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RESUMEN

Se proporciona un procedimiento para preparar analogos
de somatostatina ciclica y los intermediarios lineales utilizados

oen este procedimiento.
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PREPARACION DE PEPTIDOS DE SOMATOSTATINA

La presente invencidén se refiere a un procedimiento para
preparar andlogos de somatostatina ciclicos y los intermediarios
utilizados en este procedimiento.

Mas particularmente I|a invencién proporciona un
procedimiento para |la preparacién de un analogo de

somatostatina ciclica de la féormula |.
i NH
3
(o)
%/‘t/\/\

m’nY°'C€L3
o= .u j\'(

Ry

N4,
o

en donde

Ri1 es alquileno de 2 a 8 atomos de carbono-NRj3R4,
alquileno de 2 a 6 atomos de carbono-guanidina, o alquileno de
2 a 6 atomos de carbono-COOH en donde cada uno de R3 y R4
es independientemente H, alquilo de 1 a 4 atomos de carbono,
o-hidroxi-alquileno de 2 a 4 atomos de carbono o acilo 0 Rz y R4
forman junto con el atomo de nitrégeno al que estdn unidos un
grupo heterociclico el cual puede comprender un &tomo

heterogéneo adicional, y
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Rz es Z1-CH2-R;s, -CH-CO-0-CH2-Rs

— H—ocnen, . —Q—on

en donde Z; es O 0 S y Rs es fenilo opcionalmente substituido,
0 una sal del mismo.

Cualquier acilo puede ser por ejemplo, R,CO- en donde R,
es H, alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, alquenilo de 2 a 4
dtomos de carbono, cicloalquilo de 3 a 8 atomos de carbono o
bencilo. Cuando NR3R; forma un grupo heterociclico, dicho
grupo puede ser aromatico o saturado y puede comprender un
nitrbgeno o un nitrégeno y un segundo &atomo heterogéneo
seleccionado de nitrégeno y oxigeno. Preferiblemente el grupo
heterociclico es por ejemplo, piridilo o morfolino. El alquileno de
2 a 6 4tomos de carbono es preferiblemente-CH2-CH2. Cuando
Rs es fenilo substituido, el anillo de fenilo puede ser substituido
por halégeno, metilo, etilo, metoxi o etoxi, por ejemplo, en orto
y/o para. Preferiblemente, Rs es fenilo no substituido.

Los aminoacidos en las posiciones 2 y/o 5 pueden tener la
configuraciéon D o L. preferiblemente cada uno de ellos tiene la
configuracién L.

Los compuestos de la férmula | pueden existir, por

S B
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ejemplo, en forma libre o de sal. Las sales inciluyen sales de
adicidbn de 4&acido con por ejemplo, acidos orgénicos, acidos
poliméricos o 4acidos inorganicos, por ejemplo con acido
clorhldrico, acido acético, acido lactico, acido aspartico, acido
benzoico, acido succinico o acido pamoico, o por ejemplo sales
de metal alcalino cuando R4y comprende un grupo COOH. Las
sales de adicion de &acido pueden existir como sales mono o
divalentes, por ejemplo, dependiendo de si 1 0 2 equivalentes de
dcido se agregan al Compuesto de la férmula | en la forma de
base libre. Las sales preferidas son la di-sal de aspartato o la
mono-sal de pamoato.

El procedimiento para la produccibn de acuerdo con la
invencion comprende un paso de ciclisacién de un péptido lineal
correspondiente en forma protegida. Ahora sorprendentemente
se ha encontrado que le paso de ciclisacién es particularmente
dependiente de la seleccibn de 2 aminoéacidos terminal del
péptido lineal correspondiente. Aparte de 6 posibilidades de
ciclisacién, sorprendentemente se ha encontrado que |la
ciclisacibn entre los aminoécidos 3 vy 4, 0 4 y 65, 0 6 y 1
proporciona resultados significativamente importantes. La
ciclisacién entre los aminoécidos 4 y 5 es particularmente
preferida. La ciclisacién de acuerdo con la invencién entre los

aminoécidos 3 y 4, o 4 y 5, o 86 y 1, se dirigen hacia el

A
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mejoramiento del rendimiento con cada isomerisacidon reducida
en los sitios quirales. Ademads, estos pasos de ciclisacion
pueden ser Illevados a cabo condiciones y reactivos menos
rigurosas: por ejemplo, ciclisacion a través del uso de una azida
que puede ser evitada.

En una primera modalidad de la invencién, se proporciona
un procedimiento para preparar un compuesto de la féormula | o
una sal del mismo como se indicé anteriormente, que comprende

ciclizar un analogo de somatostatina lineal de la féormula |

H,N-IH-CO—Pho-{4-(R|-NHCO-O)-Pro}-(D or L)Phg-DTm(R,, }-Lys(4-NHR,,)}-OH 1l

Hz‘R:

o la férmula 111

H-Lys(4-NHR,;) -HN-TH-CO-Phe—[d-(R,-NHCO-O)-ProHD or L)Phg-DTrp(R",,)-OH m

CH,-R,;

o la féormula IV

H-{4-(R,-NHCO-O)-Pro}{D or L)Phg-DTrp(R,, )-Lys(4-NHR,,)-NH-tH-CO-Phe-OH Iv
HyR,

en donde Ry y R2 son como se definieron,
cada uno de R11 ¥ R4z, independientemente, es un grupo
protector amino

por medio del cual cuando Ry comprende un NH2 terminal,



10

15

20

5
este NH, terminal también estd protegido por el grupo protector
amino,

y en donde la remocién requerida del grupo(s) protector,

y la recuperacién de un compuesto de la férmula | de esta
manera se obtiene en forma libre o en la forma de sal.

Los grupos protectores amino adecuados son por ejemplo,
como se describe, por ejemplo, en “Protective Groups in Organic
Sintesis®, T.W. Greene y otros, John Wiley & Sons Inc., Segunda
Edicién, 1991. Ejemplos de dichos grupos protectores amino son
por ejemplo, grupos acetilo o amino segan utilizados en la
sintesis de péptido, por ejemplo, ter-butoxi-carbonilo,
carbobenzoxi, fluorenilmetilcarbonilo, aloxicarbonilo, 1-(4,4-
dimetil-.28-dioxociclohexliden)etilo, 1-(4,4-dimetil-2,6-
dioxocilohexiliden)-3-metilbutilo, 4-metiltritilo, (W.C. Chan vy
P.D. White, Fmoc solid Phase Peptide Sintesis, Oxford
University Press, 2000).

La ciclisacién puede convenientemente ser llevada a cabo
en presencia de un derivado basado en fosfonio por su
activacion carboxi in situ, por ejemplo, hexafluorofosfato O-
(benzotriazol-1-il)N,N,N’ ,N’-tetrametiluronio, hexafluorofosfato
de benzotriazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfonio, N-éxido de
tetrafluoroborato N-[(1H-benzotriazol-1-il}(dimetilamino)metilen]-

N-metiimetanaminio, hexafluorofosfato de 7-azabenzotriazol-1-
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iloxitris{pirrolidino)-fosfonio. Preferiblemente la reacciéon puede
ser llevada a cabo en presencia de una base, por ejemplo, una
amina organica, por ejemplo, amina de isopropil N-etilo, N-
metilmorfolina, trietilamina o tribencil amina, y en presencia de
un nucledéfilo auxiliar, por ejemplo, 1-hidroxibenzotriazol, N-
hidroxisuccinimida, 3-hidroxi-3,4-dihidro-1,2,3-benzotriazina-4-

ona o 1-hidroxi-7-azabenzotriazol.
La ciclisacién de un compuesto de la férmula I, IlI} o IV
necesita dirigirse hacia un compuesto de la férmula | en forma

protegida, es decir un compuesto de la formula | en donde uno o

mas o todos los grupos amino presentes en la molécula estan

protegidos por un grupo protector amino. Ejemplos de dichos
compuestos son por ejemplo, ciclo[(2R-4R)-4-(Boc-NH-CH;-CH2-
NH-CO-0)-Pro-Phg-D-Trp(Boc)-Lys(Boc)-Tyr(Bzl)-Phe-}],
ciclo[(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2- NH-CO-0)-Pro-Phg-D-
Trp(Boc)-Lys(Boc)-Tyr(Bzl)-Phe-], y ciclo[(25,4R)- 4-(Boc-NH-
CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-Phg-D-Trp(Boc)-Lys(Boc)-Tyr(Bzl)-Phe-
1.

Los grupos protectores amino pueden ser removidos de
acuerdo con métodos conocidos en l|la técnica, por ejemplo
divisién, por ejemplo, con acido trifluoroacético; 3M HCI, EtOAc,
MesCCl, fenol, CH2Cl3; 10% H2S0,, dioxano;

bromocatecloroborano.

\/U
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Los compuestos de la férmula II, IIl y IV o sales de los
mismos son novedosos y forman parte de la invencién. Estos
compuestos pueden ser preparados enlazando juntos a través de
un enlace de amida dos unidades de péptido, cada uno de estos
conteniendo por lo menos un aminoacido en forma protegida o
no protegida, en donde el enlace de amida es una forma
deseada de Ia secuencia de aminoacido se obtiene segin
definida en la férmula Il, 11, o IV.

La sintesis puede ser realizada de acuerdo con métodos
conocidos en [a técnica, por ejemplo, en solucién o a través de
sintesis de fase sdélida, iniciando con el primer aminoacido. En
la sintesis de fase sdlida, el primer aminoécido estd unido a una
resina, por ejemplo, una resina en base a poliestireno
comercialmente disponible a través de un enlazador adecuado,
por ejemplo, un enlazador el cual es divisible bajo condiciones
de fusién para mantener la proteccién de cadena lateral intacta,
por ejemplo, un enlazador en base al tritilo opcionalmente
substituido, por ejemplo, 4cido 4-(hidroxil-difenil-metil)benzoico,
en donde uno de los grupos fenilo puede estar opcionalmente
substituido, por ejemplo, por Cl. La construccién de la cadena
de péptido deseada, ya sea en solucién o a través de sintesis de
fase sdlida, puede ser efectuada en una forma convencional, por

ejemplo, utilizando aminodcidos en donde los grupos amino

<& On
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lateral estuvieron presentes estando protegidos con un diferente
grupo protector amino, por ejemplo, Boc o CBO.

Cuando la sintesis se efectia a través de sintesis de fase
sblida, el péptido construido entonces es removido de la resina
de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, por ejemplo,
con 4acido acético; acido trifluoroacético; 4cido acético-
trifluoroetanocl-diclorometano; hexafluoroisopropanol en
diclorometano. Un procedimiento preferido para remover el
péptido constiruido de la fase sdélida, por ejemplo, cuando se
utiliza un enlazador basado en tritilo no ciorado, es por ejemplo,
el tratamiento con metanol/diclorometano, preferiblemente a
temperatura ambiente, o un tratamiento con cetona, por ejemplo,
etil metil cetona, preferiblemente a una temperatura de
aproximadamente 50°C.

Ejemplos de compuestos de |la férmula Il, IIl y IV son por
ejemplo,
H-Lys(Boc)-D-Tyr(Bzl)-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-C0-0)-
Pro-Phg-D-Trp(Boc)-OH
H-Lys(Boc)-D-Tyr(Bzl)-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-C0-0)-
Pro-Phg-D-Trp-OH
H-(25,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-Phg-D-Trp(Boc)-
Lys(Boc)-Phe-OH
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H-Tyr(Bzl)-Phe-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-Phg-
D-Trp(Boc)-Lys(Boc)-OH
H-Tyr(Bzl)-Phe-(25,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-C0O-0)-Pro-Phg-
D-Trp(Boc)-OH
H-Tyr(Bzl)-Phe-(25,4R)-4-(Boc-NH-CH32-CH2-NH-CO-0)-Pro-Phg-
D-Trp(Boc)Lys(Boc)-OH.

Los compuestos de la formula Il, Ill o IV pueden existir en
la forma de sal como se describié anteriormente para los
compuestos de la férmula I.

Los compuestos de Ila férmula | son agonistas de
somatostatina valiosos, y tienen propiedades farmacoldgicas
interesantes como se describen en por ejemplo, WO 87/01579 o
WO 02/10192, el contenido de los mismos describen las
propiedades farmacoldgicas que estan siendo incorporadas en la
presente por referencia. Un compuesto preferido es ciclo[{(4-
NH2-CzH4-NH-CO-0)-Pro}-Phg-DTrp-Lys-Tyr(4-Bencil)-Phe], o
una sal del mismo. Las sales preferidas son el aspartato (mono
o di-aspartato) o pamoato.

Cuando se utiliza el procedimiento de la invencién, una
ciclisacion produce el péptido lineal correspondiente de la
formula Il, 11l o IV més alto que 70% puede ser obtenido.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de la invencién.

Todas las temperaturas estdn en °C.
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Las siguientes abreviaturas se utilizaron:

Bzl
DAEM
DICI
DMF
DPPA
EDIPA
HBTU

=Bencilo

=dietilamina

=carbodiimida de diisopropilo

=N,N-dimetilfformamida

=azida de difenilfosforilo

=amina de N-etil diisopropilo

=hexafluorofosfato

N,N,N’-N’-tetrametiluronio

HOBT
IPA
Phg
RT

de O-(benzotriazol-1-il)-

=141-hidroxi-benzotriazol

=alcohol isopropllico

=fenilglicina

=temperatura ambiente

=éter ter-butilmetflico

EJEMPLO 1

Ph
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Se disolvieron 10.4 g de (FMOC-Tyr(Bzl)-Phe-[(25,4R)-4-
(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)]-Pro-Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OH)
en100 ml de DMF. Se agregaron 2.0 ml de dietilamina a
temperatura ambiente y la agitaciéon continud durante 4 horas a
temperatura ambiente. La solucién amarilla clara se evapord a
40°C. Al residuo se le agregaron 150 ml de acetato de
isopropilo. Se sembraron y agitaron durante 18 horas a
temperatura ambiente, se filtraron y se lavaron con 20 ml de
acetato de isopropilo. Se secaron a 40°C. HPLC 87.5% b.a.(17.6
minutos); ESI-MS: 1287.5 (M+Na)*; 'H-NMR(DMSO) (3,DMSO):
1.14(2H, m), 1.33 (2H, m), 1.37 (18H, m), 1.53 (1H, m), 1.64
(1H, m), 2.06 (1H, m), 2.22 (1H, m), 2.78-3.15 (12H, m), 3.38
(1H, m), 3.79 (2H, br), 4.12 (1H, m), 4.55-4.75 (3H, m), 5.06
(2H, s), 5.15 (1H, d), 5.54 (1H, d), 6.75 (1H, br), 6.83 (1H, br),
6.88 (2H, d), 6.94 (1H, t), 6.99 (1H, s), 7.43 (2H, d), 7.10-7.50
(arom.H), 7.58 (1H, d), 8.14 (1H, d), 8.45-8.55 (2H, m), 8.80
(1H, d), 10.71 (1H, br).

El compuesto utilizado como material de partida se prepard

como sigue:

a) Z-D-Trp-Lys(BOC)- Me
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A una solucién de 23.7 g de Z-D-Trp-OH en 230 ml de THF
se agregaron 9.5 g de HOBt a temperatura ambiente. Se formé
una solucién incolora transparente. Entonces se agregaron 20.8
g de H-Lys(BOC)-OMe a temperatura ambiente seguido por 7.7
ml| de N-metilmorfolina. La suspensién fina se enfrié a 0°C y se
agregaron 11.4 ml de diisopropilcarbodiimida. Se agité durante 1
hora a 0°C, después 3 horas a temperatura ambiente. Una
solucién de 7.0 g de &acido sulfarico concentrado en 120 ml de
agua se agregé a la suspension. Se extrajo con 150 ml de
acetato de etilo, se llevo a cabo la separacion de las fases y se
lavé la fase orgdnica consecutivamente con 100 ml de salmuera
saturada, 100 ml de salmuera al 25%, 5% de solucién de
carbonato édcido de sodio. Después la fase organica se secd
sobre MgSO, y se evapord. El residuo se recolecté en 250 ml de
acetato de isopropilo y se agitdé durante 2 horas a temperatura
ambiente. La filtracion y el secado a 40°C dieron 40.9 de Z-D-

Trp-Lys(BOC)-OMe, una sustancia blanca. Condiciones de
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HPLC: MN Nucleosil 100 A/C18; 5 micras; 250 x 4 mm,; fase A:
0.24% de acido fosférico, fase B acetonitrilo; gradiente: de 20 a
80% B en 30 minutos; longitud de onda 220 nm; velocidad de
flujo 1.3 ml/minutos; Temperatura 35°; pureza 97.8% b.a. (24.2
minutos).

b) H-D-Trp-Lys(BOC)-OMe

%}"
L}v/ff,ix

0
Se disolvieron 19.8 g (34.1 mmoles) de Z-D-Trp-Lys(BOC)-

OMe en 220 ml de metanol, se agregaron 2.2 g de catalizador
Pd/C al 19% y se hidrogenaron a temperatura ambiente. La
hidrogenacién se termin6é después de 1 hora a temperatura
ambiente, el catalizador se filtr6 y el filtrado se evaporé a 30°C;

sélido blanco. HPLC: 88.1% b.a. (16.2 minutos).
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c) Z-Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OMe

@ggﬂ

Se mezclaron 17.0 g de H-D-Trp-Lys(BOC)-OMe con 80 m!
de THF. Se agregaron 9.2 g de Z-Phg-OH a la suspensién de
color gris a temperatura ambiente. Se agregaron 4.4 g de HOBT,
enjuagando con 20 ml de THF. La solucién amarilla turbia se
enfri6 a 0°C y se agregd una solucién de 5.3 ml de DICI en 15 ml|
de THF dentro de los diez minutos. Se agitd durante 2 horas a
0°C, después 2 horas a temperatura ambiente. Después adicién
de 3.6 de una solucidon de acido sulfirico en 57 mi de agua, se
extrajo con 70 ml de acetato de etilo, se lavé con agua,
salmuera saturada, 5% de carbonato acido de sodio, 25% de
salmuera, se secd sobre MgSO,4, y se evapord. El residuo blanco
se agité en 125 ml de acetato de isopropilo durante 2 horas a
40°C y la suspensiéon se filtr6. El secado se hizo a 40°C:
sustancia fligeramente amarilla. HPLC: 96.3% b.a. (25.3

minutos).
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d) H-Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OMe

OTY

o
N

Se disolvieron 23.4 g (23.8 mmoles) (Z-Phg-D-Trp-
Lys(BOC)-OMe) en 260 ml de metanol, 2.6 g de Pd/C al 10% se
agregaron y se hidrogen6é a temperatura ambiente y presién
normal. Después de 3 horas de catdlisis se filtr6 y el filtrado se
evapord a 30°C; sélido blanco. HPCL 95.9% b.a. (17.6 minutos)

e) Z-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-Phg-D-
Trp-Lys(BOC)-OMe

o=<\£_ %H
S e
o n

TR S

AT
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Se disolvieron 11.1 g de éster bencilico de acido (2S,4R)-
4-(2-ter-butoxicarbonilaminoetilcarbamoiloxi)-pirrolidin-1-
carboxllico y 19.0 g de H-Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OMe en 290 ml
de THF a temperatura ambiente. Se agregaron 3.32 g de HOBt y
la solucién turbia se enfri6 a 0°C. Una solucién de 4.56 ml de
DICI en 80 ml de THF se agregdé. Agitacion durante 24 horas a
0°C. Después se agregd una solucidén de 2.2 g de acido sulfirico
en 22 ml de agua a temperatura ambiente, la solucién de color
ligeramente de opalo se agité durante 15 minutos y después se
vacié gota a gota en 500 ml de agua. La suspensién blanca se
evapord a 50°C hasta que no se destild6 mas THF. Filtracién de
la suspension y lavado del residuo 4 veces con 80 m! de agua
cada una, después con 250 m|l de metano y después dos veces
con totalmente 80 ml| de metanol. Secado durante la noche a
50°C. HPLC 91.0% b.a. (19.5 minutos).

f) H-[{(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH3-NH-CO-0)]-Pro-Phg-D-
Trp-Lys(BOC)-OMe

by Q |
°=<NH — "

|~||~|g o

%

ooy 3’ X
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Se disolvieron 22.0 g (12.7 mmoles) de Z-[(2S,4R)-4-(Boc-
NH-CH2-CH2-NH-C0O-0)]-Pro-Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OMe en 220
ml| de DMF y se agregaron 4.4 g de Pd/C al 10%. Hidrogenacién

5 durante 4 horas a temperatura ambiente. Después el catalizador
se filtr6 y el filtrado se agregd a una mezcla de 600 g de hielo y
400 ml de agua. El producto precipitado se filtr6 y se lavé con
agua. El secado a 30°C dio un sélido gris. HPLC: 970.0% b.a.
(12.3 minutos).

10 g) Z-Phe-[(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH;-CH2-NH-CO-0)]-Pro-
Phg-D-Trp-Lys{(BOC)-OMe

15 o D_«o oo ﬁ)‘\/_,Lg/*

20
Se disolvieron 5.1 g de Z-Phe-OH y 18.5 g de H-[(2S5,4R)-4-
(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)]-Pro-Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OMe en
250 ml de THF, se agregaron 2.29 g de HOBT y la solucién
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obscura se enfrié a 0°C. Se disolvieron 3.1 ml| de DICI| en 80 ml
de THF y se agregaron a la mezcla de reaccién a 0°. Agitacion
durante 24 horas a 0°C. La mezcla de reaccién se agregd a 200
ml de acido sulfarico al 10%, los sdlidos precipitados se filtraron
y lavaron con agua. Después de la filtracién el residuo se
mezcié con 200 ml de metanol y la suspensidn se filtr6. Secado
a 40°C. HPLC: 97.2% b.a. (21.1 minutos).

h) H-Phe-[(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH;-CH2-NH-C0-0)]-Pro-
Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OMe)

= Q?
Ojtl -
1

Se disolvieron 8.5 g de Z-Phe-[(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH;-
CH2-NH-CO-0)]-Pro-Phg-D-Trp-Lys{(BOC)-OMe en 180 ml de
DMF, se agregaron 4.5 g de Pd/C al 10% y la mezcla se

hidrogendé a temperatura ambiente durante 6 horas. Después el

A
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catalizador se filtré y el filtrado se evaporé a 40°C. Al residuo
(30 g) se agregaron gota a gota 600 m| de éter t-butil metllico a
temperatura ambiente, la suspension se filtr6 y el residuo se
lavé con 300 ml de TBME. Secado a 40°C. HPLC 93.1% b.a.
(16.8 minutos).

i) FOMC-Tyr-(Bzl)-Phe-[(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-
C0O-0)]-Pro-Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OMe)

; P o
@%TJ‘VJY

=

Se suspendieron 6.5 g de H-Phe[(2S,4R}-4-(Boc-NH-CH2-
CH2-NH-CO-0)]-Pro-Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OMe y 0.86 g de HOBT
en 180 ml de THF y se enfriaron a 0°C. Se agregaron 5.5 | de
LiBr y después 20 ml de THF. Después 1.18 ml de DICI disueltos
en 50 ml de THF se agregaron y la suspensidn oscura se agité a

0°C durante 24 horas. El bafio de enfriamiento se removié y la
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agitacion continud durante 24 horas. Después se agregaron una
solucidén de 0.85 g de acido sulfirico y 8.5 ml de agua, después
160 ml de agua. Evaporacién a 40°, filtracién del residuo, lavado
con agua hasta que el agua anterior tuvo un pH de 4.0. La torta
del filtro se agit6 en 30 ml de metanol, la suspensién se filtré y
el residuo se lavé con 10 ml de metanol. El secado a 35° dio una

sustancia gris. HPLC 95.4% b.a. (26. 0 ml).

10) FOMC-Tyr-(Bzl)-Phe-[(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH3z-NH-
C0-0)]-Pro-Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OH)

_<

o=
2. SO

RS Yo<
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Se suspendieron 13.0 g de FOMC-Tyr-(Bzl)-Phe-[(2S,4R)-4-
{(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)]-Pro-Phg-D-Trp-Lys(BOC)-OMe) en
250 ml de THF. Se agregaron 7.3 g de LiBr y 75 ml de THF.

Después se agregaron |lentamente 8.7 ml de NaOH 1 molar a

temperatura ambiente durante 20 minutos. La agitacién a
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temperatura ambiente continué por tres horas, después se
agregaron 5 ml de NaOH 1 molar adicionales dentro de las
siguientes 15 horas. La solucién de |la reaccidén final se agregd a
una solucién de 1.7 de acido sulfirico en 34 ml de agua. La
mezcla de la fase 2 resultante se agregé a 50 ml de acetato de
etilo. Después de |la fase de separacidon |a fase organica se lavé
3 veces con salmuera y después se evapord. Al residuo se le
agregaron 25 ml de DIF. La solucién de DIF clara resultante se
agregé a 260 ml| de agua. La suspension resultante se filtré y la
torta de filtro se lavd tres veces con agua y se secd durante la
noche a 40°. HPLC 71.9% b.a. (28.6 minutos).
EJEMPLO 2

Preparacién de resina de poliestireno de aminometlio de 4-

{Cloro{difenilimetil)benzoilo

@

La sintesis se llevé a cabo en un reactor de lotes de
agitacién 1 L operado manualmente equipado con fritura de
vidrio sinterizado bajo nitrégeno. La resina de
aminometilpoliestireno comercialmente disponible (30.4 g, 41.07

mmoies), pretratada con DMF, se hizo reaccionar a temperatura

(‘R\x
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ambiente durante la noche con una solucién de acido 4-(hidroxil-
difenil-metil)benzoico (15.0 g, 49.28 mmoles, 1.2 equivalentes),
hidroxibenzotriazol (HOBT) (7.54 g, 49.28 mmoles, 1.2
equivalentes) y DICI (12.43 g, 98.57 mmoles, 2.4 equivalentes)
en 140 ml de DMF. El solvente se removi6é a través de filtracién
a través del fritura bajo presion reducida, y la resina se lavé en
turnos cinco veces con DMF y cinco veces con metanol. El
secado al vacio a 40° produjo 44.69 g de resina. La resina se
utilizé como material de partida para la siguiente sintesis de los

hexapéptidos.

Procedimiento para la sintesis del péptido lineal protegido
Los hexapéptidos lineales enlazados a resina se
ensamblaron manualmente en la direccién C- a N a través de
reacciones de acoplamiento repetitivas en un reactor de lotes de
agitaciéon equipado con fritura de vidrio sinterizado bajo
nitrbgeno. La resina de poliestireno de aminometiio 4-
(Cloro(difenil)metil)benzoilo se utiliz6 como el material de
partida y se llevdé a cabo a través de un protocolo estdndar que
consiste de ciclos repetitivos de desproteccién Na (20% p/p de
dietilamina (DAEM) en DMF), lavados repetidos con DMF y IPK
en turnos, Yy acpplamientos (DIPVHOBT, DIEPA y DMF) a

temperatura ambiente. Para hacer una ligera modificacién de
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este procedimiento, se toma un cuidado especial para minimizar
la racemisacién de fenilglicina llevando a cabo un acoplamiento
de este aminoacido a 0°C. Debido a la divisién del péptido lineal
protegido completamente ensamblado a partir del soporte de su

resina, la proteccién Na-Fmoc es removida.

Fmoc-(25,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-OH se
sintetizd como se describen en WO 02/101192. Todos los otros

aminoacidos estan comercialmente disponibles.

Sintesis de H-Tyr-(Bzl)-Phe-[(28,4R)-4-(Boc-NH-CH,-CH:-
NH-CO-0)]-Pro-Phg-D-Trp(Boc)Lys{Boc)-OH

a) Sintesis de Fmou-Lys|(puu)-v-rosimu

La resina de aminomaetil poliestireno de4-
(Cloro(difenil)metil)benzoilo (20 g, 19.4 mmoles), pretratada con
tolueno, se tratéd durante 4 hors con cloruro de acetilo (7.6 g, 97
mmoles) en tolueno a temperatura ambiente. Después de la

filtracion, el procedimiento se repitié6 durante la noche, a partir
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de esto, la resina se filtré y se lavd con tolueno y diclorometano.
El acoplamiento se realizé con una mezcla de Fmoc-Lys{(Boc)-
OH (18.2 g, 38.8 mmoles, 2 equivalentes) y N-metilmorfolina
(3.94 g, 38.8 mmoles, 2 equivalentes) durante 4 horas a
temperatura ambiente. Después de la filtracién, la resina se lavo
con DMF e IPA tres veces en turnos y se secd al vacio para
obtener 26.5 g de un Fmoc-Lys(Boc)-O-reina amarillenta con una
capacidad de 0.568 mmoles/g (determinado con el método
Fmocg).

(Lit. método Fmoc: Meienhofer, J.; Kaki, M; Heimer, E.P.;
Lambros, T.J.; Makofske, R.C.; Chang, C.D. Int. J. Pep. Prot.
Res. 1979, 13, 35).

b) Resina-O-Lys(Boc)-D-Trp(Boc)-Phg-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH -
CH2-NH-CO-0)}]-Pro-Phe-Tyr(Bzl)-H

Se suspendid6 Fmoc-Lys(Boc)-O-resina (28.0 g, 19.96
mmoles) en DMF y se traté con una solucién de DEAM en DMF
(20% p/p) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después
de ser filtr'ado, el procedimiento se repitié y después se lavd con
DMF e IPA tres veces en turnos, seguido por lavado tres veces
con DMF. Este procedimiento de desproteccidén Na-Fmoc y
lavados se repitié después de cada paso de acoplamiento.

Ei{ acoplamiento se llevdé a cabo con una mezcla de

aminoacido, HOBT y DICI el cual se agité 30 minutos a

%
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temperatura ambiente, y después se agregd a la resina una vez.
El acoplamiento se continué hasta la terminacién, es decir,
hasta que la desaparicion completa de los grupos amino
residuales se monitorearon a través de la prueba de Ninhidrina
"Kaiser® negativa. Después de haber sido acoplada, la resina se
lavé 5 veces con DMF, y entonces estuvo lista para la proteccién
Fmoc.

Los siguientes derivados de aminodcido se acoplaron
secuencialmente:

Fmoc-D-Trp(Boc)-OH (16.81 g, 31.92 mmoles, 2
equivalentes), DIF (100 ml), HOBT (4.93 g, 32.24 mmoles, 2.02
equivalentes), DICI| (5.35 g, 42.45 mmoles, 2.66 equivalentes).

Fmoc-Phg-OH (11.92 g, 31.92 mmoles, 2 equivalentes), 70
ml de THF, HOBT (4.93 g, 32.24 mmoles, 2.02 equivalentes),
DICI (5.35 g, 42.45 mmoles, 2.66 equivalentes). Se toma
especial cuidado para minimizar la racemisacién de la
fenilglicina llevando a cabo el acoplamiento de este aminoécido
a 0°C.

Fmoc-(2S8,4R)-4-(Boc-NH-CH;-CH2-NH-CO0-0)-Pro-OH
(17.28 g, 31.92 mmoles, 2 equivalentes), 100 ml de DIF, HOBT
(4.83 g, 32.24 mmoles, 2.02 equivalentes), DICI (5.35 g, 42.45
mmoles, 2.66 equivalentes).

Fm c-Phe-OH (12.36 g, 31.92 mmoles, 2 equivalentes),

/
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100 mi de DIF, HOBT (4.93 g, 32.24 mmoles, 2.02 equivalentes),
DICI (56.35 g, 42.45 mmoles, 2.66 equivalentes).

Fmoc-Tyr(Bzl)-OH (156.75 g, 31.92 mmoles, 2
equivalentes), 100 ml de DIF, HOBT (4.93 g, 32.24 mmoles, 2.02
equivalentes), DICI (5.35 g, 42.45 mmoles, 2.66 equivalentes).

Antes de la divisidon del péptido Ilineal protegido
completamente ensamblado de su soporte de resina, Ila
proteccién Na-fmoc se removidé tratando la resina con una
soluciéon de DAEM en DMF (20% p/p) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Después de haber sido filtrada, el
procedimiento se repitié y se lavéo con DMF e IPA tres veces en
turnos, seguido por lavados 3 veces con DMF.

(El secado de la resina al vacio a 40°C dio una resina
amarillenta).
¢) Divisién del péptido lineal de su soporte de resina:

H-Tyr(Bzl)-Phe-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH3-CH2-NH-CO0-0)]-
Pro-Phg-D-Trp(Boc)Lys(Boc)-OH

Ca) Método con AcOH/CH2CI2/H20 45/45/5 p/plp

La resina del péptido lineal protegido compietamente
ensamblado O-Lys(Boc)-D-Trp(Boc)-Phg-(2S,4R)-4-(Boc-NH-
CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-Phe-Tyr(Bzl)-H {24.5 g) se suspendid en
una mezcla de 150 mi de AcOH/CH2CIl2/H20 45/45/5 plplp y se

agité durante una hora a temperatura ambiente, se filtr6 y se
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lavé con CH2Clz. El filtrado se evaporé a sequedad, el residuo
se agité durante una hora con una mezcla de TBME y heptano
713 plp, se filtr6 y se secd al vacfo. Se obtuvo un sélido
amarillento; contenido: 83.5% HPLC g/g; pureza 81.6% (F)-HPLC
Yy 2.5% (F)-HPLC D-Phg-Epimero.

La resina de poliestireno de aminometilo(4-
(Cloro(difenilymetil)benzoilo se lavé 3 veces con metanol y se
secld y se pudo volver a utilizar.

Cb) Método con CH2Cl> y MeOH.

La resina del péptido lineal protegido completamente
ensamblada O-Lys(Boc)-D-Trp(Boc)-Phg-(25,4R)-4-(Boc-NH-
CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-Phe-Tyr(Bzl)-H (6.2 g) se suspendidé en
una mezcla de 115 ml de CH2Cl2/MeOH 1/1 p/p y se agité
durante tres dias a temperatura ambiente, se filtr6 y se lavd con
CH2Cl2. El filtrado se evapord a sequedad, el residuo se agité
durante una hora con una mezcla de TBME y heptano 7/3 p/p, se
filtr6 y se secd al vaclo. Contenido: 93.5% HPLC g/g; pureza
92.86% (F)-HPLC y 1.1% (F)-HPLC D-Phg-EpIimero.

La resina de (resina de aminometil poliestireno (4-
(Cloro(difenil)metil)benzoilo) se lavé tres veces con metanol y
se secd puede volverse a utilizar.

Cc) Método con etil metil cetona/MeOH

La resina del péptido lineal protegido completamente
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ensamblada O-Lys(Boc)-D-Trp(Boc)-Phg-(2S,4R)-4-(Boc-NH-
CH32-CH2-NH-CO-0)-Pro-Phe-Tyr(Bzl)-H (4.0 g) se suspendi6 en
una mezcla de 24 ml de dietil metil cetona 1/1 p/p y se agitd
durante 15 horas a 50°C, se filtr6 y se lavé con MeOH. EI
filtrado se evapord a sequedad, el residuo se agité durante una
hora con una mezcla de TBME y 60 ml| de heptano 7/3 p/p, se
filtr6 y se secté al vaclo. Contenido: 88.1% HPLC g/g; pureza
95.2% (F)-HPLC y 1.8% (F)-HPLC D-Phg-Epimero.

La resina de (resina de aminometil poliestireno (4-
(Cloro(difenil)metil)benzoilo) se lavé tres veces con metanol y
se secld puede volverse a utilizar.

Purificacién

Para propésitos analiticos, los péptidos lineales se
purificaron a través de cromatografia RP.
Caracterizacién

La estructura de una muestra analltica purificada a través
de cromatograffa RP se confirmé mediante FAB-MS, LC-MS, y
datos NMR (DMSO en ppm, 1.16, 1.34, 1.55, 1.61, (3H), 1.66,
2.05, 2.20, 2.51, 2.83 (2H), 2.91, 2.96, 2.98, 3.02, 3.41, 3.78,
4.13, 4.61, 5.13, 5.51, 6.74, 6.83, 6.88, (2H), 7.01, (2H), 7.11
(2H), 7.38, 7.42 (2H), 7.49, 7.72, 8.01, 8.29, 8.48, 8.62, 8.75.)
La configuracién del aminoacido se determiné a través de

analisis de aminodcido: el compuesto se hidrolizé bajo
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condiciones acidas, se convirti6 a derivados y la configuracion
de cada aminoacido individual se asigné a través de
cromatografia de gas enantioselectiva/espectrometria de masas
de ionizacion quimica.

Una prueba adicional de la estructura es |la conversién de
los diferentes péptidos lineales para caracterizar bien el péptido
clclico.

Los siguientes compuestos se sintetizaron de acuerdo con
el procedimiento descrito.
H-Lys(Boc)-Tyr(Bzl)-Phe-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-
0)-Pro-Phg-D-Trp(Boc)-OH;
H-Lys(Boc)-Tyr(Bzl)-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-
Phg-D-Trp-OH
H-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-C0O-0)- Pro-Phg-D-
Trp(Boc)Tyr(Bzl)-OH;
H-Phe-(25,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Phg-D-Trp(Boc)-
Lys(Boc)-Try(Bzl)-OH;
H-Tyr(Bzl)-Phe-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-
DPhg-DTrp(Boc)-OH.

EJEMPLO 3

Ciclilsacién de los péptidos protegidos Illneales para
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Phqg-D-Trp{Boc)-Lys{Boc)-Tyr(Bzl}-Phe-

%l,NzT,n %:ﬁi&

v

Ciclisacién de H-Phe-(2S,4R) -4-(Boc-NH-CH3-CH2-NH-C0O-0)-
Pro-Phg-D-Trp(Boc)-Lys(Boc)-Tyr(Bzi)-OH
Método de Azida

Para la ciclisacion, el fragmento lineal (2.5 g, 1.83
mmoles) se disolvié en 381 ml de DMF, se enfrié a -5°, se tratd
con EDIPA (0.47 g, 3.68 mmoles, 2 equivalentes) y DPPA (0.75
g, 2.75 mmoles, 1.5 equivalentes) y se agitd a temperatura
ambiente hasta |la terminacién (aproximadamente, 20 horas). Se
agregaron 381 ml de agua gota a gota a la mezcla de reaccion,
la precipitacién se filtr6 y se lavé con agua hasta que no hubo
azida detectable. Se obtuvieron 4.9 g sélido blanco himedo en
agua (Rf de HPLC idéntico a referencia), el cual se utilizé en la
reaccion de desproteccién sin purificacién adicional. EI
compuesto se caracterizdé por comparaciéon directa con un

compuesto de referencia a través de HPLC.
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Ciclisacién de H-Tyr(Bzl)-Phe-(2S,4R) -4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-
CO-0)-Pro-Phg-D-Trp(Boc)Lys(Boc)-OH
a) Método HBTU a

Para la ciclisacién, el fragmento lineal (6.0 g, 3.5 mmoles)
se disolvidé en 780 ml de DMF, se enfrié a -5°, se tratd con
EDIPA (1.13 g, 8.75 mmoles, 2.5 equivalentes), HOBT (1.18 g,
8.75 mmoles, 2.5 equivalentes), HBTU (3.3 g, 8.78 mmoles, 25.
equivalentes) y se agité a temperatura ambiente hasta Ila
terminacion (aproximadamente, 2 horas). Se agregaron 391 mli
de agua gota a gota a |la mezcla de reaccién a temperatura
ambiente, la precipitacidn se filtr6 y se lavé con agua y heptano
y se secd al vaclo durante la noche. Se obtuvieron 5.4 g sélido
amarillo blanco. El compuesto se caracterizd por comparacion
directa con un compuesto de referencia a través de HPLC.
Contenido 55% p/p HPLC, pureza 78% (A%)-HPLC.
b) Método HBTU b

Para la ciclisacién, el fragmento lineal (6.0 g, 4.18
mmoles) se disolvido en 80 ml de DMF se vacié gota a gota en
una mezcla de HOBT (4.15 g, 10.4 mmoles, 2.5 equivalentes),
HBTU (4.15 g, 10.4 mmoles, 2.5 equivalentes) y EDIPA (1.41 g,
10.4 mmoles, 2.5 equivalentes) en 135 ml de DMF a -5° y se

agité a esa temperatura hasta la terminacién (aproximadamente,
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2 horas). Se agregaron 558 ml de agua gota a gota a la mezcila
de reaccidén a temperatura ambiente, la precipitacién se filtré y
se lavd con agua y heptano y se secd al vacio durante la noche.
Se obtuvo un sélido amarillo blanco. El compuesto se
caracterizé por comparacién directa con un compuesto de
referencia a través de HPLC. Contenido 77% p/p HPLC, pureza
84% (A%)-HPLC.

Los siguientes péptidos lineales se ciclizaron de acuerdo
con el procedimiento anterior:
H-Lys(Boc)-Tyr(Bzl)-Phe-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-
O)-Pro-Phg-D-Trp(Boc)-OH;
H-Lys(Boc)-Tyr(Bzl)-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-
Phg-D-Trp-OH
H-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH32-NH-CO-0)-Pro-Phg-D-Trp(Boc)-
Tyr(Bzl)-Phe-OH;
H-Phe-(2S5,4R)-4-(Boc-NH-CH3;-CH2-NH-CO-0)-Phg-D-Trp(Boc)-
Lys(Boc)-Try(Bzl)-OH;
H-Tyr(Bzl)-Phe-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-
DPhg-DTrp(Boc)-OH.

EJEMPLO 4

Sintesis de sal de &cido trifluoroacético Ciclo[{2S,4R) -4-
Boc-NH-CH;-CH;-NH-CO-O}-Pro-Phg-D-Trp-Lys-Tyr(Bzl)-Phe-]

TN
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Para la desproteccibn completa, el residuo (1.5 g, 0.79

" N,\,Iil

2 CF,COOH

mmoles) se disolviéo a 0° en TFA/H20 85:5 (8.3 ml) |la mezcla se
agité en frio durante 30 minutos. La mezcla de reaccién fria se
vacié gota a gota en una mezcla de 28 m| de TBME y 13 ml de
heptano a temperatura ambiente se agitd durante 2 horas. La
precipitacién se filtr6, se lavé con TBME/Heptano 1:1 (p/p) vy se
secé al vacfo. Se obtuvo un sdélido de color beige, contenido

53% p/p HPLC, pureza: 79 (A%)-HPLC.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir un compuestio de la

férmula
0
_H O—Cl')LHE' n, NH
R, Y N o] (o]
o o= 0 " NH
a 4
R
en donde

Ry1 es alquileno de 2 a 8 atomos de carbono-NR3R,,
alquileno de 2 a 8 4tomos de carbono-guanidina, o alquileno de
2 a 6 atomos de carbono-COOH en donde cada uno de Rs y Ry
es independientemente H, alquilo de 1 a 4 4tomos de carbono,
o-hidroxi-alquileno de 2 a 4 atomos de carbono o acilo 0 Rs y R,
forman junto con el 4&tomo de nitrégeno al que estan unidos un
grupo heterociclico, el cual puede comprender un &atomo
heterogéneo adicional, y

Rz es Z1-CH2-R;s, -CH-CO-0-CH2-R3,

— H—ocnn, . —Q——on
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en donde 2, es O 0o S y Rs es fenilo opcionaimente
substituido,
o una sal del mismo,
que comprende la ciclizacion de un analogo de somatostatina

lineal de la formula Ii
H,N-IH-CO—Phe-[dl-(R,-NHCO-O)-Pro}-(D or L)Phg-DTp(R,, }-Lys(4-NHR,;}OH I

HyR,

o la férmula 111

H-Lys(4-NHR,,) -HN-TH-CO-Pho-{4-(R,-NHCO-O)-ProHD or L)Phg-DTrp(R',,)-OH I

CH,-R,

o la férmula IV

H<{4-(R,-NHCO-O)-Pro}-(D or L)Phg-DTp(R, }-Lys(4-NHR;}-NH-CH-CO-Phe-OH [V
Hz'Rz

en donde Ry y Rz son como se definieron,

cada uno de Ry y R;2, independientemente, es un grupo
protector amino,

por lo que cuando Ry comprende un NH2; terminal, este NH2
terminal también estéa protegido por el grupo protector amino,
y en donde [a remocién requerida del grupo(s) protector,

y la recuperaciéon de un compuesto de la formula | de esta

manera se obtiene en forma libre o en la forma de sal.
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2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1,

que comprende la ciclizacion de un analogo de somatostatina

lineal de |la férmula Il
H,N-IH—CO-Pho—{d-(R,-NHCO-O)-ProHD or L)Phg-DTm(R,, }-Lys(4-NHR,,)-OH Il

Hz‘R:

en donde Ry es —CH2-CH2-NR3R4, Rz es 4-benciloxi-fenilo, y Rs,
R4, R11 ¥ Ry2 830n como se definieron en la reivindicacioén 1,

por lo cual Ry comprende un NH: terminal, esta NH:
terminal también esta protegida por un grupo protector amino,

y en donde la remocién requerida del grupo(s) protector,

y la recuperacién de un compuesto de la férmula | de esta
manera se obtiene en forma libre o en la forma de sal en donde
R1 es ~=CHz2-CH2-NR3R4,. R2 es 4-benciloxi-fenilo.

3. Un compuesto de la férmula Il

HzN-[H-CO—PhB—{HR,-NHCO—O)—ProHD or L)Phg-DTrp(R,, )-Lys(4-NHR,,)-OH I

HyR,

o la férmula |1l
H-Lys(4-NHR,,) -HN-TH-CO-Phe—{iI—(R,-NHCO-O)—Pro)—(D or L)Phg-DTp(R',}-OH Ml
CH,R,
o la formula IV

H{4-(R,-NHCO-Q)-Pro}-(D or L)Phg-DTrP(R,, )-LYS(4-NHR,,)-NH-E;I-CO-Pho-OH v
R
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en donde Ry y Rz son como se definieron en la reivindicacién 1,
cada uno de Ry y Ry2, independientemente, es un grupo
protector amino,

por medio del cual cuando Ry comprende un NH;z terminal,
este NH2 terminal también est4 protegido por el grupo protector
amino,

o una sal del mismo.

4. Un compuesto de la férmula Il de acuerdo con la
reivindicaciéon 3, en donde Ry es —-CH2-CH2-NR3R4, Rz es 4-
benciloxi-fenilo, y cada uno de Ryy ¥ Ry2, independientemente,
es un grupo protector amino, por medio del cual cuando Rj
comprende un NHz terminal, este NHz terminal también esta
protegido por el grupo protector amino, o una sal del mismo.

5. Un compuesto de l|la férmula || de acuerdo con la
reivindicacién 3, que se selecciona de H-Tyr(Bzl)-Phe-(2S,4R)-4-
(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-DPhg-DTrp(Boc)-Lys(Boc)-OH,
H-Tyr(Bzl)-Phe-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-Phg-
DTrp-Lys(Boc)-OH y
H-Tyr(Bzl)-Phe-(2S,4R)-4-(Boc-NH-CH2-CH2-NH-CO-0)-Pro-Phg-
D-Trp(Boc)Lys(Boc)-OH o una sal del mismo.

6. Un procedimiento para la produccién de un compuesto

de la formula I, IIl o IV como se definié en la reivindicacién 3,
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que comprende enlazar juntos a través de un enlace de amida
dos unidades de péptido, cada uno de ellos contiene por lo
menos un aminoacido en forma protegida o no protegida, en
done la unién de amida estd en tal forma que se obtiene Ila
secuencia de aminoacido deseada segin definida en la férmula
Il, il o V, y en donde se requiere la remocién de por lo menos
un grupo protector, y

recuperar un compuestio de la formula Il, 1l o IV de esta

manera obtenido en forma libre o en forma de sal.
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O This opinion has been established on the basis of a tranalation from the originat {anguage into the foliowing
language . which is the language of a translation furnished for the purposes of intemational search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard io any nucleotide andor amino acld sequence disclosed in the international application and
neceasary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material.
0O asaquencs listing
0 table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
O in written format
O in computer readable form
¢. time of filingfumishing:
O contained in the international application as filed.
O filed together with the international application in computer readable form.
O tumished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andlor table relating thereto
Copios i Kianical 1o hat i the appliaion a3 Hied or 4oes nat 0o boyond the apolcahon as f10d, a8
appropriate, were fumished.

4, Additional commens:

T e R A

Form PCTASA/237 (Jenuery 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2004008850

Box No.ll Priority

1. @ The following document has not been furmnished:
O copy of the earlier application whose priority has been claimed (Rule 43is.1 and 66.7(a)).

O transiation of the earlier application whose priority has been claimed (Rule 43bis.1 and 66.7(b)).

Consequently it has not been possible 1o consider the validity of the priority claim. This opinion has
neverthelesa besn established on the assumption that the relevant date Is the claimed priority date.

2. [0 This opinion has been eetablished as If no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid {(Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the intemational
filing date indicated above is congidered to be the relevant date.

3. B The Intemational Searching Authority has not been abie to consider the validity of the priority claim because
a copy of the earller application whose priority has been claimed was not availabla to the Intemational
Searching Authority at the time that the search was conducted (Rule 17.1). This opinion has nevertheleas
been established on the assumption that the relevant date is the claimed priority date.

4. Additional observations, if necessary:

Box No. IV  Lack of unity of invention

1. B Inresponse to the invitation (Form PCTASA2086) to pay additional fees, the applicant has:
B paid additional fees.
O paid additional fees under protest.
O not paid additional fees.
2. 0 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite
the applicant to.pay additional fees.
3. This Authority considers that.the requirement of unity of invention In accordance with Rule 13.1, 13.2 an 133 is

O complied with
Bl not complied with for the following reasons:
seo separate sheet
4. Consequently, this report has bean established in respect of the following parts of the international application:
& all parts.
O the parts relating to claims Nos.

Form PCTASA/ 237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2004008850

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1{a)Xl) wllh regard to novelty, Inventive step or
industrial applicabliity; citations and explanations supporting such statemnent

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 1-6
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-6
Industrial applicabliiity (IA) Yes: Claims 1-6
No: Claims
2. Citations and explanations
so00 separate sheet

- " aw
e S et

Form PCTASA/237 (Jaruary 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATI NAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/008850
Reltem|

Basls of the report

1. The applicant has payed additional fees for inventions 2 and 3. Therefore, this report
relates to all the inventions cited by the ISA, namely, inventions 1-3.

- Baltem IV

Lack of unity of invention

3. This Authority considers that there are 3 inventions covered by the claims indicated as
follows:

Invention 1: Claims 5 (completely); 1-4, 6 {(partially)
Compounds of formula Il , their preparation process and their use in the preparation of the
compounds of formula .

Invention 2: Claims 1-4, 6 (partially)
Compounds of formula lll, their preparation process and their use in the preparation of the
compounds of formula .

Invention 3: Claims 1-4, 6 (partially)
Compounds of formuia IV, their preparation process and their use in the preparation of the
compounds of formula I.

The reasons for which the inventions are not so linked as to fon:'r'n- a:'éingie' general inventive
concept; as required by Rule 13.1 PCT, are as follows: -

Ruie 13.1 PCT demands that the "international application shall relate to one invention
only or to a group of inventions so linked as to form a single general inventive concept®.
Rule 13.2 PCT demands that Rule 13.1 PCT shall be fulfilied only when there is a
technical relationship among those inventions involving one or more of the same or
corresponding special technical features. The expression "special technical features® shall
mean those technical features that define a contribution which each of the claimed
inventions, considered as a whole, makes over the prior art.

Form PCTASA/237 (Seperate Sheet) (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATI NAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/008850

Each of the aforementioned inventions is characterised by an individual "special technical
feature®; there is no technical interrelation between the said 3 inventions.

In the light of the description the technical problem to be solved could be considered the
provision of a process for the preparation of the compound of formula .

This problem has been solved by a plurality of solutions as defined in claim 1 in function of
the different starting compounds II-IV.

This plurality of solutions might, a priori, be considered as satisfying the requirements of
unity in which the provision of processes for the preparation of compounds of formula | is
the special technical feature linking these different solutions.

However, at the priority date of the applications processes for the preparation of
compounds of formula | were aiready known in the art:

(D1) WO02010192 provides the compound
PHE-{4(NHR1-G2H4-NH-CO-O)PRO}-PHG-D-TRP(R2)-LYS(epsilon-NHR3)TYR(4-BZL)-O
H used for the preparation of cyclic peptides of present formula 1.

Therefore, the aforementioned linking concept is not longer present.

The objective probiem in view of D1 could therefore be considered to be the provision of
alternative processes for the preparation of the:compounds of formula .

g, 00 -
Therefore, further unified solutions should relateto-groups of compounds sharing a
common structural element that could be considered as the special technical feature
providing unity. Thus, Rule 13.2 PCT should be considered to be met when the different
inventions share a common chemical structure which constitutes a structurally distinctive
portion in view of the existing prior art.

The proposed processes characterized by the starting compounds of present formulae Il,

HI or IV do not share a common chemical structure which constitutes a structurally
distinctive portion in view of the existing prior art, D1, that could be considered as a

Form PCT/AISA/237 (Separxie Sheet) (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/008850

special technical feature within the meaning of Rule 13.2 PCT. Thus, each compound II, lll
or IV should be considered as defining a different invention.

As no other technical feature can be distinguished which, in the light of the prior art, could
be considered as the unifying concept, there is lack of unity between the plurality of
inventions. :

in conclusion, the groups of the aforementioned inventions are not linked by common or
corresponding special technical features and define therefore 3 different inventions.

The application, hence does not meet the requirements of unity of invention as defined in
Rules 13.1 and 13.2 PCT.

Be tem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicabliity;
citations and explanations supporting such statement

4. Reference is made to the foliowing documents:

D1: WO 02/10192 A (NOVARTIS ERFIND VERWALT GMBH ; ALBERT RAINER
(CH); LEWIS IAN (CH); NOV) 7 February 2002 (2002-02-07)

D2: HUANG ZIWEI ET AL: "Main chain and side chain chiral methylated
somatostatin analogs: syntheses and conformational analyses™ JOURNAL OF
THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, AMERICAN CHEMICAL SOCIETY,
WASHINGTON, DC, US vol+114, 1992, pages 9390-9401, XP002189302
ISSN: 0002-7863 =":**

5. Novelty of inventions 1-3 (Art. 33(2) PCT):

The subject-matter of present inventions 1-3 is novel, since D1 uses a different starting
compound.

D2 discloses a process for the preparation of different compounds to those of present
inventions 1-3.

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-Jenuary 2004)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATI NAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/008850

6. Inventive step of inventions 13 (Art. 33(3) PCT):

D1 is considered the closest prior art. It discloses processes for the preparation of
compound of present formula 1.

The difference between the present process and the process of D1 is the use of different
starting compounds. No other difference could be seen.

The present solution provides as starting compound the compound of formula I-IV. This
solution solves the problem however not in an inventive manner. The present compounds
{I-IV are so close to that of D1 (see p. 4, |. 15 and examples 1-3) that an inventive merit
could only be acknowledged in the presence of an improvement or surprising effect. Such
a improvement or surprising effect is not apparent from the present disclosure.

On the other hand, D1 discloses on p. 3, I. 18-27 that the present compounds of formula |
could be obtained by cyclising of linear peptides in such a way that the compound | (A in
D1) is obtained. Taking into account that the compounds of formula | have a well-defined
sequence, the skilled person would be able to provide different peptides that after
circularisation give the compound of formula I. The present solutions are nothing else that
different linear peptides that after circularisation give the compound of formula 1. As not
surprising or unexpected effect has been shown, an inventive step cannot be
acknowledged.

Thus, claims 1-2 are not inventive. s

BERORNG A- - W
it follows that the compounds Il-IV are evident for the skilled person from the disclosure of
D1. The compounds II-IV are evident for the skilled person from D1 due to their structural
similarities with the compound A or the compound at p. 4, 1. 15 of D1. Furthermore, the
compounds II-IV do not seem to contribute in an inventive manner to the present process
(no evidences provided). Thus, claims 3-5 are also not inventive.

The process for the preparation of a non-inventive compound cannot be considered
inventive in the absence of further technical features. The skilled person is well aware of
the peptide chemistry. For instance, ordinary peptide synthesis of peptides include the step

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/008850

of adding amino acids by formation of amide bonds. Thus, claim 6 is also not inventive.
7. Industrial applicability (Art. 33 {4) PCT).

The present subject-matter is industrially applicable.

ST

Form PCTASA/237 (Seperate Shawt) (Sheet 5) (EPO-Junuary 2004)
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NOTIFICATION CONCERNING
TRANSMITTAL OF COPY OF INTERNATIONAL
APPLICATION AS PUBLISHED OR REPUBLISHED

PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREAU

TP WS LUWLE A LAY

PCT/EP2004/0

FDI

To:

SUISSE

" 4 | Dute of mailing (day/monthvyear)

GRUBB, Phillp

Novartis AG

Corporate Intellectual Property
CH-4002 Basel

(,O

17 February 2005 (17.02.2005)
" Applicant's or agenr's file reference
\ ON/4-33308A IMPORTANT NOTICE
- Intemational application No. Intemational filing dale (day/month/yenr) Priority daie (daymonth/vear)
! PCT/EP2004/008850 06 August 2004 (06.08.2004) 08 August 2003 (08.08.2003)
Applicant
NOVARTIS AG et al

3

No, WO 2003/01 4624

No. WO

The Iniemational Burean transmits herewith the following documents:

[ ] eopy of intemational application as republished by the Iniermational Burean on ander

copy of the international application as published by the Iniemational Burean on 17 February 2005 (17.02.2005) under

For an explanation as to the reason for this republication of the international application, reference is made to INID codes (15). (48)
or (88) (a the case may be) on the froni page of the atiached documenL

~gim i e Ao

o gyt

Ficsimile No.+41 22 740 14 35

The Intemnational Bureau of WIPO
34, chemin des Colombeites
1211 Geneva 20, Switzerland

Authorized officer
Agnes Wittmann-Regis

Facsimile No.+41 22 338 89 70
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From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT ‘o\
To: NOTIFIGATION OF TRANSMITTAL OF
NOVARTIS AG THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
Corporate Intellectual Property THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
Attn. Grubb, Philip SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION
4002 Basel
SWITZERLAND REGISTERED MAIL
(PCT Rule 44.1)

. Date of malling

' (dawimonthiyesr) 13 /07/2005
Applicant's or agent'a flle referance
Intsmational application No. Intemational fiing dete
PCT/EP2004 /008850 (dayimonthyeer) 06 708/2004
Applicant
NOVARTIS AG

1. |I| The appiicant i hereby notified that the international eearch report and the written opinion of the International Searching
Authorily have been established and are trensmitind herewlth.

Flling of amendments and siatemant under Article 19:
The applicant i entitied, if he so wishes, to amend the claima of the Intemational Application (see Rule 48):

When? The time limit for such amendments is normally 2 months from the date of tranemiiial of the
Intemational Search s however, for more detalls, see the notes on the accompanying sheet.

Whors? Directly io the  Intemnational Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombeties
1211 Geneva 20, Switzertand, Fascimba No.: (41-22) 740.14.35

For more detalled Instructiona, eee the notes on the accompanying sheet.

2 [___| The appiicant s hersby notifled that no intamational aearch report will be established and that the declaration under
Article 17(2){a) to that effect and the written opinion of the inlemnational Searching Authority are tranamitted herewith.

3. [[] With regard to the protest against payment of (an) additionsl fea(s) under Fule 40.2, the applicant s nofied that:

|:| the together with the decisiori thereon has been tranamitted to the international Bursau together with the
request to forward the texis of both the protest and the decialon therson 1o the designated Offices.

[} nodectsion has been made yet on the protest; the appicant wil be notified as s0on es a decision is made.

N amkw

4. Raminders__ _ _ . . _ 1 . —— . -
Shortly after the sxpiration of 18 months from the ﬂlydm.malnnnuﬂmmhﬂunwllbamblmdwmo
Intemational Bureau. if the applicant wishes 1o avoid or postpone publication, & of withdrawal of the international
spplication, or of the priority cialm, must reach the Intemational Buresu as provided in Aules BObés.1 and 80bia.3, respectivaly,
betore the completion of the technical preparations for Intemational publicetion.

The applicart may submit comments on an informal baals on the written opinion of the intemational Searching Authority to the
Internationa! Bureau. The international Bursau wil sand a copy of such comments to all designatad Offices uniass an
{ntarnational preliminary examination report has been or s to be esteblishad. These comments would also be made avallable to
the publlc but not before the expiretion of 30 months from the priosity date.

Within 19 montha from the priority date, but only in respact of aome deaignatad Offices, a demand for intametional preliminary
examination must be flled i the applicant wishes to postpone the entry krito the national phase until 30 months from the priority
mgmmm : otherwise, the icant must, within 20 montha from the priority date, perform the prescribed
acta for entry Into the natonal before thoss designatad Offices.

In reapect of other designated Offices, the time imit of 30 months (or tater) will apply even il no demand Is filed within 19
months.

'L.'..'

Sae the Annax to Form PCT/IB/301 and, for detalls about the appliicable time limits, Office by Office, see the PCT Appiicant’s
Guide, Volums |I, National Chapters and the WIPO Intemnst site.

Name and maling address of the Intemnational Searching Authorlty | Authorized officer

—& European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2
NL-2280 HV Rijawik Anu Evers
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx 31 851 apo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Form PCTASA/220 (Janualy 2004) (See notas on accompanying sheef)




NOTES TO FORM PCTISA220

Thase Notes are intendad to give the basic Instructions conceming the fliing of emendments under article 19. The
Notes are based on the raquimments of the Patent Cooperution Treaty, the imtions and the Administrative Instructions
under that Trealy. in case of discrepancy bstween thesa Natas and those requirements, the Latter are applicable. Fer more
detalled Information, see aiso the PCT Applicant’s Guide, a publication of WIPQ.,

in these Notea, "Articls®, "Rule”, and "Section” refer 1o the provisions of the PCT, the PCT Raguiations and the PCT
Administrative instructfons, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The appiicant has, after having received the Intemational search report and the written opinion of the International
Searching Authority, one opporiunlty to amend the claima of the intsmational application. it should however be smphastred
thet, since all paris of the Interational application (ciaims,description and drawings) may be amended during the
intsmational preminary examination procedurs, thare is no need 1o file amendments of the claims under Article 19
excapt where, 8.g. the applicant wants the latter to be pul for the purposes.of provislonal protection or has another
reason for amending the claims before intemational publication. Furthermore, It should be emphastred that provisional
protection ls avallable In some States only (ase PCT Agplicant’s Guide, Annexes B1 and B2).

The sttertion of the applicant ls drawn o the fact that amendments % the claima under Article 18 ara not aliowed where
the Imemational Searching Authority has declared, under Article 17(2), that no intemational ssarch report would be
established (see PCT Applicant’s Guide, Volume VA, paragraph 296).

What parts of the Intamational application mey be amended?

Undar Article 19, only the ciaima mey be smended.

During the Intsmational phase, the clalms may siso be amendaed (or further amendied) undar Article 34 before
tha intsmational Praliminasy Examining Authority. The deacription and drawings may only be amended under
Aricie 34 belore mo_IErplﬂond BExamining Authosity.

Upon sntry into the national phase, all parts of the intemational appilication may be amended under Article 28
or, where applicable, Article 41.

When? Within 2 months from the date of trensmitial of the intsmational search report or 18 months from the priority
dute, whichever ime [imit enqpires later. it should be noted, however, that the amendments will be considered
a3 having been received on time if they are received by the Intemational Bureau after the expiration of the
ﬁupl'::bb)i‘lmelinnhnbshnﬂnmmploﬂundhmhnhlmﬂnmbtlmuﬁumlptﬂlﬂh

48.1

Whare not 1o flle the amendmenia?

The amsndments may only be filed with the Intermationsl Bureau and not with the recelving Office or the
intamational Searching Authortty (Rule 48.2).

Where a demand for imemational preliiminery examination has been/ia flled, see below.

LI "";.

cancelling one or more entie clalme, by wdding ons or mone new clalma or by amending the text of
ons or more of the claims as flled.

- ,._.r-
A replacament shest muet be submitted for sach sheet of the claims which, on account of an amendment or
ameancdments, differs from the sheet originally fled.

All the claims appearing on a replaconent aheet must be numbered in Arabic numerals. Where a claim s
cancelled, no renumbering of the other claims s required. In all cases where claims are renumbered, they must
be renumbered consacutively (Administrative Instructions, Saction 205(b)).

The amsndmernts must be made in the lsnguage In which the intarnational spplication Is to be published.

What documents must/may accompany the amendmenta?
Lattar (Section 205(b)):
Tha amendments must be submitted with a letter.

mmwnotbopublhhedwlm-melmmﬂoullppluﬂmwhmmddﬂm. it should not be
confused with the "Statement under Article 19(1)" (ses below, under "Statement under Article 16{1)").

The lstter muat be In English or French, at the cholce of the applicant. Howevar, i the language of the

A

G\J

imarmational application le English, the lether must be in English; ¥ the language of the internations! application

Ia French, the letter must be In French.

Notes to Form PCT/ISA/220 (first sheet) (January 2004)
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