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DESCRIPCION
Procedimiento para la preparacion de acetato de atosiban
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencién se refiere a un procedimiento para preparar un farmaco polipéptido, y en particular a
un procedimiento para preparar acetato de atosiban.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El atosiban es un nonapéptido que contiene tres aminoacidos no naturales: D-Tyr(Et), Mpa y Orn, y un par de
enlaces disulfuro en bucle entre Mpa y Cys, la formula estructural es: ¢ [Mpa-D-Tyr(Et)-lle-Thr-Asn-Cys]-Pro-Orn-
Gly-NHa.

[0003] Por medio de la competicién por el receptor de oxitocina con la oxitocina, el atosiban puede inhibir la
combinacién entre la oxitocina y el receptor de oxitocina, y evitar directamente que la oxitocina actle en el Utero y, a
continuacién, inhibir la contraccién uterina; por otro lado, el atosiban también puede inhibir la hidrélisis de
fosfatidilinositol y, a continuacién, blogquear la generacién de mensajero y la actividad de Ca?*, con la disminucion de
la actividad de la oxitocina, se inhibe indirectamente la contraccién uterina.

[0004] En la actualidad, existen muchos informes sobre el procedimiento del proceso de sintesis en el extranjero y
China; un informe encontrado en China muestra que: el inventor encontré un proceso simple mediante la realizacién
de la oxidacién en fase sélida, a continuacion, la pureza del producto bruto es bajo, con bajo rendimiento y bajo valor
de aplicacion. Los informes sobre el proceso de sintesis de atosiban en el extranjero revelan que: la mayoria de ellos
realizan el procedimiento utilizando sintesis en fase sélid de Boc y la escision del péptido con amoniaco liquido, a
continuacién oxidar con la oxidacién en fase liquida, y la purificacion, relativamente aquellos procesos con una gran
cantidad de "los tres residuos" son demasiado complejos para llevar a cabo la produccion industrial. Véase la
patente US4504469.

El documento CN 101357937 A describe un procedimiento de preparacion sintesis del péptido atosiban en fase
sélida. El documento IN 284 MUM 2004 A da a conocer un procedimiento para preparar atosiban.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

[0005] La presente invencion proporciona una ruta adecuada para obtener atosiban mediante el uso de atosiban
lineal sintetizado y mediante oxidacion en fase liquida. El procedimiento resuelve el problema de la insolubilidad,
reduce la extension del tamafio reaccion y reduce el tiempo de reaccion al maximo, y también el rendimiento es alto
y es facil de industrializar.

[0006] Con el fin de lograr el objetivo anterior, la presente invencion realiza los esquemas técnicos prescritos en la
reivindicacion independiente 1.

[0007] Un procedimiento para preparar atosiban acetato incluye las siguientes etapas de:

sintetizar para obtener atosiban lineal;

disolver el atosiban lineal en una solucion acuosa de acetonitrilo, ajustar el valor de pH con agua amoniacal, afiadir
H202 para oxidar, filtrar, purificar y transferir la sal de acetato sal y obtener el acetato de atosiban.

[0008] "Obtener mediante sintesis" se refiere a la obtencion de atosiban lineal por medio de un procedimiento de
sintesis en fase liquida o un procedimiento de sintesis en fase sélida. Preferiblemente, el procedimiento de sintesis
en fase sélida estd mas optimizado, se inicia mediante Fmoc-Gly-OH y resina de amino con sustitucién adecuada, a
continuacién se sintetiza la resina de atosiban lineal por acoplamiento uno por uno; a continuacién, se obtiene el
atosiban lineal a través del proceso de escindir la resina de atosiban lineal con la mezcla de lisado de TFA 'y H20O y
precipita, en el que la resina de amino es preferiblemente una resina de amida Rink, la posibilidad de sustitucion de
la cual es preferiblemente de 0,4 mmol/g a 1,0 mmol/g. El agente de acoplamiento usado en el procedimiento de
sintesis en fase solida incluye DIC/HOBt, PyBOP/HOBt, HATU/HOBt o0 HBTU/HOBH, preferiblemente DIC/HOBt. Se
ha encontrado que el agente de acoplamiento de la presente invencién puede mejorar la velocidad de reaccion,
obviamente, al mismo tiempo, el sistema de acoplamiento DIC/HOBt reduce en gran medida el coste de
produccién. El término "/" significa "y". La escision de la resina de atosiban lineal se consigue escindiendo la resina
de atosiban lineal utilizando la mezcla de lisado con la relacion en volumen de TFA:H20 = 95: 5. La dosificacion del
agente de escision es de 10-15 ml/g para la resina de atosiban lineal.

[0009] La oxidacion del péptido lineal puede realizarse mediante la oxidacion en fase liquida o la oxidacién en fase
sélida. En cuanto a la reaccion tradicional en fase liquida, el volumen de liquido es grande, y es dificil de manipular y
también lleva mucho tiempo. En contraposicion, la oxidacién en fase solida en general se realiza mediante la
oxidacion con yodo, y es comodo de manipular, pero facil de producir "los tres residuos".
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[0010] La presente invencion realiza la oxidacion en fase liquida tomando el H202 como oxidante, lo que simplifica
directamente el proceso de produccion, reduce el tamafio de reaccion y el tiempo de oxidacion al maximo.

[0011] El acetato de atosiban se prepara mediante la disolucién del atosiban lineal en la solucién acuosa de
acetonitrilo, ajuste del valor de pH con agua amoniacal, adicién de H202 para la oxidacion, filtrado, purificacion,
transferencia de la sal y liofilizacién.

[0012] La solucién acuosa de acetonitrilo se utiliza para la oxidacion en fase liquida, la relacién en volumen de
acetonitrilo es del 5% al 15%, preferiblemente 10%. El atosiban lineal es insoluble en agua, el volumen de reaccion
es grande cuando se utiliza el agua como disolvente, la soluciéon acuosa de acetonitrilo utilizada por la presente
invencion mejora ampliamente la solubilidad del atosiban lineal, y reduce el volumen de reaccion a la mitad.

[0013] La concentracion de atosiban lineal en la oxidacion en fase liquida es de 0,01 g/ml a 0,03 g/ml,
preferiblemente de 0,02 g/ml. La concentracion de atosiban lineal influye directamente en la generacién de
multimero durante la oxidacién, cuando la concentracién es de menos de 0,01 g/ml, presenta inconvenientes para el
funcionamiento industrial; y cuando la concentracién es de mas de 0,03 g/ml, es mas dificil de filtrar la polimerizacion
producida entre las moléculas de péptidos.

[0014] La oxidacién en fase liquida utiliza H202 como oxidante, el nimero de moles de H20:y atosiban lineal es 2-8,
es decir, la cantidad de oxidante H202 es 2-8 veces al niumero de moles de atosiban lineal, preferiblemente 5
veces. Los experimentos muestran que cantidad adecuada de H202 puede acelerar la velocidad de oxidaciéon y
reducir la generacion de polimero.

[0015] La oxidacién en fase liquida utiliza H202 como oxidante, el tiempo de reaccién es de 5 min a 60 min,
preferiblemente 30 min. Los experimentos muestran que, cuando el tiempo de oxidacién es de menos de 5 min, un
gran nimero de péptidos lineales no se oxidan a ciclopéptido, cuando el tiempo de oxidacion es de mas de 60 min,
multiples péptidos lineales forman un ciclo para formar el polimero. El tiempo de oxidacion de la presente invencién
es preferiblemente 30 min, y la pureza es superior al 85%.

[0016] La oxidacion en fase liquida utiliza H202 como oxidante, la temperatura de reaccion es de 10-40°C,
preferiblemente 25°C. Los experimentos muestran que, cuando la temperatura de reaccion es inferior a 10°C, el
rendimiento de la reaccion de oxidacion esta por debajo del 50%, cuando la temperatura de reaccién es de mas de
40°C, se encuentra que el aminoacido experimenta facilmente racemizacién para generar impurezas que son
dificiles de separar. La temperatura de oxidacién de la presente invencion es preferiblemente de 25°C, que no sélo
reduce la racemizacién del aminoacido, sino que también mejora el rendimiento de la oxidacion y la velocidad de
reaccion.

[0017] La oxidacion en fase liquida utiliza agua amoniacal al 30% para ajustar el pH, en el que el valor pH es 8-9.

[0018] Después de la oxidacion en fase liquida, el acetato de atosiban se prepara mediante la filtracién con tierra de
diatomeas y el filtro de membrana de manera ordinaria, se purifica el filtrado por RP-HPLC preparativa (columna C18
0 C8), se transfiere la sal y se liofiliza.

[0019] En la presente invencién, el atosiban lineal se oxida mediante el procedimiento en fase liquida con H202, lo
gue evita una operacion complicada causada por la oxidacion en fase liquida tradicional, y mejora el rendimiento de
oxidacion en un 20%-30%. El proceso de la presente invencion tiene las caracteristicas de reaccién simple, menos
material de entrada, bajo coste, alto rendimiento o similar, y reduce en gran medida la generaciéon de compuestos
insolubles, el rendimiento de la sintesis de la reacciéon puede llegar al 68%, con un valor econémico y practico
considerable.

[0020] Las abreviaturas implicadas en la presente invencidn tienen los siguientes significados:
Fmoc-: fluorenilmetoxicarbonilo
Gly: Glicina

Orn: Ornitina

Pro: Prolina,

Cys: Cisteina

Asn: Asparagina

Thr: Treonina

lle: Isoleucina

Tyr: Tirosina

Mpa: acido mercaptopropionico
Boc: terc-butoxicarbonilo

Trt: trifenilmetilo

tBu: terc-butilo

Et: etilo

HOBL: 1-hidroxibenzotriazol
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DIC: diisopropilcarbodiimida

TFA: acido trifluoroacético

PyBOP: hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio
HBTU: hexafluorofosfato de o-benzotriazol-1-il-N, N, N', N'-tetrametiluronio
H20:2: perdxido de hidrégeno

DMF: N, N-dimetil formamida

DCM: diclorometano

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
Ejemplo 1: Preparacion de la resina del péptido de atosiban lineal

[0021]

(i) Se ponen 6,25 g de resina de amida Rink (sustitucién = 0,8 mmol/g) en un frasco de reaccion, se afiade DMF en
el frasco y se lava dos veces, a continuacion se hincha durante 30 min con DMF. Se elimina el grupo protector Fmoc
de la resina de amida Rink con 30-40 ml de DBLK al 20%, se lava 4 veces con DMF, a continuacion se lava dos
veces con DCM después de la eliminacién, el producto se detecta mediante el procedimiento de deteccién con
ninhidrina, la resina es de color marrén rojizo.

(ii) Se disuelven 4,46 g de Fmoc-Gly-OH y 2,43 g de HOBt en una cantidad adecuada de DMF, que habia sido pre-
activado con 3,05 ml de DIC; la mezcla se afiade al frasco de reaccion y se hace reaccionar durante 2 h, la resina es
negativo mediante el procedimiento de deteccion con ninhidrina, después de la reaccion, el producto se lava 4 veces
con DMF, a continuacion se lava dos veces con DCM, si la resina es positiva, repitiendo la reaccién de condensacion
anterior hasta negativo.

(i) Fmoc-Orn(Boc)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Ille-OH,
Fmoc-D-Tyr(ET)-OH y Mpa(Trt)-OH estan acoplados de forma ordenada.

Ejemplo 2 Escisién de la resina del péptido atosiban lineal

[0022] Se preparan 5,15 g de atosiban lineal mediante el lavado de 3 veces con 30 ml de metanol de la resina de
péptido atosiban lineal obtenida a partir del Ejemplo 1, la adicién de la resina seca obtenida a 150 ml de solucién
mixta con una relacion en volumen de TFA:H20 95:5, la reaccion durante 2 horas a 25°C vy filtracion, lavado de la
resina 3 veces con un poco de acido trifluoroacético, combinacion del filtrado y vertido en 1500 ml de éter glacial, se
deja reposar durante 2 horas, se separa por centrifugacion el atosiban lineal, se lava 3 veces, y se seca en un
secador de vacio, MS: 995,3, HPLC: 91,5%, contenido: 65,5%, rendimiento de sintesis: 68%.

Ejemplo 3: Oxidacion del atosiban lineal

[0023] Se preparan 2,85 g de acetato de atosiban mediante la disoluciéon del atosiban lineal obtenido a partir del
Ejemplo 2 en 250 ml de una solucién acuosa de acetonitrilo al 5%, el ajuste del valor de pH a 8 a 9 con agua
amoniacal al 30%, adicion de 0,60 g de H202, reaccion durante 10 min a 25°C, seguimiento con HPLC (HPLC:
75,6%), filtracion después de la reaccion, purificacién del filtrado por RP-HPLC preparativa (columna C18 o C8),
transferencia de la sal y liofilizaciéon, MS: 994,5 , HPLC: 99,4%.

Ejemplo 4: Oxidacion del atosiban lineal

[0024] Se preparan 3,01 g de acetato de atosiban mediante la disolucion del atosiban lineal obtenido a partir del
Ejemplo 2 en 250 ml de una solucién acuosa de acetonitrilo al 10%, el ajuste del valor de pH a 8 a 9 con agua
amoniacal al 30%, adicion de 0,85 g de H202, reacciéon durante 30 min a 25°C, seguimiento con HPLC (HPLC:
89,5%), filtracion después de la reaccion, purificacién del filtrado por RP-HPLC preparativa (columna C18 o C8),
transferencia de la sal y liofilizaciéon, MS: 994,5 , HPLC: 99,6%.

Ejemplo 5 Oxidacion del atosiban lineal

[0025] Se preparan 2,95 g de acetato de atosiban mediante la disolucion del atosiban lineal obtenido a partir del
Ejemplo 2 en 250 ml de una solucién acuosa de acetonitrilo al 10%, el ajuste del valor de pH a 8 a 9 con agua
amoniacal al 30%, adicion de 0,85 g de H202, reacciéon durante 60 min a 25°C, seguimiento con HPLC (HPLC:
83,5%), filtracion después de la reaccion, purificacién del filtrado por RP-HPLC preparativa (columna C18 o C8),
transferencia de la sal y liofilizaciéon, MS: 994,5 , HPLC: 99,4%.

[0026] Lo anterior es la descripcion mas detallada realizada con la invencién en conjuncién con ejemplos especificos
preferidos, pero no debe considerarse que los ejemplos especificos de la invencion estan limitadas solo a estas
descripciones. Para un experto en la materia a la que pertenece la invenciéon, se pueden realizar muchas
deducciones y sustituciones.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para preparar acetato de atosiban, que comprende las siguientes etapas:

1) sintetizar atosiban lineal;

2) disolver el atosiban lineal con una solucion acuosa de acetonitrilo,

en el que, en la solucién acuosa de acetonitrilo, la concentracién en volumen de acetonitrilo es del 5%-15%;
3) ajustar el valor de pH con agua amoniacal;

4) llevar a cabo la oxidacion en fase liquida usando H202 como oxidante,

en el que la cantidad de H20:2 es 2-8 veces el niumero de moles de atosiban lineal, y

en el que durante la oxidacién con Hz20: el tiempo de oxidacion es de 5-60 min;

5) filtrar, purificar y transferir la sal para obtener el acetato de atosiban.

2. Procedimiento de preparacion, segun la reivindicacion 1, en el que el atosiban lineal se disuelve en la solucién
acuosa de acetonitrilo, en el que la concentracion de atosiban lineal es 0,01-0,03 g/ml.

3. Procedimiento de preparacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el pH se ajusta con agua
amoniacal, en el que el valor del pH es 8-9.

4. Procedimiento de preparacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que, en la solucién acuosa de
acetonitrilo, la concentracién en volumen de acetonitrilo es del 10%.

5. Procedimiento de preparacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la temperatura de
reaccion de la oxidacion en fase liquida es de 10-40°C.

6. Procedimiento de preparacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la temperatura de
reaccion de la oxidacion en fase liquida es de 25°C.

7. Procedimiento de preparacion, segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que durante la oxidacion con
H20: el tiempo de oxidacién es de 30 min.

8. Procedimiento de preparacion, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el acetato de atosiban se
prepara mediante la disolucion del atosiban lineal en la soluciéon acuosa de acetonitrilo, el ajuste del valor de pH con
agua amoniacal, oxidacién con H:202, filtracién con tierra de diatomeas y una membrana de filtro de manera
ordinaria, purificacion del filtrado por RP-HPLC, transferencia de la sal y liofilizacion.

9. Procedimiento de preparacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el atosiban lineal se
sintetiza mediante un procedimiento en fase sélida y el agente de acoplamiento es DIC/HOBt, PyBOP/HOBH,
HATU/HOBt o HBTU/HOB.

10. Procedimiento de preparacién, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el atosiban lineal se
sintetiza mediante un procedimiento en fase sélida y el agente de acoplamiento es DIC/HOBt.
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