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DESCRIPCION
Procedimientos para la preparacién de analogos de oxitocina

La invencion se refiere a un nuevo procedimiento para la preparacion de analogos de oxitocina de formula |
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en la que
R'es hidrégeno o alquilo C1-7 y
R? es hidrégeno o alquilo C1-7; 0

R! y R’ conjuntamente con el atomo de nitrdgeno y de carbono al que estan unidos forman un heterociclo de 5
miembros que esta opcionalmente sustituido con hidroxi o halégeno;

R® es alquilo C1-7

y sus correspondientes enantidmeros y/o isémeros opticos de los mismos.

Los analogos de oxitocina de formula | actidan como agonistas de receptores de oxitocina y tienen el potencial de
usarse para el tratamiento de trastornos neuroldgicos tales como autismo, estrés, incluyendo trastorno por estrés
postraumatico, ansiedad, incluyendo trastornos de ansiedad y depresién, esquizofrenia, trastornos psiquiatricos y
pérdida de memoria, abstinencia alcohdlica, toxicomania y para el tratamiento del sindrome de Prader-Willi
(publicacion PCT WO 2014/095773).

La preparaciéon de los andlogos de oxitocina de acuerdo con el procedimiento descrito en la publicacion PCT WO
2014/095773 se caracteriza por las siguientes etapas:

xl) escision de Fmoc de un precursor peptidico unido a resina de formula X
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x2) escision del grupo alilo en una etapa posterior
5 x3) ciclacién de anillo sobre la resina
x4) desproteccion global y escision de la resina
x5) purificacién y aislamiento.

10
Se descubrié que este procedimiento conocido en la técnica se ve afectado por bajos rendimientos totales y
selectividad de producto.

El objetivo de la presente invencion, por lo tanto, fue mejorar la sintesis con respecto al rendimiento y la selectividad
15 de los andlogos de oxitocina deseados.

El objetivo se pudo lograr con el procedimiento de la presente invencién como se explica a continuacion en el
presente documento.

20 El procedimiento para la preparacion de analogos de oxitocina de formula |

HO
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en la que
25
R'es hidrégeno o alquilo C1-7y

R% es hidrégeno o alquilo C1-7; 0

30 R! y R? conjuntamente con el 4tomo de nitrdgeno y de carbono al que estan unidos forman un heterociclo de 5
miembros que esta opcionalmente sustituido con hidroxi o halégeno;
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R® es alquilo C1-7

y de sus correspondientes enantiomeros y/o isémeros opticos de los mismos comprende tratar un precursor
peptidico unido a resina de formula Il

i ©
B2
5
o} R
o P
H H
H o o 6
~R II
o H o R
H 2
N V\} R 3
R (¢]
H H
Resina
=~ H
7
R R°

en la que

R, R?y R® son como anteriormente y

R* es un grupo protector de hidroxi;

R® es Fmoc;

R® es t-butilo, 1-adamantilo o fenilisopropilo;

R’ esun grupo protector de amida; y

R® es un grupo protector de amida

y sus correspondientes enantiomeros y/o isomeros opticos de los mismos,
de acuerdo con el procedimiento:

b) en el que R® es t-butilo, 1-adamantilo o fenilisopropilo

y las etapas bY), bz), b3) y b*) se definen por las reivindicaciones adjuntas.

Las siguientes definiciones se exponen para ilustrar y definir el significado y alcance de los diversos términos
usados para describir la invencion en el presente documento.

El término "alquilo C4-7" se refiere a un radical hidrocarburo alifatico saturado monovalente de cadena lineal o
ramificada de uno a siete atomos de carbono, preferentemente de uno a cuatro, mas preferentemente de uno a dos
atomos de carbono. Este término se ejemplifica ademés por radicales como metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo,
s-butilo, i-butilo, o t-butilo, pentilo y sus isémeros, hexilo y sus isdmeros y heptilo y sus isdmeros.

Asimismo, el término "alquilo C4-4" se refiere a un radical hidrocarburo alifatico saturado monovalente de cadena
lineal o ramificada de uno a cuatro atomos de carbono, con las preferencias y los ejemplos respectivos mencionados
anteriormente.

El término "alquiloxi C1-4" se refiere a una cadena de alquilo C1-4 unida a un atomo de oxigeno. Este término se
ejemplifica ademas por radicales como metoxi, etoxi, n-propoxi, i-propoxi, n-butoxi, i-butoxi y t-butoxi.

El término "alquiloxicarbonilo C1-4" se refiere a una cadena de alcoxi C4-4 unida a un grupo carbonilo y se ejemplifica
ademas por los radicales alcoxi particulares explicados anteriormente unidos a un grupo carbonilo.

El término "alquenilo C,-4" se refiere a una cadena de carbonos lineal o ramificada insaturada que contiene de 2 a 4
atomos de carbono que contiene al menos un doble enlace. Este término se ejemplifica ademés por radicales como
vinilo, alilo y butenilo y sus isémeros.
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El término "halégeno” se refiere a fltor, cloro, bromo o yodo.

El término "heterociclo de 5 miembros" que se forma conjuntamente con R y R? con el atomo de nitrégeno y de
carbono al que estan unidos representa un anillo pirrolidina opcionalmente sustituido con hidroxi o halégeno, en
particular el anillo pirrolidina de prolina que estéa sustituido con hidroxi o flGor.

El término "grupo protector de amida" se refiere a un sustituyente sensible a 4cidos o acidos de Lewis usado
convencionalmente para impedir la reactividad del grupo amida. Los grupos protectores de amida sensibles a acidos
0 acidos de Lewis adecuados se describen en Isidro-Llobet A., Alvarez, M. y Albericio F., "Amino Acid-Protecting
Groups”, Chem. Rev. 2009, 109, 2455-2504., Chan W. C. y White P. D. "Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis",
Oxford University Press y Green T., "Protective Groups in Organic Synthesis", 4.2 ed. por Wiley Interscience, 2007,
capitulo 7, 696 y siguientes. Por lo tanto, se pueden seleccionar grupos protectores amida adecuados de ftritilo,
Tmob (2,4,6-trimetoxibencilo), Xan (9-xantenilo), Cpd (ciclopropildimetilcarbinilo), Mbh (4,4’-dimetoxibenzhidrilo) o
Mtt (4-metiltritilo).

El término "grupo protector de hidroxi" usado para el sustituyente R* se refiere a cualquier sustituyente usado
convencionalmente para impedir la reactividad del grupo hidroxi. Se describen grupos protectores de hidroxi
adecuados en Isidro-Llobet A., Alvarez, M. y Albericio F., "Amino Acid-Protecting Groups", Chem. Rev. 2009, 109,
2455-2504., Chan W. C. y White P. D. "Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis", Oxford University Press, Green T.,
"Protective Groups en Organic Synthesis", capitulo 1, John Wiley y Sons, Inc.,1991, 10-142 y se pueden seleccionar

de alquilo Ci-4 que esta opcionalmente sustituido con fenilo o fenilo halogenado; alquenilo Cy-4; sililo que esta
opcionalmente sustituido con alquilo C4-4 o fenilo o alquiloxicarbonilo C1-a4.

El enlace espiral " " representa " o" - " indicando, por tanto, la quiralidad de la molécula.
Siempre que un carbono quiral esté presente en una estructura quimica, se entiende que todos los estereoisémeros
asociados con ese carbono quiral estan englobados por la estructura como estereoisbmeros puros, asi como
mezclas de los mismos.

En un modo de realizacién particular de la presente invencion, los analogos de oxitocina tienen la formula la

HO

A la
il

j) NH, Jj‘/
en la que R*, R? y R® son como anteriormente.
R'esen particular hidrogeno o alquilo C1-4, mas en particular hidrégeno o metilo.

R%esen particular hidrégeno o alquilo C4-4, mas en particular hidrogeno.

R! y R? conjuntamente con el atomo de nitrégeno y de carbono al que estan unidos en particular forman el anillo
pirrolidina de prolina que esta opcionalmente sustituido con hidroxi o halégeno, en particular con hidroxi o flGor;

R®en particular representa n-butilo o i-butilo;
Los andlogos de oxitocina incluso mas particulares se enumeran a continuacion:

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH; (1)
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c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Pro-Leu-Gly-NH> (2)
c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Sar-Leu-Gly-NH> (3)
c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Sar-Nle-Gly-NH; (4)
c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-trans-4-fluoro-Pro-Leu-Gly-NH; (5)
c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-trans-4-hidroxi-Pro-Leu-Gly-NH> (6).

El precursor peptidico unido a resina de formula Il tiene la férmula

) UH

jjc

enla que RY, R% R, R* R® R® R’y R® son como anteriormente.
R'esen particular hidrégeno o alquilo C4-4, mas en particular hidrégeno o metilo.
R? es en particular hidrégeno o alquilo C+-4, mas en particular hidrégeno.

R! y R? conjuntamente con el &tomo de nitrégeno y de carbono al que estan unidos en particular forman el anillo
pirrolidina de prolina que esta opcionalmente sustituido con hidroxi o halégeno, en particular con hidroxi o fltior;

R® en particular representa n-butilo o i-butilo;

R* en particular es t-butilo, alilo, tritilo, 2-clorotritilo, t-butiloxicarbonilo, t-butildifenilsililo o t-butildimetilsililo, pero mas
en particular t-butilo;

R® es Fmoc;

R® en particular es 1-adamantilo, fenilisopropilo o t-butilo,

R’ en particular es tritilo, 2-clorotritilo, 4-metiltritilo, pero mas en particular tritilo; y
R®en particular es tritilo, 2-clorotritilo, 4-metiltritilo, pero mas en particular tritilo.

El precursor peptidico unido a resina de formula 1l se puede preparar usando procedimientos conocidos por el
experto en la técnica de sintesis peptidica en fase solida, normalmente por una escision de Fmoc repetida y un
acoplamiento repetido de los aminoacidos protegidos con Fmoc deseados.

Como norma se pueden usar resinas de amida comercialmente disponibles adecuadas para la sintesis peptidica en
fase solida, en particular para la sintesis peptidica en fase sélida con Fmoc. Las resinas Utiles se describen, por
ejemplo, en Chan W. C. y White P. D. “Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis”, Oxford University Press. Por ejemplo,
se descubrio que la resina PL-Rink (resina 4-[(2,4-dimetoxifenil)Fmoc-aminometil[fenoxiacetamido-metilo) de Agilent
Technology es particularmente adecuada para el procedimiento de la presente invencion.

Se puede producir escision de Fmoc con una solucién de derivados de piperidina en un disolvente organico
adecuado. De forma ventajosa, se puede aplicar una solucién de piperidina o 4-metilpiperidina en N,N-
dimetilformamida o N-metilpirrolidona.
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El acoplamiento sobre la resina con los aminoéacidos protegidos con Fmoc puede tener lugar con un agente de
acoplamiento  seleccionado de hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio  (PyBOP),
hexafluorofosfato de (7-azabenzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfonio (PyAOP), hexafluorofosfato de
bromotripirrolidinofosfonio  (PyBroP),  hidroxibenzotriazol (HOBt) y  N,N’-diisopropilcarbodiimida  (DIC),
hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HBTU), hexafluorofosfato
de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HATU), O-(6-clorobenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-
tetrametiluronio (HCTU), hexafluorofosfato de (1-ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolino-
carbenio (COMU), hexafluorofosfato de tetrametilfluoroformamidinio (TFFH), 2-hidroxipiridina (HOPy) o cloruro de 4-
(4,6-dimetoxi-1,3,5-triacin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM) en presencia de una base amina organica y un disolvente
organico adecuado.

Se ha descubierto que HOBt, HOPy y DIC en presencia de piridina como base amina organica y N,N’-
dimetilformamida como disolvente organico son un agente de acoplamiento preferente.

La Fmoc-Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(OAll)-Gly-Leu-Gly-resina de férmula X

5( JSW JM# -

rt Tr1

se puede construir, por ejemplo, sobre una resina PL-Rink por escisién de Fmoc repetida y acoplamiento repetido de
los siguientes aminoéacidos protegidos con Fmoc en el orden descrito: Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Glu(OAll)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH y Fmoc-Gly-OH.

Como se explica anteriormente, el procedimiento puede seguir el procedimiento a) en el que R® es alilo o 4-{N-[1-
(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)-3-metilbutillamino}bencilo. En este caso, el procedimiento se caracteriza por las
siguientes etapas:

al) se escinde el grupo alilo o 4-{N-[1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)-3-metilbutillamino}bencilo R®, en una
etapa posterior

a?) se escinde el grupo Fmoc R®, después de esto

a3) se efectla la ciclacion de anillo sobre la resina, en otra etapa

a4) se efectlia la desproteccién global y escision de la resina, y opcionalmente

a5) se purifica el analogo de oxitocina de formula | asi obtenido y se aisla.

La escisién del grupo alilo o 4-{N-[1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)-3-metilbutillamino}bencilo en la etapa a') se
realiza normalmente en presencia de un compuesto de paladio o de rodio o de hidracina. Se pueden seleccionar
compuestos de paladio o rodio adecuados de tetraquis(trifenilfosfina)paladio, trifenilfosfina/acetato de paladio,
trietilfosfito/acetato de paladio, dicloruro de bis(trifenilfosfina)paladio o cloruro de tris(trifenilfosfina)rodio.
Preferentemente se usan compuestos de paladio, incluso més preferentemente tetraquis(trifenilfosfina)paladio.

Ademas, normalmente esta presente un oxidante tal como fenilsilano, pirrolidina, morfolina o N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida, en particular fenilsilano.

La reaccién como norma se puede producir a temperatura ambiente en un disolvente organico adecuado tal como
cloruro de metileno, acetonitrilo o tetrahidrofurano.
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Se puede realizar la escisibn de Fmoc en la etapa az) como se explica anteriormente con piperidina o 4-
metilpiperidina en un disolvente organico adecuado.

Se efectda la ciclacién de anillo en la etapa a3) sobre la resina, usando convenientemente un agente de ciclacién
seleccionado de hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio (PyBOP), hexafluorofosfato de (7-
azabenzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfonio (PyAOP), hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-
iljuranio (HBTU), hexafluorofosfato de 3-6xido de 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio
(HATU), hexafluorofosfato de O-(6-clorobenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HCTU), hexafluorofosfato de (1-
ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolino-carbenio (COMU), 2-hidroxipiridina (HOPyY) o cloruro de
4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triacin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM) en presencia de una base amina organica.

Las bases amina organicas adecuadas se pueden seleccionar de piridina, imidazol, N,N-diisopropiletilamina,
trietilamina, N-metilmorfolina, N,N-dimetil-4-aminopiridina, 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno 0 1,4-
diazabiciclo[2.2.2]octano.

Se puede realizar la etapa de ciclacion a3) con PyBOP o PyAOP en presencia de N,N-diisopropiletilamina, imidazol o
N-metilmorfolina como bases amina organicas a temperaturas de entre 0 °C a 25 °C.

Se puede efectuar la desproteccion global y escision de la resina en la etapa a*) en presencia de acido
trifluoroacético/agua y un oxidante adecuado tal como tioanisol, anisol, fenol, triisopropilsilano, trietilsilano,
etanoditiol o ditiotreitol normalmente a temperaturas de entre 0 °C a 25 °C. Se ha descubierto que triisopropilsilano
es un oxidante preferente.

En la etapa a5) se puede aislar el analogo de oxitocina bruto separando por filtracién la resina, retirando el disolvente
del filtrado y llevando ademas el residuo a un disolvente organico adecuado tal como a éter metil-t-butilico, 2-
metiltetrahidrofurano o a mezclas de los mismos y por filtracion final y secado.

Se puede purificar adicionalmente el analogo de oxitocina bruto por HPLC preparativa en solucién con un disolvente
organico adecuado tal como con acetonitrilo acuoso y aditivos adecuados tales como acido trifluoroacético, acido
acético o acetato de amonio.

A continuacion se pueden liofilizar las fracciones obtenidas para obtener el analogo de oxitocina puro de formula I.

El procedimiento de la presente invencion sigue el procedimiento b) en el que R® es t-butilo, 1-adamantilo o
fenilisopropilo. En este caso, el procedimiento se caracteriza por las etapas definidas por las reivindicaciones
adjuntas.

La escision de Fmoc en la etapa bl) puede tener lugar como se describe para la etapa az) anterior.

Se puede realizar la desproteccion global y escision de la resina en la etapa b? ) como se describe anterlormente en
la etapa a ) Los modos de realizacion preferentes para la etapa a*se aplican asimismo para la etapa b? ).

Se efecttia la ciclacion de anillo en la etapa b%) en solumon pero se puede producir con los agentes de ciclacion y las
bases amina organicas enumeradas para la etapa a®) anterior. Los modos de realizacién preferentes para la etapa
a’se aplican asimismo para la etapa b* ).

El aislamiento y purificacion en la etapa b* ) puede tener lugar de la misma manera como se describe en la etapa a )
Los modos de realizacién preferentes para la etapa a’ se aplican asimismo para la etapa b* ).

Ejemplos

Abreviaturas:

SPPS = sintesis peptidica en fase solida, resina PL-Rink = resina 4-[(24- dlmetOX|fen|I)Fmoc-
aminometillfenoxiacetamido- metllo de Agilent Technology (PL1467-4749: 032 mmol/g 75 - 150- 10°m; PL1467-
4799: 0,55 mmol/g 75-150 - 10 ®m; PL1467-4689: 0,96 mmol/g 150-300 - 10° m) Fmoc = 9-fluorenilmetoxicarbonilo,
Gly = glicina, Leu = leucina, Glu(OAll) = 4cido glutdmico protegido con alilo, Glu(tBu) = acido glutamico protegido
con terc-butilo, Asn(Trt) = asparagina protegida con tritilo, GIn(Trt) = glutamina protegida con tritilo, lle = isoleucina,
Tyr(tBu) = tirosina protegida con terc-butilo, Sar = N-metilglicina, Pro = prolina, Nle = norleucina, DMF = N,N-
dimetilformamida, HOBt = 1-hidroxibenzotriazol, HOPy = 2-hixroxipiridina, DIC = N,N’-diisopropilcarbodiimida, NEP =
N-etilpirrolidona, PyBOP = hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfonio, DIPEA =
diisopropiletilamina, MeOH = metanol, CH,Cl, = diclorometano, MTBE = éter metil-terc-butilico, MetF = 2-
metiltetrahidrofurano, TFA = acido trifluoroacético, MeCN = acetonitrilo, PyAOP = hexafluorofosfato de (7-
azabenzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfonio, HBTU = hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-
iljuranio, HATU = hexafluorofosfato de 3-6xido de 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio, HCTU
= hexafluorofosfato de O-(6-clorobenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio, COMU = hexafluorofosfato de (1-ciano-
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2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolino-carbenio, DMTMM = cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triacin-2-
il)-4-metilmorfolinio, NMP = 1-metil-2-pirrolidinona, DMSO = dimetilsulféxido, DMI = 1,3-dimetil-2-imidazolidinona,
DMPU = 1,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(1H)-pirimidinona, NMM = N-Metilmorfolina, DMAP = N,N-dimetil-4-
aminopiridina, DIPEA = N,N-diisopropiletilamina, DBU = 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno, DABCO = 1/4-
diazabiciclo[2.2.2]octano.

Ejemplo de comparacién

Se realiz6 un experimento comparativo para la preparacion de
c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH; (1)

de forma analoga a la descripcion de sintesis del documento W02014/095773 (ciclacion en fase solida) y como se
explica en el esquema 1 a continuacion:

Esquema 1:

X@ O.

o [o)
LT
i)) izzlsll:nmiii:;n:izc °© : )]\/ i c) Esc!snv(?n de Fmoc
Fmoc-AA-derivados H Y\NH d) Escision de alilo

3 H e) Ciclacion sobre resina

o H
H
Tt

8 veces repetidas etapa a) y b) 2 2 \/\ i
o
\)I\N {o]
o H o
esina

Fmoc-Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(OAll)-Gly-Leu-Gly-resina
X

Resina PL-Rink

o HO

f) Desproteccion global
y escision de resina

N o
o H
i g) Purificacion y
H dii H 5 aislamiento
° & H 2 H
AL A 5( QLN L
H
oj{) :\'\fo o N\)I\Resina j) \)J\N
H
Tt Trt .

c[Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu]-Gly-Leu-Gly-resina c[Gly-Tyr-lle-Gln-Asn-Glul-Gly-Leu-Gly-NH,
1

Se ha medido la eficacia de sintesis en base al rendimiento y a la proporciéon de producto (1) con respecto al
subproducto dimero de formula mostrada en el esquema 2 a continuacion:
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Esquema 2:
o NH, NH
H
Rlig o} o} )\_ o
w < o X
N : o
SR
H O
HO
HN
H
= N
° E )]\/"j :
) Y\NH s
H o
H
o) H (0]
H H
PP
o o
| 5( : H H
© 3 o e ? \)]\N H
* H 2
H 2 H 2
dimero
H_N-Gly-Leu-Gly-c[Glu-Asn-GIn-lle-Tyr-Gly-Glu(Gly-Leu-Gly-NH,)-Asn-GlIn-lle-Tyr-Gly]
a) Escision de Fmoc:

Se cargé un reactor de SPPS (100 ml; sintetizador peptidico CS136XT ex CSBio) con resina PL-Rink (carga.
0,55 mmol/g, 5,00 g, 2,75 mmol) y piperidina al 20 % en DMF (50,0 ml). A continuacién se agité la mezcla a 25 °C
durante 10 min. Después de extraer el disolvente, se afiadié otra porcion de piperidina al 20 % en DMF (50,0 ml) y
se agité la mezcla a 25 °C durante 30 min. Después de extraer el disolvente, se lavo la resina resultante con DMF (8
x 50,0 ml) para proporcionar la resina PL-Rink sin Fmoc.

b) Acoplamiento con Fmoc-AA-derivados:

A la resina PL-Rink sin Fmoc, se le afiadieron una solucion de Fmoc-Gly-OH en HOBt/DMF 0,35 M (32,0 ml,
11,2 mmol), DIC 0,92 M en DMF (16,0 ml, 14,7 mmol) y piridina al 10 % en DMF (16,0 ml, 19,8 mmol) y se agit6 a
25 °C durante 3 h. Después de extraer el disolvente, se lavo la resina resultante con DMF (4 x 50,0 ml) para
proporcionar Fmoc-Gly-resina.

Se repitieron las etapas de escision de Fmoc y acoplamiento de Fmoc-AA-derivado 8 veces empleando en lugar de
Fmoc-Gly-OH, los siguientes Fmoc-aminoacido-derivados: Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OAll)-OH,
Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH para proporcionar Fmoc-
Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(OAll)-Gly-Leu-Gly-resina. Se escindi6 una muestra de la resina (véase a
continuacién) para confirmar la masa correcta. EM (m/z): 1211,8 (M+H)"

c) Escision de Fmoc:

Se llevo a cabo la escision de Fmoc de la Gly terminal como se describe anteriormente para proporcionar H-Gly-
Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(OAll)-Gly-Leu-Gly-resina. Se escindi® una muestra de la resina (véase a
continuacién) para confirmar la masa correcta. EM (m/z): 989,8 (M+H)"

d) Escision de alilo:

A H-Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(OAIll)-Gly-Leu-Gly-resina, se le afiadi6 una soluciébn de
tetraquis(trifenilfosfina)paladio (159 mg, 0,138 mmol) y fenilsilano (3,40 ml, 27,6 mmol) en CH,CI, (50,0 ml) y se
agité a 25 °C durante 30 min. Después de extraer el disolvente, se repitid esta etapa una vez mas y se lavo con
DMF (2 x 50,0 ml). Se afiadi6 una solucion de ditiocarbamato de sodio (250 mg) y DIPEA (0,250 ml) en DMF
(50,0 ml) y se agitd la mezcla a 25 °C durante 15 min. Después de extraer el disolvente, se repitid esta etapa una
vez mas. Después de extraer el disolvente, se lavo la resina resultante con DMF (4 x 50,0 ml) para proporcionar H-
Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu-Gly-Leu-Gly-resina. Se escindi6 una muestra de la resina (véase a
continuacién) para confirmar la masa correcta. EM (m/z): 949,7 (M+H)"

10



10

15

20

25

30

ES 2700 586 T3

e) Ciclacién sobre resina:

Se afiadié una solucion de PyBOP (2,36 g, 4,54 mmol) y DIPEA (2,40 ml, 13,8 mmol) en NEP (60,0 ml) a H-Gly-
Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu-Gly-Leu-Gly-resina y se agité la mezcla a 25 °C durante 4 h. Después de extraer el
disolvente, se lavo la resina resultante con DMF (4 x 50,0 ml), CH2Cl; (3 x 50,0 ml) y MeOH (3 x 50,0 ml). Se secé la
resina a 1 kPa (10 mbar) a 25 °C durante 1 dia para dar c[Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu]-Gly-Leu-Gly-resina
(8,60 g).

f) Desproteccidn global y escisién de resina:

A una solucién preenfriada (10-15 °C) de triisopropilsilano (2,80 ml) en TFA (40,0 ml) y agua (10,0 ml), se le afadio
c[Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu]-Gly-Leu-Gly-resina (8,60 g) y se agitdé a 25 °C durante 3 h. Se separd por
filtracion la resina y se concentro el filtrado a vacio. Se afiadio el residuo a MTBE (100 ml) y se agitd la mezcla a
25 °C durante 15 h. Se filtr6 la mezcla y se lavé la torta con MTBE (50,0 ml) seguido de secado para dar c[Gly-Tyr-
lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH; bruto 1 (2,01 g, ensayo 11,3 % en peso, rendimiento total de un 9 %) como un
sélido blanco con una pureza de un 15,9 % (% &rea HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1). La
proporcion de 1/dimero fue de 8,5.

Tabla 1:
. Procedimiento de Rendimiento Pureza de péptido ciclico bruto Proporcion de
Ejemplo : o total . .
ciclacion (%) (% area HPLC) 1/dimero
Comparacion Fase soélida 9 15,9 8,5
1 (invencién) Fase soélida 38 62,7 21,9
2 (invencion) Fase liquida 31 56,6 15,1

Ejemplo 1 (ciclacién en fase sélida)

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH; (1)

Esquema 3:

c) Escision de alilo

d) Escision de Fmoc

e) Ciclacion sobre resina
e

a) Escision de Fmoc
b) Acoplamiento de Fmoc-AA-derivados
8 veces repetidas etapa a) y b)

Resina PL-Rink

o

\/u\qesma

f) Desproteccion global %
y escision de resina

: Ny B

' g) Purificacion y H W )‘j

"ok a aislamiento H H o
c H o

H o

¢ H 8 H o | i

N N E M \)L ¥

W o o ’ N o

Y H E H o

o H 8 ;\N N o © R O S 4 N \)k,\‘
\’\f o esina Y o N H,

H
NHTr HTn H, H,

C[Gly-Tyr(tBu)-lle-Gin(Trt)-Asn(Trt)-Glu]-Gly-Leu-Gly-resina AGH-TYlIe:Gin-AS-CIUECl: L et-Gly:NH

1

a) Escision de Fmoc:
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Se cargd un reactor de SPPS (100 ml; sintetizador peptidico CS136XT ex CSBio) con resina PL-Rink (carga.
0,55 mmol/g, 5,00 g, 2,75 mmol) y piperidina al 20 % en DMF (50,0 ml). A continuacién se agité la mezcla a 25 °C
durante 10 min. Después de extraer el disolvente, se afiadié otra porcion de piperidina al 20 % en DMF (50,0 ml) y
se agité la mezcla a 25 °C durante 30 min. Después de extraer el disolvente, se lavo la resina resultante con DMF (8
x 50,0 ml) para proporcionar la resina PL-Rink sin Fmoc.

b) Acoplamiento con Fmoc-AA-derivados:

A la resina PL-Rink sin Fmoc, se le afiadieron una solucién de Fmoc-Gly-OH en HOBt/DMF 0,35 M (32,0 ml,
11,2 mmol), DIC 0,92 M en DMF (16,0 ml, 14,7 mmol) y piridina al 10 % en DMF (16,0 ml, 19,8 mmol) y se agit6 a
25 °C durante 3 h. Después de extraer el disolvente, se lavd la resina resultante con DMF (4 x 50,0 ml) para
proporcionar Fmoc-Gly-resina.

Se repitieron las etapas de escisién de Fmoc y acoplamiento de Fmoc-AA-derivado 8 veces empleando en lugar de
Fmoc-Gly-OH, los siguientes Fmoc-aminoéacido-derivados: Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OAll)-OH,
Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH para proporcionar X (Fmoc-
Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(OAll)-Gly-Leu-Gly-resina). Se escindi6 una muestra de la resina (véase a
continuacién) para confirmar la masa correcta. EM (m/z): 1211,8 (M+H)*

c) Escision de alilo:

A X (Fmoc-Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(OAll)-Gly-Leu-Gly-resina), se le afiadi6 una solucion de
tetraquis(trifenilfosfina)paladio (159 mg, 0,138 mmol) y fenilsilano (3,40 ml, 27,6 mmol) en CH,CI, (50,0 ml) y se
agitd a 25 °C durante 30 min. Después de extraer el disolvente, se repitid esta etapa una vez mas y se lavd con
DMF (2 x 50,0 ml). Se afiadié6 una solucién de ditiocarbamato de sodio (250 mg) y DIPEA (0,250 ml) en DMF
(50,0 ml) y se agitd la mezcla a 25 °C durante 15 min. Después de extraer el disolvente, se repitié esta etapa una
vez mas. Después de extraer el disolvente, se lavo la resina resultante con DMF (4 x 50,0 ml) para proporcionar
Fmoc-Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu-Gly-Leu-Gly-resina. Se escindi6 una muestra de la resina (véase a
continuacién) para confirmar la masa correcta. EM (m/z): 1171,8 (M+H)"

d) Escision de Fmoc:

Se llevo a cabo la escision de Fmoc de la Gly terminal como se describe anteriormente para proporcionar H-Gly-
Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu-Gly-Leu-Gly-resina. Se escindié una muestra de la resina (véase a continuacion)
para confirmar la masa correcta. EM (m/z): 949,7 (M+H)*

e) Ciclacion sobre resina:

Se afiadié una solucién de PyBOP (2,36 g, 4,54 mmol) y DIPEA (2,40 ml, 13,8 mmol) en NEP (60,0 ml) a H-Gly-
Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu-Gly-Leu-Gly-resina y se agitd la mezcla a 25 °C durante 4 h. Después de extraer el
disolvente, se lavé la resina resultante con DMF (4 x 50,0 ml), CHxCl, (3 x 50,0 ml) y MeOH (3 x 50,0 ml). Se secé la
resina a 1 kPa (10 mbar) a 25 °C durante 1 dia para dar c[Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu]-Gly-Leu-Gly-resina
(9,17 g).

f) Desproteccién global y escisién de resina:

A una solucién preenfriada (10-15 °C) de triisopropilsilano (2,50 ml) en TFA (40,0 ml) y agua (10,0 ml), se le afiadi6
c[Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu]-Gly-Leu-Gly-resina (9,17 g) y se agit6 a 25 °C durante 3 h. Se separé por
filtracion la resina y se concentrd el filtrado a vacio. Se afiadié el residuo a MTBE (100 ml) y se agité la mezcla a
25 °C durante 15 h. Se filtr6 la mezcla y se lavd la torta con MTBE (50,0 ml) seguido de secado para dar c[Gly-Tyr-
lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH; bruto 1 (2,39 g, ensayo 40,9 % en peso, rendimiento total de un 38%) como un
sélido blanco con una pureza de un 62,7% (% area HPLC, procedimiento de HPLC: columna Aquity UPLC BEH130
C18, 150 x 2,1 mm; fase movil, A: TFA al 0,05 % en agua, B: TFA al 0,05 % en MeCN; flujo: 0,13 ml/min durante
40 min, 0,25 ml/min durante 15 min; isocratico 90/10 (A/B) durante 3 min, gradiente de 90/10 (A/B) a 62/38 (A/B) en
37min, gradiente de 62/38 (A/B) a 10/90 (A/B) en 5 min, isocratico 10/90 (A/B) durante 10 min. Temp: 60 °C, UV:
214 nm). La proporcién de 1/dimero fue de 21,9.

Tiempo de retencion: 23,2 min (c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NHy), 18,8 min (H-Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu-
Gly-Leu-Gly-NH), 26,1 min (dimero)

g) Purificacion y aislamiento:

Se disolvid c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH, bruto en agua-MeCN (10-1) y se filtr6. Se diluyé el filtrado
con el mismo volumen de agua. Se purificd la soluciéon por HPLC preparativa en una columna Kromasil-C18-100
(250 x 80 mm, tamafio de particula 10 um, A: TFA al 0,1 %-agua, B: MeCN; flujo: 300 ml/min; isocratico 95/5 (A/B)
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durante 2 min, gradiente de 95/5 (A/B) a 80/20 (A/B) en 1 min, gradiente de 80/20 (A/B) a 77/23 (A/B) en 17min,
gradiente de 77/23 (A/B) a 10/90 (A/B) en 1 min, isocratico 10/90 (A/B) durante 7 min, gradiente de 10/90 (A/B) a
95/5 (A/B) en 1 min, isocratico 95/5 (A/B) durante 6 min. Se recogieron las fracciones y se liofiliz6 para proporcionar
c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH; puro 1 (0,708 g) como un polvo blanco con una pureza de un 99,2 % (%
area HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1). No se observé dimero en 1 puro. EM (m/z): 931,0 (M+H)"

Ejemplo 2 (ciclacién en fase de solucidén)

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH; (1)

" c) Escision de Fmoc

b) Acoplamiento de Fmoc-AA-derivados i Egig{;fﬁgg?gﬁgal

8 veces repetidas etapa a) y b)

Esquema 4:

a) Escision de Fmoc

%ﬁ:w@im—»

Fmoc-Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(tBu)-Gly-Leu-Gly-resina

Resina PL-Rink

X

e) Ciclacion en solucion

N alatios jj/j”%

H-Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu-Gly-Leu-Gly-NH2 c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH,
1
LP1

a) Escision de Fmoc:

Se cargé un reactor de SPPS (100 ml) con resina PL-Rink (carga. 0,55 mmol/g, 5,00 g, 2,75 mmol) y piperidina al
20 % en DMF (50 ml). A continuacién se agit6 la mezcla a 25 °C durante 10 min. Después de extraer el disolvente,
se afiadio6 otra porcién de piperidina al 20 % en DMF (50,0 ml) y se agit6 la mezcla a 25 °C durante 30 min. Después
de extraer el disolvente, se lavo la resina resultante con DMF (8 x 50,0 ml) para proporcionar la resina PL-Rink sin
Fmoc.

b) Acoplamiento de Fmoc-AA-derivados:

A la resina PL-Rink sin Fmoc, se le afiadieron una solucién de Fmoc-Gly-OH en HOBt/DMF 0,35 M (32,0 ml,
11,2 mmol), DIC 0,92 M en DMF (16,0 ml, 14,7 mmol) y piridina al 10 % en DMF (16,0 ml, 19,8 mmol) y se agit6 a
25 °C durante 3 h. Después de extraer el disolvente, se lavé la resina resultante con DMF (4 x 50,0 ml) para
proporcionar Fmoc-Gly-resina.

Se repitieron las etapas de escision de Fmoc y acoplamiento de Fmoc-AA-derivado 8 veces empleando en lugar de
Fmoc-Gly-OH, los siguientes Fmoc-aminoacido-derivados: Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-
Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH para proporcionar X (Fmoc-Gly-
Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(tBu)-Pro-Leu-Gly-resina). Se escindi6 una muestra de la resina (véase a
continuacién) para confirmar la masa correcta. EM (m/z): 1171,8 (M+H)*

c) Escision de Fmoc:
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Se llevd a cabo la escision de Fmoc de la Gly terminal como se describe anteriormente. Después de extraer el
disolvente, se lavé la resina resultante con DMF (8 x 50,0 ml), CH,Cl, (3 x 50,0 ml) y MeOH (3 x 50,0 ml). Se secé la
resina a 1 kPa (10 mbar) a 25 °C durante 1 dia para dar H-Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(tBu)-Gly-Leu-Gly-
resina (10,8 g).

d) Desproteccidn global y escisién de resina:

A una solucién preenfriada (10-15 °C) de triisopropilsilano (2,50 ml) en TFA (40,0 ml) y agua (10,0 ml), se le afiadié
H-Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(tBu)-Gly-Leu-Gly-resina (10,8 g) y se agité a 25 °C durante 3 h. Se separd
por filtracién la resina y se concentré el filtrado a vacio. Se afiadi6 el residuo a MetF (100 ml) y se agit6 la mezcla a
25 °C durante 15 h. Se filtré la mezcla y se lavoé la torta con MetF (50,0 ml) seguido de secado para dar LP1 (H-Gly-
Tyr-lle-GIn-Asn-Glu-Gly-Leu-Gly-NH) (3,60 g) como un sélido blanco con una pureza de un 67,4 % (% area HPLC,
procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1). EM (m/z): 949,7 (M+H)"

e) Ciclacion en solucion:

A una mezcla de LP1 (H-Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu-Gly-Leu-Gly-NHy) (3,50 g) en NEP (60,0 ml) y DIPEA (3,13 ml,
18,4 mmol) se le afiadié PyBOP (1,92 g, 3,69 mmol) y se agit6 a 25 °C durante 1 h. Para completar la conversion, se
afiadié otra porcién de PyBOP (0,960 g, 1,84 mmol) y se agité a la misma temperatura durante 1 h. Se afadi6 la
mezcla resultante a una solucion de MTBE/MetF (400 ml/100 ml) y se agité a 25 °C durante 15 h. Se filtré la mezcla
y se lavo la torta con MTBE (50,0 ml) seguido de secado para dar c[Gly-Tyr-Leu-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH;
bruto 1 (4,30 g, ensayo 18,0 % en peso, rendimiento total de un 31 %) como un sélido blanco con una pureza de un
56,6 % (% area HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1). La proporcion de 1/dimero fue de 15,1.

f) Purificaciéon y aislamiento:

Se disolvié c[Gly-Tyr-Leu-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH, bruto en agua-MeCN (10-1) y se separ6 por filtracion el
material no disuelto. Se diluyé el filtrado con el mismo volumen de agua. Se purificé la solucion por HPLC
preparativa en una columna Kromasil-C18-100 (250 x 80 mm, tamafio de particula 10 um, A: TFA al 0,1 %-agua, B:
MeCN; flujo: 300 ml/min; isocratico 95/5 (A/B) durante 2 min, gradiente de 95/5 (A/B) a 80/20 (A/B) en 1 min,
gradiente de 80/20 (A/B) a 77/23 (A/B) en 17min, gradiente de 77/23 (A/B) a 10/90 (A/B) en 1 min, isocratico 10/90
(A/B) durante 7 min, gradiente de 10/90 (A/B) a 95/5 (A/B) en 1 min, isocratico 95/5 (A/B) durante 6 min. Se
recogieron las fracciones y se liofilizé para proporcionar c[Gly-Tyr-Leu-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH, puro 1 (444
mg) como un polvo blanco con una pureza de un 99,7% (% area HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo
1). No estaba presente nada de dimero en 1 puro. EM (m/z): 931,0

Ejemplo 3 a-g (Optimizacién de reactivos de acoplamiento):

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH; (1)

De manera anéloga al ejemplo 2, se realizaron las ciclaciones empleando los reactivos de acoplamiento como se
enumeran en la tabla 2.

Tabla 2:
. Rendimiento en mezcla de Pureza en mezcla de .
Ei Reactivo de iy ) Proporcion de
jemplo acoplamiento reaccion reaccion 1/dimero
P (%) (% area HPLC)

3a PyBOP 63 54,9 13,4
3b PyAOP 63 52,7 23,2
3c HBTU 45 51,0 12,4
3d HATU 51 471 10,6
3e HCTU 55 10,6 13,8
3f comMmu 26 11,5 28,0
3g DMTMM 17 18,5 34,9

Ejemplo 4 a-g (Optimizacién de disolventes):

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH; (1)

De manera analoga al ejemplo 2, se realizaron las ciclaciones empleando los disolventes como se enumeran en la
tabla 3.
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Tabla 3:
Di Rendimiento en mezcla de L L
Ejemplo |solvent¢_a' reaccion Pureza en rpezcla de reaccion Propo’rcmn de
(Concentracion) (%) (% area HPLC) 1/dimero

4a NEP (5 mM) 63 60,3 30,4
4b NEP (80 mM) 63 54,9 13,4
4c NMP (80 mM) 44 46,9 13,3
4d DMSO (80 mM) 51 52,8 13,8
4e DMF (80 mM) 35 44.8 8,9
a4f DMI (80 mM) 38 445 11,3
49 DMPU (80 mM) 35 453 17,7

Ejemplo 5 a-g (Optimizacién de bases):

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Gly-Leu-Gly-NH; (1)

De manera andloga al ejemplo 2, se realizaron las ciclaciones empleando las bases como se enumeran en la tabla
4,

Tabla 4:
Rendimiento en mezcla de - .
Ejemplo Base reaccion Pureza en rpezcla de reaccion Propo}rmon de
(%) (% area HPLC) 1/dimero

5a Imidazol 63 55,7 10,6
5b NMM 68 57,7 22,0
5c DABCO 47 46,4 15,4
5d DMAP 43 47,8 13,6
5e DIPEA 63 54,9 13,4
5f DBU 25 27,0 19,4
59 NMM, 0 °C 66 54,5 20,0

Ejemplo 6 a-d (Comparacion de la carga de resina/equivalente de aminoacido):

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Pro-Leu-Gly-NH> (2)
Esquema 5:

HO HO

QL .
)IY““ - Y”ﬁ

H

H, 2
2

H-Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu-Pro-Leu-Gly-NH, c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Pro-Leu-Gly-NH
2
LP2

2
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De manera anéloga al ejemplo 2, se sintetizo el péptido ciclico puro 2 empleando los Fmoc-AA-acidos: Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-
Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH

Escala de sintesis: 9,60 mmol (carga: véase el ejemplo 6a-d; resina 30,0 g)

Rendimiento: 40 % (después de purificacion)

Pureza: 98,2 % (% &rea HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)

Tiempo de retencién: 29,8 min (procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)

EM (m/z): 971,5 (M+H)"

Se determinaron la pureza y el rendimiento del péptido lineal intermedio LP2 (H-Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu-Pro-Leu-
Gly-NH,) empleando las cargas de resina/equivalentes de aminoacido como se enumeran en la tabla 5.

Tabla 5:
Eiemplo Carga de resina Aminoacido Pureza de LP2 bruto Rendimiento de LP2 bruto
jemp (mmol/g) (eq.) (% area HPLC) (%)
6a 0,32 4 79,0 90
6b 0,55 4 83,3 116
6C 0,55 2 78,5 108
6d 0,96 4 82,7 96
Ejemplo 7

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Pro-Leu-Gly-NH> (2)

Se realizé el ejemplo 7 de manera analoga al ejemplo 2, con la excepcién de que se realizaron las ciclaciones
empleando N-metilmorfolina como base.

a) Escision de Fmoc:

Se cargd un reactor de SPPS (250 ml; sintetizador peptidico CS536XT ex CSBio) con resina PL-Rink (carga.
0,55 mmol/g, 10,0 g, 5,50 mmol) y piperidina al 20 % en DMF (100 ml). A continuacién se agité la mezcla a 25 °C
durante 10 min. Después de extraer el disolvente, se afiadio otra porcién de piperidina al 20 % en DMF (100 ml) y se
agito la mezcla a 25 °C durante 30 min. Después de extraer el disolvente, se lavo la resina resultante con DMF (8 x
100 ml) para proporcionar resina PL-Rink sin Fmoc.

b) Acoplamiento de Fmoc-AA-derivados:

A la resina PL-Rink sin Fmoc, se le afiadieron una solucion de Fmoc-Gly-OH en HOBt/DMF 0,35 M (64,0 ml,
22,4 mmol), DIC 0,92 M en DMF (32,0 ml, 29,4 mmol) y piridina al 10 % en DMF (32,0 ml, 39,6 mmol) y se agit6 a
25 °C durante 3 h. Después de extraer el disolvente, se lavé la resina resultante con DMF (4 x 100,0 ml) para
proporcionar Fmoc-Gly-resina.

Se repitieron las etapas de escision de Fmoc y acoplamiento de Fmoc-AA-derivado 8 veces empleando en lugar de
Fmoc-Gly-OH, los siguientes Fmoc-aminoacido-derivados: Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-
Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH para proporcionar Fmoc-Gly-
Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(tBu)-Pro-Leu-Gly-resina. Se escindi6 una muestra de la resina (véase a
continuacién) para confirmar la masa correcta. EM (m/z): 1211,1 (M+H)"

c) Escision de Fmoc:

Se llevd a cabo la escision de Fmoc de la Gly terminal como se describe anteriormente. Después de extraer el
disolvente, se lavé la resina resultante con DMF (8 x 100 ml), CH2Cl, (3 x 100 ml) y MeOH (3 x 100 ml). Se secé la
resina a 1 kPa (10 mbar) a 25 °C durante 1 dia para dar H-Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(tBu)-Pro-Leu-Gly-
resina (18,6 g). Se escindié una muestra de la resina (véase a continuacion) para confirmar la masa correcta. EM
(m/z): 989,7 (M+H)"

d) Desproteccién global y escisién de resina:
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A una solucién preenfriada (10-15 °C) de triisopropilsilano (3,00 ml) en TFA (48,0 ml) y agua (12,0 ml), se le afiadié
H-Gly-Tyr(tBu)-lle-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Glu(tBu)-Pro-Leu-Gly-resina (6,00 g) y se agité a 25 °C durante 3 h. Se separ6
por filtracién la resina y se concentro el filtrado a vacio. Se afiadio el residuo a MetF (120 ml) y se agit6 la mezcla a
25 °C durante 15 h. Se filtr6 la mezcla y se lavé la torta con MetF (60,0 ml) seguido de secado para dar H-Gly-Tyr-
lle-GIn-Asn-Glu-Pro-Leu-Gly-NH; LP2 (1,84 g) como un soélido blanco con una pureza de un 87,3 % (% area HPLC,
procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1). Tiempo de retencion: 23,9 min (procedimiento de HPLC véase el
ejemplo 1); EM (m/z): 989,7 (M+H)"

e) Ciclacion en solucién:

A una mezcla de H-Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu-Pro-Leu-Gly-NH, LP2 (300 mg) en N-etilpirrolidona (3,60 ml) y NMM
(0,167 ml, 1,52 mmol) se le afiadi6 PyBOP (237 mg, 0,455 mmol) y se agit6 a 25 °C durante 1 h. Para completar la
conversion, se afiadio otra porcion de PyBOP (47,4 mg, 0,0910 mmol) y se agité a la misma temperatura durante
1 h. Se afiadio la mezcla resultante a una solucién de MTBE (24,0 ml) y MetF (6,00 ml), y a continuacion se agit6 a
25 °C durante 15 h. Se filtr6 la mezcla y se lavé la torta con MTBE (15,0 ml). Se disolvié la torta en agua/MeCN
(10/1, 3,3 ml) y se separaron por filtracion los materiales no disueltos. Se liofilizo el filtrado para dar c[Gly-Tyr-Leu-
GIn-Asn-Glu]-Pro-Leu-Gly-NH; bruto 2 (313 mg, ensayo 54,0 % en peso, rendimiento total de un 60 %) como un
solido blancq con una pureza de un 71,4 % (% é&rea HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1). EM (m/z):
971,5 (M+H)

Ejemplo 8
c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Sar-Leu-Gly-NH> (3)

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Sar-Leu-Gly-NH,
3

De manera analoga al ejemplo 2, se sintetiz6 el péptido ciclico puro 3 empleando los Fmoc-AA-acidos: Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Sar-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-
Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH

Escala de sintesis: 9,60 mmol (carga. 0,32 mmol/g, resina 30,0 g)

Rendimiento: 41 % (después de purificacion)

Pureza: 98,9 % (% area HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)

Tiempo de retencién: 27,6 min (procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)

EM (m/z): 945,5 (M+H)"

Ejemplo 9

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Sar-Nle-Gly-NH; (4)
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c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Sar-Nle-Gly-NH,
4

De manera anéloga al ejemplo 2, se sintetiz6 el péptido ciclico puro 4 empleando los Fmoc-AA-acidos: Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Nle-OH, Fmoc-Sar-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-
5 Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH
Escala de sintesis: 9,60 mmol (carga. 0,32 mmol/g, resina 30,0 g)
Rendimiento de un 41 % (después de purificacion)
w0 Pureza: 99,2 % (% &rea HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)
Tiempo de retencion: 25,9 min (procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)
15  EM (m/z): 945,5 (M+H)"
Ejemplo 10
c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-trans-4-fluoro-Pro-Leu-Gly-NH; (5)

20
HO

)ﬁ”%
kr

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-trans-4-fluoro-Pro-Leu-Gly-NH,
5

NI

2

De manera analoga al ejemplo 2, se sintetizo el péptido ciclico puro 5 empleando los Fmoc-AA-acidos: Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-trans-4-fluoro-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-
25 lle-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH
Escala de sintesis: 9,60 mmol (carga. 0,32 mmol/g, resina 30,0 g)
Rendimiento: 39 % (después de purificacion)
30
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Pureza: pureza de un 98,8 % (% area HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)
Tiempo de retencién: 25,7 min (procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)

EM (m/z): 988,5 (M+H)"

Ejemplo 11

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-trans-4-hidroxi-Pro-Leu-Gly-NH. (6)

HO

wm%
Frdn

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-Pro-Leu-Gly-NH,
6

De manera anéloga al ejemplo 2, se sintetiz6 el péptido ciclico puro 6 empleando los Fmoc-AA-acidos: Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-trans-4-terc-butoxi-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-lle-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH

Escala de sintesis: 9,60 mmol (carga. 0,32 mmol/g, resina 30,0 g)

Rendimiento: 22 % (después de purificacion)

Pureza: pureza de un 98,7 % (% area HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)

Tiempo de retencion: 23,3 min (procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)

EM (m/z): 987,5 (M+H)".

Ejemplo 12 (ciclacién en fase sélida)

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-trans-4-fluoro-Pro-Leu-Gly-NH; (5)
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c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-trans-4-fluoro-Pro-Leu-Gly-NH,
5

NI

2

De manera analoga al ejemplo 1 empleando un sintetizador peptidico CS536XT de CSBio, se sintetiz6 el péptido
ciclico puro 5 empleando los Fmoc-AA-acidos: Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-trans-4-fluoro-Pro-OH, Fmoc-
Glu(OAll)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH. A lo largo de
toda la sintesis, para la escision de Fmoc se usé 4-metilpiperidina al 10 % en DMF en lugar de piperidina al 20 % en
DMF, y se llevaron a cabo todos los acoplamientos aminoacidicos en la secuencia lineal empleando HOPy en lugar
de HOBLt. En la etapa de ciclacion sobre resina promovida por PyBOP final, se us6 4-metilmorfolina en lugar de
DIPEA como base y se realiz6 la ciclacion en DMF en lugar de NEP como disolvente. Se llevd a cabo la purificacion
por HPLC preparativa de c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-trans-4-fluoro-Pro-Leu-Gly-NH; bruto en una columna Kromasil-
C18-100 (250 x 4,6 mm, tamafio de particula 10 um, A: NH,OAc 20 mM pH5, B: MeCN; flujo: 1 ml/min; isocratico
90/10 (A/B) durante 1 min, gradiente de 90/10 (A/B) a 80/20 (A/B) en 1 min, gradiente de 80/20 (A/B) a 75/25 (A/B)
en 10 min, gradiente de 75/25 (A/B) a 10/90 (A/B) en 1 min, gradiente de 10/90 (A/B) durante 5 min, gradiente de
10/90 (A/B) a 90/10 (A/B) en 0,1 min, isocratico 90/10 (A/B) durante 6,9 min. Se diluyeron las fracciones recogidas
con agua (1:1) y se concentré/desalé cargando en una columna Kromasil C18-100-10 acondicionada (agua/ACN
90/10) (250 x 4,6 mm) y se eluy6 después de esto con agua/ACN (1:1). Se evaporaron las fracciones recogidas (UV
280 nm, valor umbral 1000 mAu) en evaporador giratorio para retirar el ACN y se liofilizé después de esto para
proporcionar el péptido puro como un producto liofilizado blanco.

Escala de sintesis: 5,50 mmol (carga 0,55 mmol/g, resina 10,0 g)

Rendimiento: 34 % (después de purificacion)

Pureza: pureza de un 98,8 % (% area HPLC, procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)
Tiempo de retencién: 25,3 min (procedimiento de HPLC véase el ejemplo 1)

EM (m/z): 989,5 (M+H)"

Ejemplo 13 (ciclacién en fase sélida)

c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-trans-4-fluoro-Pro-Leu-Gly-NH; (5)
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c[Gly-Tyr-lle-GIn-Asn-Glu]-trans-4-fluoro-Pro-Leu-Gly-NH,
5

De manera andloga al ejemplo 13, se sintetiz6 el péptido ciclico puro 5 empleando HOBt en lugar de HOPy a lo
largo de toda la sintesis del péptido lineal sobre resina.

Escala de sintesis: 5,50 mmol (carga 0,55 mmol/g, resina 10,0 g)

Rendimiento: 25 % (después de purificacion)
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de analogos de oxitocina de formula |

HO

NH HN O]

ZT
(]

en la que

R es hidrogeno o alquilo Ci-7 y
10
R%es hidrégeno o alquilo C1-7; 0

R! y R? conjuntamente con el atomo de nitrégeno y de carbono al que estan unidos forman un heterociclo de 5
miembros que esta opcionalmente sustituido con hidroxi o halégeno;

15
R® es alquilo C1-7

y de sus correspondientes enantiomeros y/o isémeros 6pticos de los mismos, que comprende tratar un precursor
peptidico unido a resina de formula Il
20

r°

NH (6] O 6 I

=1

T
R
N N R3 (6]
s H\)J\
O\ . o 2 O N Resina
7 8 H o)

NHR NHR

s

en la que
25  R' R?yR®son como anteriormente y
R*es un grupo protector de hidroxi;
R® es Fmoc;
30
R® es t-butilo, 1-adamantilo o fenilisopropilo;

R’ esun grupo protector de amida; y

35 R®es un grupo protector de amida
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y sus correspondientes enantiémeros y/o isémeros 6pticos de los mismos,
de acuerdo con el procedimiento:

bl) se escinde el grupo Fmoc R® con una solucién de piperidina o 4-metilpiperidina en un disolvente
organico adecuado;

b2) se efectla la desproteccion global y escision de la resina en presencia de acido trifluoroacético y un
10 oxidante adecuado tal como tioanisol, anisol, fenol, triisopropilsilano, trietilsilano, etanoditiol o ditiotreitol;

b3) se efectla la ciclacién de anillo en solucion usando un agente de ciclacién seleccionado de
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio (PyBOP), hexafluorofosfato de (7-azabenzotriazol-1-
iloxi)tripirrolidinofosfonio (PyAOP), hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-il)uranio (HBTU),
15 hexafluorofosfato de  3-6xido  de 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio ~ (HATU),
hexafluorofosfato de O-(6-clorobenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HCTU), hexafluorofosfato de (1-ciano-2-
etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolino-carbenio (COMU), 2-hidroxipiridina (HOPy) o cloruro de 4-(4,6-
dimetoxi-1,3,5-triacin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM) en presencia de una base amina orgénica seleccionada de
piridina, imidazol, N,N-diisopropiletilamina, trietilamina, N-metilmorfolina, N,N-dimetil-4-aminopiridina, 1,8-
20 diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno o 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano;

b*) opcionalmente se aisla el analogo de oxitocina de formula | asi obtenido y se purifica.
2. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el andlogo de oxitocina tiene la formula la
25
HO :
: @]
H
NH HN @] la
1
0 NH 0
H\)J\ N R’
\\“‘- v N R3 (0]
© © YO %0 N NH
NH, NH, o
en la que R', R? y R® son como anteriormente y en el que el precursor peptidico unido a resina de férmula Il tiene la
formula
30
R4/O\©\
. o R
O~ /U\/NH
Y\N
K : (0) o)
NH ~g? la
o NH R'
H
N
w : N
2 H
¢ 0] 3 ()
N Y Resina
NR’ NR®
enla que RY, R% R, R* R® R% R’y R® son como anteriormente.
35 3. Procedimiento de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que
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R! es hidrégeno o alquilo Cy4 y
R%es hidrégeno o alquilo C1.4; 0

R! y R? conjuntamente con el atomo de nitrégeno y de carbono al que estan unidos forman un anillo pirrolidina de
prolina que esta opcionalmente sustituido con hidroxi o halégeno;

R® representa n-butilo o i-butilo;

R* es t-butilo, alilo, tritilo, 2-clorotritilo, t-butiloxicarbonilo, t-butildifenilsililo o t-butildimetilsililo;

R® es Fmoc;

R® es ilo, 1-adamantilo, fenilisopropilo o t-butilo;

R’ es tritilo, 2-clorotritilo, 4-metiltritilo; y

R® es tritilo, 2-clorotritilo, 4-metiltritilo.

4 Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el precursor peptidico unido a resina
de férmula 1l se prepara sobre la resina por escision de Fmoc repetida y acoplamiento de los respectivos

aminoacidos protegidos con Fmoc.

5. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la resina es una resina 4-[(2,4-
dimetoxifenil)Fmoc-aminometillfenoxiacetamido-metilo.

6. Procedimiento de la reivindicacion 1 para la preparacion de analogos de oxitocina de férmula la

HO :
O

0 H
H NH

HN (@] la
1

(®) NH (0] R

H\)L N R

Y
0] O 3 O (o] N\)L

Y 0O H/‘\r( NH2
NH, NH, ol

en la que
R'es hidrégeno o alquilo C1.4 y
R? es hidrégeno o alquilo Cy.4; 0

R! y R? conjuntamente con el atomo de nitrégeno y de carbono al que estan unidos forman un anillo pirrolidina de
prolina que esta opcionalmente sustituido con hidroxi o hal6geno;

R® es n-butilo o i-butilo

y de sus correspondientes enantiomeros y/o isdmeros 6pticos de los mismos.
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