z=382 [M-CHyJ'

m/z=262 [PPhy* pico de base
DCI m/z=398 MNH,"

m/z=263 [PPhaH]* pico de base

Especiro IR 426.386 KBr

3.254; 2.474; 1.920; 1.628; 1.520; 1.439; 1.433; 1.279; 1..110; 736, 680; 527 y
511 cm™.

Z y E —2-metox]-5-{2<(3,4,5-trimetoxi-fenli)-vinif]-fenllamina (8°) y (8"
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—0,
+ CHONa / CHOH
Tolueno
o
(th) ®

En un matraz dé tres bocas de 250 ml en atmésfera Inerte de nitrégeno y
provisto de agitacién magnética, de un termémetro, un tubo en Y, un embudo de
adicién y un baflo refrigerante sobre el que se monta un indicador de fugas por
burbujeo y de un baflo de calefaccién, se echan 11,02 g de (1b), 4 g de (3) y 70 mi de
tolueno.

La suspensidn agitada se enfria a 5°C y se vierte en 15 minutos, 4,92 ml de
disolucién de metilato de sodio sn metanol al 25% p/p. Se agita la suspensién 2,5
horas a 5°C y luego se vierten 0,2 ml de écido acético diluido en 50 ml de agua, ia
temperatura sube a 14°C y el medio se vuelve muy eapeso, se diluye con 10 mi de
tolueno y 10 ml de agua, queda un insoluble pardo.

La mezcia se filtra sobre clarcel, |a torta se lava con 3 fracclones de 50 ml de
tolueno (los lavados pricticamente no contienen mas que el aldehido de partida y no
estén unidos al filtrado bifasico), el filtrado limpido (pH 12) se decanta en embudo y la
fase orgénica se concentra en seco a vacio a 40°C, la relacién Z/E determinada por
HPLC NI es de 43/57.

El acelte pardo obtenido (4g) se cromatografia en columna de silice (100 partes
p/p) eluldo con una mezcia de ciclohexano/acetato de etilo/irietilamina (50/50/2).

2 series de fracciones reunidas se concentran en seco, el primer extracto seco
de 1,1 g contiene 14% de isémero E y 58% de Z, el segundo pesa 1,08 g y contiene
86% de isdmero Ey 7% de Z

El balance ponderal en lsdmero Z (8°) determinado por HPLC Nl es de 0,725 g
sobre 4 g de aldehido empleado, es decir un rendimiento de 11,3%.

Z-4{2-metoxi-5{2(3,4,5-trimetox-fenll)-vinil-fenlicarbamoil}-2,2-dimetil-
oxazolidina-3-écido carboxllico terc-butil éster {11):
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En un matazoﬂenmyardo1lltmseed1an449de(8) 16 g de
hidrogenocarbonato de sodio y luego 200 ml de agua destilada y 375 ml de
diclorometano. Se agita 20 minutos a temperatura ambiente, se obtienen dos fases
limpidas.

La fase orgénica se separa por decantaclén, se seca sobre sulfato de sodio y
luego se filtra,

Se obtienen aproximadamente 400 ml de disolucidon de clorometiiénica que
contiene (B’)

: ptil-oxs 3-3.4-4 : - Il égter (10)

Este producto aunque comercial estd poco disponible, por lo que ha sido
preparado por saponificacién con litina de su éster metilico segin: J. ORG.CHEM.83
(12)p.3983 (1998).

Espectro de R.M.N. 'H (300 MHz, (CD;):SO d6, 5 en ppm): 1,38 (s: 3H); 1,45
{(s: 8H); 1,55(s: 3H); 3,95(mt1H); 4,16 (mt: 1H); 4,31 (mr:1H); de 12,50 a 13,10 (mf
ampliado:1H).

Espectro de masa: n®213.135, m=245
DCl miz=263  MNH,'

m/z=248 MH*

mz=207 [MNHtBu]* pico de base

m/z=146 [MH-BOCT'

Especiro IR:426.759 KBr
1.744; 1.704; 1.838; 1.407; 1.368; 1.164; 1.104; 856; 836 y 623 cm"
Acoplamiento

En un matraz de tres bocas de 2 litros provisto de agitacién mecénica, de un
termdémetro, un tubo en Y, un embudo de adicién y un refrigerante sobre el que se
monta un indicador de fugas por burbujeo y de un bafio de hielo, se echa la disolucién
(8°), se afaden 600 ml de diclorometano y se enfria con agitacion.
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A 5°C se afiaden 42,9 g de 2,2-dIimetil-oxazolidina-3,4-4cido dicarboxdlico-3-ter-
butll éster (10) que pasan a disolucién, y luego se afladen por fracciones entre 5 y
10°C, 48g de 1-etil 3-(3-dimetilaminopropii)carbodiimida, hidrocloruro (EDCI).

Se deja lentamente que el medio vuelva a la temperatura amblente dejando
fundirse el hielo del bafio en el transcurso de la noche.

Al dia siguiente, se afiaden 330 ml de agua destilada y se agita vigorosamente.
En 30 minutos ol medio se enturbia (hidrélisis del EDCI), se& mantiene la agitacién
durante 30 minutos.

El medio se decanta en embudo y la fase orgédnica se lava sucesivamente con
2 fracciones de 280 mi de sosa 0,55N y luego con 300 mi de agua destilada.

La fase orgénica se concentra en seco en el evaporador rotativo (50°C/50
mmHg).

Se obtienen 79,4 g de un acelte pegajoso (11) que se endurece a 20°C con un
rendimiento ponderal sobre el (8) empleado de 117%.

Espectro n*=5.578-V

Espectro de R.M.N 'H (400 MHz, (CD,).SO d6) a una temperatura de 373K, 5
en ppm): 1,41 (s: BH); 1,53 (s: 3H); 1,64 (8: 3H); 3,64 (s: 6H); 3,71 (8: 3H); 3,88 (s5: 3H);
3,09 (dd, J = 7 y 3 Hz1H); 8,48 (d,J = 12,5 Hz:1H); 6,55 (d, J = 12,5 Hz:1H); 6,58 (s:
2H); 7,02 (mt: 2H); 8,13 (s ancho:1H); 8,82 (s ancho:tH).

Espectro de masa n® 213.565, m=542
DCI m/z=560 MNH,' plco de base

m/z=543 MH'

m/z=504 [MNH-tBU]"

m/z=443 MH-BOCT"
Espectro IR 425.857 CCl,
3.409; 2.982; 2.938; 2.837; 1.712; 1.898; 1.534; 1.363; 1.249; 1.133; 1.082 y 851 cm™*
Otras condiciones de acoplamiento se han empleado tales como:
-Anhidrido mixto (cloruro de pivalollo/(10)
~-DCC/HOBT -DCC/ HOSU-TOTU-N-N carbonikiimidazol-etc...
-En acetonitrilo, DMF, THF, Diclorometano, éster, etc...

El EDCI, HCl en diclorometano ha dado el mejor resultado.

Clorhidrato del (Z)-N4{2-metoxi-5-[2-(3,4.5-(trimetox-fenil)-vinil}-fenlil-H.-
serinamida
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(11) (12)

En un matraz de tree bocas de 1 lliro provisto de agitacién mecanica, de un
termdmetro, un tubo en Y, de un refrigerants sobre el que se monta un indicador de
fugas por burbujeo y de un bafio de calefaccién, ee echan a 20°C 81,8 g de (11) en
disolucién en 54 ml de metanol, se afiaden 150 ml de acetato de Isopropilo, 89 ml de
metanol clorhidrico 2,3N y 8,2 ml de agua destilada. Se agita y se calienta a 60°C
durante 3 horas. La disolucién enfriada a 40°C se clarifica por filtracién en vidrio
sinterizado n°4 enjuagado con 40 ml de metanol. Se recarga el filtrado en el matraz de
3 bocas agitado y se afladen, 194 ml de acetato de isopropilo, se vuelve a calentar a
40°C, la disolucién se inicia con 0,2 g de (12) y luego se vierte gota a gota en 1 hora
1684 mi de acetato de isoproplio, el medio cristaliza lentamente durante la adicién.

Se deja que vuelva el medio a la temperatura ambiente y luego se enfria y se
mantiene por la noche a 5°C.

Al dia sigulente la papilla se filtra sobre vidrio sinterizado, la torta se filtra por
succién se lava con 4 fracciones de 50 mi de acetato de Isopropilio, escurrido a fondo y
luego se seca en la estufa hasta peso constante (35°C/10 mmHg).

Se obtienen 28 g de (12) con un rendimiento en 2 etapas (acoplamiento y luego
desproteccion) de: 58%, y una titulacién en HPLC NI > 88%.

Es decir un rendimiento global tal que, para |la sintesis realizada seg(n el
primer procedimiento via VO 2 de: 30%. [(12) obtenido sobre (8) Introducido].

104
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REIVINDICACIONES
1- Procedimiento de preparacién de combretastatinas de la férmula general (I)

sigulente :
@ Qe o

en la que A representa un grupo amino, caracterizado porque después de la
condensacién de Wittlg en presencia de bromuro o cloruro de (3,4,5-trimetoxi-bendil)-
trifeniifosfonio y del 3-nitro-4-metoxi-benzaidehido o del 3,4,5-frimetoxi-benzaldehido
con una sal de (4-metoxi-3-nitro-bencll)-trifenifosfonlo se realiza la reduccién del grupo
nitro en presencia de hlemo.

2- Procedimiento seg(n |a relvindicacidn 1, caracterizado porque la cantidad de
hierro utlizada estd en exceso.

3- Procedimiento segln la reivindicacién 2, caracterizado porque este exceso
es superior a 2 equivalentes por mol del derivado nitrado de partida.

4- Procedimiento de preparacion de combretastatinas de la fdrmula general ()

' oy o

en el que A representa un grupo amino, caracterizado porque sa condensa, segun el
segundo procedimiento de realizaciéon, una sal de (3,4,5-trimetoxi-bencll)-
trifenilfosfonio con el 3-amino-4-metox-benzaldehido, o también una sal de (3-amino-
4-metoxi-bencil)-trifenilfosfonio con el 3,4,5-trimetoxi-benzaldehido.

5- Procedimiento segtn la reivindicacién 4, caracterizado porque se condensa
una sal de (3.4,5-trimetoxi-bencll)-trifenilfosfonio con el 3-amino-4-metoxl-
benzaldehldo.

6- Procedimiento segin las relvindicaciones 4 6 5, caracterizado porque la
reaccién se realiza preferentemente en presencia de una base elegida entre el terc-
butlato de potasio, terc-amilato de sodlo, hidruro de sodio, butiHitlo, LDA (Di-
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{sopropllamina de [itio), metilato de sodio, carbonato de potasio o derlvados alcalinos
de los hexametiidisiianos.

7- Procedimiento segin las relvindicaciones 4 6 5, caracterizado porque se
utillza el metilato de sodio.

8- Procedimiento segln las reivindicaciones 4 & 5, caracterizado porque el
disolvente de reaccion, inerte frente a la reaccion, se elige entre éteres (THF),
disolventes apréticos polares (acetonitriio, NMP, DMF, DMSO.,...), alcoholes,
disolventes arométicos o agua.

8- Procedimiento segin la reivindicacibn 7, caracterizado porque Ia
temperatura de reacclén estd comprendida preferentemente entre 0 y 10°C.

10. Procedimiento de preparacion de compuestos de férmula (l) en forma de
sal de serina por acoplamiento de los derivados de formula (lla):

| ¢~
o AON
L,
\O — NH,
con el derivado ciclico de la serina protegida de férmula (lib):

HO”
PG’

en la que PG representa un grupo protector de la funcién amina para dar un nuevo
compuesto intermedio de formula general siguiente.
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en la que PG representa un grupo protector de la funcién amina para dar un nuevo
compuesto intermedio de férmula general siguiente:

()

que a continuacién se desprotege.

11~ Compuesto Intermedio de acoplamiento entre la aminocombretastatina y el
derivado ciclico de la serina protegida, caracterizado porque responde a la férmula
sigulents:

| o7
o O
< W I DU
\o — NH {

R
PG
en la que PG as un grupo protector.

12- Compuesto intermedlo segin la reivindicaciéon 11, caracterizado porque PG
representa un grupo protector elegido entre los siguientes grupos: terc-butodcarbonilo,
benclioxicarbonlio (CBZ) o 8-fluorenlimetiioxicarbonilo (FMOC).
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogota D C
Doctor(a) Oficio N°® 10061
GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO
Apoderado
AVENTIS PHARMA S.A.
ASUNTO:
Radicacion N° 04100295
Solicitud intemacional PCT/FR2003/001117
Fecha inicio fase nacional 2004-11-11
Tramite 011
Evento 379
Actuacién 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articuio 38
de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de [a Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

¢ La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesion del
derecho de patente del inventor al solicitante o a su causante (Art. 26-k)
Decision 486).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderé su prelacion.

io conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

Notiflquese el pregente

I CESPEDES DE VERGEL
Jafe de la Divisidn de Nuevas Creaciones.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,

so2055—2-S-0CT. 200
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