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Esta invencion se refiere a un procedimiento pare
la preparscidén de un compuesto de-aminodcido N-protegido -

con un grupo algquinilcarbiniloxicarbonilo, de férmula:

- o

Wofuhe flE o
R_csc-clz-o-c-l\I—C-(CHg)m-C . N",'(CHZ)m 1 Bg
Ry (?Hg)n | (?gz)n .
. Ry L B —'p
IIT

donde
R es hidrdgeno, cloro, fenilo o fenilo sustitufde-con
alquilo C,-C,, alooxi C4=C4 0 haldgeno; RN
R, tomado independientemente es hidrdgeno o alquile
Ry, tomado independientemente es alguilo C1-C4; vy R1
¥ R, cuando se toman junto con el 4tomo de carbono
al que estdn unidos forman un anillo carbociclico

de 5, 6 6 7 miembros;

R4 N R6 son independientemente hidrdgeno o alqﬁio - infe-

riory

R5 ¥y Ry son independientemente hidrdgeno, alquilo infe-
rior, hidroxiaslaquilo inferior, hidroxialquilo infe-
rior protegido, aminoalquile inferior, amincalquilo
inferior protegido, mercaptoalquilo inferior, mer—
captoalquilo inferior protegido, alquil(inferior)-

. mercaptoalquilo inferior, carboxialquilo inferior,
carboxialquilo inferior protegido, guanidinoalquilo
inferior, guanidino alquilo inferior protegido, gua—
nidino oxialquilo inferior, imidazolilmetilo, ima-
dazolilmetilo protegido, indolilmetilo, indolilmeti-

lo protegido, fenilo, 4~hidroxifenilo o 4-hidroxi-
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fenilo protegido;
Rg es hidroxi, metozi, etoxi, terc-butoxi, 2,2,2-tricio»
' roetox1, N-oxisuccinimida, fenox1, benciloxi, 4-ni-~
brobenc1loA1, 2,4, 5-trlclorofenoxi, pentaclorofene-
toxi o pentafluorfenoxi, '
¥ ,ias sales del mismo de adicidn con deido, de metales
alcalinos, de metales alcalino—tézreos; de aminas,
dietilaming, trietilemine, dibencilamina, diciclo-
nexilamina y 1,4-diaze-diciclo[2,2,2] octano,
m § n son independientemente 0 o.un ndmaro entero de
1 a 43 ) o L
P es 0 o un némero entero de 1 a 143 L
con la condicidn de que cuando p ‘es 1 o mayoxr, entonces los
gignificados de Rg, R7 ny n'entre'log restos de amipcacmdo
individhales qué constituyen la cadens pueden ser iéuales
o] dlfercnxes. .
_Estos compuestos se preparan haciendo reaccionar un

compuesto alqu1n11carb1n110x1carbon1lloo de férmula gene—

ral IV:. - I S
R R of|ER, - ©
MR T e ol
R=020-0-0~C —t §=0~(CHp ) -G N-C-(CHy) -C-+ By
"Ry (?Hz)'n' i (CH2) |
: 5 gk R? -

donés P9 es fluor, ecloro, fenoxl, p—nltrofenoyi, 2,4,5~-tri-
clorofe“oxl, pentaclorofenox;, pentafluorfenoxl, N-oxisucci~
nlmlcgn una sal de adicidn con ac1do o una sgl aminica, q
y s cor ;ndependlen+emente O a 13, 51erdo la sume de q ¥ 8
no supcr¢or a 13 7 Ry, Rqy Rg, R4,' 59 RG vy R7 son los defl-
nidos anterlormeni 2, con un compuasto amlnoa01do de fér-

nula V, '
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R H R :
|4 l |18 1
NHE-C—(CHZ) - 4+ m-c (CH2) -C+ Ry
(G)n <CH2>
R
5 i P’Y N

donde ¥ 44, s,iRg, Ry Rg, n, m § P éon los definidos an-
terlormente y, opcionalmente, cuando R8 es hidroxi, forman-
do la sal de amine deseada ¢ el ester Rg antes definido.

Tambiéﬁ esta invencidn proporciona un procedimiento
para 1a preparacion de péptidos utlllzando los compuesitos
N—proteeloos de férmule III, - - -

De acuerde con estg inven01on, se hace reacc*onar
un ester clorofdérmico o fluofdrmico de ‘un carbinol acatile-
nico, preferlblemente un carbinol acetllenlgb terclar:o,
tal como cloroformiato de.3—metil—1—bufin—3—i}o, con un emi
nodecido para dar un aminodcido protegido con alquiniicarbi—
niloxicarbonilo.- 7 -_. "it

Andlogamente, se hacen rea301onar los ésteres fenll—
carbénlcOS ¥ halofenilcarbdricos de los carbinoles acetilé-
nicos con el grupo amino de los aminodeidos para fcfmar el
aminodeido protegido con alquinilc:rbinilo"icarbonilo.

Los ésteres haloférmicos y los esteres fenilcarbd-
nicos de los carbinoles acetilenlcos son ésteres activos
que reaccionan rédpidamente con el grupo amnino de los amino=
dcidos para formar el aminodcido N—gléqueado o N-protegido

como ilustra el siguiente esquems de reaccidn:

N
R-C= C-?-O-—C—R3+NH2[Y;-COOH
Ry

1 }[)'H

R-CEC=-C-0~C-Y-Y] cooH

2
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plo, 165 fragmentos péptidos Utiles en la sintesis del agen

donde B es hiarégeno, cloro, femilo o fenilo sustitufdo, Rq
es hidrdgeno o alquilo inferior, Ry es alquilo inferior,
Ry es fldo;, cloro, fenoxi o fenoxi sustituido e ¥ es un
resto aminodcido.

Ios aminodcidos protegidos en el grupo amino asi

obtenicos se emplean en la gintesis de péptidos, por ejem—

te hlpoglicemlco, glucegon, asi como cualquler otro frag-
mento peptldo deseado, por ejemplo pentagastrlna.

"El grupo protector del amino agui descrito es un
grupo pfotector especialmente'valioso,'ya que es facilmente
eliminado del producto de reaccidn péptido después éé'la
copula01on del aminodcido protegido. EL grupo proneotor es
faczlmente separado por hldrogenolls1s catalitica a pH neu-

tro, en ‘condiciones suaves de temperatura y presidn, . -

_' Una caracteristica especialmente interesante del gru
po acetllenlco bloqueante del amino es que puede sar SGpa—
rado pO“ hidrogenolisis catal;tlca en rresencia de grupos

que contienen azufre, Por egemplo, la metlonlna N—proteglda

puedes haoerse reaccionar con otro aminodeido o con un aminos
pepﬁﬂopaa:ﬁnmarelpgﬁﬁo desesado contenlendo el bloque ace-
£11énico N-terminal, que despues pueue_ser separado poy hi-
dpogendiisis catalitica. Andlogamente, los derivados de
cisteiné N—bloéueados v S-bloguecados pueden ser empleados en
la. 51nte51s de peptldos y el grupo blogueante acetilénico
N—termlnal puede ser separado a cont1nuac1on por hidrogeno—
ligis catalltlca. '

7 Por con31gd1ente, asta 1nvenc1on tamblen proporciona
un - metodo me;orado para la swntes1s de peptldos, en el que

el grupo alqulnllvarb1n110y1carbonllo es empleado como gru—
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'reflere e los grupos hidroxialquilo 1nfcrlor anteriores en

401763

po prbtéétof del radical amino. _

- Tos aminoécidos protegidos proporcionados por este
inVencién, en los que el gruporprotector del.amino es sl
grupo alquinilcerbiniloxicarbonilo, estan representados
por la éiguiénte térmle general I. .

Ry .. O

:'_f' a i H [4- -
R-C=¢C g’? -0-C-~-NXN -.?'- (CHZ) _f COOH
R, | (?Hz)n

%5
I

4w 3 s

donde R, Rq, R2, 49 5, nymson los deflnldos anserior-

-

mente., o N -

';En el sentido utilizado aguf, el término "alquilo
C1f04"5§e refiepe a metilo, stilo, n-prgpilo, isopfopilo,
n-butiid, sec—butilo, isobutilory terc-bﬁtilo. EL t%émino
"alcoxi 01-04" se refiere a metoxi, atowl, n~prooox1, “iso-
propoxi, n—butox1 vy éteres alqulllcos 1nferlores s1ml¢ares.
"Halogeno" se refiere & fldor, cloro, bromo y yodo.’ :

-EL téfmi@o "hidroxialquilo inferior" puede compren-—
der hidroximetilo, a-hidroxietilo, g-hidroxietilo, y-hi~
droxipféﬁiio; 2«hidroxi~2-propilo, Z;hidroyi-z—butilo,
2—h1droxi—3—butllo, hldroxi—terc-butllo ¥ similares.

ul termlno "hidroxialquilo 1nfer10r protegido" se
‘
los que la fanc on hidroxi estd protnglda de la reaccidn
por grupos como bencilo, bencilo sustltuldo, por ejemplo
p—metox1benc¢lo, grupos alcan01lp inferior como acetilo ¥
propionilo y grupos alquilo inierior c610 los grupos al-

quilo inferior 01—04, por- ejemplo mefilo ¥y terc-butilo.
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EL término "eminoalquilo inferior" se refiere a
2—am1n03t1}o, 3-aninopropilo, 2—am1nopropllo, 2=-aminobutilo
grupos alqullo inferior C -04 s1m11ares sustituidos con
un radwcal amino y el térumino "amlnoalqullo inferior pro-
teﬂlﬁoé se reF ara o los grupos amlnoalqullo inferior éi-
tados =n los que la funcidn amino astd proteglda por sus-

titu01on oon grurns tales cono terc-butlloxlcarbonllo,
S—amlloxlcarbon“; Yy adamanxllotlcarbonllo.

' El tarmédc ‘mercaptoalqullo 1nfer10r" se refisre a
alqu11(61-04)me cgpho, por egemplo mercaptometllo, 2-per-~
captoetﬂlo,_3 mexceptopropilo ¥ smmlla.es. o

ET termlnP "alqull(1nferlor)m°r¢aptoa1qullo infe=
rlor" se refmere 2 un grupo alqullo 1n¢erlor sustitufdo cox
alqu11k01-c4)mercapto, por egemplo meti lmercaptoet lo, 190~
nropllmercaptomeullo, n—propllmercaptoetllo, metilnercapto-
butllo, 2-met11rnwcapto-2—o”opllo, 3—met11mercapto~2-but110
2-metl*mercapﬁomeﬁllnz—propllo y 51mllares. : ;'

?‘ *erm&", mercantoalqullo ﬂnfarvor protegldo", ge
refxresalos gr@rﬂ srcaptoalquilo inferior en 1os aue ol
grupo me”copuo 248 protegido o bloquaado por grupos tales
£ouo tntrahldrop*”a nilo, p—metoxloenc13o, 1sobutiloximetilo

,B-dlstoxicaroon lstilo, bencilowlcarbonilo terc~-butilo,

alqull(l fer1 } varbamoilo como etilcarbamoilo y acetamido—

metilo. 7 :
. El termina “carbox1alqullo 1nferlor“ puede compren-
der. los grupos car box1met110, carbox1etllo, 2—carbox1-2-
propllo, 2~carb xi 11—2-proo110 vy 31m11aras.
El torm1n0 “ecarboxialguilo inferior protegido" se
reflere a 1os esteres beneilicos y. terc—butlllcos de los

grupos carbowlalqallo inferior 01-04 anmes deflnleos.
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4 ) 0 0
oxigenn adicional.

:Ei término "guanidinocalquilo inferior" se refiere a
guanidinometiio, guanidinoetilo, 2-guanidino=-2-propilo,
a,a-dimetilguanidinoatilo ¥y similarss.

~_:E1 térmiﬁo "guanidinealguilo inferior protegido" se
refiegé.a-grupos alquilo inferior C4~C, sustituidos con
guaniéino, donde la funcidén guanidino; pbr ejemplo como en
la arginina de aminodecido, estd proteéida por grupos talss
como carbobenzoxi, terc-butlloxicarbonllo, terc-amiloxicar
bonilo, adamantiloxicarbonilo y nltro. :

El'termino "guanidinooxialquilo inferior" se refie-
re a los sustituyentes guanidinoalquilo inferior 01-64 an—
tes citados en los que el grupo guanidino heterociclico esH

td unido gl grupo alquilo inferior a través de un aﬁomo de

"El término "imidazdilmetilo protegido" se refiere al
grupo Nim3do_gping protegido por sustiﬁucién con grupos ta-
les como bencilo, adamantiloxicarbonilo y terc~butoxicarbo-
nilo. . |

" Los aminoécidos protegidos con un grupo alquiﬁilcar-
biniloxicarbonilo de Fdrmula I se preparan por regdeidn de
un'és%ér activo de un carbinol acetilénico con el amino-
écido deseado. Los ésteres cloroformlcos y fluofdrmicos o
los esteres fenilcarbdnicos v fenlloarbonlcos sustituidos
de 01nrtos carblnoles acetilenicos secundarlos y terciarios
son esteres acetllenlcos activos especislmente Utilss para
la preparacidn de los compuestos de Férmula I. Los ésteres
haloférmicés NG fenilearbdnicos de cahbinol acetilénico
empleados en esta invencidn estan reprosentados por la si-

gulento Férmula II.
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donde R, Ry y Ry tienen el significado definido en la Fér-
mila Iy Ry es fldor, cloro, fenoxi, p-nitrofenoxi, 2,445~
triclorofenoxi, pentaclorofenoxi y pentafluorfenoxis.

Tos ésteres activos de carbinol acetildnico de For-
mula II se preparan a partir de carbinoles acetilénicos
terciarios ¥y secundarios facilmente asequibles, pdfﬂhétodoc
de 51n egis conoc1dos. Por ejemplo, el 3~met11—1-bat1n—3—
ol ss hace reaccionar con dlfluorcarbonlloﬂo con fosgeno,
en presenc1a de un acsptor de haluro de hidrdgeno c0mo
trietilamina, para formar el éster clorofdérmico o fluoférmi
co de carbinol acetilénico de $al formm que R3 en la Formu-—
la II.ss cloro o fldor. Los &sterss carbdnicos de :carbinol
acetilénico representados por la Pérmule 1I, dondeﬁR3 es
fenoii-g fenoxi sustituido, se preparan por reaccién de un
carbinol acetilénico con un éster halofdrmico de uh fenol
0 de un fanol;sustituido, en presencia de un aceptor de hed
luro de hidrdgeno. Preferiblemente so emplean ésteres clord
férmiébs de fenol en la sintesis de los ésteres carbdnicos
del carbinol acetilénico. »

. Los siguientes compuestes son i lustratlvos de los
ééteres halofdrmicos y carbdnicos actlvos representados pox
la Féraula II:
cloroformiato de 3=~metil-1-butin-3-ilo
cloroformlato ds 3-metil=i=~pentin-3-ilo

cloroformlato de 3—et11-1—pent1n—3—1lv
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fluoformiato de 3-metil-1-butin-3-ilo
cloroformiato de 1-fenil-3-metil-1-butin-3~ilo
fluoformigto de 1-fenil-3-metil-1-pentin-3-ilo
clbroformiato de 1-p-t0lil-3-metil-1-butin-3-ilo
cloroformiato de 1—p—clorofenil—3—metil—1—pentin~3—ilo
cloroformiato de 1-etinileiclohex-1-ilo
cloroformiato de 1-etinileiclopent-i-ilo
cloroformiato de 1-feniletinileiclohex~1-ilo
fluoformiato de 3-metil-1-hexin-3-ilo:
cloroformiato de 3-n~propil—1—hexi@—35110
cloroformiato de 3-etil-i-heptin-3-ilo
fenilecarbonato de 3-metil-1~bufinr3—iio.' 2T
2y4,5-triclorofenilcarbonato de 3-met11-1-but1np3—1lo
pentaclorofenllcarbonato de 3—met11-1-but1n—3—vlo
pentafluorfenilcarbonato ds 3—met1151—but1n~3-1lo ‘f'
2,4,5~triclorofenilcarbonato de 3-etil-n-pentin-3-ilo
fenllca.rbonato de 1—fen:.l-3—met11-1-but1n—3—1lo
2,4,5~ trlclorofenllcarbonato de 1-fenll-3—met11—1moen$1n-
 3-ilo ' - hrf ..
fenilearbonato de 1-etinileiclohex~1-ilo o
2,4,5~triclorofenilcarbonato de 1-étiﬁilciclohex-1~ilo
2y4,5~triclorofenilcarbonato de 1-eti§ilciclopent-1—ilo
fenilcarbonato ds 1-etinilcicldxgm—imiio
2,4,5=-triclorofenilcarbonato de 1-feniletinilciolohex—1-ilo

pentafluorfenilcarbonato de 3-metil-1-pentin—3-ilo

2,4,5=triclorofenilcarbonato de 3-etii—1—heptin~3—ilo

cloroformiato de 1—cloro-3—meﬁil—i-butin~3—ilo
cloroformiato de 1-cloro-3-metil-l=-pentin-3-ilo
cloroformiato de 1-clorostinilciclohexil~1=il0

fluoformiato de 1-cloro-3=etil~l-pentin-3-ilo
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. grupo al u1n110arb1n110x1carbonllo cuando se obtiene como
1

EVEE

cloroformiato de 1=butin-3=~ilo

fenilcarbonato de 1-butin-3-ilo
clofofo;mia#o de 1-pentin-3-ilo
2,4,5—tﬁiclorofenilcarbonato de 1-butin-3-iloc
y ester S 81mllares.
uando se emplea agui, el término "haloformiato"

ge refvere al cloroformiato o al fluoformiato.

7 Fomo ya se ha wmencionado, los compuestos de Formu-
la I se nroparan por reaccion de un aminodcido con un halo-
form*a*crde carbinol acetilénico o un fegllcarbonato de oar

RN

binol aﬂetllenﬁco de Férmula II.

La preparaeion del aminodcido protegldo en el radl-

cal amlnc se reallza de la siguiente forma: Cuando el~es—

POk I ]

ter haloP rmico de Formule II,  por ejemplo un §stel clo-

roformﬂco, se emplea en la preparacidn.ds un compuesto de
Férmula I, el éster se agrega a una solucidn acuosa»de.la
sal séqiéé'ael'éminoécido deseado, a uné'temperatura.§§mr
prendiagféntré 0° v 15°C aproximadamente. la mezcla.de read
cidn se’ ag Ta- Qura“te unag 12 horas, durante cuyo tleméo

Be deja qva la mezcla alcance la tempera*ura amblente. La
mezcla Pnuosa produclda en la rea001on ue lava con éter y
despues se acxdula a pH 1 aproxlmadamante econ acido elor-
hldrlco concentrado. E1l producto pr9013:*a ds la mezcla

achosa scidulada en forma de 86lido o dn acelte.

, ﬁl producto de reaccidn am1n0301do protegldo con un

pre01n1tado SOlldO, ge filtra y puede ser purificado despud
por crlstallza01on en un disolvente adecuado.
Cuando el aminodecido N- nrotegldo ge obtiene como

gceite o como preclpltado sem"solldo puoﬁe ger aislado ¥y

7,
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.acetato de etllo, y el extracto se 1ava con agua y se seca.

purificado en forma de sal de amina cristélina de la si—
gu:L ente maners.
. Ll acalte precipitado se extrae de le mezcla de reac

cidén acuosa dcida con un dlqolvente adecuado, por ejemplo

El extr’cto 'Seco Se evapors & sequedad y el producto de
reac01on olnoso residual se reCOge en eter. Por adicidn de
una amlna orgaulca basica a la soluclon etdrea se obtlene
la sal amlnlca crlstallna del amlnoac;qo protegido con un
radical élquinilcarbiniloxicarboniloQ'?ueden prepararsse

sales amlnlcas adecuadas con amlnas organicas como trietil

s

amina, dlben01lam1na, dlclclohexilamlna, 1,4~diazediciclo
[2 2. 2]ocﬁano ¥ gimilares. Una aminé éreferida es l&ééici-

clohex1lam1na. Las sales amlnlcas de los am1n0a01dos Nepro-

R

tegldog pueden ger purificadas de nuevo por recrlutq;lzac1c

=

en un dlsolvente o mezcla de disolventes adecuados.'Por
eaemplo; las sales de diciclohexilamine se recristalizan
conveniéntemenﬁe en una mezcla de éter'y pentano. 1;;}

Ahélogamente, los coupuestos des Férmula I pued?n sel
preparados por reaccidn de-un.ésterractivo carbénidc,ge un
carbinol acetilénico representado por-la Férmula II; donde
R3 es fenoxi o fenoxi sustituido. '

Cuando se hace reaccilonar con un amlnoacldo el és=
ter fenilcarbonﬁco de Férmula II, 1a reacclon se lleva a
cabo de_la siguiente forma. EL amlnoa01do y el éster car-
bonico de carbinol acetilénico se disuelven en una mezels
disolvente'constituida por agua y'un codisolvente, como un
disol&ente alcohdlico, por ejemplo isopropanol, terc-buta—

nol, alcohol isoam{lico o cualquie:‘ofro disolvente alco-

hélicc adecuado. Se afiade un aceptor de haluro de hidrdge-

n
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no, como una amina terciarie, por ejemplo trietilamira, ¥

la'mazcla de reaccidn se agita durante 2 & 8 horas aproxi-
nadamente, a una temperatura mantenida'entre wnos 45°% ¥
75°C.

JEl aminoécido protegido en el grupo amino producido
en la r,hcc¢on es alsladoc por evapora01on de Jla mezcla pro-
ducto de’ reac01on a va01o y disolucidn del residuo oleoso
en agua. Ia solucidn se a01dula a pH 3 aprox1madamente con
un a01do orgénico, por ejemplo 501do acdtico o dcido citri-
coy el precipitado oleoso se extrae con aeetato de etilo.
Se 1ava ¥y seca el extracto y despues se evapora a vacio pa
ra formar el aminodcido protegido en el radical amiis ‘con
un grupo alquinllearblnlloklﬂarbonllo, ya sea como reS¢duo
0leoso o como residuo sdlido. EL producto de rea¢01og»asi
obtenido puede ser purificado de nuevo como aminoé@@%@
N—prétegido en forms de doido libre o como 'sal'aminica del
mlsmo, en la form& descrita en la prepuraclon de log este-

res halOfOfMlCOS- : s

"y

La preparacidn de amlﬁoac1dos N-protegidos ilustra-

'\Ar

tlvos kA gus sales aninicas estd descrite con detalLes mes

A
oy

euoeClIlcOS en los ejemplos dados mds adelante.
Los aminodcidos protegidos asi obtenidos son Utiles
en la sintesis de péptidos. FL grupo carboxilo libre del
aminoécido protegido en el rzdical amino puede hacerse read-
cionar con otro ‘aminodcido o peptldo que contenga un grupo
anino’ 11bre para former la wnidn amida da un dipéptido o
de un peptldo supsrior, Zsta reaccidn se lleva a cabo comir-
mente'bréparando primero un éster activo dél aminodcido
conuensante. Uno de los ésteres que pueuen ser empleados

es el aster 2 4,D—ur1010”0f ‘illco del amlnoa01do N—prote=
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‘8l ester activo de un aminodcido no prOuegidO y el grupo

gido.
oo “1ternatvvam9n$e, puede prepararse en primer lugar
amino del misme ouede ser protegldo despues mediante el
grupo pro,ector_a.qu1n110arb1n110x1carbonllo. Los ésteres
actiyds:de,los apinogcidos que soh ddmdnmente enpleados en
la_siﬁtééis de péptidos pueden ser también utilizados en
este invencidn. Por ejemplo, pueden emplearse los ésteres
prepafwdos coh N—hidroxisuccinimida, ésteres fenilicos
sustltuldos y especialmente los esteres 2,4, S—trlclo"ofe-

v S s

n111co y pentaclorofenlllco.

v_)J.

~ En uno de sus aspectos, esta invencidn promorc;ona

un metcdo convenlente de preparacidn des u dster activo
fenlllno ) fenlllco sustituido de un am1n0a01do pro 4g1do
con un grupo al quiniloarbiniloxlcarbonllo. De acuar&o con
esteVQSpécto de la invencidn, cuando se emplea un Ssber
carbénico de carbinol acetilénico de Férmula II (sd.ehdo Ry
fenoxi p'fenoxi sustituido) en 'la preparacién de w3 emino-
gcido brotegido cOn un grupo alquinilcarpiniloxicaqhqnilo,
el producto securdario de la reaccidn es'fenol 0 dﬁifénol
sustltu:do. E1l producto secundarlo fenOllCO presente en la
mezola ob enide en la reaccidn, junto con el aminodcido
proteg*ao con alauln11carb1nilox1carbonllo, pueds reaccio~-
nar despues con Ja funcidn ac1do carbox111co libre del ami-
noa01do N—proteg .40 agregando a la mezcla de reaccidn un
reactlvq de condensacidn adecuado, tal como diciclohexil-
carbo4di-imida para formar el éster acfivo fenflico o fe-
nilico sustitufde del aminodcido proteéido en el radical
amino con un grupo alquinilcarbiniloxicarbonilo. El éster

de aminodcido protegido con alquinilcarbiniloxicarbonilo
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| deido N;vrotégido en forma de residuo crudo. El residuo pue-

. siguiente Esquema de Reaceidn General I.

es aislado y purificado después’?ﬁra su empleo posterior en
la slnt651u de péptidos.

‘Por ejemplo, un dster carbdnico de carbinol acetilé-
nico de Formula II se hace reaccionar con el aminodcido de-
seado en 1a Iorma antes descrita- para produclr una mezela
de reacclon que comprende el amlnoa01do pxotegldo en el ra-
dical amlno con un grupo alqu1n11carbon1lox1carbonllo ¥y un
fenol o fepol sustituido. Ia wezcla se evapora hasta formar
un reswquo que despues se trata con agua' y se acidula a
PH 3 aprox1maaamente, utlllzando un a01do débil como el dci-
do 01u~“¢o. Ia solucidn acidulada se extrae con un é&isdlven-
te organiéo adecuado, como acetato de etilo, ¥y el extracto
ge lava ¥ seca. Se evapora el extracto para a dar una mbzcla
oleosa que comprende el aminodcido N-protegldo y el-f¢gnol
0 fenol nu tltuldo. Al residuo se aiiade un pequend volumen
de acetato de etiloe y la solucidén asi obtenida se enfrla

a una tomcaratura de unos 0=5 C. A la solucidn frla se,alia~

’..\

de un agente de condengacién, como diciclohexil-carbo-di-

Al

imlda,_j-la mezcla de reaccidn se agita durante la noche
mlentrau se ‘calienta a la temperatura ambiente. Se TL &'1ﬁra
la urea securdaria precipitada formada en la reaccidn y el

filtradc,se evapore para dar el éster carbdnico del amino-

de ser nurlilcado, obteniéndose el nroducto de reacecidn en
forma cristalina por crlstallaacion en un disolvente adecua~-
do. Los disolventes preferidos para la cr;stallz301on de es+
tos ésteres broducto de reaccidn son las mezclas de acetato
de etile y'?entano.

. Los métodos antes descritos estén‘ilustrados en el
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| —/
R, (?Hz)n.
s

X es cloro o flior
| DCC os diciclohexil-carbo—di-imida

DCH es diciclohexilamina

Cualquiera de los aminodcidos bbhocidos puede ser
protegido mediante esta invencidn, Pbrtejemplo: a-aminodci~
dos monocarboxilicos como glicina, alanina, veling, leucina,
isovalina, fenilalanina, tirosina, serina,.cisteina Yy metioo

nina; dcidos monocamino-dicarboxilicos como arginina, lisina
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y ornitina; glutamina ¥y aépara;ﬁna; y los aminoécidos hete-
rociclicos sustituidos como histidina, triptéfano y prolina.
Anélogamente, log B-aminodcidos como &cido a—fenll-B—amlno—
propidnico, a01do B—fenll—ﬂ-amlnoproplonlco geido B=-amino-
propidnico, é01do B-amlnobutlrlco, deido p—amlnocapr01co,
dcido omega-hidroxi-g-aminovalérico, dcido epsilon-hidroxi-
B-aminocaproico, dcido ﬁ-aminoisovalériéo; dcido B-amino—
gemma~guenidinovalérico, dcido g-aminoglutdrico, deido B-ami
no=-gemma—etilmercaptobutirico f dcido Bp-amino—-gamme-metil-
mercaptobutirico; -

Los siguientes son ejemplos de aminodcidos y.égteres
de esta invencidn protegidos con un grupo alquinilcarbinil—

oxicarbonilo.. . - ..

-

N-( 3-metil-1-butin-3-oxicagrbonil)-I-glicina

Y

N-(3-metil-1~butin-3-oxic arbonil)-I~alenina N
N—( 3-me£11-1-péntin-3-oxic arbonil)-I-valina :
N-( 3-metil-1-butin-3-oxicarbonil)-D-fenilglicina
N—(3—met11—1-but1n~3—ox1carbon11)-L—metlonlna
N—(1~cloro—3—met11—1~butin~3-ox1carbon11)-L—metlonlna :
dcido N-(1-fenll—3—metll—1-butin—3—ox1carbon11)—L—aspagtlco
N-(3—met11—1—but1n~3—ox1carbon11)—L—c1stelna
N—(1-etlnilciclohex1l—1-ox1carbon11)-L—metlonlna
N—( 3-mééil—'1 ~butin-3-oxicarbonil )-fenilaianina
H( 3~metil-1-butin-3-oxicarbonil)~I~triptéfano
Ne( 3=netil-1-butin-3-oxicarbonil)~S—tritil-I-cisteina
N—(3—metil—1—pentin—3—oxicarbonil)-S-behéil—L—cisteina
Fie(1—etinilciclopentil-1-oxicarbonil)~S~benzohidril-I~
cisteina
N—(3—met11—1-butlr—3—ox1carbon11)—O—terc—butll-lnserlna

N—(1~fenil-3-metil~1-pentin-3-oxicarbonil)-O-bencil-I~serina
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N—-( 3=metil-1=butin-3-oxicarbonil)tirosina
al~( 3-n0t11~1=butin-3-oxicarbonil)~Imornitina
a—N-(3—hetil—1—psntin—3-oxicarbdnil)7E—t§rq;butiloxicar-
bonilamino-I~lisina o | "
a—N-(3—metil—1-butin~3-oxicarbonil)histidina
deido N-(3-etil-1~-pentin-3-oxicarbonil)glutdmico
N-( 3~metil-1~hexin-3~oxicarbonil)isovalina
N-(1~etinileiclohsptil=-1-oxicarbonil)alanina,
Ne( 3~metil=~1=butin-3-oxicarbonil)metionina y
las sales de metales alcalinos,'metales-alcalino-térreos y
aninicas de los mismos, como las sales de litio, sodio,
potasio, calcio, dietilamina, diciclohexilamina, trietilon—
diamina y dibencilamina y los ésteres activos_de los mismos
como ésteres p-nitrobencilice, pentaclorofenilico, anja-
fluorfenilico, 2,4,5-triclorofenilico ¥ los ésteres forma~
dos con N-hidroxisucecinimida. ' ,;f
Cowo ya se ha descrito, los aminoécidos pro?egidos'
con un grupo alquinilcarbiniloxicarboniio en muchos_césos
pueden ssr aislados y purificados en forma de sus saiés amni-
nicas. Una amina preferida para la preparacidn de Ias sales
anfnicas de los aminodcidos N-protegidos es la diéielohexil—
amina. La siguiente Tebla I contiens una lista ilustrativa
de las sales de diciclohexilamina de aminodcidos N-protegi-

dos, proporcionadas por esta invencidn,
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Sales de diciclohexilamina (DCHA} de aminodcidos protegidos con

Ry @ - ﬁ
ReCEC-C-C-C=Nn=CH=C -
2 1!2'
Aminodcido inicial R Rq = R R*
I-metionina H CH, CHy - ,-(CHZ)ZECH
. . ' : : ’ /2
I-fenilalanina | H | Ci, CHy  ~CHy< _>
I~mesionina B ~(CHy)g~ --(c}12)?-sc
. , B T
L-netioning : c1 CH3 CH3 L "'(CEHZ )-S50
I-me%ionina S Cgls CHy **9CHy - --,-(rcf:{:{g)g—csc
S-triil-I-cisteina : ' E CHy 355fHy  =(CHy)-5-C
O-terc—butil-I-serina B -CHy “ieCHy - ~(CHy)-0-O
L-velina E CHy J%fH, . -CH(CH3)p
::9 B . C
_ ' . I
L-glutamina - H CH3 . ,;;',CH3 - --CH2—~CH2-C
: J’z.{:" /\“j
I~triptdfano " H CH .CH i
= 3 Ta. @ 3 - \/.\ /
J“' ) Lq'
D-a~fenilglicira . H  CHy *7VUCHy  Cglym
_ 5
O-terc~butil-I~treonina 'H CH, Oy  -C+0-G(CiL
- : ok
O-te*-c-bu‘ltil—L—tirosina- ~ H CI—I3 S CH3 —éi{z-{/ \
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=
.na {DCHA) de aminodcidos protegidos con un grupo alouinilecarbiniloxicarbonilo
~

R4
fr i _ .
R-C=C - ? ~C-C-N-CH-C- 0" DCEA
By é'_
R Rq R2 R
H CHy CH, ;,"(qu) SCH3_ .
B o, CH - j_-c:H.2-<
B ~(CHy) = -:—(C#Z)Z—DCHBW
Ol CHy Oy T ~(GplomSOHy e
CE CHj *.%efHy- e(gﬁé)—swc(ﬁ)zg’,;;"
H - CHy  "i-CHy =(CE,)-0-C(CH, T 5
H CHy I%CHy .o =CH(CH3)y oy
e ? _
s - l R
R Ciy ,,;0Hy . =CHy-CH,-C-NHp
| e /h
"H CH - .CH ' CHZ'
3oy 3 KQV/A\E s
R 2 - H .
H CHy 7 UCHy  Cgfiy-
iR
A CH, CH,  -CLO-C(CH,) 3
Cliy
H cH, 7 CH, s 7 N oo(cny)
30 CHy3 CRaX 33

p.f. °C

117-119

205-206

119-121
115-117
132-133,5
146-148
126-128
152-154
138-140

160-162

125-128
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Ia siguiente T#la II contiens una lista ilustrati-
va.de ésteres activos de aminoécidds prdtegidos con alqui-
niloarbiniloxicarbonilo en la que se ilustran dos grupos
éster preferidos, a saber, 1os dsteres 2,4,5~triclorofeni-

licos y el éster derivado de N-hidroxisuccinimida.

TABIA II
Esteres_§§tivos de aminogcidos N—(3—metil—1;bntinej—oxi-
carbonil)-~protegidos
¢ 0 B
. 7 i
H=-CE2C¢=C=0-C~1XN-~ ?H ~C~0=-R"
o : | - '
1.
B CHy R
Aminodeido o , . -
inicial R! RM - p.f. °C
I-metionina  —(CHp),~S~CH3 2,4,5-ICP - 97-98
S-benzohiéril— ' , o
I-cisteina ~CHy=S~CH(#), 2,4,5-TCP 128-131
S=bencil-I~cig - § o
teina - ~CHy~S-CHyf  2,4,5-ICP 59-62
D-c~fenilglicina . CgHg= 2,4,5-1CP 69-T1

L-triptéfano } 2,4,5-1CP 123125
iy h 0y .

H S
I-fenilalanina  =CHyOGH —Hj | 128-130
| 0

Y 2,4,5-1CP = 2,4,5~triclorofenilo.

Como ya se'ha mencionado, los aninodcidos N~prote=-
gidos obtenidos mediante esta inﬁen;idn.son Utiles en la
sintesis:de los péptidos. Por consiguieﬁte, esta invencidn
proporéiqna un método mejorado para la.sintesis de péptidod

Los aminodcicos N-protegidos de Pérmula I pueden reaccionan
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" en condiclones susws de temperatura y presidn. El Zrupo amnid

| noprotector de este invento es un grupo bloqueante del radi-

con otro aminodcido Wra formar un dipéptido o, altermati-
vamente, el aminodcido N-protegido puede resaccionar con un
péptido previamente elaborado para formar un péptido que
contiene el aminodcido adicional proporcionado por el amino-
gcido N-blogueado. Ia copulacién del aminodcido N-protegido
con otro aminodcido o péptido que contenga un grupo anino
libre se lleva a cabo por métodos conocidos v practicados
en la técnica de los péptidos sintéticos. Por ejemplo, los
aninoacidos N-protegidos de Férmulé II pueden ser copulados
con el grupo amine de otro aminodcido o.aminopéptiﬁo por
reaccién del radical deido carboxilico del aminodeido N-pro-
tegido, en forma de éster activo, anhidrido mixto, haluro
de &acido o mediante el uso de dicicloheiil—carbo-di—imida
y métodos ds copulacién de péptidos similares que sdn CcO-
mdnmenté enpleados por los eXpertos en la técnica.
Despuds de la sintesis del dipdptido o polipdphido
deseado, el grupo alquinilcarbiniloxicarbonilo protsctor
del radical amino se separa facilmente por hidrogernolisis
catalitica. El grupo acetilénico protector del radicel ami-
no ds esta invencidn es un grupo amino blogueante ésbééial—
mente valioso en la sintesis de los péptidos debido a su

fdeil separacidén & pH neutro por hidrogenolisis catalitica,

cal amino espscialmente interesants porque es facilmente SGT
parado en presencia de los grupos funcionales que contienen
azufre que pueden sncontrarse en la misma molécula de péphi~
do. 7

Debido a la facil escisidn a pH neutro de los gru-
pos proiectores del radical amino de esta invencidn, otros

N
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gruposxbloqueantes d%ntro de la misaa molécula de pépbido
que son-separados por hidrélisis dcida o bdsica permanecen
précticahente intactos mientres que el grupo alquinilcarbi-
niloxicérﬁbnilico es selectivamente eliminado.

Ia hidrogenolisis catalitica denlos grupos amino-
protectores aqﬁi descritos se lleva a cabo en un disolvente
inerte, & una temperatura comprendida entre 15° y 45°C apro-
ximadamghte y bajo una presidn de hidrdgeno entre 1 atmés-
fers y 5 atmdsferas aproximadamente, en presencia de un ca-
tallvador de hidrogenacidn. Un catalizador preferldo es el
palad;o sobre carbén, por ejemplo paladio al 5 é 10 % K en

carbén. Pueaen emplcarse otros catallzauores de hldrogena-

cidn CO”O platlno, 6xido de platino, roalo y“rutenlo en
forma de catallzadores colocados sob”e los soportes catali—
ticos comanmente ‘utilizados, tales como carbén, alumina, gel
de 5111ce vy similares. Analogamente, pupden wtilizarse es-
tos catPllzadoros que contienen paladio en forma netZlica
finamen?e dividida sin soporte.- : e

f?EnrlarhiarOgenolisis pueden utilizarse disolventes
como alcoholes, &teres y dsteres, por ejemplo metaégi, eta—
nol, iéaéropanol; tetrghidrofurano, dioxano, acetato de eti-
lo, aceﬁéto de amilo y disolventes similares. Andlogamente
puedeh émpleérse disolventses como dimetilformamida, dinetil-—
suiféxiéé, gcido acético acuoso y otros disolventes comun-
men%e'edpléados. ' 7

- Ta reaccidn se lleva a cabo §refériblemente a lg
temperatura ambiente y a una presidén de hidrdgeno compren—
dida'énfre 15y 45 psi (15 3 kg/c 2) en presencia de alre~
dedor de 0 ,05-0,75 g de paladio al 5 % en carbon por mili-—

mol de poptldo. Preferiblemente se emplean 0,5 g de paladio
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gl 5 % en carbén por milimol de péptido.:"

La'hidrogenolisis puede realizarée en un aparato de
hidrogenacidén Parr o en una vasija de vidiio adecuada, por
ejemplo un vaso de precipitados abiertqfd un matraz de fon-
do redondo u otra vasija de reaccidn. Cuando la hidrogeno-
lisis se efectia en un matrez o en un vaso abierto, el cata-
lizador se suspende en una solucidn gue contiene el péptido
Yy se hacé bdrbujear hidrogeno gaseoso a_través de la solu-
cidn agitada. De la solucién reaccionante se deSprende didxi
do de carbono & medida que transcurre la:hidrogenolisis Yy
puede ser recogido en una solucidén de hidrdéxido bériébhgara
determinar cuando ss ha completado la reaccién de hidyége-
nolisis. ' . -

Cuando en la Fdrmula II,R representa cloro, Lz ki~
drogenolisis del grupe alquinilcarbiniloxicarbonilo vé'acom—
péﬁada de-hidrogenolisis del suétituyente cloro, con forma-
¢idn de cloruro de hidrdgeno. El cloruro de hidrdgend -asi
producide gueda disponible para lg'preparacién in situ del
hidrocloruro del grupo amino libre resultante de la al@hina—
cidn del grupo protector. ' o

Bl grupo protector clordaceti;énicd; por ejemplo el
grupo 1—cl@ro-3—metil-1-butin—B—oxicarbdnilo,7es especialmen
te Util én la sintesis de péptidos glutaminicos N-terminales
Los restos de péptidos glutaminicos expé:iméntan fdcilmente
una ciclgeidn intramolecular para fofmar el resto indesea-—
ble pirogluteminilico dentrc del pépfido; »

Cuando se emplea Un grupo bloqueénte cloroacetilé~
nico de esta invencidén, la generacidn siaultdnea de cloruro
de hidrdgeno en la hiarogenoligis del grﬁpo blogueante da

lugar a un resto glutamina del péptido y evita la ciclacidn




10

15

20

25

30

| el grupo tetrahidrOpiranilo, el grupo p—metoxibencilo [Buil,

- 24--

4@‘%765

del resto de glutamlna.

"E1 grupo protector alquinilcarbiniloxicarbonilo es
un grupb amino-protector especialmente.dtil en la sintesis

de péptidos ya que puede ser hidrogenolizado'éelectivamente

de los'péptidos en presencia de los grupos protectores comuir~

mente empleados pare. proteger los radwcales 30160 carboxili-
CO, amlno, hidroxilo y tiol que pueden encontrarse sn el
mismo peptldo. Por ejeuploy el grupo alqulnllcarblnilox1—
carbon;;o puede ser separado por al'proceso de hidrogenoli~
gis antcs descrito en presencia de grupos amlno-protectores
como uerc-bu't:.loncarbonilo (t-B oc) vy adamantmlox:.carbomlo,
porrejemplo el g;upo E-gmino protegldo con t-BOC de %E‘llgl-
ne y el'&rupo £-BOC= § —amino de 1a ornitiﬁa.+ P
~El grupo aﬂetllenlco gmlno-protector puede ;éiﬁsepa-
rado seleotivamsnte de low peptidos que contienen grupos a2z
fre Junto con grupos protectores sensibles a la hidrogenoli-
sis, por eaemplo los esteres bencilicos - y los eteres oencl-
licos. ' .
ir;Anélogamente, el grupofémino—protector alquinil-
carbiniloxicarbonilico puede ser separado por'hidrdéénéli-
gis catalifica en condiciones de pH neutro, en presencia de
un grupo sulfihldrllo proteg_do como, por ejemplo, cisteina

S—protegida. Estos grupos S-protsctores son, por- eaemplo,

Chem, Soce Japan,,EZ (3) 4?3 (1064)], el grupo isobutiloxi-
metilo’ LJ. Org. Cheme 35 315 x970L,LJ. Chem. Soc. 3832

(1964)4, el grupo o,BmdleLoxicarbon**v~ilo, ol grupo S-—etil-
mercaoh [Bull. Crsm. Soc. Jeven, 40, 2913 (1969)], oL grupg
alcoxicaﬂbOp"lo v clchlcaroon1¢o [J, Am, Chem. Soc. 85,

1337 (736314,'9L &rupe aWQua«ca:bam01lo; Helv. Chim. Acta

i
——te v



10

15

20

25

30

, aminoa01do. Debe entenderse que los valores de Rg, R7,

',dtmles en unsa amplia variedad de formas muy eonocldas en

49, (14) 83 (1966) ], el grupe aCetamidometilo [ Tetrahedron
Lettermn® -26, 3057 (1968)), o1 grupo terc-butilo y grupos
similares protectores del tiol qu§<s§p.gomdnmente enpleados
en la 31qte51s de péptidos. . -

El grupo amano-protector alqulnllcarblnlloxlcarbonl-
iico es una herramienta espsclalmente:yallosa en la sinte~
sis de péptidos,'ya que puede ser separédé;del grupo amino
de los ﬁéptidog que contiensen qn_grubd:azufre, por ejemplo
metibhina, cistéina v péptidoé,qdéjéohgfenﬁen estos amino-—
deidos,” o N

Debe obsmrvarse gue en la- anterlor Férmula IIT ta

porclén rspresentada entre corchetes comprende un restq

yan entre los restos amlnoacidos 1ndiv1duales puedep ser

iguales o diferentes.

EREI.

,,,,,

sustituyents protegldo, por egemplo un sustltuyente wereap-
toalquib inferlor protegido, estas fun31ones protealdas
tienen el mismo significado deflnldO en la Fdrmula I. J

Los péptidos de Pdrmula III que qon preparaaos con
los amlnoa01dos ‘neturales son un grupo Dreferldo de peptido
la quimlca de los ‘péptidos. ustos 5ébtiaos que contienen
restos amlnoacido naturales pueden ser emploados en la sin-
tesis de polipeptidos conocidos, por ejemplo glucagon, con
propieaades fisioldgicas con001da Los compuestos de For—
mula III preparados con amlnoeclaos que ‘1o se encuentran en
la naturaleza pueden ger utillzados en 1a s1ntos1s de poli-
meros solubles de psso molecular varlable que deben ger em-

pleados como superficies de revestimiento.

[0]
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De acuerdo con la prdctica de esta invencidén, el
grupo amino de un aminodeido es protegldo haclendo reacclo-
ngr el amlnoacido con un haloformigto acetllenlco ) un car-
bonato acetllenlco represeniado por la Férmula II para for-
mar el aminodeido N—protegido'de Férmula,I. Ia funcién dci-
do carbox1llco del aminodcido N-proteglao es convertida des
pués en un ester activo, un anhidrido mlxto o un halure de
acilo. Alternatlvamente, la funcidn ac1do carboxilico del
amlnoacldo puede ser convertida en primer lugar en un ester
actlvo, wn anhldrldo mixto o un haluro de acilo y a con$1—
nua01on el grupo amino puede ser protegldo por reaccion con
un eater haloformico o carbénico aCetllenlco de Fdrmula II.
Ia convor51dn de la funcidn decido carboxmlleo en estds de-
eradOS ‘se efectua por métodos comunmenie empleadoh, uy
con001dos por los ‘sxpertos en esta tdenica. En muchos cas08
el amlrea01do N—protegido propor01onado por esta 1nvencién
puede ser copulado para formar un peptldo smn derlva tlzar

P}

la fun01on a01do carboxilico, llevandc a cabo 1a reaéclon

a

de. copulaelon mediante un reactlvo de condenga016n como dle=

PR

ciclohele—carbo—di—imida.

',Jle amlnoaczdo N-protegido, o su euter activo, anhi-
drido mixto o haluro de acilo asi 6btenido se hace reaccio=
nar despues con Qﬁro aminodeido o amlnopeptido para formar
el peptido deseado representado por a'Féfmulé III, donde
el grupo amino termlnal estd protegido con un grupo algui=
nllcarblnlloxicarbonllo. Otros grupos reactlvos gue pueden
encontrar»e en ‘el aminodecido o amlnopeptldo son conveniente
menbe protegldos por grupos pvotectove ‘como los cominmente
empleados en la sintesis de DebtlQOB..ffil';

El grupo protector al qu1n110arb1nlloxlcarbonllo N-te]

i

)
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minal delrdipéptido o polipéptido asi obtenido es despuds
separéﬁay;electivamente por hidrogenqlisis catalitica sobre
paladio‘él 5 % en carbén, de acuerdo con la reaccidn de
desbloqueo previemente dlscutlda.r" |

El amlnopeptldo asi preparado’ puede ser aiglado y
puriflcado por “téenicas comunmente empleadas, por ejemplo
por extrac01on, recristalizacidn- K adsor01on, por ejemplo

por cromatografla de columna o por cromatOgrafla preparatl-

. va en capa delgada.

ElL dlpeptlmo o] pollpeptldo contenlendo un grupo amin

N—termlnal 11bre asi aislado puede reacc1onar despééédcon

otro aminodcido protsgido por el grupo protector aiéﬁlnll-
carbinlloxiCarbonllo de- esta 1nvenclon para~obtener dn $ri-
peptldo o un p0¢¢peptido que ahora contiene al ultwﬁo amino

deido en la cadens peptlda. El grupo protector N—~terminal

es desnues separado por el proceso de hldroganollvis ~cata=-

litica prev1amente descrito para formar el amlnotrzpsptldo

0 aminopolipéptido N-terminal llbre."f* ! SR
Por consiguiente, este metodo, que comprende-las etal

pas consecutlvas de copular un amlnoacldo L-protegldo de

Fdrmula I con otro amlnoacldo 0 amlnopeptldo seguido de hi-

,drogenolis1s catelitica dsl grupo protector ecetildnico del

produeto copulante, puede ser empleado para le. sintesis de

7 peptioos de cualquier longitud de cadena desesda y de cual=-

quier composicldn desgseada de amlnoac1dos.,

7 El metodo de sintesis de peptlaos aqul descrito es
un metodo esp601a¢mente util debldo 8 las interesantes ca-.
ractsrlytlcas ¥y ventajas de¢ grupo amlpo—protector elquinil
carbiniloxicarbonilo. Como se hs. discuti&q previamente, est

grupo protector es fdecilmente separado por hidrogenolisis

T
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‘protectores léblles 4cidos o bdsicos anl peptido elaborado.f
rAnalogamente, el grupo N-protector de esta ihvercidn es

: fac1lmente sepaxado en presencia de grupos func1onales que

catalltica a pH neutro. Por consiguiente, cuando se separa

el grupo protector acetilénico quedan intactos otros grupos

contlenen azufree ,

En muchos casos, el grupo protector elguinilcarbinil
ox1carbonilo, dnaIdo a su inestabilldad frente a la hidro—
genollsls catallﬁ ica, puede ser separado selectivamente en
presen01a de otvos grupos protectores pero tamblen son sue-

seaan

coptibles de seperaclon por hidrogenolisig catalltica. Dos |

de estos grupos Dﬂotectores comunmente empleados son los

Ay

grupoq bnn01lo v benciloxicarbonilo (carbobenzoxi) ~Por

»\”""3.

egemplo, cuando el dster etilico de N—carbobenzoxﬂmhnmetio—
nllgllclna es sometido a condlclones .de hlarogenoli;Is
(1,1 g de compuesto en 25 ml de metanol contenlenco 3 ml
de HCl i N, en presencia de 0,3 g de paladlo al 5 p~en car-
bon), el materla” de partida se recupera al cabo Ge.4 horas
Bajo Tas mlsmas condiciones de hidrogenolisis, el éster eti
lico de-N—(3—me *1—1-butin-3-oxicarbon11)-L-metlo;ilgliclna
forma’ ester et1l:co de L—metionllgllclna con un rendimiento
del 80 % aprorimadamente.

El grupo ‘protector alquinilcarbinlloxlcarbonilo de
esta 1 venclon tamblen puede ser separado del producto pép-
tido, un compueSuo de Férmuls III, por hldrollsls dcida. Ig

escismén aclda puede ser 1llevade a2 cabo haciendo reaccionar
el pepuldo N~proweg1do con dcido trlfluoracetlco o con ung,
soluc16n 1 N de cloruro de hidrogeno en a01do acatlco gla~
cials Por con51g01ente, cuando el peptldo N—protevldo de

Férmula III es el producto final desaado del método de sin-
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los éteres y ésterss terc-butilico y los grupos amiﬁb prote-

tesis de esta invencidn, otros grupos protectores dcidos 18
biles pueden ser separados simultdnsamente con la separa—

cidn scida del grupo alquinilcarbinilokicarbonilo. Estos

grupoé;bloqueéntes comunmente empleédos,-como el grupo tere-
butiiqxicarboniio, el grupo O—terc~bﬁtilo y el grupo éstér
terc—bﬁtilicb,'pueden ser separédos el mismo tiempo que se
realiza la hldr61151s dcida del grupo alqulnllcarblnllox1-
carbonilo.

, Sln embargo, cuando el compuesto de Férmula III es
un intermediario en la sintesis de un péptido de peso mo-
lecular nds alto, puede consegulrse la separa016n é;I;ctlva

del grupo alqulnllcarblnlloxlcarbonllo por hldrogenolis1s

catalltlca, como se ha discutido anterlormeﬁte, permaneclen

do intaotos los grupos proteotores lébiles del aolﬂoucomo

gidos con t-BOC,.pars las posteriores reaccionss de.copula-

"V . ’ ST PR
cidn. ) . o g

PV

Un grupo blogueante preferldo de esta invenglon es

el grupc protector 3-met11-1-but11—3-ox1carbonllo represenr

tado por la fdrmula.

@ o
'H-050-0-0~g

3.

Tos siguientes ejempio§¢se ﬁiiiizan pare ilustrar la
invencién Yy no se pretende que Iimifén el alcance de la mis4
ma. ‘ | ii , ’

EJEMPLO 1
Se hace reaccionar la amida de L-aspartll-L-fenllalan"-

na, preparada en la forma descrlta por Morely, J. Cheme

ek Smews
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Soc. 1966, 555, con éster 2,4,5-triclorofenilico de N-(3-
metil—}—butinFS-oxlcarbonll)—L-metlonina en dimetilformamide
a 0°C, en presencia de trietilamina, para former le amide dq
N—(3—met11—1—but1n—3—ox1carbon11)-L-met1on1an—aspartil—L-
fenilalanlna con un rendlmlento del 61 %. El producto asi.
obtenldo se dlsuelve en acido acatleo el 80 % ¥y la golucidn
se hlarOgena durante 2 5 horas a la temperatura amblente,
bajo una atmosfera de hldrdgeno y en presencla de paladlo all
5% en carbon,r para formar el tripeptldo., apida de

L—met1onll-L—aspartil—L—fenllalanina, con un rendlmiento del

62 %o T S R
e EJEMPIO 2 N
‘ El trlpeptldo preparado en el Ejemple 1 se haée r'sac~
cionar después con éster 2,4, 5-trlclorofenillco de“N—(B—me-
tll—1-butmn~3—ox1carbon11)-L~tr1ptofano (de Pérmula I) en
el dlcolVente dimetilformamida, en presencla de trletllamina
y a una temperatura comprendlda aproximadamente entrp -20°
v O°C, ‘pare formar el tetrapaptldo N—protegldo de Férmule -
III, amlda de N—(3—met11—1-but1n~3-ox1carbonil)-L—ﬁriptofil—
L—met1onil—L—aspartll-L—fenllalanlna. Ia hidrogenolisis ca~
tallt;cg del tetrapdptido N-blogueado sobre paladio al 5 %
en carbéﬁ a la'temperatura ambiente proporciona el conocido
tetrapeptldo Tetragastrina. |
En los anteriores Ejemplos 1y 2, la copulacidn del
amlnoacido N-protegido con los amlnopeptidos se lleva & ce=-
bo med;ante el éster activo del aminoacido N-protegido. Al=-
ternatlvamente, 1a copulacion puede efectuarse por otros
metodos corrientes, por ejemplo por rea001on de un anhfdridog

mlxto ae’ amlnoacldo N—protegldo con el aminopéptido.,

i



10

18

20

- 28

30

EJEMPLO 3

. Ios compuestos de Férmula I en forma de seles amfni- )

cas,'ﬁof ejemplo salas de diciclohexilamina, pueden ser CoO=-
puladoé con otros aminodcidos o aﬁiﬁopépfidos efectuando la
reacczon de copulacidn con el reactlvo condensante diciclo—~
hex1l—cgrbo-d1—imida. Por egemplo, la sal de dlCiCthekll-
amina de N-(3-met11-1-but1n~3-oxicarbpnil)-L-metionina se
hacelfeaccionar con hidrocloruio de éster metilico de B=ben
ciléﬁ;aspartil~L—fenilalanina en hn diéolvente insrte; como
1os bxdrocarburos<ﬂorados vy preferlblemente cloruro de MEw
di—imlda para Obtener el péptido N—protegldo de Formula III
éster metilico de N-(3-mst11—1—but1n~3§ox1carbon11)-L—metlo
nin—B-—bencil-L—aspa.r‘bil—I:—fenilalanina. Ia hidrogeroLisis
catalitica del péptido bloqueado asi preparado sobre pala—
dio 8l 5 % en carbdén proporciona el trlpéptldo éstor, meti=
lico de L—metionin—(a-ben01l)gI~aspap;zl—L—fen;lal@@ina,
que'puede ser aislado como sal hidroéléfurb crisfalina.'

Los amninodcidos N-protegidos y los peptl&Oa N—prote-
gidos de este invenoidn son dtiles pare. la preparaoion de
una amplia variedad de péptidos. Por ejemplo, pueden ser
empleados en la sintesis de fragmentos péptidos en la
sintesis del agente hiperglicémico glucagon. Anflozamente,
los cémpuestos ¥ el método de esté'inﬁén&ién pusden ser utl
lizados en la sintesis de péptidos conocidos como oxltocina
vasopresmna, secretlna, insulina, gastrlna, pr01nsu11na,
tirocalecitonina, factor liberador de corticotroplna,(CFR),,
hormong adrenocorticotrépica (ACTng.eaeurulina ¥y colecis~
toquinina, o

La siguiente Table IIT contiene una lista ilustrati-
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va de los péptidos representados éor le Fdrﬁula II y prepe-
rados de acuerdo con el método de esta invencidn. Por razo-
nes dq'brevedad, ge emples la nomenclatura recomendada para
los aminodcidos y péptidos p or la IUPAC - IUB
Commiséion on Biochemical Nomenclature. EL grupo protector
3-metil-1-butin-3~oxicarbonilo, que es un grupo acetiléni-
co bloqueante preferido de esta invencidn, eé ilustrativo

de los representad'os por las Férmulas I y II y ostd indica=~
do por la designacidn MBOC (metilbuteniloxicarbonilo). La
de31gnac:.on PBOC se refiere al grupo 3-metil-1-fenil—1-

but1n-»3—ox1carbonilo y ECOC se refiere al grapo protector

"14‘

1-etin;lc:.clohexil—1-oxlcarborulo. e et
' TABLA III .

Pégtidds protegidos con grupos alquinildé.fbiniioxi};é.}"bonilo

Ndmero - __ ' Péptido S
1. = MBOC-I~Irp-I-Leu, dster metilico]
2. MBOG=O—-t—butil~ImSer-I-Arg—I-. Arg—L—Ala—Glnr-ﬁ-t—

butil-I—-Asp.2HCL

e I&IBOC—S—benzohldril—L-Cys—C]y, dster etlllco

4 MBOC—S—tritil-I~Cys~Gly, éster etilico gl

5 MBOC~I~FPhe=S~tritil-I-Cys-Gly, éster etilico

6e MBOC=I~Trp=I~Met-I~Asp-~I~Fhe, amida

7. MBOC-L—Met-L—Asp—-L—Phe, amids
8. MBoc-L-Met-L-Asn-di-o-t-but11-I,-Thr

S. MBOC-L-Phe-L—Val—Ir-Gln—I-Trp-I.—Lsu—L—Me fom LA SN1m G Lo

O-%=butil-I-Thr .

104 moc-L-Phe-L-Val—L-GJ_n-L-mrp-L-Leu
112 PBOCImlfobmImASn=di-Ont-butil-I-Thr?
12, BOOCI-Met-I~Asn-di-O~t-butil-I~Thr3
13,  MBOC-O-t-butil-I—-Ser -I.—Arg-L—Arg-L—Ala—L-Gln—L—

: Trp—I-TLeu=I~Met~I~Asn~di-0-t-but il-I~ireoninato.

~ 2HCL
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ldapy el fragmentc pdéptido 27-29 del gluéaéon, con rendimientos

Chem. Ber. 98, 803 (1965).

Andlogamente, el fragmsnto 22-26 del glucagon.se ob+

TABLA III (continuacidn)

Nimero ' Péptido

144 MBOC-O-t—butil—L—Ser-L—Ala—L—Glu—L—Ala—L—Phe-L—
Pro—L-Leu—Glu—L—Phe _

15. ,MBOC-S-benc11—I~Cys-0—t-but11—L—Ser—L—Asn—L—
Leu-0-t~butil~I~Ser-I~-Thr-

16. MBOC—L—Hls—L—Ser—L-Asp—Gly-L-Thr—-L—-Phe-—L-—Thr—L—
: Serhd-Gll-L—Leu—L—Ser—L—Arg—I~Leu—L—Arg—
I-Asp -

17. MBOC-L—Lys—L—Arg—L—Pro—L—Pro—Gly—L—Phe—L—Ser—L_
Pro-I~Phe-I~Arg

18.  MBOC=O=t-butileI~Tyr—O—t-butil~I—Ser—EmtmBOC~Im
IWs—O-t—But-L—Tyr—L—Leu—ﬁ-O—t-butll—L—Asp,

gcido e e
1/ MBOC = 3-metil-1-bubin-3-oxicerbonilo R
2/ PBOC = 1-fenil—3-metil—1—butin—3—gxicarboéilo
¥ KO = 1-etinilciclohexil-l-oxicarbonilo; .

Ios péptidos protegidos con alquinilcarbinildoxicar-
bonilo citados en la Tabla III experimentan hidrogenglisis
dos con excelanies rendimientos. Por ejemplo, el tetrapepti—

do N-protegido de la linea 6 forma el peptldo Tetragaﬁtrlna :

ERVEN ‘s

con un rendimiento del 66 %.
‘Ios tripéptidos N-protégidds de lag 1linegs 11 y 12

de 1la Tebla ITI experimentan hidrogenolisis catalitica para

superiorss al 60 %. BEste fragmento ha sido sintetizado ante-

riormente con un rendimiento del 84 % por E. Wunsch et al.,

ltiens con excelente rendimiento por hidrogenolisis del pentad

péptido N-protegido de la linea 10 asi como el fragmento octd

péptido 22-29 del glucagon de la 1limea 9 .

B
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EJEMPLO 4
Fl fragmento péptido 22-26 del glucagon Se prepare

de 1la 51gu1ente forma. Se hace reaccionar el éster 1- (3-me-
til—1-but1n~3—ox1carbon11)-L—fenllalan}llco de N-~hidroxi-
suceininida con Imvalil-I-glutaminil~I-triptofil-I~leucina
en el éisolvente dimetilformamide, a una tempsraturs com-
prendiéa entre -5° y 10°C aproximadaméﬁte. Ia mezcla de

reaccidn ge deja calentar lentamente a la temperaturs am-—

biente y aespués ge agita durante 80490 horas aproximadamen:

te para dar N-(3—met11-1—but1n-3—ox1earbonll)-L-fenilalan1L
L—val~;~L-g1utam1n11—L—tr1ptof11-L—1euc1na. E1l pentapeptldo
N—protogldo asi preparado ‘se hace rea001onar despuéﬁﬂébﬁ el
fragmen to tripept do I~metionil-L-asparagiinil-di-~O-terc-
but17-5-t"eon1nat0 en un disolvente como dlmetllforméilda,
por prnnarac1on in situ y'reac01on del ester de N—hldroxz-
succin mlda del ~rupo carboxilo de la lsucina del penitapdp-
tldo, nara formar el fragmento octapeptldo N—protemldb del
glucagL '\22-29) N—(3-met11—1—but1n-3-ox1carb0n11\-L~fanilm
alanllm;'valil—L-glutaminll—T-trlptofll—L-leucil—L—netlonlln

NN

L—asparagulnll-d1—0—terc-but11—L—treot1nato.
' EJENPLO 5

'fElffragmento tripéptido del glucagon (27-29) se prepg-

ra pdrf'ééacdién de N-(3-metil-1-butin-3-oxicarbonil)-I~metiq~

nina cén L—aspara~u1n11—d1—0—terc—butml—L—treonlnato en pre-
sencia de1 reactlvo copulante N—etox1carbon1l-2—otox1-1 2~
dlhldroqulnolelna (EEDQ) en un disolvente adecuado, como
tetrahldrofurano o dlmetllformamlda, para dar N=(3~metilel-
butlan—ox1carbonll)-L—metloﬁinsL-asparagulnll-dl—O—terc-
butll-L—treonlnato. La hldrogenolls1s catalltlca del tripép-

tido N—protegldo Dropor01ona el amlnotz;peptldo para la co-
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tes Ejemplos 6 a 10,

pulacidn con el fragmsnto pentapéptido N—pfotegido en la
forma antes descrita.

Se realizarcn cromatogramas en capa delgada por el
método ascendente en los sistemas,disdlventes indicados,
sobre placas previaments cubiertasrcon uha caps, de gel de
sflice de 0,25 mm de espesor, qus se pueden adquirir en la
Brinkman Instruments, Inc., Westbury, N.Y., 11590,

Ia preparacidn de los ésteres activos halofdrmicos

y fenilcarbdnicos acetilénicos es ilustrada por los siguien

T w s

EJENPLO 6

‘Fenilcarbonato de 1-fenil-3-metil-1=butin=3-ild

7 Se enfria a -10°C una solucién de 16 g (0,1 mdies)
de 1-fenil-3-metil=i-butin-3=-o0l y 12 ml de piridina’ en-
100 ul de cloruro de mstilenc y se trata gota a gotafcon
de cloruro de metlleno. Ung vez completada la ad1015n, ls
rezela se agita a 0° durante 7 horas v se mantiene a 4°C :
durante la noche. Ia mezcla se vierte sobre 150 ml @9 agua
de hielo y 1la capa de clorurc de metiieno se sepaié;hha
capa acuosa se extrae con 75 ml de clpruro de metileno, se
combinan las cabas orgénicas, se laﬁén dos veces con 100 ml
de agﬁa, Se secan sobre sulfato sédiéo anhidro y se evaporan
a vacio hasta formar un aceite, Por crlstallza01on en 100 ml
de éter de petrdleo (30-60°) se obtlenen 12,5 g (44,6 %) de
fenilcarbonato de 1-fenil-3-metil~i-butin-3-i1lo, Paf. 61,5=
63°C. o

EJEMPLOS;j y8

Siguiendo el procedlmle to genera7 del Ejemplo 6, se

preparan otros ésteres fenilcarbdnicos de la siguiente for-
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realiza gota a gota durante un psriodo de 2 horas agitando

ma.:
2,4,5-Triclorofenilcarbonato. de 3~metil=-1-butin-3-ilg
por reaccidn de cloroformiato de é,4,5-triclor6fenilo en
eloruro de metileno con 3—metil-1-butiné3—ol ¥ piridina en
cloruro de‘metileno, p.f. 82-82,5°C. |
Anglsis para 012H903Cl3:7 7
Calculado: C, 46,85; H, 2,94; 0, 15,62; C1, 34,59
Encontrado: C, 46,65; H, 3,023 0, 15,82; Cl, 34,51
2,4,5-Triclorofenilearbonato de 3-metil-l-pentin-3-
ilo pof reaccién de cloroformiato de 2,4,5-tridloréfenilo
en cloiruro de metileno con 3-metil-l-pentil-3-~ol yAéiéﬁdine
en clorurd de metileno, p.f. 55-5700. » R
Anélisis para 913H1103013: T q
Caleulado: €, 48,55; H, 3,45; C1, 33,08 A
Encontrado: C, 48,383 H, 3,69; C1, 33,42, %

7 < EJEMPT.O 9
Cloruro de 3—metil-1é?utin~3—oxicarbonilof1
¢ 0 e

" A una solucidn de 40 g (=A%~ moles) de fosgeﬁqlén )
400 ml de benceno se afiade una soluciéé de 8,9 g (03J§6 Mo~
les) de 3-metil-i-butin-3-ol y 12 g (0,152 moles) de piri-
dina on 200 ml de benceno y 400 uml de dter. Ia adicién se

y enfriando suficianmemqnte pare mantensr la temperaturs

pdr debajo de 20°C, La mezcla se agita durante 2 horas mds
e la temperatura embiente, se filtra el hidrocloruro de pi-
riding y el filtrado se vierte sobre 500 wl de agua de hie-
lo. Se separa la capa orgdnica, se lava con 500 ml de agua,
se séca sobre sulfato magnésico y se evapora a vacio hasta
fordarruﬁ aceite, El aceite se utiliza sin nueva purifica-

» 4
ClOns
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EJEMPLO 10 .
Siguiendo el procedimiento general desl Ejemplo 9, se
prepara el siguiente compuesto: ' '
Cloruro de 1-etinil—1-ciclohexanilbxicarbqnilo por
reaccidn de 1=etinil-1~-ciclohexanol y piridina en una mez-~

cla de benceno y éter con una solucidn de fosgeno en bence-

EJENPIO 11

Sal de diciclohexilaming de Ne(1=etinil—i-ciclohexaniloxi~

carbonil)=I~metionina

A una solucién de 11,6 g (77,8 milimoles) de Ir-atetio-
nine y 11,0 g (104 milimoles) de NayCO3 en 165 ml déﬁggua,
a una temperature de 0-5°C, se aﬁadenrgo milimoles ds.clo-
ruro dé 1~gtinil-1-ciclohexaniloxicarbonilo ¥y la m%z§;a se
agita durante 20 horas a una temperatura de O-5°G.A§é;mez_
cla sé'extrae tres vecss con éter y la solucién acuoég ge

acidula a pH 1 con HCLl concentrado. EL aceite se e;téée
tres veces con 100 ml de acetato de etilo cada Vezv&ZéOS'
extractos se lavan tres veces con 100 ml @ada vez aé“égua,
y NeCl al 10 % y se secan sobre sulfato sédico anhidrv. E1
acetato de etilo se evapora a vacio, el aceite residual se
disuelve en 100 ml de &ter y se afiaden 14 g (77,3 milimoles
de N,N-diciclohexilamina. El étsr se svapora & vacio para
der un aceite. ELl aceite se tritura tres veces con dter de
petrdleo (30-60°) y se cristaliza en éter-pentaﬁo pars dar
18,23'g (52,2 %) de producto, p.f. 119-121°¢C,

Andlisis para CpgHyN,0,5:

Calculedo: C, 64,97; H, 9,23; N, 5,83; S, 6,67

Encontrado: C, 64,94; H, 9,25; N, 5,74; S, 6,93,

~——
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BJEMPLOS 12 v 13

Siguiendo el procedimiento general del Ejemplo 11,

y utilizando las sustancias reaccionantes apropiadas, se
preparén los siguientes compuestos:

Sel de diciclohexilamina de N-(3-metil~1-butin-3-
-oxicarbdnii—L—fenilalanina por reaccidn de una solucién
acuOSa"dé carbonato sdédico y L-fenilalanina con cloruro de
3~met11~1-but1n~3~ox1carbonllo, seguldo de reaccidn con
aiciclohexilamine. P.f. 205-206°C, [a] 25 4 44,351 (C, 2 %
MeOH)o

82l de diciclohexilamina de N—(B—met11—1-but1n—3-
ox1carbon11)-L-met10n1na por reaccion de una solu016n acuo—
sa de- u—metlonlna ¥y carbonato sédico con cléruro de -3-me—
t11-1-wutin~3—ox1carbonllo, seguldo de reaccidn con dici-
clohexilamina. P.f. 117-119°C, ﬂf-

Ahélisis,para P L 048 | .' R

Calculado: C, 62,69; H, 9,155 N, 6,365 S, 7,428.

' Encontraao: ¢, 62,79; H, 9,00; N, 6,38; S, 7,55°
EJEMPIO 14 .
Sagl de dmclclohexilamina de N-(3-metil- —butin—3-ox1carbo—

.

nil-D—0=fenilglicing PR E

Se'calients & 60-659C, durante 2 horas, una mezcla
de 9,06 g (60 milimoles) de D-fenilglicina, 20,5 g (69 mi-
limoles) de 2,4,5-triclorofenilcarbonato de 3-metil~l-bu=
tin;B-iio,.21 ml (150 milimoles) de trietilamina, 48 ml de
agua y.72 ml.dé tepe-butanol. La solucidn se evapora & va-
cfo hasta formar un aceite , se afiaden 100 ml de agua &l
aceite.y ei pHide,la mezcla se ajusta a 3 con gcido citrico
al 10 %. ?l aceite resultante se.extrae en 150 ml de aceta-

to de gtilo y el extracto se lava con ure solucidn al 10 %
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de cloruro sdédico y se extrae cinco veces con 100 ml cada

vez de bicarbonato sddico concentrado.'Lafcapa de bicarbo-

nato seracidula'hasta pH 3 con una solucidn al 10 % de deit’

do citrico, se extrae el aceite con 150 ml de acetato de
etilo y se seca sobre sulfato sédico anhidro, El acetato dg

etilo se evapora a vacio para dar un aceite residual. EL

aceite se disuelve en 100 ml de éter y se tratae con una so-+

lucidn ds 10,8 g (60 milimoles) de diciclohexilamina en
50 ml dz éter. Mediante la lenta adicidn de 100 ml de pen-
tano se separa un precipitado cristalino y al cabo de 2 hoo
ras se recoge para dar 19,5 g (73,5 %) de producto, p.f.
138-140°C. Dﬂ 25 76,62 (C, 2 MeOH) Ll
Andlisis ulemental pare C26H38N204: - ’
Cglculado: ¢, 70,56; H, 8,65; N:-6;335 0, 14,46
Encontredo: C, 70,463 H, 8,87 N, 6,42; 0, 14,31
. EJEMPIOS 15-20 _ o

Slgulendo el método gensral del Ejemplo 14, ¥ emplear
do las sustan01as rea001onan£es apropladas, se prenaran
otros compuestos de la siguiente forma: )

Sel de diciclohexilamina de Ee(3-metil~1-butine3-oxid
carbonii)-L—triptdfano por reaccidn de una mezela de 2 g4 4 B
triclorofeniloarbonato de 3-metil-1-butin-3-ilo y. I-~trip
tdfano, seguido de preparacidn de la sél'de diciclohexil-
emina, p.f. 178,5-180°C,

Anallsls pare 029H42N3 4

Celculado: C, 70,275 H, 8,34; N 8,48; 0, 12,91

Encontrade: C, 70,02; H, 8,59; N, .8,69; 0, 12,78.

Sel de diciclohexilamina de N-(3-metil-1-butin-3-oxi-
carbonil)-I~glutamina por reaccidn de une mezcla de 2,4,5—

triclorofenilcarbonato de 3-metil-1-butin-3-ilo y I~gluta-
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clorofenilcarbonato de 3—metil—1—butin~3—ilo, seguido de

mina, seguido @e preparacicén de la sal de diciclohexilamina,
P.f, 152—15400.

Andlisis para Co3HagN 305

Calculado: C, 63,13; H, 8,98; N, 9,60

Encontrado:C, 62,98; H, 8,973 N, 9,70

Sal de dicilohexilamina de N-(3—metil—1-butin=3—oxi—

carbonil)-I-valina por reaecidn de L—valina con 2,4 ,5-tri-

preparacion de la sal de diciclohexilaﬁina, P.f. 126-128°C,
: Andlisis para CpH,oN,0,:
“cgleulado: C, 67,613 Hy, 9,875 ¥, 6,86 .

Encontrado. ¢, 67,863 H, 9,80; N, 6,61, LT

Sal de diciclohexilemina de N-(3-metil—1-but1nr3~ox1
carbonil)=I~metionina por reaccidn de L—metlonina-con 244,54
sriclorofenilearbonato dé 3-metil-1-butin-3-ilo, seguido de
preparacidn de le sal de diciclohexilamina..P.f. 116-118°C.

Andlisis pare CpsH,N50,5: B

Calculado: C, 62,69; H, 9,15; N, 6,36; S, 7,28

Pncontrados C, 62,58; H, 9,405 N, 6,173 S, 7,23.

Sal de diciclohexilamina de N~(3—metilbutinil-3—oxi—
carbonml)-S-trmt11—L—cmste1na por reaccidn de S—tritil-I-
oisteina con 2,4,5-triclorofenilcarbonato de 3-metil-1-bu-
tin—3—iio, seguido de preparacidn-de la sal de diciclohexily
amina. P.f. 177,5-179°C. B o ‘

Anélisis para CyolsoNo0,5:

Calculago: C, 73,767 H, 7,703 N, 4,28; 0, 9,T7;

S, 4,89
Encontrado: C, 72,70; H, 8,00; N, 4,395 0,10,22;
’ s, 4,80.

Sal de diciclohexilamine de N-(3-netil-1-butin-3-oxiy

l
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carbonil)-(O=terc-butil)~I~serina por reaccidn de O-terc—
butil—Leserina con 2,4,S-triclqrofenilcarbonato de 3~metil-
1-butin-3-ilo, seguido de preparacidn de 1a sal de diciclo-
hexilemina. P.f. 146-1480C, ’

Anélisis pars. 025H44N205:

Cglewlado: C, 66,345 H, 9,80; N, 6,19

Encontrado: C, 66,12; H, 9,70; K, 6,21,

| EJEMPIO 21 |

Sal de diciclohexilamina de i-fenil=—3=-metil—1-butin-3-oxican

nil-Il~netionina

ﬁna solucidn de 1,49 g (10 milimqles) de I-metionina
en 4,% ml de Triton (al 40 % en metanol) se evapora a vacio
haste formar un aceites EL aceite se trata dos veces -con
8 ml de dimetilformamide y cada vez se evapora & vacio. AL
residuo se afiade una solucidén de 2,8 g (10 milimoleé)tde fe-

nilcarbonato de 1-fenil-3-metil-1-butin-3-ilo en 8 ml de Qi

metilformamidas y le mezcla se agita durante 65 horas.. Ia 80+ °

lucidn se agrega & 90 ml de esgua y, despuds de agitar quran-
te 5 minutos, se extrae dos veces con 35 ml de éter_céaa vey
Ia capa acuosa se acidula a pH 3 con dcido edtrico a- 0°C ha

se continia ggitando durante 30 minutos. Se recoge el sélidg

se disuelve en 75 ml de éter y se seca sobre sulfato sddico |

anhidro. Ia solucidn etérea seca se evapora & vacio para daf
un aceite residual. E1l aceite resultante se disuelve en 75
pl de éter y la solucién se trata con 1,81 g (10 milimoles)
de N,N-diciclohexilemina y se mantiene a 4°C qurante 2,5 ho-
ras. Se filtra el precipitado cristalino, se lava con éter .
y se seca a vecio para dar 3,36 g (65 %) de producto, p.f.
132-133,50C, |
Andlisis elemental para 029H44N294S:
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Calculado: C, 67,41; H, 8,58; N, 5,425 S, 6,20
Encontrado: C, 67,51; H, 8,70; N, 5,313 S, 6,25,
Preparacldn de dsteres activos de aminogcidos protegidos con

un grupo alqu1n11carb1n11OX1carbonllo

EJEMPLO 22

: calient% a la temperstura ambiente. EL producto secundario

N—(3rMetil-1-butin—3—oxicarbonil)—L—triptofanato de 2.,4,5=

triclorofenilo

Se calienta a 60-65°C con agitacidn, durante 1,75 ho-
ras, uns nezela Qe 4,08 g (20 milimoles) de I-triptéfanoc,
6,84 g (23 milimoles) . de 2,4, 5-triclorofenilcarbonato de
3—met11—1~but1n-3—1lo, 7 ml (50 milimoles) de trletilumina,
16 ml de agua y 24 nl de terc-butanol. Ia solucidn s2- “ovapo-
rg a vac;o hesta formar un jarabe espeso que~despues aa tra-
ta con 30 ml de agﬁa y se acidula & pH 3 con una sosusidn el
10 % de é01do citrico. Ia solu016n acldulada se extrae con
dos porc1ones de 50 ml de acetato de etilo y el extracto
se lave dos veces con 50 ol ceda vez de una solu01on ds sal
al 10 % Un extracto lavado se seca y evapora & va01o hasta
foruwar an aceite, El aceite sa disuelve en 60 ml de ;cetato
de etilec y la solucidn se enfria a 0°C. Ala solueion Triea
g6 aﬁédén 4,28 g (21 milimoles) de N,N-diciclohexil-carbo-

di-imids y la mezela se agite durante la noche mientras se

urea se}filtra y el filtrado se evapora & vacio haste formar
un acei,e. Por cristalizacidn en acetato de etilo/pentanc se
obmen;ap 7,74 g (78,5 %) de producto, p;f. 123-125%¢C,
j;pélisis-elemental para 023H19N204013:
| Galewlado: C, 55,95; H, 3,885 Ny 5,673 C1, 21,54
. Encontrado: C, 55,885 Hy 4,08; N, 5,655 C1, 21,26,

)
s
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EJEMPIOS 23 a 26

Siguiendo el procedimiento generel del Ejemplq 22 em~
pleéndo_las sustancias reaccionantesra@ropiadas, se preparsn
otrosicﬁhpuestos de la siguiente fofma:j _

ﬁf(3—metil—1—butin~3—oxicarbonil)-D—a-fenilglicinato
de 2,4,5~triclorofenilo por reaccidén de D-a~fenilglicina con
2,4,5-triclorofenilcarbonato de 3~metil-i-butin-3-ilo y
reaccié# del producto asi obtenido con.ﬁ,N—diciclohexil—car—
bo-di~imida. P.f. 69-71%C. - i

Anflisis pexa CpgHygN0,0Ly:

Calculado: C, 54,375 H, 3,54; N, 3,27; 01, 24,23

Encontrado: C, 54,72; H, 3,95; N, 3,42; C1, 24,20,

Ne( 3=Metile1-butin-3=-oxicarbonil)~S-bencil-I-cistei-
nato de 2,4,5-triclorofenilo por remccidn de S-bencil~I~cis-
teina con 2,4,S-triclorofénilcarbohato de'3—metil—1fbutin~3—
ilo y rescoidn del producto esi obtenids con N,N-diciolohe-
xil-carbo~di-imida. P.f. 59-62°C. o ’

Anflisis pera CpyHpoNO,CLyS: -
Celculado: G, 52,76; H, 4,03; N, 2,80; 0, 12,78;
€1, 21,24: S, 6,40 e
Encontrado: C, 52,663 H, 4,265 N, 2,99; O, E%i?B;
€1, 22,23; S, 6,67, -
N-(3-Metil-1-butin—3—oxicarbonii)esfbenzohidril—L-

cisteinato de 2,4,5-triclorofenilo por reaccidén de S~benzo-

| hidril~I~cistei{na con 2,4,S—triciorofsnilcarbonato de 3~meti

1-butin-3-ilc y reaccidn del producto.asi obtenido con N,N-
diciclohexil-carbo-di-imida. P.f. 128-131°C,
Anslisis para 028H24N04013S§
Calculado: C, 58,29; H, 4,19; N, 2,43; 0, 11,09;
Cl, 18,44; S, 5,56.

N
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'se sacude dos veces con 20 ml cada vez de dcido citrice al

44 -

501763

Encontrado: €, 58,59; H, 4,45; N, 2,593 O, 10,833

' c1, 18,313 S, 5,39.

N-(3—Mbtil-1-butin~3—oxicarbonil)—L—metioninato de
2,4,5—tficlorofenilo por reaccidn de I-metionina con 2,4,5-

triclorofenilearbonato de 3-metil-~1-butin-3-ilo y reaccidn

del producto asi obtenido con N,N-diciclohexil-carbo-di-imis

da.P.f. 97-98°C.
Andlisis para C47HgNO,C1,S:
Calculado: C, 46,54; H, 4,145 N, 3,19; 0, 14,59;
| 01, 24,24 S, 7,31
-Encontrado: C, 46,48; H, 4,305 N, 3,38; 0, 14,40;
01, 24,09; S, T,59. ) “:'
MEPIO 2 - - B

Ester de N-hidroxisuceinimida de N-

—metil-1—butin—2=0xi=

carbonil)-I-fenilalaning

Se suspenden 4,56 g (0,01 moles) de la sal de N,N-
diciclohexilaming de Ne(3-metil-1-butin-3-il-3-oxicarhonil)-

L—fenilélanina en 20 ml de amcetato de etilo y la solucidn

10 % y 20 ml de una solucidn de sal al 10 %. Ie solu;ién la
vada se seca sobre sulfato sédico anhidro y despuds se evapd
ra & vacfo. EL residuo se disuelve en 25 wl de tetrahidro-
furano y la solgéién se trata con 1,15 g (0,01 moles) de
N-hidro?isuccinimida segaido de 2,06 g (0,01 moles) de N,N-
diciclohexil-carbo-di~imida. Ia mezecla se agita durante

3 horas:a 0% y después se mantiene a 4°C durante la noche.
Se flltwa la dlClC lohexilurea y el filtrado se evapora a Vve-
cio para obtener una espume. Por crlstallﬂacwon del produc—
to en cloroformo/eter de petrdleo (30—600) se obtienen

3,0 g (78 %), o8 f. 128-13000.

dmr
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- de 1a sintesis de péptidos de esta invencidn.
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Anflisis elemental para CqgHpoNoOg:
Calculado: C, 61,28 H, 5,415 N, 7,525 0, 25,78
Encontredo: G, 61,07; H, 5,68; N, 7,79; O, 25,50,

Preparacidén de pSptidos de Fdrmula ITT

Los siguientes ejemplos son ilustrativos del método

EJEMPLO 28
Ester met{lico de N=(3=-metil-1-butin-3—oxicarbonil)=Imtrip-

tofil-I~lesucing

Se suspenden 37,18 g (75 milimoles) de sal de dici-
clohexilamina de N-(3;metil-1—bgtihéB—oxicarbonil)—L—trip—
tdfano en 150 ml de acetato de etilo ¥ 1a suspensidén se Sa-
cude dos veces con 100 ml cada vez de una solucidn de dei-
do citrico al 10 % y de una solucié# de cloruro sddico al
10 %. Ia solucidn laveda se secs después sobre sulrate sé-
dico y la solucidn seca se evapdra a vacio para obtesrer un
aceite. E1l aceite se disuelve en 50:m1 de_dimetilfof@gmida
y la solucidn se enfria a -15°C. Ia solucidn fria se agre-
ge a una solucidn previamente preparade de 9,10 g ﬁﬁogmili—
noles) de hidrooloruro de dster metilico de L«leuciﬁé'y
5,5 ml (50 milimoles) de N-metilmorfolina en 50 ml de dime-
tilformemide o -15°C. Ia mezcla se agita durante la noche
a -13°C y se trata con um solucidn de 2,1 g (25 milimoles )
de bicarbonato sddico en agha. Después de varias horas,
la solucidn se vierte sobre 1;5 litros de una solucidn frid
de cloruro sédico mientras se agita. La goma resultante se
extrae con 500 ml de acetato de etilo y el extracto se la-
va dos veces con 200 ml de una solucidén 1 N de bicarbonato
sédicos y después tres veces con 200 nl de egue y a conti-

nuacidn se seca sobre sulfato sodico. El extracto seco se
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ra a vecio hasta formar un aceite. El aceite se dlsuelve en

evapora & vacio y el residuo se cristaliza en éten/éter de
petréléo para dar 14,11 g de producto en forma de gdlido
amorfo. Cromatografia en cape delgada, una mancha (cloro-
toluidina); Re 0,81 [CH013=Me0H:HoAc (75:24:1)]; BN
wmuy :3 0,84 (M, 7, (CHy ¥ {CE Ieu), 1,43 (¥, 2, B CHy
Leu), 4,52 (g, a CH Trp), 5,41 (M, o CH Leu), 6,13 (@, oNH
Trp), 8,30 (M, aNH Leu).

Andlisis elemental para 024H31N305:

Cslculado: C, 65,29; H, 7,08; N, 9,52; 0,18,12

Encontrado. c, 65,36; H, 7,20; %, 9,68; 0, 16,03.

EJEVPLO 259

Dlhldrocloruro de N—(3—met11-1-but1n—3-ox1carbon11)-O-terc—

butll-L-serl1—L—arginll—L—arg;nll—L—alanll—b—glutam*nll-s-

. t—butil-L—aspartato
Una suspensidn de 2,53 g de sal de diciclohexilamina

de N—(3—metil—1-but1n~3~oxicarbonll)-O-t-butll-L-serlna en
acetato de etilo se sacude con una solucidn al 10 %. .da aoidc
01trlco y despues con unae solucidn al 10 % de sal.: Ie solu-

cidn lavada se seca sobre sulfato sodlco y después. g6 evapo-

15 ml de dimetilformamida y la solucidn se enfria a ~15°C,
A la goluciép fria se afiaden 0,61 ml de N-metilmorfolina ¥y
O,§9 ml de cloroformiato de isobutilo y la solucidn se agitq
durante 15 minutos a —15°C. Ia mezela de reaccién resultante
se vierte sobre una solucidn fria pfeviamenfe'prepérada |
(-15°C) de 3 05 g (3,5 milimoles) de dlhldrocloruro de L—ar—
g1n1l—L—arglnll-L—alanll—L—glutamlnil—ﬁ—t—butll—L—aspartato
en 25 ml de dimetilformamida y 5 ul de dcido acético. La mey
cla se agita a,-i5°C durante 4 horas y despuds se mantiens

a -15°C durante 66 horas. Se afiaden 800 wl de éter frio, se

1
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filtra el producto y se lava sobre el filiro con éter y solu
cidn saturada de clorurc sédico. ul producto se disuelve en
metanol y la solucidn se evapora a vacio hasta sequedad. El
producfo residual se seca por separacidn azeotrdpica del
agua con 20 ml de bencéno adic;oﬁal. las trazas residuales
de sal se separan disolviendo el producto seco en dimetil-
formemida caliente y filtrando la solucién paliente. Después
l1a solucidén filtrada se evapora a vacio. El producto resi-
dual se disuelve en metanol y se obtiens en forma de preci-
pitado cristalino por adicidn de éter. EL producto se fil-
tra y se seca a vacio para dar 2,57 g (71,5 %). Cromatogra—
fia en capa delgada tcloro-toluidina) Re 0,39 [ butano i3
foido acéticoragua(100:10:31)]; RUN (DMS0): $4,11 (s, S
Ster O-t—butilico), 1,37 (S, 9 éster O-t-butilico), 1,00
(S, C=C(CH3),), 3,41 (S, =C-H); andlisis cuantitativo.ds
aminodcidos por hidrélisis dcida: Asp (0,96), Ser (0,76),
G (0,95), Ala (1,00), Arg (1,97).
Andlisis elemental para 041H73N13013012: g
Calculado: C, 47,95; H, 7,165 N, 17,73; O, 20,%5;
¢1, 6,90. '
Encontrados C, 47,603 H, 7,365 Ny 17,81 0, 20,50;
Cl, 6,66. ' "
EJEMPLO 30

Ester etilico de N-(3—metil—1-butin—3—oxicarbonil)—s—benzo—

hidril-I—cisteinilglicina

‘A una mezcls agitada de 2,88 g (5 milimoles) de éster
2,4,5-tricldrofenilico de N-(3—metil—1-butin—3—oxicarbonil),
S-benzohidril-I~cisteina y 0,7 g (5 milimoles) de éster eti-
lico de glicina en 80 ml de cloruro de mafileno, se afiade,

a lo largo de 1 hora,una solucidn de 0,7 ml (5 milimoles)
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de trietilamina en 20 ml de cloruro de .metileno. Después de
agitar durante la noche a la temperatura ambiente, el disol-
vente se evapora a vacio hasta formar un residuo oleoso. El

aceite se disuelve en acetato de etilo y se filtra para se—

parar el hidrocloruro de trietilamina. El filtrado en acqtam

to de etilo se evapora a vacio y el aceite resultante se

cristalize en acetato de etilo/éter de petréleo y se seca a
vacio péra dar 1,41 g (58,3 %) del producto, p.f. 98-100°¢,
Crouatografia en capa delgada: una mancha-(cloro-ﬁoluidina),

R, 0,82 [CHCl3zMedeHOAc (75:24:1) ]

i
Andlisis elemental para 026H3ON205S:'
Calculado: -G, 64,61; H,'6,27; N, 5,803 S, 5,54w1"
Encontrado: C, 64,75; Hy 6,433 N, 5,755 S, 6,7856

EJEMPLO 31

N—(3—Metil—1-but;g-3—oxica£bonil)-S—tritil—IrcistQiﬁi;glicim

. nato de etilo .

A 4,99 g (1,63 milinoles) de sal de diciclohexilamina

de N—(3-metil-1-butin~3—oxicarbonil)eS—tritil—L—cisﬁeiga ”
v 1,07 & (7,73 milimoles) de hidrocloruro de éster etilico
de glicina en 15 ml de cloruro de metiléno a 0°C se éﬁéden,
con agitacidn, 1,57 g (7,63 milimoles) de N,N—diciclbﬁéxil—
carbo-di-imida. Se continda agitando a 0°C y después se de-
Ja que la mezcla de reaccidn se caliente hasta la temperatuy
ambiente durante toda la noche., Se filtra la diciclohexil-
urea y el Tiltrado se evapora a vacio hasta formar una espu-
08, La'éspuma se disuelve en 30 ml de acetato de etilo y la
soluciég se lava con 10 ml cada vez de una solucidn 1 N de .
bicarbonato sddico, salmuera, solucidn de deido citrico al
10% y éolucién dé sal al 10 %. Ia solucidn lavada se seca

sobre sulfato sddico, ss filtra y evapora a vacio para dar

a
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' 6, 0=0{CH,)50), 2,49 (8, 1, H-C=0-), 2,67 (doblete o

75
- A9- [
&0 17 6 3 seopipe”
3,52 g7(82,6 %) ds una espuma esponjosa blanca que resiste

a los intentos de cristalizacidn.

RN (CDC13): 1,25 (t, 3, J=T Hz OCH,CH,), 1,66 (S,

dobletes, 2, § = 6 y 7 Hz, -CH,S-), 3,95 (4, 2, J =7 Hz,
OCONH-), 6,49 (m, 1, CONE=), 7,35 (M, 158). .
Andlisis elemeﬁtal para C3oH3Np058:
Celculado: €, 68,80; H, 6,145 N, 5,02; O, 14,313
S, 5,73. | |
Encontrado: C, 68,56; H, 6,423 N, 5,00; 0, 14,28;
S, 5,83.

BIEMPLO 32 e b
N—(}-Metil—1-but;n~3;oxicarbonil)—L—fenilalanil—S~tritil-

I-cisteinilglicingto de etilo

A una mezcla de 1,24 g (2 milimoles) de sal ﬁpéilato
de S-tritil-I-cisteinilglicinato de otilo y 0,912 g {2 mili
moles) de sal de diciclohexilamina de N—(3—metil—1—b@?inp3-
oxicarbonil)-I~fenilalaning en 10 ul ds.cloruro de metileno
se afigden, con agitacidn, 0,412 g (2 milimoles) de‘Ntﬁ—di-
ciclohexil~carbo-di-imida a 0°C, Se continda agitah?bza oo
durante varias horas y despuds la mezcla de reaccidn se de-
ja calenter a la teamperatura ambiente durante la noche. Se
filtra;la mezcla y el filtrado se evapora a sequedad en va-
cfo, E1l residuo se disuelve en 40 al de acetafo de e%ilo
y la solucidn se filtra y se lava consecutivamente con bi-
carbonato sédico 1 N, cloruro sddico al 10 %, dcido citrico
al 10 % y clorurc sédico al 10 %. ILa solucidn lavéda se se-
ca sobre sulfato sédico, se.filtra y después se evapora &
sequeded en vacio. EL residuo se cristaliza en acetato de

etilo/éter de petrdleo pars dar 0,74 g (52,4 %) de producto

i

-
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que funde alrededor de 1812C con descomposicidi.
Anélisié elemental para 041H43N3068:
Calculado: C, 69,773 Hy 6,143 N, 5,955 0, 13,605

S, 4,54 ‘
Encontrado: C, 69,51; H, 6,27; N, 6,045 0, 13,715
'S, 4,67,
EJEMPLO

Amida de N-(3-met11-1—but1n—3-ox1carbonll)-Lrtrlptofil—L-

L—matlonil-L—aspartll—L-fenllanallna
Se agita a -15°C durante 8 horas y & la temperatura g

biente durante 60 horas una mezcla de 1,165 g (2,56 milimo-

les) de dster 2,4,5-triclorofenilico de N—(3-metilrfibﬁtin- ,

3-0ﬂlcarbonil)—L~trlptofano, 1,0 g (2,33 m:ilmoles)’ue mono
hidrato de amida de L-metlonll-L-aspart11—1~fen11alanina

y 0,26 ml (2,33 millmoles) de trietilemina en 15 ml-de di=-
metilformamida. Durante este periodo se produce 1a—gisolu~
cidn. Ia soluciéﬁ reacclonante se vierte sobre 50 ml.de
ague de hielo y ls solucidn acuosa fria se acidula 5 PH 3
con una solucidn acuosa saturada de éc1do citrlco.‘El pro=
dueto de reaccion en forma de preclpltado se flltra y se
lava con agua. Después el producto se hierve en 50 ml de
etanol absolutq para separar el agua y el 2,4,5-triclorofe-
nol. El producto de reaccidn se separa por filtracidn del
otanol enfriado y se seca & vacio sobre lentejas de hidrd-
xido potdsico para dar 1,09 g (66 %) de un producto que fun
de alrededor de 209-210°C con descomposicidn.

La cromatografia en capa delgada del producto presen-
ta une mancha (ninhidrine y cloro-toluidina); Rp 0,79 con
tetréhidrofurano:C6H12:H20, 045735,

Andlisis elemental para C3gH,oNeOgS:
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 mrp (0,99), Asp (1,00, et (0,93), Phe (0,90)s -

Amida de N-(3-met11-1-but1np3-oxicarbbn111-L_metionin~L-

Caleulado: C, 59,47; H, 5,98; N, 11,985 0, 18,10

Sy 4,53. :
_Encontrado: C, 59,15; H, 6,21; N, 11,873 0, 18,42;
o 'S, 5,00, |

Se disuelven 1,01 g (1,42 mlllmoles) ‘del producto
de reac01én en 20 ml de dimetllformamlda v se hldrogena du~
rante 4 horas sobre 0,142 g de paladlo al '5 % en carbdn.
Se fil® ra el catalmzador ¥ se lava con dlmetllformamlda. "Bl
filtra@q gse decolora con carbdn y se evapora & gequedad en
vacio. Ei producto de hidrogenolisis, aéida de I~triptofil-
L—meticnil4L-aspartil—lpfenilalanina , se cristaliza en
20 ml de dimetilformamida celisnte y 15 al de acetato-de
etilo para daf 0,25 g (17,7 %) de prdducfo qﬁe funds "o UNOS
224-226°C, - ,

Gromatograma en capa delgada: una mancha (nishidrina
y cloro-toluidina), R 0,30 con tetrahidrdfurano:ciéléhe-
xenosag ua 94:7:5. Andlisis cuantitativo de am1n0a01dos
por hlcr011s15 gcida en presencia de dcido tlogllcollco-'

Andlisis elemental para CpgHigN-Og: /JJ

caleulado: €, 58,37; H, 6,08; N, 14,08, mee

Encontrado: C, 58,103 H, 6,38; ﬁ; 13,80,

| EJENETO 34

asgﬁkyil-L—fenllalanln@

'S¢ enfria a 0°C una mezcla de 3,4 g (7,75 milimoks)
de éster 2,4,5-triclorofenilico de N-(3-metil-1-butin-3-
oxicarbonil)=I~metionina y 2,16 g (7,75 milimoles) de ami-
da de I~aspartil-I-fenilalanina en 30 ml de dimetilformamis

ge afiaden con agitacidn 1,09 ml de trietilamina y la nezclg

2y
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de reaccidn se agita a 0°C durante 9 horas y después a la
tempéraﬂura ambiente durante 10 horas. A continuacidn la
mezela de reaccidn se vierte sobre una meécla de 115 ml Qe
agua de hielo, 0,45 ml de decido acético y 39 ml de ciclo=-
hexano. La goma sélida se filtra, se 1éva con agus. y des-
pués se calienta en 39 ml de etanol a wa temperatura com-
prendida entre 500 Yy 60°C, EL producto de reaccidn se fil-
tra, se lava con agua y Se seca a vacio sobre lentejas de
hidréxidd potésico para dar 2,47 g (61,2 %) del producto
que funde a unos 203-204°C con descomposicidn,
Cromatograma en capa delgadas wne mancha (cloro-tolui
dina);rRf 0,56 con CHCl3:MeOH:HOHC, %5;24:1. '

R

:Anélisié.elemental para CpyHyoN,0758 ~ .
Caleulado: €, 55,373 H, 6,20; N, 10,765 S, 6,16
Encontrado: C, 55,613 H, 6,393 N, 10,715 S, 6,37.
| . EIEMPLO 35 o

MOnohldrato de amlda de L—metlonll—L—aspartil-L-fenllala—

_______

ning
Se hldrogenan durante 2,5 horas, sobre O, 454 g ae
paladio al 5 % en carbdn activo, 2,36 g (4,53 mililo2es)
de amlda de N—(3—metil—1—but1n~3~ox1carbon11)—L-matlonil-
I-gspartil-I-fenilalaning en 200 ml de ac1do acético al
80 %. Se filtra el catalizador y el filtrado se evapora &
vacio hasta formar un aceite. EL aceite residual se destily
azeotrdpicamente a vacio con trés porcionss de 50 ml de
benceno y el sélido resultante se hierve en 50 ml de meta—
nol, se filtra y se seca a vacio sobre hidrdxido potdsico
para dar 1,16 g (62,4 %) de producto, p.f.‘211-214°0.
.Anélisis elemental para C18H26N4O5S.H20: .
Caloulado: C, 50,45; H, 6,59; N, 13,08; S, 7,48
Encontrado:C, 50,63; H, 6,863 N, 12,92; S, 7,39.
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va con agua y una solucién saturada de bicarbonato sbdico.

501763

EJEMPIO 36°

¥-( 3-Metil-1=pentin-3-oxicarbonil)-L-uetionil-I~asparagui-

nil-di-O=t-butil-L-treoninato

Une solucidn de 2,27 g (5 milimoles) de sal de dici-
clohexilamina de N—(3—metil—1—pentih~3-dxicarbonil)-L—me—
tionina en 30 ml de dimetilformamida se enfria a -15% y se
trata c@n 0,625 ml de cloruro de'pivaloilo. La mezcla se
agita & -15°C durante 15 minutos y después se trata con
una solucidn previamente enfriada (=15%C) de 1,55 g (4,5
milimoles) de I-asparaguinil-di-O-f-butil-treoninato en
15 ml de dimetilformamida. La mezcla se agita a 0°C durante
2,5 horas y despuds se trata con 15 ml de una soluciZﬁ?1 N
de bicarbonato sédico, Despudés de agiter durante 5 ;iﬁ&tos,

1a solucidn fria se vierte sobre 145 ml de una solucidn al

90% de cloruro sbédico al 90% de saturacidén y se agitd.’duran

te 15 minutos. El .precipitado resultante se filtra y. se la-

El producto se disuelve en 100 ml de acetato de etilo-y se
filtra para separar el hidrocloruro de diciclohexilggi%a.El
filtrado se lava dos veces con 30 ml cada vez de una:éblu-
cién de acido citrico al 10% y tres veces con 50 ijdéaavez
de agua y despues se seca sobre sulfato sbédico.E1l filtrado
seco se evapora a vacic para dar 1,65 g de una espuma 561ida)
Cromatografia en cape delgada: una mancha (cloro-
toluidina); Re 0,44 [CHCl3:MeOH:HOAc_(75;24:1)].
‘Andlisis elemental para C,gH,gN,0gS:
Calculado: €, 55,98; H, 8,05; N, 9,33; 0, 21,303
S, 5,34 7
Encontrados C, 56,20; H, 8,22; N; 9,08; 0, 21,01;
S, 5,54,
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EJEMPLO 37

Preparacién de 1la secuencis de aminodeidos 22-26 del glucagon

A una solucidn de 14,68 g (21,2 milimoles) de éster.
met{lico de N-carbobenzoxi-I~valil-I-glutaminil-I~triptofil-
I~lencina en 600 ml de dioxano acuoso al 50 % se afiaden
21,2 ml (42,4 milimoles) de hidrézido sédico 2 N y la solu-
cidn se agita durante 17 noras para efectuar la saponifica~
cidn del 4ster metilico. Ia mezcla Ge reaccién se acidula a
pH 5,3 por adicidn de 21,2 ml de deido clorhidrico 1 N, Des—
pués el pH de la mezclae se ajusta a 3,5 con solucidn de dei-
do citrico al 10 %, Ia mezclé de reaccidn se-diluye con 100
nl de agua agltando ¥ la mezcla diluida se mantlene durante
varias horas a 4%c, B producto de reaccidn se fllt“any ge
lave con agua y se Seca sobre lentejas de hldrox1do.pqt651—
co. El cromatograms eﬁ capa delgada sobfe placas defée} de
silice ~indica un ~- material de unz mancha (cloro;%biuidi—
na); R 0 56 con CHCl3°npbutanol.a01do acetlco agua ’

£
(75:24:12¢ 2). El espectro de resonancia magnética nuclear

del producté indice la gusencie de resonancia de O—metllo

a 3,6 ppm en DMSO.

£l carbobenzoxi—tetrapéptido saponlflcado sa.disuelve

en 300 wl de dimetilformemide y se hidrogena durante 5 horas

sobre 2,0 g de paladio al 5 % en carbdn, a 1o temperatura am
biente. Se filtra sl catalizador y el filtredo se evapora &

vacio para dar 8,66 g (75,2 %) I-~valil-Imglutaminil-I-

triptofil-I~leucing en forma de goma residuale. Ia cromatogrea
f{a en capa deléada sobre gel de sflice indica un material .
de une mancha con un Rf de O, 37 con el sistema disolvente

éter: meuanol agua (75:24:1)+ EL espectro RMN 1ndica la ausen

cia de resonzncia atribuible al grupo carbobenzozl. Fl and-
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lisis cuantitativo de aminodcidos del hidrolizado dcido del
tetrapéptido desbloqueado da el siguiente resultado: Glu
(1,0), Teu (1,07), Val (0,96). |

Se agita a 0°C qurante 5 horas y después se deja ca-
lentar a;la temperatura ambiente una mezcla de 6,93 g
(12,73 milimoles) de I~valil-I-gluteminil-I-triptofil-L-leucl
na, obtenida en la forma antes descrita, y 5,39 g (14,0f
milimoleé) de éster de N-hidroxisuccinimide de N~(3~metile
1-butin-3-oxicarbonil)-I~fenilalanina en 100 nl de dimetil-
formamida. Despuds la mezcla de reaccidn se agita Qurante
90 horas y a continuacidn se evapora & vecio hasta un volu~
men de unos 20 ml. Por adicidn de éter se obiiensn 8;48ﬁé
(83 %) Gel producto de reaccidn, N-(3-met11-1¥butin-3;q.jci-
carbonil)-L-fenilalanil—I:-valil—L—glutaminil—I;—triptcfil—-L—
leucina en forma de precipitedo: sdélido que funde a;; dedor
de 170-175°C. El producto péptido es cristalizado en meta-.
nol-ggua hirviendo y secado sobre lentejas de hldrOdeO po-
tésico para dar 3 3 g (33 %) de un producto que fundé ;
unos - 207~209°C, Ia cromatografia en capa delgada reéeié una
mancha (cloro-toluidina), con un Ry de 0,44 con cloroformo'
metanolsdeido mcético (25:24:1) y un Ry de 0,186 con’ ttra~
hidrofuréno:ciclohexano:agua (94:7:5). EL espectro de reso-
nancia magnética nuclear del-producto'én DMSO da los siguien:
tes resultados: § 0,84 (M, 14, CHy~valina y leucina, BCH-
valina, YCH-leucina), § 1,5 (S,p~CHy~leucina), § 1,53
5,6,0=C-C (CH3)2 , & 3,33 (8, C=C-H), § 10,78 (S, NH del
indol, —triptéfanoc). '

Andlisis cuantitativo de aminodcidos del hidrolizado
deido: Glu (1,0), Leu (1,04), Val (0,97), Phe (0,96).

Andlisis slemental pars C42H55N709:
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4@%763

Galculado: C, 62,915 H, 6,915 N, 12,23; 0, 17,95
Encontrados C,62,72; H, 7,00; N, 12,23; 0, 18,20
‘ EJEMPLO_ 38 '

En 10 ml de dimetilformamide se disuelven 3,21 g
(4 miliholes) del hidrocloruro del péptido N-protegido del
Ejemplo 37 y la golucidn se agrega sobre otra solucidn fria
(0°¢) de 2,57 g (5 milimoles) de L-metlonll-L—asparagulnll-
di=O—t=butil~I~treonirato y 0,55 ml (5 milimoles) de N-metil
morfolina en 40 ml de dimetilformamida, con agitacidn. A la
nezola de reaccidn agitada, mantenida @ una femperatura de
unos 0°C, se afiade una solucidn de 0769 g (6 milimoles) de
N-hidroxisuccinimida en 5 ml de dimetilformamida y uns" solu~
cidn de 0,824 g (4 mlllmoles) de d1c1clohex1lcarbo—&1-¢m1da
en 5 ml de dlmetmlformamida. La mezcle de reaceidn se«aélta

a 0°C aurante 2 horas y & 'la temperatura ambiente duRbante 64

horase Despues la-'mezela se enfria a 0% durante varlas ho-
ras y el precipitado del diciclohexilurea se filtra. E} fil—
trado se evapora a vacio hasta pequetio volumen ¥y se dﬁluye
con acetato de etilo. La mezcle de reaccidn dilulda\se man-
tiene despues 5 4°C durante varies horas y'el producto preci]

pitado se filtra. El producto se lave sucesivamentd’ con

dter y agua y despuss se seca sobre lentejas de hidréxido

|potésicb para dar 4,38 g de N—(3-metﬂ4—butin—3—oxicarbonil)-

I-fenilalanil-I~valil-Imglutaminil-I~triptofil-Imleucil-I~
metionil—L—asparaguinil—di—O—t—butil-L-treoniﬁato (8% %),
que f&nde alrededor de 221-225% (desc.). El cromatograme en
capa délgadé sobre gel de silice indica un materiel de una
mancha (cloro-toluidina) con un Rf de 0,88 con cloroformos
Lotanolidoido acdtico (75:24i1). EL endlisis cuantitativo

de aminodcidos del hidrolizado gcido del producto da los
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501789

siguientes resultados: Asp (1,0), Thr (0,95), Glu (0,99),
Val (0,99), Met (0,97), Ieu (1,03) y Phe (0,99).
Andlisis elemental para C53H93N11014S:
Calculado: ©, 60,033 H, T,44; N, 12,22; 0, 17,77;
S, 2,54 |
Encontrado: C, 59,87; H, 7,26; N, 12,255 0, 18,043
S, 2,44.
~ BJEMPLO 39

El producto de.reaccidn anterior del Ejemplo 38

' (MBOG=I~Phen-I-Val-I-Glu=ImT1pmImLot=L-Met~IrAsp~ai-O-t=

butil-I~Thr) se disuelve en 75 ml de dimetilformamida y se
hidrogene a 1é temperatura ambiente en presencia de 1,19 g
de paladio &1 5 % en carbdén, Le hidrogenolisis va segg}@a.'
de recogide del didxido de carbono desprendido en un seps-—
rador de hidrdxido barico,.  La hidrogenolisgis parecefobqple—
ta al cabo de 1,5_horas pero se deja continuar duraﬁﬁé'3 ho
res. Se filtra el catalizador y el filtrado se decolora con
carbdn. ILa mezcla de reduccidn clarificada se evapd?éfé va-
c{o hasta formar un residuo. El residuo se disuélvetéﬁ¥di-
metilformamidg y el producto se precipita agregandd'agha a
la solucidn gota a gota. Se filtra el producto y segiava
con sgua ¥y se seca & vacio durante la noche para dar 1,%% g
(64,7 %) de producto que funde a unos 239-240,5° (desc.).
El cromatograms en capa delgnda sobre gel de silice muestra
el producto-como una sole mancha con un Ry de 0,29 con clo-
roformo:metanol:dcido acético (75:24:1). EL andlisis cuan-
titativo de los aminodcidos del hidrolizedo dcido del pro-
ducto, - I~Phe=IL=Val~-Glu=L~Trp=I~Leu—L-Me t=I—~Asp~di~O-t—butil
I~Thr, da el siguiente resultado: Asp (1,13), Thr (1,08),
Glu (1,0), Val (0,98), Met (1,13), Lgu (1,05), Fue (1,16),

¥
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Trp (097).
Andlisis elemental para CgpHgyNq40455:
Calculado: G, 59,513 Hy 7,625 N, 13,39 0, 16,693

, S 2,79
Encontrado: C, 59,62; H, 7,855 N, 13, 15, 0, 16,70,
s, 3,00.
EJEMPLO 40

Preparacidn de la secuencia de aminogeidos 27=29 del gluca=

Método A

£0n

N—(3—Metil—1-butin-3-oxicarbonil)-1~metionil-L-asparaguinil

vez con 40 ml de-solucidén al 10 % de édcido citrico;ﬂdés ve-

- dico ¥y despuds se seca sobre sulfato sédico anhldro. El ace

ge evapora a vacio hasta formar un aceite ¥y el aceite se

dl—O-terc—butll—L-treonlnato e

Se suspenden 8,8 g (0,02 moles) de sak de dlciqlbhe-

xilamina de N—(3—meti1—1-but1r-3—ox1carbonil)-Irmetlonlna

en 50 ml de acetato de etilo y la suspension se sacude una

ces con 40 ml cada vez de solucién al 10 % de cloruro 6=

vam e

tato de etilo se evapora & vacio y el aceite reulaual se di
suelve en 40 ml de tetrahidrofurano. Se afiaden 6,90 g?(0,0z
moles) de L—asparaguinil—di--O--terc-buﬁil—L—treoninﬁ?'Eoa Se=-

guido de 4,99 g (0,022 moles) de N-etoxicarbonil~2-etoxi-

1,2-dihidroquinoleina (EEDQ) y la mezcla de reaccidn se agi

ta durante la noche a la temperatura ambiente. La solucidn

disuelve en 50 ml de acetato de etilo. Ia solueibn se lava
tres veces con 50 ml cada vez de una solucidn el 10 % de
doido citrico y una solucidn al 10 % de cloruro sédico ¥y
ge seca sobre sulfato sédico anhidro. Se evapora el acetato

de etilo & vacio para formar una espuma blanca. La espura
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se disuelve en la cantidad minima de éter v se afiade ciclo~
hexano suficiente para precipitar el producto en forme de
polvo fino. Se filtra el precipitado y el filtrado se eva-
pora a vacio. EL producto amorfo resultante se recoge para
dar 8,3 g (71 %) del compuesto deseado. Cromatografia en
capa delgada: uns mancha (ninhidrina y cloro-toluidina);
R, 0,76 [butanol:deido acéticozague (100:10:30)].

Andlisis elemental para CopH,N,0gS:

Calculado: ©, 55,27; H, 7,91; N, 9,55; 0, 21,81;

S, 5,46
Encontrado: C, 55,31; H, 8,19; N, 9,365 O, 21,89;
Sy 5,73 . cea

L—Met1onll-Inasparagulnll-dl-o-terc—butll-L—treonlnaDOJ.

Se disuelven 1,174 g (2 milimoles) de N-(3—met11—1—
butin—3-oxicarbonll)-L—metionll-L-asparagulnll—dl-o-éerc-
but11—L—treon1nato-en 50 ml de metanol. A la soluc1o§:;e
aﬁade_una pequefia cantidad de paladio al 5 % en carbdn! hu=
medecido con agua, y se hade pasar hidrdgeno a trav%étéé la
solucidn agitads durante 2,75 horas. Se filtra el cé%éiiza—
dor y el filtrado se evapora & vacio hasta formar un’ sdeite
El aceite se triturag sucesivamente con pentanc y éteé;%Por
evaporacidén de los disolventes a vacio se obtiene uns espu=
me. sélida blanca, 0,585 g (61,4 %). Cromatografia en capa
delgadat una mancha (ninhidrins y cloro-toluidina); Re
0,56 con 2-butanol:NHj el 3 % (3:1).

Anflisis elementel para CpqHyoWN,043:

Calculado: C, 52,92; H, 8,463 N, 11,75; 8, 6,73

Encontrado: C, 52,49; H, 8,55; N, 10,19; S, 6,34.

Por concentracidén de los triturados se obtienen 0,192

adicionales del producto (20 %) contaminados con una peque-
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Método B

ML

fia cantidad del material de partida como se determina por

cromatografia en capa delgada.

N—(B-Metil-1-butin-3-oxicarbonil)-L—metionil—L—asparaguinil-

di=O=terc-butil=I~treoninato

Una suspensidn de 4,41 g (10 milimoles) de sal de
diciclohexilemina de N—(3-metil-1-butin-3-oxicarbonil)-I-
metionina en 75 ml de acetato de etilo se lava dos veces
con 20 ml cada vez de una solucidn al 10 % de decido eitri-
co y dos veces con 20 ml de ague cada Vez ¥ después se sece
sobre sulfato sédico enhidro. Ie solucidn seca se -evapora
hasta der un.aceite residual. EL aceife se disuelve en-20 ml
de dimetilformamids y la solucidn se enfria = 159, A.1a
solucidn se afinden 1,1 ml (10 milimoles) de N-metilmorfoli-
ne y 1,23 ml (9,5 milimoles) de cloroformiato de lscbutilo.
Ta mezcla se agita a -159C durante 15 minutos y despﬁéé se
trata con una solucidn previamente preparada de 2,?94g
(7,5 milimoles) de L—asparaguinil-di-o—terc—butil—L—é;éoni—

[N

nato en 90 ml de. dlmetllformamlda previamente enfrlgdéna
-159C, ILa mezcla se agita a -159¢ durante 15 horas ;Ndéspuea
se trate con una solueidén fria de 0,21 g de blcarbcnato g6
dico en 20 ml de agua y se agita durante 30 minutos mis &
-15°0, Ia solucidn se vierte sobre 800 ml de solucidén satu-
rada de cloruro sédico con intensa agitacién. La goma pro—

ducida se recoge, se disuelve en acetato de etilo, se lava

=

con agua y se seca sobre sulfato sédico anhidro. La solucid
seca se evapora a vacio para dar un aceite transparente que
e cristaliza en dter/dter de petrdleo (30-60°). El produc-
to cristalino se filtra y se seca a vacio sobre hidréxido

potdsico para dar 2,58 g (58,7 %) del compuesto deseado.
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Cromatografia en capa delgada: una mancha (cloro-toluidina)

in «

R. 0,66 con 2-butanol/hidréxido aménico al 3 % (3:1).
RN (DMSO): 1,05 (4,3, = 6 Hz, BCHy Thr), 1,14
(s,9, éter O-t-butilico), 1,41 (8, éster O-t-butilico),
1,61 (5,6 C=C(CHy),, 2,04 (8,3,5CH,Met), 3,37 (s,1,H-C=C),
4,08 (M,3,8CH Thr, aCH Thr, oCH Met), 4,71 (M, 1,5 6 ¥ 8 Hy)
«CH Asn), 6,94 y 7,37 (S,1 CONH, Asn), 7,25 (8,1, = 8 Hz,
NH Met), 7,52 (4,1, § = 8, NH Asn), 8,25 (d,1, J = 8, NH
Thr).
Andlisis elemental calculado para 027H46N4oaé:
Calculado: C, 55,27; H, 7,91; N, 9,55; 0, 21,81;
Sy 5,46 )
Encontrado: C, 55,333 H, 8,15; N,9,27; O, 22,5%30
S, 5’24 . - R
EJEMPLO 41

N—(1—Etinilciclohexil-1-oxicarbonil)-L—metionil—L—&sb&ragui-

<

L

v
2

0i1-31-0—t=butil-I~treoninato .-

Se prepara por el anterior procedimiento B descrito

en el Ejemplo 40, haciendo reaccionar N-(1-stinileciclohexil

oxicarbonil)-I~metionina (aislada de la sal de dicigldohexil:

amina) con L-asparaguinil-di~O-t-butil-I~treoninatde
Andlisis elemental para CsoHsql,0gS: T
Calculado: C, 57,48; H, 8,04; N, 8,94; 0, 20,42;
Sy 5,11
Encontrado: ¢, 57,20; H, 7,84; N, 8,74; 0, 20,67;
Sy 5435.
EJEMPLO 42 .
N—-(1-Fenil—3—metil—i~butin-=3-oxicarbonil)=l=~metionil~I~aspa:

raguinil-di-O=terc-butil-I—treoninato

Se prepara por el procedimisnto A descrito en el Ejem:
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plo 40, haciendo reaccionar 1-fenil-3-metilbutinil-3~oxicar
bonil-I~metionina (aislada de su sal de diciclohexilamina)
con L—asparaguinil—di—o-térc-butil—L—tre6ninato.

Punto de fusidn, %2,547500.

Ahélisis elemental para 033H5ON4OSS‘

Caleulado: €, 59,803 H, 7,60; N, 8,455 S, 4,84

Encontrado: C, 59,55; H, 7,81; N, 8,36;-8, 4,89, -

La hidrogenclisis de los tripéptidos protegidos antes
descritos de los Ejsmplos 41 y 42 por el procedimiento des-

crito en el Método A proporciona el tripéptido I~metionil-

I~asparaguinil=-di-O0=t-butil-I~treoninato, que es el fragmen;

to aminodcido 27-29 del glucagon.

EJEMPLO 43 - T

-

Hidrocloruro de Ne(3-metil-1-butin-3-oxicarbonil)-O-t-butil-

sl

¥

PAET RN

I-geril=I~arginile=lmarginil=b=alanile-l~glutaninil—T=t<batil-

T-aspartil-I~fenilalanil-TI-valil-ImzlutaminileL-triptofil

I~leucil~I~metionil-lgsparaguinile—di-O~t=butil-I~taorinato

A una solucidn de 1,438 g (1,25 milimoles) de L-fenil~
alanil—L—valil—L;glutaminil—L—friptofil-L—leucil—L—mef;Dniln
I~asparaguinil-di-0-t-butil=I~treoninato en 15 ml defd?ﬁe;
tilformamide, mantenida a una temperatura de -15°C,5§éréﬁade
una golucidn de 1,921 g (1,87 milimoles) de dihidrocloruro
de N;(3-metil—1—butin—3—oxicarbonil)—O~t—buti1—L—seril—L—
arginil-L-arginil-p-alanil-L—g1utaminil-o-t-butil—L—aspar-
tato en 8 ml de dimetilformamida. A la mezcla de reaccidn
agitada se afiaden 0,431 g (3,74 milimoles) de 1-hidroxisu-
ccinimida, 0,258 g (1,25 milimoles) de diciclohexil-carbo-
di—imidauy T ol de dimetilformamida.‘La mezela de reaccidn
se agita durante 3 horas a -15°C, durante 90 horas a 4% y

despuss a la femperatura ambiente durante 24 horas. Se fil-

.o
LAY .
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t=butil-L-Thr.2HC1.

tra la mezcla de reaccidn y el filtrado se diluye con aceta
to de etilo, con formacién de un precipitado. El precipita-
do se filtra y se cristaliza tres veces en metanol/acetato
de etilo para dar 0,615 g (22 %) de N-(3-metil=i=-butin-—3-
oxicarbonil)=O=t-butil=L-Ser—I-Arg=I~Arg=ImAla=I~Glu=O—t-
butil—L—Asp—L—Phe-L—Val—L—Glu—L—Trp—L—Lew—LéMet;IFAsnpdi—O-

El andlisis cuantitativo de aminocacidos del hidroliss;
do dcido del producto de reaccidn da las siguientes propor-
ciones relativas de aminodcidos:

Thr (0,98), Asp (2,2), Met (0,95), Lev (1,0), Glu
(2,2), Vel (0,98), Phe (0,93), Ala (1,2), Arg (2,2);-Ser
(1,00). , - c

EJEMPLO 44

Ne={1=C1loro=3-metil=1~butin~3-oxicarbonil )=Iemetioni f=imas ps

PSRN

rgeninil=gi=0=t-butil~I~treoningto

Una suspensidn de 1,8 g (4 milimoles) de sal ﬂé'di-
ciclohexilamine de N-(1-cloro-3—metil—1~butin—3—oxi§é;bonil
I~metionina en 10 ml de acetato de etilo se agita dos veces
con 10 ml de una solucidn al 10 % de -acido citricovggu%a
vez con uma solucidn al 10 % de sal. La solucién ob%éﬁida
se seca sobrs sulfato sddico y despuss la solucidn seca:se
evapora a vacio hasta dar ﬁn aceite residual. El aceite se
disuelve en 10 ml de tetrahidrofurano y se afiaden a la so-
lucidn 1,38 g (4 milimoles) de N-asparaguinil-ai-o-t~butil—
I~treoninato y 0,998 g (4,4 milimoles) de N-etoxi-3-stoxi—
1,2-dehidroquinoleina (EEDQ). La mezcla de reaccidn se agi-
ta durante la noche y después se evapora a sequedad en va-
cfo hasta una espuma residual. El residuo se disuelve en

20 ml de acetato de etilo y la solucidn se lava tres veces

)~
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con 20 ml cadé vez de una solucidn al 10 % de dcido eltrico
y una solucidn al 10 % de sal. Ia solucidén lavada se seca
y evapora para dar 1,09 g (44 %) del tripéptido N-protegido
Andlisis elemental para CoqH,s0g5C1:
Calculado: C, 52,123 H, 7,45; N, 9,005 O, 20,573
S, 5,153 €1, 5,70
Encontrado: G, 52,24; H, 7,39; N, 8,75; 0, 20,425
S, 4,90; €1, 5,68.
En resumen, la Patente de Invenci?n que se solicita

debers recaer sobre las siguientes:

-~ -

A=
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G071763

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacidn de un compueé—

to de aminodcido N-protegido con un grupo alquinilcarbinil-

oxicarbonilo de fdrmula:
Ry ﬁ " 1?4 -i[’
R-c:sc-.c--o-c..ﬁ-c-(CH2 )

1.
.._I‘-C|}-(CH2)m-C 1 Ry

donde

§

5 M

III

R es hidrdgeno, cloro, fenilo o fenilo sustituido “con
alquilo C;=C,, alcoxi Cq=C, o halbgedo; - -

R, tomado independientemente es hidrdgeno o alquilo
Cy=Cys o

R2 tomado independientemente es alquilo C4-Cy y.gq s R2
unidos con el dtomo de carbono al que estén enlaze-
dos forman un anillo carbociclico de 5, 6 ¢ 7 -miem—
bros; o

R4 ¥ Rg son independientemente hidrdgeno o alqui;6 infe=

-
e 7

rior;
R5 vy R7 son independientemente hidrdgeno, alquilo infe-
rior, hidroxialquile inferior, hidroxialquilo infe-
rior protegido, aminoalquilo inferior, amincalquilo
inferior protegido, merCaptoaléuilo'inferior, mercap-
toalquilo inferior protegido, alauil(inferior)mercap-
$0 alquilo inferior, carboxialquilo inferior, car-
boxialquilo inferior protegido, guanidinoalquilo in-
ferior, guanidinoglquilo inferior protegido, guanidi-

nooxialquilo inferior, imidazolilmetilo, imidazolil-
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metile protegido, indolilmetilo, indolilmétilo pro-
tegido, fenilo, 4-hidroxifenilo, o 4-hidroxifenilo
protegidos;
Rg es hidroxi, metoxi, etoxi, t-butoxi, 2,2,2-tricloro-
etoxi, fenoxij N-oxisuccinimida, benciloxi, 4—ni£ro-
" benciloxi, 2,4,5~triclorofenoxi, pentaclorofenetoxi
o pentafluorfenoxi y'las sales de adicidén de dcidos,
de metales alcalinos, de metales alcalino-térreos,
aminas, dietilamina, trietilamina, 1,4-diazabiciclo
[2.2.2]octano, diciclohexilamina y dibencilamina de
los mismos;
m y n son independientemente O o un nimero enteﬁa'ae
i a 43 - v
p es O o un nimero entero de 1 a 14.
con la condicidn de que cuando p es 1 o mayor, entoncos los

significados de Rg, R7, my n entre los restos de amigoéci—

do individuales que constituyen la cadena pueden ser, iguales

o diferentes; cuyo procedimisnto se caracteriza por -hscer
reaccionar un compuesto alquinilcarbiniloxicarbonilico de

férmule general IV )

oL L
R—GE(I}-C-O-C——-N—C-(CHQ)m-C N—C—(CHz)m-Q—- By
Ro (?Hg)n : (CHp)p
L o L —s

donde Rg es fléor, cloro, fenoxi, b—nitrofenoxi, 2,4 ,5=tri-
clorofenoxi, pentaclorofenoxi, pentafluorfenoxi, N-oxisucci-
nimida, sal de adicidén con dcido o sal de amina; @ y s son
independientemente O a 13, siendo la suma de Q@ ¥ S no mayor

ds /135 /R, R1, R2’ R4, R5, R6 y R‘7 son los definidos anteriol

—
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mente; con un compussto aminoacido de férmula Vi

B 1 Te I
NH,~C-(CH,) =C — ’\I-C-(CH ) ¢ +—Eg
($H2)n (CHZ)
RS L R7 —p

donde R4, RS’ Rg, R7, Rgy n, m y p son los definidos ante-
riormente y, opcionalmente, cuando Rg es hidroxi formar la
sal de amina deseada o éster antes definido;hacer reaccio~
nar el compuesto aminodcido N-protegido obtenido con un amij-
noacido o péptido para formar el pétido N-protegido desea-
do y separar el grupo N-protector del péptido por renccién
del péﬁtido N-protegido con hidrégeno en presencie’ de un

catalizador de hidrogena&ién, para proporcionar el,puévo

péptido formadow

2. Un procedimiento segln la reivndicacidn 1, carac-
terizado por la etapa que comprende la hldrogenallsls cata~
litica de un péptido N-protegido en presencia de un, catall—
zador de paladio. )

3. Un procedimiento segin la réivindicaciéﬁ'licarag
terizado porque dicho compuesto-alquinilcarbiniloiiﬁarboni—
lico es una sal o éster de N-(3-metil-l-butin-3-oxicarbonil

~-L-triptéfano y dicho compuesto amincicido es el ester meti]

lico de L-leucina.

4. Un procedimiento segin la Reivindicaecidn 1, ca-
racterizado por hacer reaccionar um sal o ésber de N-( 3-
wetil-1~butin-3-oxicarbonil)~S~benzohidril-I-cisteins con
el éster etilico de glicina.

>+  Un procedimiento segdn la Reivindiescidn 1, ca~

ractgrizado por hacer reaccionar una sal o éster de N-(3-

L/
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 metil-1-butin-3-oxicarbonil)-S-tritil-I-cisteina con éster

etilico de glicina.

6. Un procedimiento segfn la Reivindicacién 1, ce~
racterizado por hacer reacciomar una sal o éster de N-(3-
metil—1—butin—3—oxicarbonil)-L—fenilalaqina con una sal de
S—tritil-I-cisteinilgljcinato de etilo. '

7. Un procedimiento segin la reivindicacion 1, carag

terizado por hacer reaccionar una sal o éster de N-(l-fenil]
B—metil—l-butin—B-oxicarbonil)— I-metionina con L-asparaguil
nil-di-0-t-butil-L~treoninato.

8. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, qé-
racterizado por hacer reaccionar un éster o sal de N—(3-)

metil—1—butin~3-oxicérbogil)-L—fenilalanina Son I~valil-I-

glutaminil-I~triptofil-L-leucina.

g. Un procedimiento‘segdn la Reivindicacidn 1, cu-
racteriéado por hecer reacclonar una sal o éster de N (3=
metil—1-butin~3—oxicarbonil)—Iatrip%éfano con amida de i-me=
tionil-I-aspartil-I~fenilalanina. .

10. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, narac—
terizado por hacer reaccionar una sal o éster de N-(2-metil-
1~-butin=3-oxicarbonil )=O=t=butil~I~serina con dihidrocloru=
ro‘de geido Iearginil-Imprginil-I-alanil-I~glutaminil=g-t-
butil-L-aspartico.

11,' Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, ca-
racterizado por hacer reacciomar una sal o éster de N-(3-
metil~1=-butin=3-oxicarbonil)=S-bencil=I~cisteinil~0-t~butil-
I~serina con I~asparaguinil=I-leucil-O-t-butil=-Irserinil—I~

treoninato.

_12.» Un procedimiento seglin la Reivindicacidn 1, ca-

apterizado por hacer reaccionar una sal o éster de N-(3—
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el que dicho derivado aminoadcido N protegido obtenido es aci

&9 ) ;{ffv%w
é;@p ¢g §? %ﬁ 55 g kg_ 3.

metil—1-butin~3—oxicarbonil)-L—fenil-alan?l—L—valil—L—glutaJi—
nil-I~triptofil-I-leucina con I-metionil-I~asparaguinil-di-
O-t-butil-I~treoninato.

1%. Un procedimiento segin la Reivindicacidén 1, ca-
racterizado por hacer reaccionar un dihidrocloruro de una
sal o éster de N-(3-metil-l-butin-3-oxicarbonil)-O-t~butil-
L-seril—L—arginil—L—arginil-L—glut;minil—L-t—butil-L—aspar—
til—L—fenil—alanil-L—valil-L—glutaminil—L—triptofil—L—lecina
con L-metionil-I-asparaguinil-di-O-t-butil-L-treoninato.

14. Un precedimiento segin la reivindicacidén 1, en

do N—(B—metil-l-butin—3-oxicarbonil)—Oét—butil-L-tircsil—O—
t-butil-L-seril-L-E-t-butil oxicarb amil-I-1isil-O<t-brkil-
L-tirosil-L-leucil--O-t-butil L-aspartico. 7

_ 15. TUn procedimieﬁto segln la réivindicaciég 1, en
el cual dicho derivado aminoacido N protegido es uné'aﬁida .
de un dcido N-(3-metil-1- but1n-5—ox1carbon11)—L—hlstldll—L-
seril-I-asparaguinil-glicil-L-treonil-I- fenllalanll-l treo-
nil-L-seril- L-glubamll—L-leuc11-L—ser11 ~L-arginil- L—leucll—
L-arginil- L-aspartlco. ,

16. Un procedimiento segin la Re1v1nd10aclou 1, ca~
racterizado por hascer reaccionar cloruro o fluoruro de
3-metil-1-butin-3~oxicarbonilo o un éster del mismo con
I-metionina, I-fenilalanine, D-a~fenilglicina, S—tritil-
I~cistefna, O-t-dbutil-I-serina u O-f-butil-I~treoninz.

17. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, pare
la ;feparacién de éster 2,4,5-triclorofenilico, ceracte=
rizado por hace:r reacciornar 2,4,5-triclorofenilcarbonato de
3-metil-i-butin-3-ilo con I~metionina, S-bencil-I-cisteina

0 S-benzohidril-I~cisteina.

i

7
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18.-.Se reivindica por Giltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:

UN PROCEDINIENTO PARA LA PREPARACION DE UN COMPUESTO DE

AMINOACIDO N-PROTEGIDO.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la prg

sente memoria descriptiva que consta de setenta paginas mecd

nografiadas .

Madrid, 14 de abril 1972

BERNARDO UNGRIA
PeDe i

D
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