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A

aa Aminoacid

AcOEt Acetat d’etil

ADC Conjugats de farmacs-anticossos
(Antibody drug conjugates)

ADN Acid desoxirribonucleic

AM Aiglies mares

4-AMP 4-(Aminometil)piperidina

anh Anhidre

AOP Hexafluorofosfat de 7-azabenzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfoni
Ingredient farmaceéutic actiu

API . L .
(Active pharmaceutical ingredient)

B

Boc terc-Butiloxicarbonil

BOP Hexafluorofosfat de benzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfoni

Bzl Benzil

C

CP Control de procés

2-CTC Clorur de 2-clorotritil

D

o Desplagament quimic

DBF Dibenzofulve

DBU 1,8-Diazabicicle[5.4.0Jundec-7-&

DCC N,N’-Diciclohexilcarbodiimida

DCM Diclorometa

DIC N,N’-Diisopropilcarbodiimida

DKP Dicetopiperazina

DIOP Ftalat de diisooctil

DIPEA N,N-Diisopropiletilamina

DMF N,N-Dimetilformamida

DMSO-de Dimetilsulfoxid semideuterat
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E
EDC N-etil-N-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
EDT 1,2-Etanditiol
eq equivalents
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f Funcionalitzacié de la resina
FDA Administracié d’aliments i medicaments d’Estats Units
(United States food and drugs administration)
Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonil
FM-AMP N-(9-fluorenilmetil)-6-aminometilpiperidina
FM-pip N-(9-fluorenilmetil)piperidina
FM-TAEA N-(9-fluorenilmetil)tris(2-aminoetil)amina
FT Fexapotide Triflutat
G
GP Grup protector
H
HATU Hexafluorofosfat d’O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluroni
HBP Hiperplasia benigna de prostata
HBTU Hexafluorofosfat d’O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluroni
Capturador de particules d’alta eficiencia
HEPA . . .
(High efficiency particle arrester)
HOALt 7-Aza-1-hidroxibenzotriazol
HOBt 1-Hidroxibenzotriazol
Ingredient farmaceutic actiu altament potent
HP-API . . . . . .
(High potential - active pharmaceutical ingredient)
Cromatografia liquida d’alta resolucié
HPLC . -
(High-performance liquid chromatography)
Cromatografia liquida d’alta resolucié acoblada a espectrometre de masses
HPLC-MS ) -
(High-performance liquid chromatography— mass spectrometry)
I
IPA Isopropanol
M

2-MeTHF 2-Metiltetrahidrofura
Espectrometria de masses
(Mass spectrometry)

m/z Relacié massa/carrega

MS
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n.d
NMM

OEL
OSu

Pbf
PDE-5
PEG
PM

PS
PyAOP
PyBOP

RMN

S

sat

SMBioCom
SPPS

SPS

ta
TATU
TAEA
'Bu
TBME
TBTU
TEA
TFA
THF
TIPS

No detectat
N-metilmorfolina

Limit d’exposicié ocupacional
(Occupational exposure limit)
Ester de succinimida

2,2,4,6,7-Pentametildihidrobenzofura-5-sulfonil

Fosfodiesterasa 5

Polietilenglicol

Pes molecular

Poliestiré

Hexafluorofosfat de 7-azabenzotriazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfoni
Hexafluorofosfat de benzotriazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfoni

Ressonancia magnética nuclear

Saturada

Metodologia sintéetica aplicada a compostos bioactius
(Synthetic methodology applied to bioactive compounds)
Sintesi de péptids en fase solida

(Solid-phase peptide synthesis)

Sintesi de péptids en solucié

(Solution-phase peptide synthesis)

Temperatura ambient

Tetrafluoroborat d’O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N, N, N’, N -tetrametiluroni
Tris(2-aminoetil)amina

terc-Butil

terc-Butil metil éter

Tetrafluoroborat d’O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluroni
Trietilamina

Acid trifluoroacétic

Tetrahidrofura

Triisopropilsila



ABREVIACIONS | ACRONIMS

Trt
TURP

uv
uB

Vis

Tritil
Reseccio transuretral de la prostata
(Transurethral resection of the prostate)

Ultraviolat
Universitat de Barcelona

Visible



AMINOACIDS

ESTRUCTURES DELS AMINOACIDS

Aminoacid (aa)

Codi del residu

Estructura

L-Arginina

L-Acid aspartic

L-Cisteina

L-Glutamina

L-Acid glutamic

L-Isoleucina

L-Leucina

L-Lisina

L-Serina

L-Valina

Arg

Asp

Cys

GlIn

Glu

lle

Leu

Lys

Ser

Val

0
(AN,

1

NH







GRUPS PROTECTORS DE LES CADENES LATERALS

GRUPS PROTECTORS

Grup protector Simbol Estructura
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terc-Butiloxicarbonil Boc ; o>_§

terc-Butil ‘Bu %7%

Tritil Trt O $

9-Fluorenilmetoxicarbonil Fmoc

i °

2,2,4,6,7- Q
Pentametildihidrobenzofura-5- Pbf o] §—§

sulfonil 0
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—
/N/® /
Hexafluorofosfat d’O-(7- 7/N\
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oo
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1-Hidroxibenzotriazol HOBt @EN'N
OH
XN
7-Aza-1-hidroxibenzotriazol HOALt lN/ N'N
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OBJECTIUS DE DESENVOLUPAMENT SOSTENIBLE

IDENTIFICACIO | REFLEX EN ELS OBJECTIUS DE
DESENVOLUPAMENT SOSTENIBLE (ODS)

L’objectiu principal de la present Tesi Doctoral ha estat contribuir a desenvolupar un procés que
fos escalable a un entorn industrial, per a produir un nou péptid terapéutic anomenat Fexapotide
Triflutat (FT). Aquest farmac esta indicat pel tractament d’hiperplasia de prostata benigna, una
malaltia que afecta freqiientment a homes de mitjana edat i ancians, i pel tractament del cancer
de prostata de grau 1. El FT té una efectivitat significativa vers aquestes malalties i, a més,
s’administra via injectable, un métode menys toxic respecte els tractaments coneguts fins ara pel
tractament del cancer i amb un minim d’efectes secundaris. D’acord amb els objectius de
desenvolupament sostenible (ODS), el treball realitzat en aquesta Tesi Doctoral té una relacio
directa amb l'objectiu de salut i benestar, ja que, a més d’estar dirigit a malalties amb un index
d’afectacié en humans molt important, el FT pot tenir un enorme impacte pel que fa a la millora
de la qualitat de vida de les persones i a la reduccié de la mortalitat per cancer de prostata.






CONSIDERACIONS GENERALS

CONSIDERACIONS GENERALS

La present Tesi Doctoral s’ha realitzat en les instal-lacions d’Esteve Quimica i en aquesta

memoria es fa Us d’expressions especifiques utilitzades a 'empresa, com per exemple per referir-
se a accions del procediment experimental o aspectes de solids i dissolucions, entre d’altres.
Donat que aquests termes poden no ser coneguts, en aquest apartat es defineix el seu significat
i les consideracions generals que s’han de coneixer per poder entendre el present treball amb
facilitat.

Interpretacié dels codis dels lots

Codi del peptid:

El codi de cada péptid esta format per quatre digits assignats per 'empresa i s’indica com
a prefix en un lot de sintesi. Exemple: lot 7005_UB-21510, on 7005 correspon al codi del
péptid.

Codi dels lots de sintesi:

El codi per a cada lot de sintesi es va assignar seguint el procediment de nomenclatura
redactat en els procediments de treball de 'empresa. Aquesta nomenclatura consisteix en
cinc digits que sén inequivocs, ja que indica el diari de laboratori (els tres primers digits) i
la pagina de la llibreta de laboratori on es comenca a descriure la sintesi (els dos ultims
digits). En els lots de sintesi anomenats en aquesta Tesi Doctoral, a aquests 5 digits se’ls
hi afegeix el prefix QF o UB. El prefix QF indica que la prova esta descrita en un diari de
laboratori que pertany a personal del master en Quimica Fina (QF), i el prefix UB fa
referencia a un diari de laboratori de personal de la Universitat de Barcelona (UB). En
alguns casos, es pot afegir el codi del peptid davant del codi dels lots de sintesi per tal de
fer referéncia a la molécula que es sintetitza.

A continuaci6 es mostra un exemple real pel codi d’un lot de sintesi obtingut en aquesta
Tesi: lot 7005_UB-21510, on 7005: és el codi del péeptid; UB vol dir que el treball
experimental descrit a la llibreta de laboratori s’ha fet per personal de la UB; 215 és el
numero de la llibreta de laboratori; 10 és el nimero de pagina de la llibreta de laboratori
on es comenca a escriure la sintesi.

Si es requereix, per tal de diferenciar per un mateix lot de sintesi un canvi en les condicions
experimentals o la divisié del cru per dur a terme proves de precipitacid, s’addiciona al codi
del lot el sufix ‘Pn’ (n =1, 2, 3, ....) al final del codi de sintesi, on ‘n’ identifica el nimero de
prova. Exemple: 7005_UB-21510-P1, on P1 és la fraccié de cru amb el que s’ha fet la
Prova 1.

Codi dels solids obtinguts:

El lot final és un solid si no s’indica el contrari. Per identificar un lot com a lot final, s’afegeix
al codi del lot el sufix ‘On’ (n =1, 2, 3, ....), on ‘n’ identifica al sodlid (la numeracié és
sequencial en funcié de I'ordre d’obtencio del solid a partir d’'un cru). Exemple: 7005_UB-
21510-P1-01, on 01 es refereix al primer solid obtingut en la Prova 1.



CONSIDERACIONS GENERALS

Vocabulari:

Addicionar: Acci6 d’afegir un reactiu, material de partida o dissolvent de manera progressiva,
durant un temps en concret (des de minuts a hores).

Agitacié magneética: Agitacié que es duu a terme amb un nucli magnétic i una placa magneética.
La placa magnética té diferents nivells d’agitacions (del 0 a 1200 rpm) i es pot controlar la
temperatura.

Agitaciéo mecanica: Agitacié que es duu a terme a través d’'un motor que permet diferents nivells
d’agitacions (del 0 a 1200 rpm). Aquest motor esta adequat per acoblar-li les pales d’agitacioé que
es desitgen. En aquesta tesi s'utilitza majoritariament pales de teflo abatibles i petites.

Arrossegament amb un dissolvent: Canvi de dissolvent del cru de reaccio, en un reactor, a
través de la repeticidé dels processos d’addicionar el dissolvent desitjat i concentrar a pressio
reduida la mescla de dissolvents fins a un determinat volum. Habitualment, la mescla resultant
s’analitza per *H-RMN per quantificar la proporcio de dissolvents final.

Carregar: Accié d’afegir un reactiu, material de partida o dissolvent d’'una sola vegada.

Cru de reaccio: Es refereix a la dissolucié que s’obté després de la reaccié i abans de la
precipitacio.

Criostat: La temperatura de la reaccio es controla mitjangant un aparell criostatic connectat a la
camisa del reactor. Els aparells criostatics que s’han utilitzat son de dos tipus:

- Criostat de H»O: El sistema refrigerant utilitza aigua, per tant, el rang de temperatura de
treball per aquest criostats és de 3 °C a 90 °C.

- Criostat d’IPA o EtOH: El sistema refrigerant utilitza isopropanol (IPA) o EtOH, per tant,
el rang de temperatura de treball per aquest criostats és de -20 °C a 20 °C.

Concentrar a pressié reduida: La concentracié a pressio reduida es refereix a I'evaporacié
d’una part del dissolvent del cru amb l'aplicacio de buit i temperatura. Si es vol controlar el volum
del dissolvent que es vol evaporar, aquest volum s’ha de marcar préviament en el recipient que
es vol utilitzar. En el present treball s’utilitzen generalment dues maneres per concentrar el cru a
pressié reduida:

- Balo i rotavapor: Un bal6é de la mida desitjada s’omple amb acetona fins al volum de
dissolvent al que es vol concentrar el cru i es marca el volum amb un retolador. A
continuacio, I‘acetona s’elimina a residus i es carrega el cru en el balé préviament marcat.
Finalment, el dissolvent del cru es concentra en el rotavapor de manera controlada fins
al volum desitjat.

- Reactor i buit: Es carrega acetona al reactor fins al volum de dissolvent al que es vol
concentrar, es marca amb un retolador i es descarrega el dissolvent per carregar el cru.
El dissolvent del cru es concentra en el reactor amb un muntatge de destil-lacié al buit,
amb la temperatura externa del reactor controlada fins que el dissolvent arriba al volum
marcat.

Control de latemperatura externa dels reactors amb camisa externa: Els reactors de 50 mL
a 2 L estan dissenyats amb una camisa externa per tal de connectar el criostat. En aquest treball
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es menciona la temperatura externa a la temperatura que es programa el criostat. En casos
puntuals, la temperatura interna de la reaccié es mesura amb una sonda de temperatura.

Control de temperatura en balons sense camisa externa: Els balons de fons rod6 no tenen
camisa externa. Per tant, en aquest cas el bald s’introdueix en un bany d’aigua connectat a un
criostat per controlar la temperatura.

Conversio6 (%): Mesura I'avang de la reacci6 a partir del quocient entre I'area cromatografica del
producte de partida i la suma de les arees cromatografiques del producte de partida i del producte
final multiplicat per 100.

Eliminar el dissolvent: Eliminacié del dissolvent a pressié reduida fins obtenir el solid. Si no
s’indica el contrari, el dissolvent s’elimina en el rotavapor fins a sequedat.

Escalade sintesi: L'escala de treball en la industria se sol donar en grams de material o producte
de partida utilitzat. En aquesta Tesi s’expressa I'escala en grams quan el producte de partida és
un producte obtingut en passos previs durant la sintesi. En les sintesis en que s'utilitza un
material de partida comercial (resina o aminoacid), I'escala de reaccidé s’expressa en mmols, ja
que se suposa que el producte és pur.

Filtrar: Filtracié d’'una suspensié amb embut de forma alemanya i paper de filtre.

Filtrar a pressio reduida: Filtracié d’'una suspensioé amb I'aplicacié de buit utilitzant matras de
Kitasato i embut de Blchner.

Filtracions lentes: Aquelles filtracions a pressio reduida en que el drenatge és discontinu (gota
a gota).

Filtracions rapides: Aquelles filtracions a pressio6 reduida en que el drenatge és continu.

Filtre Nutsche: Equips dissenyats per als processos de separacidé solid liquid, mitjancant la
filtracié a pressio, en plantes pilot i unitats de produccié.

Rampa de temperatura: Els aparells criostatics utilitzats permeten programar rampes de
temperatura i, per tant, refredar o escalfar en el temps que es desitja.

Rendiment (%):Quocient entre els grams de solid obtinguts i els grams teodrics de producte
desitjat en el cru de reaccié multiplicat per 100. A la industria, el rendiment obtingut ha d’estar
dintre d’un rang establert per tal de tenir controlats els costos del procés. Es un parametre a tenir
en compte per estimar la viabilitat de les rutes sintétiques o precipitacions proposades.

Oli: Fase liquida que no és miscible amb el dissolvent.

Puresa cromatografica (%): Quocient entre I'area cromatografica del pic principal i la suma
d’arees de tots els pics del cromatograma multiplicat per 100.

Quantificacié del producte desitjat per *H-RMN en el cru de reaccié: La quantificacio del
producte obtingut en el cru de reaccio es duu a terme a partir del seglient procediment: es mesura
el volum de dissolucié del cru (en mL) i se separa una aliquota de volum conegut per evaporar
el dissolvent a pressié reduida. Aquest residu s’asseca en el dessecador de buit fins a pes
constant, es pesa i s’afegeix una quantitat coneguda de patré d’acid maleic. La mescla de solids
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es dissol en el dissolvent semideuterat que es desitja i es duu a terme un analisi per *H-RMN. En
I'espectre obtingut es quantifica el producte en l'aliquota analitzada a partir de les integracions
dels senyals de producte i d’acid maleic, dels pesos coneguts i dels pesos moleculars, i s’obté
un valor de riquesa (%). Consequentment, es poden extrapolar els grams de producte que es
troben dissolts en la dissoluci6 del cru.

Sembrar: Accié de carregar una quantitat petita de producte al cru de reaccié per afavorir la
precipitacio.

Sistema dissolvent/antidissolvent: Per precipitar un producte es busca un dissolvent en el qual
sigui soluble aquest producte, i un dissolvent en el qual la substancia no sigui soluble
(antidissolvent). Buscant els dissolvents adequats i les proporcions d’aquests adients es pot
aconseguir que el producte desitjat precipiti directament del cru de reaccié (sense aillar el solid)
de forma controlada.

Solid que diposita: Es el solid que sedimenta al fons del reactor al parar 'agitacié degut a la
forma en la que ha precipitat. Es un solid que prové d’'una suspensié fluida i generalment
proporciona bones filtracions (filtracions rapides).

Solid gomés: Es el solid de textura gomosa que tendeix a enganxar-se per les parets del reactor.
No diposita al parar I'agitacié i generalment proporcionen filtracions lentes.

Suspensié densa: Es el solid que precipita perd no diposita al parar I'agitacio, perd a diferéncia
del solid gomos, la textura és densa i les particules queden en suspensid. Generalment
proporcionen filtracions lentes.

Volum: mL/g. Es refereix als mL que s’afegeixen d’un dissolvent o dissolucié respecte els grams
de substancia. En les sintesis, els volums sén els mL dissolvent / g de reactiu limitant carregats,
en canvi, en les precipitacions, els volums es refereixen als mL dissolvent / g tedrics de producte
obtingut.
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1. INTRODUCCIO

Els péptids constitueixen un grup de biomolécules de gran importancia pel que fa a la diversitat
de funcions bioldgiques en les que intervenen, el que els converteix en objectius molt rellevants
en la recerca de nous farmacs. A aquest interés contribueixen la seva enorme variabilitat
estructural i la seva facil accessibilitat sintetica degut a la disponibilitat de metodologies molt
eficients per abordar la preparacié d’aquestes biomolécules. Aquests fets s’entenen molt bé si
s’analitzen els seus trets estructurals.

Es denominen oligopéptids si estan formats per uns pocs aminoacids (menys de 20-25), i
polipeptids si la composicié en aminoacids és superior (de 25 a 50), anomenant-se proteines si
contenen més de 50-100 aminoacids.* Hi ha 20 aminoacids naturals que es poden combinar en
una immensa varietat de molécules peptidiques que poden donar lloc a una gran diversitat
d’activitats biologiques. Tant els péptids naturals com les proteines es sintetitzen en els éssers
vius a partir de la transcripcié de I'acid desoxirribonucleic (ADN), desenvolupant funcions vitals
en quasi tots els processos bioquimics en els que participen.

Els péptids naturals tenen propietats bioldogiques molt rellevants. Aixi, poden actuar com a
neurotransmissors, neuromoduladors i hormones en la transduccié del senyal moderada pel
receptor, a més de participar en la funcionalitat del sistema nervidés central i periféric, en
processos immunologics, en el sistema cardiovascular i en l'intesti.? Per altra banda, els avangos
en les arees com la biologia o la biofisica molecular han demostrat que la interaccioé dels péptids
amb altres biomolécules pot influir en diversos processos bioquimics com l'aprenentatge, la
memoria, la resposta a I'estreés, el dolor, I'addicid, la conducta alimentaria, la conducta sexual, la
reproduccié, la resposta immune, el control térmic, la funcié renal, o la funcié cardiovascular,
entre d’altres.® En aquest sentit, els péptids poden actuar com farmacs agonistes, potenciant
I'activitat cel-lular, o antagonistes, bloquejant I'activitat cel-lular per interaccié amb els receptors
de la superficie cel-lular que modulen la funcié d’aquesta i, en definitiva, el comportament del
esser viu (Figura 1).

Abans del farmac Farmac agonista Farmac antagonista

Receptor
Receptor

Receptor

Activitat cel-lular normal Activitat cel-lular potenciada Activitat cel-lular bloquejada

Figura 1. Funci6 dels farmacs agonistes i antagonistes.

L’alta selectivitat dels péptids en unir-se a receptors especifics de la superficie cel-lular per
desencadenar una gran diversitat de respostes intracel-lulars, es pot traduir en uns perfils
excel-lents de seguretat, tolerabilitat i eficacia en humans des d’un punt de vista terapéutic.
Aquestes propietats els ha convertit en un dels objectius prioritaris de la comunitat farmacéutica
per desenvolupar noves molécules bioactives.*
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1.1. PEPTIDS TERAPEUTICS

1.1.1. AVANTATGES | INCONVENIENTS

Tradicionalment, els farmacs de baix pes molecular (PM < 500 Da), coneguts com “molécules
petites”, han predominat en el tractament de les malalties humanes, encara que en les Ultimes
décades els productes bioldgics de pes molecular elevat (PM > 5000 Da) han anat agafant forca
en el mercat gracies als avancos en la biotecnologia, al permetre sintetitzar productes com
proteines terapeutiques, anticossos o gens. Els péptids terapéutics, definits com a compostos
que contenen menys de 50-100 aminoacids, es troben en la frontera entre els mons divergents
de les molecules petites tradicionals i les macromoléecules d’origen biologic, presentant diferents
avantatges i inconvenients en comparacio a cada grup de farmacs (Figura 2).15

Biologics

Péeptids

Molécules

petites

\

Avantatges Inconvenients Avantatges

Baixa permeabilitat . . o
aIaPnembrana ] { Baixa ] Baixa estabilitat ]

I-<

— Alta especificitat ]

immunogenicitat

Baixa estabilitat ] Vida mitjana
Major permeabilitat curta

-

| | Baixa interaccio Vida mitjana alamembrana
entre farmacs

L curta

—[ Menor cost 1
— Dosis menors Major cost

Figura 2. Avantatges i inconvenients dels péptids terapéutics en comparacié amb els farmacs de molécules
petites i en comparacié amb els productes biologics.>

| | Bona eficaciai
seguretat

—— —1—

i

Un dels principals avantatges dels peptids terapéutics respecte a les molecules petites és la
major especificitat a receptors de la superficie cel-lular, degut a presentar una mida major i una
estructura quimica amb més grups funcionals que permeten una millor interaccié. Aquest fet es
tradueix en una major eficacia i una major seguretat pel pacient respecte a les molécules petites,
ja que la poténcia d’accié és més alta i es redueixen els efectes secundaris.

Habitualment, es prefereix lliurar els farmacs per via oral a causa de la seva naturalesa no
invasiva i segura, el que proporciona una millor satisfaccié del pacient. Les molécules petites
presenten aquest avantatge respecte als péptids, ja que la seva mida més petita els hi permet
una millor capacitat de penetracié a la membrana cel-lular.® Tanmateix, la mida petita de les
molécules tradicionals impedeix inhibir de manera eficag interaccions on estiguin implicades
superficies grans, com ara les interaccions proteina-proteina, que els péptids si que s6n capacos
d’inhibir.”
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Com a conseqiéncia, la majoria dels farmacs peptidics es lliuren per vies parenterals com la via
intravenosa, subcutania o intramuscular. Aquest fet es degut a la baixa biodisponibilitat oral dels
péeptids a causa de la baixa permeabilitat a la membrana cel-lular que presenten, propietat critica
que comporta I'aplicacié terapéutica a objectius extracel-lulars. A més, els péptids tenen una
baixa estabilitat metabdlica, i conseqiientment una vida mitjana curta, ja que sén degradats
facilment per una gran varietat d’enzims proteolitics presents en el sistema digestiu i en el plasma
sanguini.®

La inestabilitat proteolitica dels péptids i la rapida eliminacio és un inconvenient farmacocinétic,
perd presenta 'avantatge respecte les molecules petites de no acumular-se als teixits ni als
organs, i, per tant, poques vegades s’observen interaccions entre farmacs.®

Els péptids tenen costos de producci6 i de venda majors que les molécules petites.1® No obstant,
la dosi dels péptids terapéutics és menor ja que els péptids solen ser agonistes del receptor i
amb petites quantitats de farmac ja és suficient per estimular el receptor desitjat.31

En comparacié amb els productes biologics, els péptids tenen més baixa estabilitat metabolica i,
en conseqliéncia, una vida mitjana més curta. A causa de la manca d’estructura terciaria dels
péptids, els enllacos amida es troben més exposats i els fa més sensibles a la degradacié per
les peptidases.’? Tanmateix, els peptids presenten més baixa immunogenicitat, millor
permeabilitat de membrana i els costos de produccié sébn menors, en comparacio amb els
productes biologics.413

Tot i els avantatges que presenten els péptids terapéutics, millorar la biodisponibilitat d’aquests
ha estat un gran repte en els darrers anys.'*1> Noves tecnologies emergents pel lliurament oral
de peéptids i proteines com liposomes, nanoparticules de lipids solids, sistema de lliurament de
farmacs autonanoemulsionants i el lliurament dirigit, han portat a nous farmacs peptidics al
mercat.t®

1.1.2. SITUACIO ACTUAL DELS PEPTIDS COM A FARMACS

El descobriment i desenvolupament de farmacs és una activitat multifactorial que implica tant al
sector public com al privat, i el que és més important, a la salut del pacients, que és el que ens
representa a tots com a societat.

El procés de desenvolupament del farmac comprén totes les activitats implicades en la
transformacioé d’un compost candidat a farmac (el producte final de la fase de descobriment) a
un producte aprovat per les autoritats reguladores corresponents per a la seva comercialitzacio
(Figura 3).18 Aquest procés es divideix en el desenvolupament preclinic i el clinic. El
desenvolupament preclinic inclou els estudis farmacocinétics i toxicologics a curt termini, la
sintesi a gran escala per obtenir un producte pur, i els estudis farmacologics de formulaci6. En
aguesta investigacié es determinen les possibles dosis i nivells de toxicitat. El desenvolupament
clinic es composa de tres fases:

Fase |: Estudis primaris sobre un grup petit de voluntaris sans on es determina la farmacocinetica
i s’obté informacio sobre la seguretat del farmac.

Fase llI: Estudi amb un grup més gran de candidats malalts on es determina I'eficacia terapéutica
de lingredient farmacéutic actiu (API) aixi com dades addicionals per valorar la seguretat i la
dosi.
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Fase lll: Estudi a pacients a gran escala realitzat simultaniament a diferents hospitals que permet
determinar I'eficacia estadistica del farmac i permet obtenir informacié més precisa sobre la dosi,
la frequiencia i la duracio del tractament.

Finalment, les dades obtingudes sén revisades per les autoritats sanitaries i el farmac s’aprova
per la seva comercialitzacié. En aquest punt, la fase IV entra en accio ja que el farmac és vigilat
després de la seva aprovacié (farmacovigilancia).

Descobriment del Desenvolupament Desenvolupament Aprovacio i
farmac preclinic clinic vigilancia

Figura 3. Fases de desenvolupament d’un nou farmac.

En els dltims 7 anys (2016 — 2022), 'administracié d’aliments i medicaments d’Estats Units (FDA)
ha aprovat un total de 315 farmacs nous per a la seva comercialitzaci6. D’aquests, 32 son péptids
0 molécules que els contenen, el que representa al voltant d’'un 10 % del nombre total de farmacs
(Figura 4).17-23 En aquest sentit, el 2021 va ser el millor any pel que fa a péptids terapeutics, ja
que la FDA va autoritzar un total de 50 farmacs, dels quals 10 eren peptidics, el que representa
un 20 % del nombre total de medicaments aprovats.??

Total de farmacs aprovats ~ —#—Peéptids aprovats

70 A
59
60 -

53

48 50
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2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Figura 4. Total de farmacs i péptids nous aprovats per la FDA en els tltims 7 anys.

Els péptids 0 molécules que contenen péptids aprovats per la FDA entre els anys 2018 i 2022 es
mostren en la Taula 1.2428 En aquesta taula també s’informa de la indicacié médica i del tipus
d’estructura quimica per mostrar la gran diversitat estructural d’aquestes molécules. Aixi, els
péptids autoritzats durant aquests darrers anys inclouen péptids petits de menys de 10
aminoacids (Pepaxto®, Bylvay®, Pylarify® i Korsuva®), péptids de mida mitjana d’entre 10 i 25
aminoacids (Scenesse®) i peptids grans de més de 25 aminoacids (Zegalogue® i Mounjaro®).
També inclouen péptids ciclics units mitjancant enllagcos amida (Vyleesi® i Lupkynis®) o per ponts
disulfur (Imcivree®, Voxzogo®i Terlivaz®), péptids que contenen radiontclids (Lutathera®, [58Ga]-
DOTATOC, Detectnet®, [¢8Ga]-PSMA-11 i Pluvicto®), péptids en conjugats farmacs-anticossos
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(ADC)' (PADCEV®, Polivy®, Enhertu®, Blenrep® TIVDAK® i Zynlonta®) i péptids pegilats
(PEGilacid) (Empaveli®).

Els péptids han guanyat importancia com a espaiadors bifuncionals en els ADC’s a causa de la
seva estabilitat plasmatica superior i el seu mecanisme d’alliberament controlat de carrega (util,
com és el cas dels ADC’s aprovats per la FDA Zynlonta® i Enhertu®. Per altra banda, els péeptids
també es troben en els ADC’s com a agents citotoxics, com és el cas de Blenrep®, i en el cas
dels ADC’s PADCEV®, Polivy® i TIVDAK®, els péptids duen a terme tant el paper d’espaiadors
bifuncionals com d’agents citotoxics.

Des d’'un punt de vista medic, hi ha péptids que es poden utilitzar com a agents terapeutics,
diagnostics o teragnostics, essent més freqiient el seu us en terapies d’oncologia, metabolisme i
endocrinologia. Tanmateix, troben també aplicacions terapéutiques en les afeccions
cardiovasculars, la gastroenterologia, les malalties ossies, la dermatologia i la disfuncié sexual.

Taula 1. Resum dels péptids aprovats per la FDA entre els anys 2018 i 2021.

Ingredient actiu L . .
An . Indicacio Tipus Via
y (Nom comercial) ieact 'pu !
177Lu]-DOTATATE T OSti H eptid cicli
2018 [*""Lu]-DO T eragnostic de tymors eptapepthl ciclic Intravenosa
(Lutathera®) neuroendocrins amb pont disulfur
2019 [8Ga]-DOTATOC Diagnostic de tL_Jmors Heptapepth ciclic Intravenosa
neuroendocrins amb pont disulfur
Exposicio a la llum
Afamelanotide sense dolor (pacients . "
2019 ® (P . Péptid lineal de 13 aa Subcutania
(Scenesse®) amb protoporfiria
eritropoeética)
Bremelanotide Tractament del desig N "
201 . . . H I
019 (Vyleesi®) sexual hipoactiu eptapéptid ciclic Subcutania
Enfortumab Vedotin- Tractament del cancer ADC amb peptids
2019 Ejfv de bufeta i de les vies | com a agent citotoxic i Intravenosa
(PADCEV®) orinaries espaiador bifuncional
Polatuzumab Vedotin- | Tractament del limfoma ADC amb peptids
2019 Piiq difus de cél-lules B com a agent citotoxic i Intravenosa
(Polivy®) grans espaiador bifuncional
Fam-trastuzumab . ADC amb un peptid
. Tractament del cancer .
2019 deruxtecan-nxki de mama HER2-positiu com espaiador Intravenosa
(Enhertu®) P bifuncional
2020 Setmglanotlde Tract.ament de la Octapeptld.ucllc amb Subcutania
(Imcivree®) obesitat genetica pont disulfur
68Cu]-DOTATATE Diagnosti H eptid cicli
2020 [68Cu]-DO / iagnostic de tgmors eptapepth ciclic Intravenosa
(Detectnet®) neuroendocrins amb pont disulfur
2020 [Ga]-PSMA-11 Dlagnostlc‘de cancer Dipéptid enllagat amb Intravenosa
de prostata urea

i Els conjugats de farmacs-anticossos (ADC) son agents de tractament contra el cancer que consisteixen
en un anticds monoclonal altament selectiu a un antigen associat a un tumor, un agent quimioterapéutic
citotoxic potent i un espaiador bifuncional que enllaga les dues parts i és estable en circulacid, pero allibera
I'agent citotoxic en la cél-lula desitjada.

i La PEGilaci6 és un procés mitjancant el qual les cadenes de polietilenglicol (PEG) es conjuguen amb
proteines, péptids o qualsevol altre tipus de molecula, per canviar les propietats fisiques i quimiques de la
molécula terapéutica, i millorar d’aquesta manera el comportament farmacocinétic del farmac.
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Ingredient actiu

An . Indicacio Tipus Via
y (Nom comercial) P
Belantamab Tractament de mieloma -
2020 mafodotin-blmf multiple resistent o ADC amb un. pe\pt.ld Intravenosa
® . com agent citotoxic
(Blenrep®) refractari
Vosoritide Augmentar el Péptid de 39 aa amb -
2021 ® creixement en nens . Subcutania
(Voxzogo®) . un pont disulfur
amb acondroplasia
Melphalan Tractament del
2021 flufenamide mieloma mudltiple i Dipeptid ester etilic Intravenosa
(Pepaxto®) amiloidosi primaria
Voclosporin Tractament de la T
2021 X ® L Peéptid ciclic d'11 aa Oral
(Lupkynis®) nefritis lGpica
Pegcetacoplan Tractament de la Dues copies petid
2021 g F_)® hemoglobindria o P P Subcutania
(Empaveli®) L ciclic de 13 aa
paroxistica nocturna
Tractament de la
Dasigl n hipoglucémi ver -
2021 asig ucag% poglicemia severa Péptid linial de 29 aa Subcutania
(Zegalogue®) en pacients amb
diabetis
. 18 S R o
2021 Plflufolasftaé F Dlagnostlc‘de cancer Dipeptid enllagcat amb Intravenosa
(Pylarify®) de prostata urea
Tractament de la picor
Difelikefalin cronica a la pell N
2021 ® . pet Tetrapéptid linial Intravenosa
(Korsuva®) associada a malaltia
renal cronica
Tractament de la picor
- cronica a la pell en o
ViXi . . Di id amb N-
2021 Ode %at pacients amb colestasi pept da b Oral
(Bylvay®) . . . terminal acilat
intrahepatica familiar
progressiva
. . Tractament del cancer ADC amb péptids
Tisotumab vedotin-tftv ) pep N
2021 ® cervical recurrent o com a agent citotoxic i Intravenosa
(TIVDAK®) o . . .
metastatic espaiador bifuncional
Loncastuximab Tractament del limfoma | ADC amb un peptid
2021 tesirine-Ipyl de cél-lules B grans en com espaiador Intravenosa
(Zynlonta®) recaiguda o refractari bifuncional
Detecci6 de lesions Tres grups d’acid
Gadopiclenol amb vascularitzacio ionitzable 2,3-
2022 . ® . - . . . Intravenosa
(Elucirem®) anormal al sistema dihidroxipropil(amino)-
nerviés central i al cos 5-oxopentanoic
Peéptid de 39 b
Tirzepatide Tractament de la j:al cadeena Eli:ttjrr;
2022 p. ® diabetis tipus 2 i el . . Subcutania
(Mounjaro®) , , que conté un acid
control de I'obesitat
gras
Lutetium [*77Lu R o
o [ ] Tractament del cancer | Dipéptid enllagat amb
2022 vipivotide tetraxetan N Intravenosa
e de prostata urea
(Pluvicto®)
Tractament del
. . sindrome hepatorrenal | Peptid ciclic de 12 aa
2022 Terlipressin amb una rapida unit per un pont Intravenosa
(Terlivaz®)

reducci6 de la funcié
renal

disulfur

A part dels medicaments aprovats per la FDA, cal remarcar que més de 170 péptids estan en
desenvolupament clinic actiu i molts més en estudis preclinics.®

14



INTRODUCCIO

1.1.3. FEXAPOTIDE TRIFLUTAT

El Fexapotide Triflutat (FT) és un nou péptid terapeutic amb propietats pro-apoptotiques
selectives que ha superat les etapes de desenvolupament preclinic i clinic, i es troba en avaluacio
per tal de ser aprovat per les autoritats reguladores. L’'estructura quimica d’aquest péptid es
mostra en la Figura 5:

CF4COOH
2N NH

CF3COOH o o M o
NQL NQL % (ik NJ (ﬁ N Lﬁ NAon
O (0]
\ g
HN NH2
CF4COOH

CFgCOOH CF3COOH

o NH,

Figura 5. Estructura quimica del FT.

El FT esta indicat pel tractament de la hiperplasia benigna de prostata (HBP), que és un
engrandiment no maligne de la prostata, caracteritzat per un augment del nombre de cel-lules
epitelials i estromals en la zona de transicié que envolta la uretra.2%3 L’HBP és una condicio
frequent en homes de mitjana edat i ancians, i es presenta en l'autdpsia del 50 % d’homes de
51-60 anys i en un 90 % en homes de més de 80 anys.3! Els principals simptomes d’aquesta
malaltia solen ser simptomes molestos del tracte urinari inferior com nictdria, miccié frequent,
esforg per orinar, flux feble d’orina, buidament incomplet de la bufeta, urgéncia i/o incontinencia.?
L’HBP és una malaltia progressiva amb simptomes que solen empitjorar amb el temps i, sense
tractament, pot provocar complicacions importants com retencid urinaria aguda i infeccié del
tracte urinari.33

Els tractaments actuals per a ’'HBP varien segons la gravetat dels simptomes i de les moléesties
del pacient, i van des de I'espera amb vigilancia a tractaments terapeutics amb bloquejadors
adrenergics (alfabloquejadors)®4, inhibidors de la fosfodiesterasa 5 (PDE-5)% i inhibidors de la 5-
alfa-reductassa.?® Les intervencions quirargiques es consideren pels pacients d’'HBP amb
complicacions i simptomes greus, on les opcions farmacologiques han fracassat o no sén
adequades. En aquest sentit, la reseccié transuretral de la prostata (TURP) és la intervencié
guirtrgica més comu que ha demostrat millores significants en els simptomes i de llarga durada.3”

No obstant, els farmacs actualment aprovats pel tractament d’HBP presenten diversos efectes
secundaris inacceptables que provoquen la suspensié dels tractaments a alguns pacients. Per
altra banda, les intervencions quirurgiques requereixen d’hospitalitzacié i poden tenir riscos i
complicacions. Aixi, nous tractaments i tecnologies es troben en desenvolupament per tal d’oferir
al pacient un tractament efica¢ sense anestésia general, amb temps de recuperacio curt i un bon
perfil de seguretat.38

El FT és administrat mitjangant una injeccio directament en la zona afectada de la prostata,
induint la pérdua focal de les cél-lules en el teixit afectat a través de I'apoptosi, la qual cosa
provoca una contraccié de la prostata no regressiva i una millora dels simptomes tant a curt com
a llarg termini.33:39:40
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Els estudis preclinics en animals van indicar que I'administracié de FT disminueix la mida de la
prostata de 72 h a 12 mesos després de la injeccidé. A més a més, no es va detectar el farmac en
el plasma de cap pacient en cap interval de temps.33

Els estudis clinics de fase l/ll es van dur a terme amb pacients d’'HBP d’entre 45-75 anys. El
primer estudi va consistir en injectar als pacients dosis de 2,5 mg, 5,0 mgi 10 mg de FT i avaluar
la millora dels simptomes als 90 dies. En el segon estudi la dosis va oscil-lar de 2,5 mg a 0,125
mg i el temps es va augmentar a 180 dies. En aquest estudi es va concloure que els pacients
gue rebrien FT en comparacio amb els placebo presentaven millores en els simptomes.33.3°

Els estudis de fase Ill van consistir en comparar una Unica injeccié intraprostatica de 2,5 mg de
FT amb la injeccié placebo en 995 pacients. Els canvis en la gravetat dels simptomes a llarg
termini (del 2009 al 2017) es van avaluar, i a un subgrup de 344 pacients es va repetir la injeccié
de FT entre 12 i 50 mesos després del seu primer tractament.*°

En els resultats dels assajos de seguretat i eficacia a llarg termini del FT, administrant al pacient
injeccions uniques i repetides, no es van identificar problemes de seguretat importants ni efectes
secundaris, excepte dels tipics que eren atribuibles al procediment transrectal.*4° Per tant, el FT
es pot considerar com a un producte segur i eficag per a ’lHBP, que només requereix d’'uns minuts
per injectar-se i no necessita la hospitalitzacio ni anestésia o analgesics.

Per altra banda, estudis amb dosis de 2,5 mg i 15 mg per determinar la seguretat i I'eficacia del
FT pel tractament de cancer de prostata de grau 1, van mostrar una millora significativa després
de 4 anys de seguiment, no es van detectar efectes secundaris greus relacionats amb el farmac
i la injecci6 de FT va ser ben tolerada.*? Respecte els tractaments de cancer de prostata que es
coneixen fins ara, la terapia de FT injectable permet tractar la malaltia des de linici amb un
meétode menys toxic i amb un minim risc d’efectes secundaris.

En I'any 2002, I'empresa Nymox Pharmaceutical Corporation va presentar una patent per
I'aplicacio de péptids efectius per I'eliminacié o destruccid de cél-lules, com ara les de tumors
benignes o malignes en humans.*3 Un d’aquests péptids descrits en la patent és el FT, i després
de superar els estudis de seguretat i eficacia d’aquest farmac, que s’han dut a terme durant
aquests ultims anys, en l'any 2022 Nymox ha sol-licitat a la FDA l'aprovacié de la seva
comercialitzaci6 als Estats Units.

1.1.4. PRODUCCIODEFT

S’han desenvolupat diferents metodes per obtenir péptids terapéutics donada la gran diversitat
estructural dels mateixos. Aixi, s’han descrit fins ara diverses aproximacions per tal d’accedir al
producte desitjat:

Sintesi quimica en solucié** i sintesi en fase solida.*®
Extraccio de fonts naturals.*647

Tecnologia d’ADN recombinant.1148

Producci6 en sistemes d’expressio lliure de cél-lules.*®
Produccié en animals transgenics i plantes.50:5!
Sintesi enzimatica.5253

Fermentaci6.5*

Semisintesi.5556

© No g k~wDdhPE
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Habitualment, la mida del peptid determina la tecnologia més adequada per a la seva produccio.
Aixi, la tecnologia de 'ADN recombinant és especialment adequada per péptids i proteines grans,
la sintesi quimica és una tecnologia viable per a la producci6 de péptids de mida petita i mitjana,
i la enzimatica gairebé no s’ha aplicat a péptids superiors de 10 residus. Aquesta diversitat
metodologica es pot concretar en dues estratégies generals per preparar un péptid: la sintesi
quimica o l'aplicacié de métodes biologics. Aquestes estratégies generals es poden aplicar de
manera exclusiva o combinada, depenent de la complexitat i dificultat per preparar el péptid.5”

La sintesi quimica és el metode preferit per a la preparaci6 industrial de péptids de mida petita i
mitjana, ja que aquest enfoc permet la possible incorporacié d’aminoacids no naturals o sondes
sintétiques a la cadena peptidica i ofereix accés a una diversitat quimica molt més amplia que
els derivats peptidics obtinguts amb tecnologia recombinant. A més a més, la produccié quimica
de peptids a gran escala és més facil i rapida en comparacio amb els enfocs biologics.58

Actualment es coneixen dues metodologies per tal de sintetitzar quimicament péeptids terapeutics:
la sintesi de péptids en solucié (SPS) i la sintesi de péptids en fase solida (SPPS). La SPS es
basa en sintetitzar la cadena peptidica a partir de reaccions que es desenvolupen en una
dissolucié homogenia; la SPPS consisteix en unir el primer aminoacid de la cadena peptidica
desitjada a un suport poliméric solid i insoluble, i a continuacié addicionar de forma sequencial
els aminoacids fins obtenir el péptid desitjat (veure apartat 3.1, Capitol 1). L’estratégia coneguda
com a sintesi convergent combina les dues anteriors per tal de superar inconvenients que
presenta la SPPS (veure apartat 3.2, Capitol 1).

El grup d’investigacié Synthetic Methodology Applied to Bioactive Compounds (SMBioCom) de
la Universitat de Barcelona (UB), amb la col-laboracié de 'empresa Esteve Quimica, va iniciar
en 2017 una linia d’investigacio que tenia com a objectiu el desenvolupament d’'una metodologia
sintética basada en la SPPS per a la preparaci6 del FT a escala industrial.

Abans d’iniciar una sintesi a gran escala s’han d’assajar diferents estrategies possibles per a la
sintesi del péptid desitjat a escala de laboratori. En el cas concret del FT, es van assajar 3
estratégies a escala de laboratori en una Tesi Doctoral que va constituir el primer treball en el
marc de la col-laboracié abans esmentada.>® A partir d’'aquests resultats s’ha desenvolupat la
present Tesi Doctoral, en la qual s’ha estudiat I'escalat de la ruta sintética que es va considerar
més prometedora.

Es important tenir en compte que el FT és classificat a Esteve Quimica com a API altament potent
(HP-API). Un HP-API és un compost que provoca una resposta farmacologica o biologica a una
dosi molt baixa i, a 'empresa, és definit com I’API que té un limit d’exposicié ocupacional (OEL)
menor a 10 pg/m3 (Figura 6). L'OEL és una dosi que és poc probable que provoqui un efecte
advers a un treballador adult sa, si esta exposat per inhalacié a aquesta dosi o per sota, durant
8 h al dia durant tota la vida laboral.
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1 ng/m?3 1 ug/m? 1 mg/m?3
WHW OEL [pg/m?]
Menys 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 Més
exposicio exposicio

Figura 6. Rang OEL en que es treballa a Esteve Quimica (1 mg/m2- 1 ng/m?3) i OEL per a un producte HP-
API.

Actualment, es desconeix el OEL del FT ja que falten dades de toxicologia del farmac, pero tenint
en compte que els péptids amb aplicacio terapéutica acostumen a estar en el rang de OEL d’1-
10 pg/m3 i que el FT és un péptid antineoplastic amb capacitat d’estimular la apoptosis cel-lular,
'empresa va decidir tractar el FT com a HP-API. Treballar amb aquest tipus d’API suposa
treballar en un aillador d’alta contencio que protegeix al treballador de la seva exposicio.

1.2. OBTENCIO DE FT A ESTEVE QUIMICA: ANTECEDENTS

Fins a la data, Esteve Quimica ha centrat les seves investigacions i produccions en farmacs de
molécules petites, molécules organiques que es sintetitzen mitjancant la quimica en solucié i que
actualment son la majoria dels productes farmacéutics comercialitzats. No obstant, en els darrers
anys els péptids terapéutics han anat agafant forca en el mercat i I'empresa, junt amb la
col-laboracié de la UB, va decidir iniciar una linia d’investigacié per a desenvolupar metodologies
amb l'objectiu d’arribar a produir-los i comercialitzar-los. Amb aquest proposit, el FT va ser el
péptid escollit per a dur a terme els estudis preliminars al laboratori i el posterior escalat per portar
la produccié a la planta pilot d’'un péptid per primera vegada en les instal-lacions d’Esteve
Quimica.

Com a inici d’'aquesta col-laboracié, la Tesi Doctoral de Macarena Duran®® es va focalitzar en
donar els primers passos a escala de laboratori vers el desenvolupament d’'una estrategia
sintética robusta i escalable per a la sintesi de FT a escala de planta pilot. En aquest treball es
van estudiar tres enfocs diferents per la preparacié d’aquest farmac, la sintesi del péptid en fase
solida mitjangant una estrategia lineal i dues estratégies convergents que combinen la SPPS i la
SPS.

L’estratégia lineal va revelar potencials inconvenients com, per exemple, la dificultat de completar
els acoblaments dels aminoacids. El FT és un péptid de mida mitjana amb diversos aminoacids
B-ramificats i aminoacids trifuncionals que generalment estan protegits amb grups voluminosos
que dificulten els acoblaments. Aquesta primera aproximacio sintética va resultar ineficient i molt
costosa pel gran nombre de reacoblaments que es van necessitar, per la qual cosa es va
descartar.

Com a alternativa a la sintesi lineal es va considerar I'aproximacio convergent. Es va dividir la
cadena de FT en 4 fragments peptidics que consistien en un dipéptid, un tetrapéptid, un
pentapéptid i un hexapeptid. El primer es va sintetitzar en solucid i els altres 3 fragments peptidics
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es van preparar per SPPS. Posteriorment, els fragments obtinguts es van condensar en solucio
fins obtenir el péptid desitjat.

L’estratégia convergent va demostrar ser prometedora a la escala de laboratori, ja que el péptid
desitjat es va obtenir amb una puresa cromatografica més elevada (40 %) que la que va resultar
de la sintesi lineal (6 %). La sintesi dels fragments protegits per SPPS amb elevades pureses i
la facil monitoritzacié de I'acoblament de fragments en solucié podrien explicar aquests bons
resultats.

Des d’un punt de vista de produccié industrial, els requeriments reglamentaris en termes de
caracteritzacié d’estructures, processos de fabricacié i impureses que sorgeixen del procés
sintétic, exigeix que el numero d’intermedis sigui el menor possible. En aquest sentit, cal
mencionar que la preparacié d'un péptid protegit en fase solida es considera un pas sintétic en
el context industrial. Per aquesta rad, en la segona aproximacio convergent per sintetitzar el FT,
es va decidir reduir el numero d’intermedis fusionant el tetrapéptid i el pentapéeptid en un
nonapeptid.

Aquesta estratégia va proporcionar els millors resultats de puresa cromatografica del FT (entre
50-70 %) en comparacio a la primera estratégia convergent (40 %), i es va considerar adequada
per 'empresa en termes de produccio i cost.

Els estudis precedents van demostrar que I'estratégia convergent era potencialment adequada
per la preparacié de FT i es van obtenir 17 mg del péptid desitjat en la prova que va mostrar el
millor resultat de puresa cromatografica (70 %). Ara es tractava amb la present Tesi Doctoral de
profunditzar en I'estudi d’aquesta estratégia per tal d’adaptar-la a un procés escalable que, en
Gltim terme, es pogués portar a planta pilot.
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2. OBJECTIUS

En la Tesi Doctoral precedent® es va proposar una estratégia sintética per preparar FT i es va
estudiar la seva viabilitat. Com a resultat d’aquest treball es van obtenir unes condicions de
sintesi adequades a escala de laboratori mitjangant I'aproximacié de la fase solida. L’objectiu de
la present Tesi Doctoral ha estat continuar aquest projecte amb la recerca de condicions
experimentals adients per I'escalat del procés, prenent com a base les establertes a escala de
laboratori. Especial atencié s’ha posat en el desenvolupament de meétodes analitics pel
seguiment de les reaccions en fase solida i per determinar la puresa dels intermedis de reaccio,
d’acord amb I'establert per les autoritats reguladores pel desenvolupament d’'un farmac a escala
industrial.
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CAPITOL 1: INTRODUCCIO A LA SINTESI DE PEPTIDS EN FASE SOLIDA

3. CAPITOL 1: INTRODUCCIO A LA SINTESI DE PEPTIDS EN FASE
SOLIDA

3.1. ESTRATEGIA LINEAL

3.1.1. EL CONCEPTE

Des d’un punt de vista sintétic, I'estructura d’'un péptid o d’'una proteina es construeix mitjangant
reaccions de condensacio (deshidratacié) entre grups a-carboxilic i grups a-amino d’aminoacids
per formar els enllacos amida de la cadena peptidica (enllag peptidic). A 'TEsquema 1 es mostra
com a exemple la formacié d’'un dipéptid. Com es pot observar, la formacié de I'enllag peptidic
requereix la proteccid prévia de la resta de grups funcionals dels aminoacids per tal d’evitar
reaccions secundaries.’9 En general, els grups funcionals que es protegeixen en els aminoacids
sén el grup a-amino (GP1) i el grup a-carboxilic (GP2) que no participen en la formacio de I'enllag
amida, i els grups funcionals de les cadenes laterals dels aminoacids trifuncionals (GP).

0 ol o R¥GP)
(GP)HN \:)J\OH . HN %O(GPQ) (GPHN \:)J\H/kﬂ/O(GPz) . ho
R'(GP) R2(GP) R'GP) ©
GP4 = grup protector a-amino R = cadenes laterals Enllag peptidic

GP, = grup protector a-carboxilic GP = grups protectors cadenes laterals

Esquema 1. Formacio de I'enllag amida entre dos aminoacids (s’especifica I'estereoquimica donat que els
aminoacids es consideren naturals proteinogeénics).

Aquesta estratégia va ser aplicada per primera vegada a I'any 1901 per Emil Fischer en la sintesi
del dipéptid glicil-glicina, i no va ser fins a 'any 1953 quan du Vigneaud va descriure la preparacié
d’'un altre péptid, I'oxitocina, una hormona natural de 10 aminoacids.** La sintesi d’aquests
péptids es va portar a terme mitjancant processos convencionals en solucid. L'estratégia global
de la sintesi de péptids en solucié (SPS) es mostra a 'lEsquema 2.

0
P,)HN
o (GP5) \L)J\OH R? y o R?2 y o
H,N R2 N N
2 \;)J\O(GP1)—>(GP2)HN/kﬂ/ \;)J\O(GP1)4>H2N/k”/ \;)J\O(GPQ
R! 0 R R!

Acoblament Eliminacié del GP, o
Etapa 1 Etapa 2

GP, = grup protector a-carboxilic
GP, = grup protector a-amino
R = cadenes laterals

Repeticions
Etapa 1/Etapa 2

1) Etapa 2

(GP2)HN

2) Desproteccio global
Etapa 3

Esquema 2. Estratégia general de la sintesi de péptids en solucio.
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En el primer pas de la sintesi (Etapa 1) es duu a terme la formacié de I'enllag amida entre el grup
a-carboxilic del segon aminoacid amb el grup a-amino del primer aminoacid (es considera com
a primer aminoacid el de I'extrem carboxilic de la cadena i com a aminoacid ‘n’ el de I'extrem
amino de la mateixa). A continuacio, el grup protector de I'extrem a-amino del dipéptid s’elimina
(Etapa 2) i s’inicia un cicle de repeticions de les etapes 1 i 2 fins a obtenir la seqiiéncia
d’aminoacids desitjada, que finalment es desprotegeix (grups protectors dels extrems de la
cadena peptidica i de les cadenes laterals) per donar lloc al péptid desitjat (Etapa 3).

Generalment, en una SPS es poden obtenir, segons la mida de la cadena peptidica, molts
intermedis que cal purificar i caracteritzar abans de continuar la sintesi per tal de controlar la
puresa en cada pas. Aixd sol comportar llargs periodes de temps i rendiments globals baixos a
causa d’'un nombre d’etapes de purificacié que pot ser elevat. Aquest problema es va solucionar
amb el desenvolupament de la sintesi de péptids en fase solida (SPPS). El protocol que es
mostra a 'Esquema 2 va seguir sent valid pero transformant el grup protector GP1 en un suport
polimeric insoluble.

La SPPS va ser introduida per Bruce Merrifield en 1963 i va permetre sintetitzar péptids d’'una
manera més eficient que la sintesi en soluci6.4> Aquesta estratégia consisteix en unir
covalentment el primer aminoacid de la cadena peptidica desitjiada a un suport poliméric
insoluble, sobre el qual es fa créixer la cadena peptidica. El fet de desenvolupar la sintesi en fase
solida permet I'is d’excessos de reactius per completar les reaccions ja que es poden eliminar
per filtracio, de la mateixa manera que s’eliminen els subproductes procedents dels reactius i de
I'eliminacio de grups protectors temporals (veure Esquema 4, apartat 3.1.3). Un cop completada
la seqliencia peptidica desitjada, es desprotegeix totalment la cadena peptidica amb l'alliberacié
simultania de la mateixa. L’estratégia convencional de SPPS es mostra a lEsquema 3.

Incorporacié del primer aa

0 0
(LRGN Q) a la resina (GP)HN\L)LOO
3 R

Etapa 1

GP = grup protector a-amino
R = cadenes laterals Eliminacis del GP

Etapa 2
o)
GP)HN
R . 0 (©P) \;)kOH
R? H,N
(GP)HN&(NQ%*O : %O*O
O R

Acoblament R’
Etapa 3

Repeticions
Etapa 2/Etapa 3

T T Etapa 2
1) Etapa
N N
(GP)HN A N/Hf %O*O i
S & H = 2) Desprotecci6 global

n-3 i escissié del peptid
de la resina
Etapa 4

Esquema 3. Estrategia general de la sintesi de peptids en fase solida.

En el primer pas de la SPPS (Etapa 1), el primer aminoacid convenientment protegit s’'uneix al
suport solid mitjangant un enllag éster en l'estratégia convencional. A continuacid, el grup
protector de I'extrem a-amino s’elimina (Etapa 2) per acoblar el segiient aminoacid a-amino
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protegit i formar I'enllag amida desitjat (Etapa 3). El procediment de cicles repetitius de reaccions
d’eliminacio del grup protector de I'extrem a-amino i 'acoblament d’aminoacid es duu a terme
fins a completar la seqiiencia desitjada. A continuacié, es realitza la desproteccié global de la
cadena peptidica i I'escissio de I'enllag péeptid-resina per obtenir el producte final (Etapa 4).

Des que Merrifield va descriure I'estratégia de la fase solida, s’han desenvolupat diferents
aproximacions per unir la cadena peptidica a la resina (grup a-amino de I'aminoacid, grup
funcional de la cadena lateral de 'aminoacid o enllag amida de I'esquelet peptidic) que permeten
obtenir diferents tipus de peptids, com péptids modificats en qualsevol dels extrems de la cadena
0 péptids ciclics.5162.63

3.1.2. RESINES

En el context de la SPPS, una resina es pot considerar formada per dues parts: un suport solid
o polimer que pugui ser solvatat (inflat) eficientment pel dissolvent organic que s'utilitza en la
sintesi, i la funcionalitzacié del mateix (centres reactius) que pot ser modificada a voluntat
mitjangant un espaiador bifuncional per assolir uns objectius sintétics concrets. Per tal de dur
amb éxit la SPPS, s’ha d’escollir adequadament el suport solid i la seva funcionalitzacié, segons
I'estratégia sintética que es desitja aplicar.64#%> En aquest sentit, es prefereixen en general
funcionalitzacions no molt elevades (< 1 mmols/g) per tal d’evitar problemes estérics durant la
sintesi.j

3.1.2.1. SUPORTS SOLIDS

El suport poliméric es considera el nucli de la SPPS, i ha de presentar unes propietats
fonamentals com:%6

e Ha de ser estable a I'agitacié mecanica, a variacions de temperatures, als dissolvents i
a les condicions utilitzades durant la sintesi.

e Els punts actius han de ser accessibles mitjancant un bon inflament de la resina en el
dissolvent.

e Lamidailaforma de les particules de la resina han de ser homogeénies i adequades per
a la facil manipulacio i la rapida filtracié durant la sintesi.

S’han desenvolupat una gran varietat de resines compatibles per a la SPPS.%7 Segons el suport
polimeéric utilitzat, les més comuns es poden classificar en tres grups: (1) resines de poliestiré
(PS), (2) resines de polietilenglicol-poliestiré (PEG-PS) i (3) resines de polietilenglicol (PEG).

1. Resines de poliestireé (PS): La resina de PS és el suport poliméric classic utilitzat en la
SPPS degut als adequats nivells de funcionalitzacié que es poden assolir i a les seves
bones propietats d’inflament en dissolvents poc polars com diclorometa (DCM) o tolué,
essent també compatibles amb altres dissolvents més polars com N,N-dimetilformamida
(DMF), tetrahidrofura (THF) o dioxa.*> Des d’un punt de vista estructural, una resina PS
(com la resina de Merrifield) consisteix en poliestiré amb un 1 % de reticulacié amb 1,4-
divinilbenzé per insolubilitzar el polimer, funcionalitzat amb grups clorometil (Figura 7,
A).

2. Resines de polietilenglicol-poliestire (PEG-PS): Aquestes resines contenen un cos
hidrofdbic de PS amb cadenes hidrofiles de PEG. El seu caracter amfifilic permet assolir
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bons inflaments amb dissolvents de diferents polaritats, inclos I'aigua. Un exemple és la
resina TentaGel® (Figura 7, B), desenvolupada per Rapp i Bayer,8 que consisteix en
una matriu de PS amb un percentatge de reticulacié baix i en la qual s’empelta
aproximadament un 50-70% de PEG en pes.

3. Resines de polietilenglicol (PEG): Les resines hidrofiles basades en PEG s6n molt
estables quimicament ja que estan constituides principalment per enllagos tipus éter. La
funcionalitzacié d’aquests polimers és de tipus aminometil, per la qual cosa cal introduir
la funcionalitzaci6 adequada per a la sintesi mitjancant un espaiador bifuncional. La
resina ChemMatrix® (Figura 7, C), desenvolupada per Albericio i col-laboradors,®®
posseeix una estabilitat mecanica més elevada que les altres resines basades en PEG
degut a estar altament reticulada. Aquest suport presenta una bona solvatacié amb la
major part de dissolvents i ha demostrat molt bons resultats amb sintesis de péptids llargs
i amb tendéncia a formar agregats.

(A) (B)

0
H,N o ™o NH,
0
H,N o ™o NH,
or e

(€)
Figura 7. Estructures de les resines (A) Merrifield (B) TentaGel®i (C) ChemMatrix®.

3.1.2.2. FUNCIONALITZACIO DE LA RESINA

La funcionalitzacié de la resina es defineix com els centres reactius del suport solid que enllacen
temporalment la cadena peptidica en creixement a la resina. El tipus d’enllag format entre el
péptid i la resina determina les condicions especifiques per I'alliberacié del peptid de la resina (la
majoria en condicions acides) i la funcionalitzacié de I'extrem carboxilic que es desitja (amida per
exemple).70.71

El primer aminoacid es pot unir directament a resines comercials ja funcionalitzades, com son la
resina clorur de 2-clorotritil (2-CTC)"2 (Figura 8, A), per a la sintesi de péeptids convencionals, o
la resina Rink amida’® (Figura 8, B), per a péptids carboxiamida. La resina 2-CTC permet escindir
el peptid de la resina utilitzant unes condicions acides més suaus (1 % d’acid trifluoroacétic (TFA)
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en DCM) que les utilitzades per I'alliberament del péptid en la resina Rink amida (10 % de TFA
en DCM).

Per altra banda, la funcionalitzacié de la resina es pot modificar amb la utilitzacié d’'un espaiador
bifuncional, és a dir, una molécula bifuncional que s'incorpora a la resina per modificar la
funcionalitzacié de la mateixa. Un exemple és I'espaiador bifuncional de Sheppard”* (Figura 8,
C), que s’uneix permanentment al suport poliméric a través d’'un enllag amida estable per donar
a la resina la funcionalitzacié adequada per unir la cadena peptidica mitjancant un enllag ester
molt labil a les condicions acides (1 % de TFA en DCM).

L Q
@ P
0 o H
Cl Q (] -~ o) 0
: OC oot
O HO
O NH,

(A) (B) (©)
Figura 8. (A) Resina 2-CTC (B) Resina Rink amida i (C) Espaiador bifuncional de Sheppard.

3.1.3. ESTRATEGIES DE PROTECCIO

Tal i com s’ha introduit anteriorment, els aminoacids presenten una gran varietat de grups
funcionals en la seva estructura que han d’estar convenientment protegits si no estan involucrats
en la formacié de I'enllag amida per a evitar reaccions no desitjades. En SPPS s'utilitzen dos
tipus de proteccio, els grups protectors temporals i els semipermanents (Esquema 4).%4 El grup
protector de la funcié a-amino és un grup protector temporal ja que s’elimina en fase sodlida abans
de la formacio de I'enllag peptidic. Tanmateix, els grups protectors de les cadenes laterals dels
aminoacids trifuncionals han de tenir un caracter semipermanent, ja que han de ser estables a
les condicions utilitzades per a construir la cadena peptidica perd s’han de poder eliminar en
'etapa final de la sintesi on s’allibera el péptid de la resina. En aquest sentit, actualment
existeixen dos estrategies de proteccio en SPPS: les anomenades estratégia Boc/Bzl i estratégia
Fmoc/'Bu (Figura 9).
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‘ @ = Suport solid
‘ @ * D@ D — Funcionalitzacio de la resina
Incorporaci6 del primer aa > = Aminoacids
alaresina
V4 <> — Grup protector temporal
‘ @ Q Y = Grup protector semipermanent
Eliminacié
GP temporal Eliminaci6 GP temporal/Acoblament
\V4 (n vegades)
—Q ri u-ﬂ
N/
Acoblament 1) Eliminacié GP temporal
’ @ 2) Desproteccio global
N N/

Esquema 4. Diferents tipus de protecci6 en la SPPS.

En l'estratégia de proteccido Boc/Bzl, el grup terc-butiloxicarbonil (Boc) s'utilitza com a grup
protector temporal de la funcié a-amino, sent labil en condicions acides suaus (25-50 % de TFA
en DCM). Els grups del tipus benzil (Bzl) s’utilitzen com a protectors semipermanents dels grups
funcionals de les cadenes laterals, i s’eliminen al final de la sintesi amb condicions acides fortes
com l'acid fluorhidric (HF). Donat que els dos grups s’eliminen en condicions acides, no es pot
considerar una estratégia totalment ortogonal.”™

L’estratégia de proteccié Fmoc/'Bu consisteix en utilitzar el grup 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc)
com a grup protector temporal de la funcié a-amino, labil en condiciones basiques (20 % de
piperidina en DMF). Les cadenes laterals dels aminoacids trifuncionals estan protegides amb
grups del tipus terc-butil com Boc, terc-butil (‘Bu) o tritil (Trt), labils a les condicions acides
utilitzades per a alliberar la cadena peptidica de la resina (5-95 % de TFA en DCM). En aquest
cas, el grup protector temporal i els grups protectors semipermanents es consideren ortogonals
al eliminar-se en condicions basiques i acides, respectivament.”® L'Us de I'estratégia Fmoc és
preferida a I'estratégia Boc/Bzl a I'utilitzar condicions de desproteccié més suaus, ja que I'is de
HF requereix de material especial per la seva reactivitat i perillositat.

TFA (HF O Base TFA
y N\)l . OH\)OL
\1/ \n/ ]» resina O \n/‘\\ T } resina

O

0}
Y Y l
Boc 0/ Fmoc Os¢
/ / 7< Bu
2 Bzl /
HF TFA
Estrategia Boc/Bzl Estratégia Fmoc/'Bu

Figura 9. Estrategies de proteccié en SPPS.
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3.1.4. AGENTS D’ACOBLAMENT

En el context de quimica de péptids, la formacié de I'enllag amida es duu terme a través d’una
reaccio d’acoblament. Des d’'un punt de vista mecanistic, la reaccié consisteix en I'atac nucleofil
del grup a-amino terminal de la cadena peptidica en creixement al grup a-carboxilic de
I'aminoacid que es vol acoblar, préviament activat amb un agent d’acoblament que permet portar
a terme el procés en condicions suaus, és a dir, a temperatura ambient (Esquema 5).7” La forma
activada de I'aminoacid pot ser un éster actiu estable (ésters de succinimida), un compost
d’estabilitat intermédia que pot ser aillat o no (halur d’acil, azida o anhidre mixte o simétric), o un
ester actiu que no pot ser aillat per la seva alta reactivitat (O-acilisourea, acil-fosfoni o acil-uroni).

o
H
(1NN N (c ) N
; OH L 1)HN Y O(GPy)
z Activacio -
R1 (6] R2
Espécie activada Enllag peptidic

X = OSu (éster de succinimida), halur, N3, OCOR (anhidre mixte o simetric),

\ \
N ® e N—

0-C 0-P— 0-C

\ / \
N W\ N—

/ /
O-acilisourea acil-fosfoni acil-uroni

Esquema 5. Formacié de I'enllag peptidic.

A continuacid, es descriuen alguns exemples dels agents d'acoblament més utilitzats per a la
formacié de I'enllag peptidic.

3.1.4.1. CARBODIIMIDES

L’ds de la N,N™-diciclohexilcarbodiimida (DCC) per la formaci6 de peptids i altres enllagos amida
va ser reportada per Sheehan i Hess en 1955.78 Des de llavors, les carbodiimides s’han
considerat una classe de compostos extremadament importants per la preparacié eficient
d’enllagos amida, ésters i anhidrids d’acid a partir d’acids carboxilics. S’han estudiat moltes
carbodiimides com agents d’acoblament perd només algunes s’utilitzen de forma rutinaria a
escala industrial degut a la seva disponibilitat, cost, aillament i consideracions ambientals. Aquest
grup el formen la DCC, la N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC)™ i el clorur de N-etil-N-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida® (EDC-HCI) (Figura 10).

La primera consideracié per seleccionar la carbodiimida esta en funcié del tractament del cru
desitjat, ja que la manera d’eliminar el subproducte d’urea generat varia considerablement. La
diisopropilurea és considerablement soluble en DCM i en consequéncia, la DIC és una de les
més emprades en SPPS ja que el seu subproducte es pot eliminar a través de rentats de la
resina. Tanmateix, la DCC és més util per reaccions en solucid ja que el subproducte
(diciclohexilurea) és insoluble en la majoria dels dissolvents organics i es pot separar del cru de
reaccio per filtracié. No obstant, la carbodiimida més utilitzada per la formacié d’enllagos amida
en solucid és la EDC-HCI, ja que el subproducte de reaccié és soluble en aigua i es pot eliminar
facilment mitjancant extraccions en medi acid aquds.8!
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N
/_/_ \ eCI
OonlD ywendpuen
7/
DCC DIC

EDC-HCI

Figura 10. Alguns exemples de carbodiimida.

El mecanisme de formacié de I'enllag peptidic mitjangant I'activacié de I'acid carboxilic amb una
carbodiimida es mostra en 'Esquema 6. En una primera etapa, el grup o-carboxilic de
I'aminoacid reacciona amb la carbodiimida per a donar I'éster actiu O-acilisourea, el qual és
atacat pel grup a-amino de laltre aminoacid per formar I'enllag peptidic desitjat i, com a
subproducte de reaccio, la urea corresponent de la carbodiimida utilitzada (Esquema 6, cami A).
Per altra banda, 'intermedi O-acilisourea pot reaccionar amb I'excés d’aminoacid per donar un
anhidrid simétric que també pot evolucionar vers la formacié de I'enllag peptidic (Esquema 6,

cami B).
N
R . o o
" R HZN\)J\O P
o [/ Carbodiimida o} Fﬂ\l\ : (GP2) Ri 4 O
' R
P4)HN .R 2 N
(GP1)HN\_)J\OH4>(G 1) \_)J\o SN - (GP1)HN)\H/ \;)J\O(GPZ)
H = Cami A =
R1 R1 O R2
O-acilisourea Enllac peptidic
o}
NP
Cami B H H

(0]
Urea
(GP1)HN\)J\OH
R

0 o
(GP1)HN\)J\OJ\rNH(GP1)

Anhidrid simétric
Esquema 6. Mecanisme de formacié de I'enllag peptidic per activacié amb carbodiimida.

L’intermedi O-acilisourea pot provocar reaccions secundaries no desitjades com la racemitzacié
de 'aminoacid (veure Esquema 10, apartat 3.1.4.3), o la transposicié de O-acilisourea a N-
acilurea, procés irreversible que consumeix aminoacid i no condueix a I'enllag peptidic desitjat
(Esquema 7).

0O O
Transposicié
GP4)HN R
(GPy) \:)LNJLN

Ry R

T

O-acilisourea N-acilurea (inactiu)

Esquema 7. Formaci6 de N-acilurea.

Per tal de minimitzar la formacié de N-acilurea i la racemitzacié s'utilitzen els anomenats additius
d’acoblament, essent els exemples més rellevants 1-hidroxibenzotriazol (HOBt)® i 7-aza-1-
hidroxibenzotriazol (HOAt)®3 (Figura 11).
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HOBt HOAt
Figura 11. Additius més comuns utilitzats en els acoblaments amb carbodiimides.

Aquests additius reaccionen amb O-acilisourea per donar els corresponents ésters actius d’HOXt

(

Esquema 8, A), més estables i menys propensos a la racemitzacié en comparaciéo amb I'O-
acilisourea, i suficientment reactius per formar I'enllag peptidic. A continuacid, I'éster actiu
reacciona amb el grup a-amino de l'altre aminoacid per donar I'enllag amida desitjat. En el cas
de 'HOAL, la reaccié és més eficient a I'afavorir-se I'apropament de reactius per un efecte
anquimeric (

Esquema 8, B).8

(A)
Urea x/ N HOXt
i / N
(GP)HN _R' (GP)HN o/N‘N"N Z (GP1)HN)\H/ \:)J\O(GPz)
: X N O ég
&) R1 H,N
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X Ester actiu = Enlla¢ peptidic

O-acilisourea

OH R
HOB (X = CH) 0 HOAt (X = N)
(B) NN
[ N
\N N
Y
Q H o
(GP )OJ\‘/N\
2 H R NHGP)

R

Esquema 8. (A) Mecanisme de formacié de I'enllag peptidic amb carbodiimides en preséncia d’additius; (B)
Apropament de reactius per I'efecte anquiméric en el cas de 'HOAt.

3.1.4.2. SALS DE FOSFONI | D’URONI

Existeixen altres agents d’acoblament alternatius a les carbodiimides que s’utilitzen habitualment
en SPPS, com son les sals de fosfoni i d’'uroni (amidini). Aquests agents d’acoblament sén
derivats d’'HOBt o HOAt, i s6n més reactius que les carbodiimides (Figura 12).84 La primera sal
de fosfoni d’HOBt descrita va ser I'lhexafluorofosfat de benzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfoni
(BOP),® pero el seu Us es va limitar a causa de la toxicitat d’'un dels subproductes que es forma
en la reaccié d’acoblament (hexametilfosforamida). Aixo va portar a desenvolupar el derivat
hexafluorofosfat de benzotriazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfoni (PyBOP)8 que produeix el
subproducte benigne oxid de tris(pirrolidin-1-il)fosfina, tanmateix, aquest reactiu és relativament
car i no es troben exemples industrials. Les sals de fosfoni basades en HOAt, com
I'hexafluorofosfat de 7-azabenzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfoni (AOP) i I'hexafluorofosfat
de 7-azabenzotriazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfoni (PyAOP),87:88 van demostrar ser més reactives
que les basades en HOBt. Una série alternativa de reactius d’acoblament molt utilitzats en SPPS
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son les sals d'uroni, les quals contenen un grup carbocationic en comptes del grup fosfoni.
Exemples basats en HOBt son I'hexafluorofosfat d’O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluroni
(HBTU) i el tetrafluoroborat d’O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N-tetrametiluroni (TBTU),8%% | els
corresponents hexafluorofosfat d’O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N-tetrametiluroni (HATU) i

tetrafluoroborat d’O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N-tetrametiluroni (TATU)°! com a derivats
d’'HOA.

Sals de fosfoni Sals d'uroni
B N @N\‘ N/ N
) ) N S N
X/ ’\Il X/ l}l ,\?/ N >/ N
| O | 0 SN SN
~N-p-N— CN\lé,/NU D - DR
l\lj@ o N@ o X l}l ® 6 X l}j ® 4
~N~ PFg < 7 PFeg (6]S) Oo
BOP (X = CH) PyBOP (X = CH) HBTU (X = CH) TBTU (X = CH)
AOP (X = N) PYAOP (X = N) HATU (X = N) TATU (X =N)

Figura 12. Reactius d’acoblament basats en HOBt i HOAt.

Aquestes sals reaccionen amb el carboxilat dels aminoacids, per la qual cosa és necessari I'Us
d’'una base, normalment una amina terciaria no nucleofila (Esquema 9). Les sals de fosfoni i
d’uroni s6n molt reactives inclis a temperatures baixes, formant ésters actius d’'HOXt que
reaccionen amb el grup a-amino per donar I'enllag peptidic desitjat. Els subproductes obtinguts
en aguest cas sén hexametilfosforamida en el cas de les sals de fosfoni, i N,N,N’,N’-tetrametilurea
en el de les sals d’uroni.
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Esquema 9. Mecanisme de formacié de I'enllag peptidic utilitzant sals de fosfoni i d’uroni.

3.1.4.3. REACCIONS SECUNDARIES

L’inconvenient que presenta la metodologia de l'activacié de l'acid carboxilic amb agents
d’acoblament és la potencial racemitzacié de I'aminoacid que es vol acoblar, especialment si
I'agent d’acoblament requereix I'is d’'una base. Aquest procés té lloc a partir de la forma activada
de 'aminoacid, i es pot donar a través de dos mecanismes diferents: I'enolitzacio de I'espécie
activada (Esquema 10, Cami A) o la formacié d’'una 5(4H)-oxazolona (Esquema 10, Cami

B)_77,92
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Esquema 10. Mecanismes de racemitzacié mitjangant I'enolitzacié directa (Cami A) i la formacié d’'una
5(4H)-oxazolona (Cami B).

Per tal de minimitzar la racemitzacié de 'aminoacid, un factor crucial és el tipus de proteccié de
la funcié a—amino de I'aminoacid que es vol acoblar. Els grups carbamat (R’ = O-alquil o O-aril),
com el grup Fmoc o el grup Boc, disminueixen la formacié d’oxazolones en comparacio als grups
amida (R’ = alquil o aril), com és el cas de l'activacié d’'un fragment peptidic protegit per a la
condensacioé amb un altre fragment peptidic (veure apartat 3.2).9%°4 Altres factors claus per la
minimitzacié de la racemitzacio son I'us de dissolvents no polars, temperatures baixes de reaccio
i la utilitzacié de bases estéricament impedides (com la N,N-diisopropiletilamina (DIPEA)).%

Alguns aminoacids, com la cisteina (present en el péptid d’interés FT), tenen una tendéncia
relativament alta a racemitzar-se mitjancant diversos mecanismes.? En el cas de la cisteina, la
susceptibilitat a la racemitzacié durant I'activacié de I'aminoacid s’atribueix al mecanisme
d’enolitzacio directe, procés que esta afavorit per I'estabilitzacié de I'anié resultant per I'efecte
inductiu que exerceix I'atom de sofre de la cadena lateral.®” Aixi doncs, I'abséncia o la reduccio
de la quantitat de base pot reduir significativament la racemitzacié d’aquest aminoacid.?6-%8

La racemitzacid de la cisteina a través de I'enolitzacié de 'aminoacid també pot tenir lloc quan
esta unit directament al suport polimeric com a primer aminoacid mitjangant un enllag éster.
L’efecte inductiu d’aquest grup funcional promou l'abstraccié de I'atom d’hidrogen en o i la
consequent racemitzacié de I'aminoacid; per contra, la racemitzacié é€s practicament inexistent
guan la cisteina ocupa una posicio interna a la cadena peptidica (enllag amida).%®

A banda de la racemitzacid, una de les reaccions secundaries més comuns que es pot produir
durant I'etapa d’acoblament és la formacié d’'una dicetopiperazina (DKP). Aquesta reaccid té lloc
a I'eliminar el grup protector temporal del segon aminoacid acoblat a la resina, i consisteix en una
aminolisi intramolecular on el grup amino lliure ataca I'enllag éster que uneix el dipéptid amb el
suport poliméric, alliberant la DKP corresponent amb la conseqiient péerdua de cadenes
peptidiques (Esquema 11).
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Esquema 11. Formacié d’'una DKP.
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3.1.5. EscIssIO DEL PEPTID DE LA RESINA | DESPROTECCIO GLOBAL

Tal i com s’ha mencionat anteriorment (apartat 3.1.3), I'estratégia Boc/Bzl utilitza HF per
I'eliminacioé dels grups protectors de les cadenes laterals i per I'escissié del péptid de la resina.1%
Donat que aquest acid és molt toxic i corrosiu, s’ha de manipular en sistemes especials de teflo
o Kel-F tancats ja que és incompatible amb I's de material de vidre.101 | ’estratégia Boc/BzI
resulta molt adequada per tal de dur a terme una sintesi a escala de laboratori, perd I'escalat
d’aquesta metodologia a nivell industrial eleva considerablement el cost economic i els riscos.
No obstant, I'estratégia Fmoc/'Bu permet I'eliminacié dels grups protectors de les cadenes
laterals i I'alliberament del péptid de la resina amb TFA, molt més facil de manipular que I'HF.

Durant I'eliminacié dels grups protectors de les cadenes laterals es generen carbocations
altament reactius que poden reincorporar-se a la cadena peptidica donant lloc a subproductes
que dificulten la purificacié del cru. Per tal de prevenir o minimitzar aquestes reaccions
secundaries, s’utilitzen capturadors de carbocations durant la desproteccio final de la cadena
peptidica. Un dels capturadors de carbocations habitualment utilitzats és I'1,2-etanditiol (EDT),
que també evita la formacié de ponts disulfur en péptids que contenen cisteina degut al seu
caracter reductor. El triisopropilsila (TIPS) és un altre capturador de carbocations molt efectiu,
especialment quan es tracta de carbocations Trt relativament estables. Aquest capturador actua
com a reductor mitjangant una transferéncia d’hidrur al carbocatié (Esquema 12).

O )\HJ\ FO O Foﬂ .

(O - 25 o —— O et o

)\ F F
O TIPS TFA O

Esquema 12. Capturacio6 del carbocatié Trt per TIPS en medi acid.1%?

3.2. ESTRATEGIA CONVERGENT

L’estratégia lineal per a la sintesi de péptids llargs en fase solida pot comportar problemes a
’hora d’incorporar els aminoacids a partir d’'un determinat moment, a causa de I'establiment
d’interaccions intercadena facilitades per la proximitat de les cadenes peptidiques, o pel
plegament de les mateixes degut a interaccions intracadena que dificulten I'accessibilitat dels
reactius. Aquests efectes estérics provoquen acoblaments incomplets donant lloc als anomenats
péptids de delacié, impureses que poden ser molt dificils de separar del péptid desitjat al final de
la sintesi. Per resoldre aquests problemes, la sintesi convergent va emergir com estratégia
alternativa. L’

Esquema 13 mostra aquesta estratégia exemplificada amb I'obtencié d’'un péptid per acoblament
de dos fragments peptidics.
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Esquema 13. Estratégia general de la sintesi convergent de péptids en fase solida.

J 1) Repeticions Eliminacié GP4/Acoblament

Aquesta estratégia es basa en combinar les metodologies de SPS i SPPS, de tal manera que es
sintetitzen fragments peptidics protegits més curts en fase solida i, a continuacio, els fragments
es condensen sequencialment en solucié per completar la cadena peptidica.

Per preparar fragments peptidics protegits per SPPS s’han de seleccionar unes condicions que
permetin dur a terme I'escissio del péptid de la resina deixant inalterats els grups protectors de
les cadenes laterals dels aminoacids trifuncionals.1% Aquesta ortogonalitat s’aconsegueix amb
I'us de resines amb funcionalitzacions que permeten escindir el péptid de la resina amb unes
condicions acides molt suaus, com la resina 2-CTC o I'espaiador de Sheppard (apartat 3.1.2.2).

El fragment peptidic de I'extrem carboxilic es sintetitza habitualment en solucié, per tal d'obtenir
el fragment amb aquest grup protegit. Cal senyalar que aquest grup protector (GP2) i el grup
protector de I'extrem a-amino de la resta de fragments (GP1) han de ser ortogonals per tal de
completar amb éxit la sequéncia peptidica desitjada.

La condensaci6 dels fragments peptidics se sol dur a terme en solucié amb bons rendiments
sense la necessitat d'utilitzar grans excessos de reactius.1%4195 A J'estratégia convergent, la
seleccio de fragments peptidics és crucial i s’han de tenir en compte les segiients consideracions:

e La solubilitat dels fragments peptidics ha de ser I'adequada per dur a terme les
reaccions de condensacio.

e Es preferible que el residu de I'extrem a-carboxilic sigui poc propens a I'epimeritzacio
(apartat 3.1.4.3), com els residus de Gly o Pro. Si no és possible utilitzar un d’aquests
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aminoacids, I'epimeritzaci6 es pot reduir amb [I'eleccid6 curosa de reactius
d’acoblament i condicions experimentals.®°

e L’aillament i purificacio dels fragments peptidics protegits inicials i els que s’obtenen
durant la condensacié dels fragments, es realitzen mitjangant precipitacié en
comptes de I's de técniques cromatografiques degut a la baixa solubilitat dels
productes.

e En general, es prefereixen fragments peptidics de no més de 5 aminoacids, pero la
longitud de la cadena pot ser superior si I'accessibilitat sintética en fase solida del
peptid protegit no planteja problemes.

3.3. APLICACIO DE LA SPPS ALASINTESIDE FT

3.3.1. PRoDUCCIO DE PEPTIDS A ESCALA INDUSTRIAL

Amb l'interés creixent dels péptids en la industria farmaceutica, I'obtencié d’aquests productes a
escala del quilogram esta esdevenint habitual. Per tal de portar la sintesi d’un peptid a escala de
producci6 cal desenvolupar un procés eficient, rapid, economic i segur, a més de complir amb
els requeriments de les autoritats reguladores.16

La SPS és la primera opcié a I’hora de produir péptids curts a gran escala pel principal avantatge
de I's de matéries primeres menys costoses que en SPPS. Actualment, sén molts els péptids
comercials que es fabriquen mitjancant aquesta metodologia.>® No obstant, es necessita un
temps llarg i un gran esforg per desenvolupar els procediments de SPS. Es per aix0d que aquesta
metodologia habitualment no es considera en les fases inicials del desenvolupament d’un péptid
terapéutic, degut a la necessitat de disposar del producte en el minim temps possible per avaluar
el seu potencial.

El no aillament dels intermedis i els cicles repetitius converteixen la metodologia SPPS en un
procés més facil, rapid i menys laborids que la SPS. Tanmateix, la manca d’intermedis aillables
no permet un control de puresa tan exhaustiu com en SPS, en contra del que demanden les
autoritats reguladores per a un peptid sintétic que es vol comercialitzar. A més a més, la dificultat
per monitoritzar el procés sintetic a escala industrial és molt problematica al trobar-se el peptid
unit a un suport poliméric. Tot i aix0, la SPPS s’esta aplicant per a la produccié de farmacs
peptidics comercials, essent crucial en els primers passos de la investigacio clinica i toxicologica,
quan I'obtencio del producte ha de ser rapida per poder confirmar la viabilitat i continuar endavant
amb el desenvolupament del producte.’®” En canvi, un cop el producte avanca més alla de la
Fase 2 del desenvolupament clinic, és a dir, quan es defineix la dosi en humans, s’ha
d’'implementar una estrategia d’escalat.%8

En l'escalat de la SPPS s’han de tenir en compte diferents consideracions per questions
economiques i mediambientals. El requeriment de temps de reaccio llargs, un excés molt elevat
de reactius i molts cicles de rentats, obliga a optimitzar I'eficiéncia del procés per reduir I'excés
de reactius i dissolvents que s’utilitzen sovint a escala de laboratori. En aquest sentit, la utilitzacié
de reactius d’acoblament que evitin la racemitzacié dels aminoacids, i la tria de materials de
partida economics, eficients i que generin un minim de subproductes son alguns des aspectes
que cal considerar.
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Per a la produccié de péptids llargs a escala comercial, I'estratégia més prometedora és
I'estratégia convergent.198.109 En comparacié amb la SPS, aquesta estratégia permet disminuir
les etapes de purificacio i aillament al preparar fragments curts per SPPS. Per altra banda,
I'estratégia convergent permet dur a terme l'escalat de la SPPS de manera més econdmica
sintetitzant fragments peptidics curts, i els rendiments i pureses solen ser majors a causa de que
I'estrategia permet tenir un millor control de la puresa cromatografica dels intermedis.

3.3.2. ESTRATEGIA SINTETICA ESTUDIADA PER LA SINTESIDEL FT

Es va triar una estratégia convergent per a la sintesi de FT, que combinava la quimica en fase
solida per a preparar els fragments peptidics, i la quimica en solucié per a preparar el fragment
més curt (un dipéptid) i per portar a terme I'acoblament dels fragments peptidics. Aquests
fragments es van preparar utilitzant I'estratégia Fmoc/‘Bu (Figura 9, apartat 3.1.3), ja que
requeria unes condicions més suaus per I'eliminacié del grup protector de I'extrem a-amino
(piperidina) i els grups protectors de les cadenes laterals (TFA), en comparacio a les requerides
per I'estratégia Boc/Bzl (TFA i HF respectivament).

Tots els aminoacids protegits utilitzats com a material de partida per a la sintesi del FT van ser
comercials (Figura 13). L’aminoacid Boc-lle-OH va ser I'inic aminoacid amb la funcié a-amino
protegida amb un grup protector Boc, degut a que és 'aminoacid de I'extrem amino de la cadena
peptidica del FT. Per tant, aquest grup protector s’eliminava en la Gltima etapa de sintesi amb la
resta dels grups protectors de les cadenes laterals dels aminoacids trifuncionals (veure Esquema
15).
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Figura 13. Aminoacids comercials utilitzats com a material de partida en la sintesi del FT.

40



CAPITOL 1: INTRODUCCIO A LA SINTESI DE PEPTIDS EN FASE SOLIDA

Tal com es mostra a la Figura 13 i es recull a la Taula 2, els grups protectors de les cadenes
laterals van ser el grup Boc per Lys, el grup 'Bu per Glu, Ser i Asp, el grup Trt per GIn i Cys, i el
grup 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofura-5-sulfonil (Pbf) per Arg .

Taula 2. Grups protectors de les cadenes laterals dels aminoacids trifuncionals utilitzats en la sintesi de
FT.

Boc ‘Bu Trt Pbf

Il IS OO
e g
J

Grup protector

O:(/|J:O

Glu Gin
Residu protegit Lys Ser C Arg
As ys
p

Tal i com s’ha mencionat en els antecedents, I'aproximacio convergent per a la preparacio de FT
que es va proposar es va considerar potencialment adequada per I'empresa en termes de
produccid i cost. Aquesta estratégia consisteix en dividir el FT (6664'") en 3 fragments peptidics:
el dipéptid 6998, 'hexapéptid 7005 i el nonapéptid 7411, tots ells protegits convenientment (

Esquema 14).
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il Els codis numérics que apareixen a partir d’ara son els proposats per I'empresa per anomenar els péptids.
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Esquema 14. Estratégia convergent proposada per a la sintesi de FT.

D’acord amb I

Esquema 14, la ruta sintetica que es mostra a lEsquema 15 va ser la proposada per a la sintesi
de FT. Tal com ja s’ha dit abans, el dipéptid 6998 es sintetitza en solucid, i els fragments peptidics
7005 (6 aminoacids) i 7411 (9 aminoacids) es sintetitzen en fase solida. La condensacié en
solucié d’aquests péptids protegits dona lloc al péptid totalment protegit (7006) que, en I'tltima
etapa del procés, es desprotegeix per obtenir FT (6664).

Pel disseny d’aquesta estratégia es van tenir en compte les segients consideracions:
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Donat que el fragment de I'extrem carboxilic del FT és el primer de la seqgiliéncia sintética,
el grup a-carboxilic del primer residu d’aminoacid d’aquest fragment havia d’estar
protegit per a evitar reaccions secundaries durant les condensacions en solucié. Per
aguesta rag, el primer fragment havia de preparar-se en solucié. Es va decidir que fos
un dipéptid ja que es requeria un unic acoblament d’aminoacids i, per tant, es minimitzava
el nombre d’etapes sintétiques en aquestes condicions.

Els fragments sintetitzats per SPPS no devien contenir aminoacids potencialment
racemitzables com la cisteina o la histidina a I'extrem carboxilic de la cadena (apartat
3.1.4.3). Aquesta va ser una altre rad per preparar un dipéptid com a fragment de I'extrem
carboxilic de la cadena de FT, ja que contenia el residu de Cys a I'extrem amino.

En aquesta estratégia es va considerar un fragment de 9 aminoacids. En un principi, la
primera aproximacié convergent que es va plantejar contemplava 4 fragments (2, 4, 5 i
6 aminoacids). No obstant, amb la intenci6é de reduir el nombre d’intermedis de sintesi
per requeriments industrials, es va assajar amb éxit la sintesi lineal del fragment de 9
aminoacids corresponent als fragments de 4 i 5 de la primera aproximacio convergent.
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Esquema 15. Sintesi convergent de FT.
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Els resultats obtinguts a la present Tesi Doctoral s’han distribuit a la memoria en dos capitols:

Un capitol titulat “Sintesi de 7005 i 7411 en fase solida” on es descriu I'optimitzacio de les sintesis
dels fragments peptidics 7005 i 7411 en fase solida per tal de portar el procés a escala de planta
pilot, i 'escalat dels mateixos utilitzant les noves condicions de sintesi. En aquest capitol també
s’explica el desenvolupament de nous reactors per a la sintesi en fase solida, i de metodes
analitics per a la monitoritzacié de les reaccions en fase solida per assegurar la qualitat del
producte final.

| d’'un altre capitol titulat “Sintesi de FT per acoblament de fragments en solucié” on es descriuen
les diferents condicions de reaccié assajades tenint en compte el context industrial per I'obtencio
en solucio dels fragments peptidics 6997, 7003 i 7006, i les desproteccions corresponents per
donar 6998, 7004 i FT (6664) respectivament.
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CAPITOL 2: SINTESI DE 7005 1 7411 EN FASE SOLIDA

4. CAPITOL 2: SINTESIDE 700517411 EN FASE SOLIDA

4.1. PRECEDENTS®?

En les investigacions realitzades anteriorment a la present Tesi Doctoral®®110 es van dur a terme
diversos assajos per a la sintesi en fase solida dels péptids protegits 7005 i 7411. Els resultats
d’aquest treball preliminar van definir unes condicions experimentals inicials per sintetitzar els
fragments peptidics del FT a escala multigram en la present Tesi. Aquestes condicions de partida
es descriuen en els apartats seglents.

4.1.1. REACTOR PER A LA SINTESI EN FASE SOLIDA

El reactor per a dur a terme la SPPS ha de disposar d’'un sistema de filtracié per poder separar
la resina (producte de la reaccié) de la dissolucié (reactius i subproductes solubles) d'una manera
practica, ja que la filtracid es repeteix nombroses vegades al llarg de la sintesi. L’empresa no
disposava de reactors adequats per dur a terme la sintesi en fase solida pel fet que Esteve
Quimica es dedica majoritariament a la fabricacio d’APIs de molécules petites, que es sintetitzen
mitjancant la quimica en solucio. Per aquesta rad, es va dissenyar de forma conjunta (universitat-
empresa) un reactor adient per a dur a terme la SPPS a una escala inicial adequada (reactor 1,
Figura 14).

Boca per les carregues
Camisa externa

Pales d’agitacié mecanica
Placa filtrant

Clau de descarrega

Boca per aplicar buit

Panell pel control de
I'agitacio

NogagkrkowdbpR

Figura 14. Reactor utilitzat per la SPPS (reactor 1).
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El reactor 1 és de vidre amb un volum de 150 mL i disposa de tres boques per dur a terme les
carregues (1), una camisa externa pel control de la temperatura (2), una clau de descarrega (5)
per a I'eliminacié dels dissolvents i reactius solubles mitjangant la succié de buit (6), un disc
filtrador de vidre pords que s’enrosca al cos del reactor (4), i un agitador mecanic acoblat a una
barra Hastelloy (aliatge de niquel, molibdé, cobalt i crom) cilindrica. Aquesta barra té quatre
nivells de quatre pales per nivell, inclinades en el seu extrem (3). La velocitat d’agitacié es
controla amb un panell digital (7).

Per tal de definir 'escala maxima de resina en que es pot dur a terme la SPPS en el reactor 1,
es va tenir en compte el volum més gran de dissolvent que s’utilitza al llarg de la sintesi. Segons
els protocols utilitzats en aquesta Tesi Doctoral, aquest volum correspon a l'utilitzat en la reaccié
d’escissi6 del péptid de la resina (15 mL de dissolucié d'1 % de TFA en DCM per gram de resina).
Tenint en compte que el reactor 1 té una capacitat de 150 mL i I'inflament de la resina amb DCM,
'escala maxima a la que es pot treballar en aquest reactor és de 10 g de resina.

4.1.2. INCORPORACIO DEL PRIMER AMINOACID A LA RESINA

La resina comercial 2-CTC (f = 1,40 mmols/g, Figura 8 A, apartat 3.1.2.2) va ser el suport
polimeric utilitzat per a dur a terme la sintesi en fase solida dels fragments peptidics protegits
7411 i 7005. Aquesta resina va ser escollida ja que es desitjava obtenir fragments peptidics
convencionals, és a dir, amb I'extrem carboxilic, i pels principals avantatges que presenta:’2111

1. Permet 'escissi6 del péptid de la resina en condicions acides suaus (1 % de TFA en
DCM) sense la pérdua dels grups protectors de les cadenes laterals dels aminoacids
trifuncionals.

2. Minimitza la racemitzacié durant la incorporacié del primer aminoacid ja que
I‘esterificacid no necessita I'activacio prévia de I'aminoacid. En sintesi de peéptids
utilitzant resines amb funcionalitzacié del tipus alcoxibenzilic, 'acoblament del primer
aminoacid a la resina necessita I'activacié del grup carboxilic, procés que es porta a
terme mitjancant la catalisi d’'una base.'? En canvi, en I'acoblament a la resina 2-
CTC es forma I'enllag éster entre el grup 2-clorotritil de la resina i el grup carboxilic
de I'aminoacid protegit a través d’'una reaccié de substitucié nucledfila unimolecular
(SN1), assistida per una base no nucledfila com la DIPEA (Esquema 16).

Rapid o Fmoc-aa —aa- .
ol O . e O () - Fmoc-aa-O Q -+ DIPEAHCI

DCM DIPEA cl O

Esquema 16. Reaccio d’'incorporacio del primer aminoacid a la resina 2-CTC.

3. Evita la formacié de DKP’s (Esquema 11, apartat 3.1.4.3) degut a I'impediment
esteric que provoca el grup clorotritil . 113.114
4. L’enllag ester és en general molt estable a les condicions experimentals utilitzades

per I'acoblament dels aminoacids.
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Un cop el primer aminoacid és acoblat a la resina, els centres reactius que romanen a la resina
s’eliminen amb MeOH per tal d’assegurar la correcta incorporacié dels segiients aminoacids en
I'ordre adequat de la seqiiéncia (capat de la resina).

4.1.3. QUANTIFICACIO DEL GRUP FMOC PER UV-VIs

La quantitat d’aminoacid incorporat a la resina en el primer pas de la sintesi s’ha de conéixer per
tal de determinar la quantitat de reactius que s’han d’afegir en els seguients passos de la sintesi,
aixi com el rendiment final de la mateixa. Per tal de determinar aquesta dada, el grup Fmoc de
I'aminoacid incorporat a la resina es quantifica per espectroscopia ultraviolat-visible (UV-Vis), a
partir de la mesura de I'absorbancia del subproducte N-(9-fluorenilmetil)piperidina (FM-pip), en
el seu maxim d’absorcié a 301 nm (¢ = 7800 M-1.cm-1, Esquema 17). Aquest subproducte s’obté
al desportegir el grup a-amino per tractament de la resina amb piperidina (20 % en DMF),115
procés que inicialment transcorre a través d’'un mecanisme de B-eliminacié per donar com a
subproductes CO: i dibenzofulvé (DBF). La posterior reaccié del DBF amb piperidina proporciona
'adducte abans esmentat mitjangant una reaccio tipus Michael. La nova funcionalitzacié de la
resina es calcula segons s’indica a I'apartat 8.4.1.3 (part experimental).

A L /\( Oc Oo ®

Fmoc-aminoacil-resina FM-pip

Esquema 17. Mecanisme d’eliminacio del grup Fmoc amb piperidina.

4.1.4. ELIMINACIO DEL GRUP FmMOC

En l'estudi de Master dut a terme anteriorment a la present Tesi Doctoral,1° la reacci6
d’eliminacié del grup protector Fmoc va ser estudiada per tal d’optimitzar el nimero de
tractaments de piperidina (Taula 3). La peptidil-resina va ser tractada amb una dissolucié de 20
% de piperidina en DMF (10 mL dissolucié/g de resina) durant 5 min. Passat aquest temps,
I'excés de piperidina, els subproductes de reaccio solubles i el dissolvent es van filtrar, es van
recollir en un bal6 i es van analitzar per cromatografia liquida d’alta resolucié acoblada a un
espectrometre de masses (HPLC-MS). En el cromatograma d’HPLC del filtrat es va observar un
pic amb una relaci6 massa/carrega (m/z) corresponent a 'adducte FM-pip amb una algada de
977 mAU.

Taula 3. Algada del pic de FM-pip en els cromatogrames d’HPLC dels diferents tractaments de la resina
amb piperidina.

Tractament Temps de reacci6 Alcada del pic de FM-pip
20 % piperidina en DMF P (265 nm)
1r 5 min 977 mAU
2n 2 min 14 mAU
3r 5 min 0 mAU
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Es van dur a terme dos tractaments més de piperidina en DMF (2 min i 5 min), i els filtrats es van
analitzar per HPLC. En el tercer rentat ja no es va observar el pic cromatografic de FM-pip i, per
tant, indicava que la reacci6 ja havia finalitzat. Amb aquests resultats, es va concloure que 2
tractaments de 5 min i 2 min eren suficients per I'eliminaci6 total del grup Fmoc, essent aquestes
les condicions que es van utilitzar per desprotegir els grups a-amino en fase solida en la present
Tesi Doctoral.

4.1.5. ACOBLAMENT D’AMINOACIDS

Les reaccions d’acoblament es van dur a terme utilitzant I'agent d’acoblament DIC en preséncia
de I'additiu HOBt per minimitzar reaccions secundaries com I'epimeritzacié o la formacié de N-
acilurea (apartat 3.1.4.1 i 3.1.4.3); a més, sOn reactius molt assequibles economicament. El
mecanisme de formacio de I'enllag peptidic en aquestes condicions es mostra en I

Esquema 8 A de l'apartat 3.1.4.1. El subproducte de la reaccié N,N-diisopropilurea i HOBt es
poden separar de la resina facilment per filtracié al ser solubles en els dissolvents organics
utilitzats en la sintesi.

4.1.5.1. TEST DE NINHIDRINA

La monitoritzacié dels acoblaments en les sintesis preliminars de 7005 i 7411 es va dur a terme
amb el test de ninhhidrina. Aguest test, anomenat també test de Kaiser,116 és un test colorimétric
qualitatiu que posa de manifest la preséncia o I'abséncia d’amines primaries lliures, i que es pot
realitzar en fase solida per tal d’obtenir informacio sobre la reaccié d’acoblament. El test es basa
en la reaccio de les amines primaries lliures que es troben a la peptidil-resina amb el reactiu de
ninhidrina per a la obtencié d’'un producte blau intens anomenat “blau de Ruhemmann”
(Esquema 18):

0O
o
o] > O (o]
NH
HO
HzN\_)J\o/O + 2 >§::|© _ + RH\)J\O/O + 3H,0

Ninhidrina "Blau de Ruhemmann"

Esquema 18. Reacci6 de les amines lliures de la resina peptidica amb el reactiu de ninhidrina.

La persisténcia del color groc inicial indica un test negatiu, és a dir, es considera que I'acoblament
és complert. Tanmateix, el color blau indica un test positiu, és a dir, la preséncia de grups a-
amino lliures i, consequentment, un acoblament incomplet de 'aminoacid. Un test positiu a les 3-
4 h de reacci6 va portar al reacoblament de 'aminoacid en condicions similars, procés que es va
repetir tantes vegades com va ser necessatri fins obtenir un test negatiu.

4.1.6. RENTATS DE LA RESINA

En els estudis precedents, es va desenvolupar un protocol per rentar la resina i assegurar
I'eliminacio dels subproductes solubles i 'excés de reactius després de la reaccié d’'incorporacié
del primer aminoacid, de les reaccions d’eliminacié de grup Fmoc i de les reaccions d’acoblament
de Fmoc-aminoacids. Aquest protocol consisteix en 2 rentats de 5 min de cada dissolvent (DMF,
DCM, IPA, DCM i DMF), utilitzant 10 mL de dissolvent per gram de resina per a cada rentat.
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Es va escollir aquesta seqléncia de rentats per tal d’afavorir la dissolucié de reactius i
subproductes tenint en compte el diferent inflament de la resina en aquests dissolvents, la qual
cosa facilita I'alliberament de reactius i subproductes de la trama polimeérica.

L’elongacié de la cadena peptidica es porta a terme mitjancant cicles repetitius d’eliminacié del
grup Fmoc i acoblament del segiient Fmoc-aminoacid. A causa de I'alta sensibilitat de la resina
2-CTC als ambients acids, les cadenes peptidiques es poden perdre prematurament. Depenent
de la longitud de la cadena, la sintesi en fase solida d’'un fragment peptidic pot durar dies, pel
gue es recomana deixar la peptidil-resina durant la nit sense el grup protector Fmoc de I'extrem
o-amino de la cadena peptidica. Aquests grups amino lliures poden neutralitzar les possibles
traces d’acid ambientals i minimitzar la pérdua prematura de les cadenes peptidiques. També es
recomana que abans de deixar la sintesi per un llarg periode de temps, I'Gltim rentat de la resina
sigui de DMF per evitar les traces acides que pot contenir el DCM.

4.1.7. EscISSIO DEL PEPTID DE LA RESINA

L’escissio del péptid de la resina 2-CTC (Esquema 19) es va dur a terme amb 3 tractaments
d’una dissolucié d’1 % de TFA en DCM (15 mL dissolucié/g de resina).

Esquema 19. Mecanisme de l'escissi6 del péptid de la resina amb tractament acid.

En els estudis precedents, la precipitacié dels fragments peptidics 7005 i 7411 es va dur a terme
al laboratori de la UB, descarregant el cru de reacci6é sobre un gran volum d’Et2O. A 'empresa,
al no treballar amb aquest éter per gqlestions de seguretat, es va utilitzar terc-butil metil eter
(TBME), un éter compatible amb els requeriments de la industria.

4.2. SINTESI PRELIMINAR DELS PEPTIDS 741117005

L’escala maxima de treball que es va dur a terme en els estudis precedents utilitzant les
condicions descrites en I'apartat anterior va ser de 7,0 mmols (5,0 g de resina 2-CTC). En I'assaig
de 7411 es va obtenir un rendiment de 58 % i una puresa cromatografica del producte desitjat de
93 %. Per a la sintesi de 7005, el rendiment de reacci6 va ser de 79 % i el producte desitjat es
va obtenir amb una puresa cromatografica del 91 %. En aquesta Tesi Doctoral es va realitzar una
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sintesi preliminar dels peptids protegits 7005 i 7411 a una escala de treball superior a la utilitzada
en els estudis precedents perdo emprant les mateixes condicions per a obtenir els péptids a escala
de laboratori (apartat 4.1).

4.2.1. SINTESIDE 7411_UB-19146

El primer assaig de sintesi en fase solida de 7411 (7411_UB-19146) es va dur a terme en el
reactor 1 (Figura 14, apartat 4.1.1) a I'escala de 9,5 mmols (6,8 g de resina 2-CTC). L’aminoacid
protegit Fmoc-Arg(Pbf)-OH es va incorporar a la resina utilitzant DIPEA en DCM (Esquema 20).
Després d’1,5 h de reaccié, es va afegir MeOH (0,8 mL/g de resina) per tal de bloquejar els
centres reactius de la resina que havien quedat sense reaccionar i la mescla es va agitar durant
1 h més (capat de la resina). La funcionalitzacié trobada per quantificacié de grups Fmoc va ser
de 0,42 mmols/g (apartat 4.1.3) i els rentats de la resina es van dur a terme seguint la seqiiencia
de dissolvents descrita a I'apartat 4.1.6.

o) 0
H H
N
Fmoc” \;)J\OH DIPEA (3,0 eq) Fmoc/N\.)J\O—O
CIO + = z
\L DCM (5 vol) \L
(1,5 eq)

NH NH

_Pbf
HNZN HN)\N,be
H H

resina 2-CTC

Esquema 20. Incorporacié de I'aminoacid Fmoc-Arg(Pbf)-OH a la resina 2-CTC.

L’elongacié de la cadena peptidica de 7411 es resumeix en 'Esquema 21. Les reaccions
d’eliminacio del grup Fmoc es van dur a terme amb 2 tractaments de 20 % de piperidina en DMF
(10 mL dissolucié/g de resina) de 5 min i 2 min (apartat 4.1.4). Les reaccions d’acoblament es
van realitzar utilitzant els aminoacids protegits amb el sistema estandard d’acoblament DIC/HOBt
(apartat 4.1.5), i es van monitoritzar amb el test de ninhidrina (apartat 4.1.5.1).
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20 % de piperidina

o Fmoc-Lys(Boc)-OH o)
' H
en DMF HoN HOBt i DIC
Fmoc”™ \)J\ O—> 2 \)J\O—O FmOC\H N\;)J\O—O
i -\L le} R

NH j\H NH
. Pbf _Pbf
NP P HNZ N NN
H H H
Fl’bf
HN N Boc\ HN/Boc
HN gy~ O~ ° 1) 20 % de piperidina
en DMF
H 0 0 H fe) H 0 2) Fmoc-aa,
HOBti DIC
N N N, N
Fmoc™ ™ \)J\” " H \;)LO—O
_\O B (0] (0] S -——
Y x 7 vegades
Bu

NH

HN)\H/be

Esquema 21. Elongacid de la cadena peptidica del fragment 7411.

En la Taula 4 es mostren els equivalents (eq) de reactius que es van utilitzar per a cada
acoblament. L’aminoacid es va reacoblar quan es va creure convenient en les etapes on el test
de ninhidrina indicava que la reaccié no havia finalitzat.

Taula 4. Condicions d’acoblament dels aminoacids en la sintesi de 7411_UB-19146.

Etapa Aminoacid Fmoc-ag,qu(()eBt i DIC Temps de reacci6 (h)

2 Fmoc-Lys(Boc)-OH 3,0 3,0

3 Fmoc-Ille-OH 3,0 6,0

4 Fmoc-Glu(‘Bu)-OH 3,0 4,0

5 Fmoc-Leu-OH 3,0 + 3,0 4,0+ 1,0%

6 Fmoc-Lys(Boc)-OH 3,0 + 3,0* 4,0 +1,0*

7 Fmoc-lle-OH 4,0 + 3,0* 2,5+3,0*

8 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 4,0 + 3,0 + 3,0* 4,0 + 2,0* + 4,0

9 Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 50 3,0

(*) Reacoblament

Els reacoblaments es van dur a terme en les etapes 5, 6, 7 i 8. En I'etapa 7, la quantitat de
reactius es va augmentar a 4 eq donat que en 'etapa anterior es va haver de reacoblar amb 3
eq; es va provar d’escurcar el temps de reaccié perd va ser necessari un nou reacoblament. En
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I'etapa 8 va ser necessari fins a 2 reacoblaments per a obtenir una ninhidrina negativa. La darrera
etapa es va dur a terme amb 5 eq inicials de reactius i la reaccié d’acoblament va finalitzar sense
la necessitat de reacoblar.

L’escissio del péptid de la resina (Esquema 22) es va dur a terme amb 3 tractaments de la
peptidil-resina amb una dissolucié d’'1 % de TFA en DCM (15 mL dissolucié/g de resina) de 5 min
cadascun (apartat 4.1.7).

Pbf
HN._NH  Boc. -B
°C~NH HN=0C
HN _0__0O
Bu
o) 0 0 0 o}
H H H H H
N N, N N N
Fmoc” \:)J\N “r" N \;)J\N "N \;)J\O—O
i H g Ho§ = H § Ho Loz
Bu
NH
_Pbf
HN)\N b
H
1 % de TFA en DCM
Pbf

.Boc

HN

_0.__0
Bu

0 0 0 o o}

H H H H H

N N, N N N

Fmoc” \.)J\N - N \.)J\N " N \.)J\OH
: H H : H H § _W\

NH

7411 HN)\N/be
H

Esquema 22. Escissio del peptid de la resina per obtenir 7411.

Cada dissoluci6 del tractament acid es va descarregar del reactor 1 a un bal6 amb TBME (4 vol
respecte el DCM) que contenia 1 eq de trietilamina (TEA), respecte el TFA, per neutralitzar el
filtrat. Es va observar la precipitacié d’'un solid molt fi, la filtracié del qual va ser tant lenta (més
de 4 h) que es va haver d’aturar el procés i concentrar el cru a pressio reduida fins a un volum
més petit. La suspensid resultant es va poder filtrar, obtenint-se el solid 7411 UB-19146-01
(rendiment del 40 %, calculat respecte la funcionalitzacié trobada després de I'acoblament del
primer aminoacid) amb una puresa cromatografica de 7411 (23,8 min) del 94,0 % (Figura 15).
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DADT A, SIg=220,4 Ref=off (C\CHEM32\A1260NT\DATAGE6AS 19G 18 2019-07-18 09-47-321519G 180000011.D)
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Figura 15. Cromatograma de 7411_UB-19146-01. (Métode A, veure apartat 8.3.3).
4.2.2. SINTESIDE 7005_UB-19166

La primera sintesi en fase solida de 7005 (7005 _UB-19166) es va dur a terme en el reactor 1
(Figura 14, apartat 4.1.1) a escala de 14,4 mmols (10,3 g de resina 2-CTC). L’aminoacid
comercial Fmoc-Leu-OH es va incorporar a la resina utilitzant DIPEA en DCM (Esquema 23).
Després d’'1,5 h de reaccid, es va dur a terme el capat de la resina amb MeOH (0,8 mL/g de
resina) i la mescla es va agitar durant 1 h més. La funcionalitzacié de I'aminoacil-resina va ser
de 0,71 mmols/g (apartat 4.1.3) i els rentats de la resina es van dur a terme seguint la seqiiéncia
de dissolvents descrita a I'apartat 4.1.6.

(0]
H H
N DIPEA (3,0 e N
CIO + Fmoc” \;)J\OH ( Rl = Fmoc” \)J\O~O
DCM (5 vol) <
resina 2-CTC Y Y

(1,5 eq)
Esquema 23. Incorporacié de I'aminoacid Fmoc-Leu-OH a la resina 2-CTC.

L’elongacié de la cadena peptidica de 7005 es resumeix en lEsquema 24. L’eliminacié del grup
Fmoc es va dur a terme amb 2 tractaments de 20 % de piperidina en DMF (10 mL dissolucié/g
de resina) de 5 min i 2 min (apartat 4.1.4). L’acoblament dels aminoacids es va realitzar amb el
sistema estandard DIC/HOB! (apartat 4.1.5) i es va monitoritzar amb el test de ninhidrina (apartat
4.1.5.1).
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20 % de piperidina O Fmoc-Val-OH,
en DMF H,N HOBt i DIC Fmoc\
Fmoc” —O ? JO—O JLO—O

Y T

Trt

(0] NH

1) 20 % de piperidina en DMF

(0]
H 2) Fmoc-aa / Boc-aa, HOBt i DIC
Boc. N N N
o \ j/\ o Y x 4 vegades

Esquema 24. Elongacio de la cadena peptidica del fragment 7005.

Enla Taula 5 es mostren els eq de reactius que es van utilitzar per a cada acoblament. En el cas
de l'ultim aminoacid (Etapa 6, Boc-lle-OH), el test de ninhidrina va indicar que la reaccio encara
no havia finalitzat a les 5 h, i es va reacoblar utilitzant 3 eq de reactius.

Taula 5. Condicions d’acoblament d’aminoacids en la sintesi de 7005_UB-19166.

Etapa Aminoacid Fmoc-ag,quC()eBt i DIC Temps de reaccio6 (h)
2 Fmoc-Val-OH 3,0 3,0
3 Fmoc-GIn(Trt)-OH 3,0 3,0
4 Fmoc-GIn(Trt)-OH 3,0 3,0
5 Fmoc-Asp(‘Bu)-OH 3,0 3,0
6 Boc-lle-OH 3,0 +3,0* 5,0 +1,0*

(*) Reacoblament

L’escissio del péptid de la resina (Esquema 25) es va dur a terme amb 3 tractaments de la
peptidil-resina amb una dissolucié d’1 % de TFA en DCM (15 mL dissolucid/g de resina) de 5 min
cadascun (apartat 4.1.7).
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Esquema 25. Escissi6 del péptid de la resina per obtenir 7005.

Les 3 dissolucions acides del cru en DCM es van descarregar del reactor 1 a un balé que contenia
TEA (1 eqrespecte el TFA) en DCM (2 vol). Donat que en la primera sintesi de 7411 va precipitar
un solid que va donar molts problemes en la filtracio, es van voler assajar unes noves condicions
per la precipitacié del péptid descrites a la literatura.1?2 Aixi, es va canviar el dissolvent del cru de
DCM per EtOH (4 vol) i, a continuacio, es va addicionar H20 (2 vol) gota a gota. El solid obtingut
no dipositava al parar I'agitacio, la filtracio de la suspensi6 va ser molt lenta i les aigiies mares
(AM) es van haver de tornar a filtrar per recuperar producte. Finalment, es va obtenir el solid
7005_UB-19166-01 (rendiment del 81 %, calculat respecte la funcionalitzacio trobada després
de l'acoblament del primer aminoacid) amb una puresa cromatografica de 7005 (22,7 min) de
93,7 % (Figura 16).

YWD1 A, Wavelength=220 nm (6664\S19H2802.D)
mAU

22.652

300+
7005 (93,7 %)
250+
200
150

100

50

18.171

Figura 16. Cromatograma de 7005_UB-19166-01. (Metode A, veure apartat 8.3.3).
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4.3. OPTIMITZACIO DELS PROTOCOLS SINTETICS DE 700517411

Els resultats obtinguts per a la sintesi de 7005 i 7411 en termes de rendiment i puresa
cromatografica van ser semblants als obtinguts en els estudis precedents®® utilitzant les mateixes
condicions experimentals. Prenent com a base aquests resultats, i amb la finalitat d’obtenir un
procés per a la sintesi de 7005 i 7411 escalable, eficient, econdmic i que permeti assegurar la
qualitat del producte final, es va proposar en aquesta Tesi Doctoral avancar en la consecucié
dels seguients objectius:

e Optimitzar els equivalents de reactius per tal d’evitar els reacoblaments d’aminoacids.

e Dissenyar nous reactors per a la SPPS.

e Desenvolupar metodes per a la monitoritzaci6 de les reaccions en fase solida.

e Optimitzar el protocol de rentats de la resina.

e Millorar la manera de precipitar els fragments peptidics després del tractament acidolitic
per tal de disposar d’'un procés rapid que doni un bon rendiment i una puresa
cromatografica que estigui d’acord amb els requeriments de qualitat.

e Escalar la sintesi dels fragments peptidics.
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4.3.1. OPTIMITZACIO DELS EQUIVALENTS DE REACTIUS

En les primeres sintesis en fase solida dels fragments peptidics 7411 i 7005, el reacoblament de
I'aminoacid es va dur a terme en les etapes d’acoblament en que el test de ninhidrina indicava
que la reaccié no havia finalitzat, és a dir, passat un temps minim de 2,5 h de reaccié. En el cas
de la sintesi de 7005, només I'dltim aminoacid de la cadena peptidica (Boc-lle-OH) es va haver
de reacoblar, pero en el cas de la sintesi de 7411, es van haver de reacoblar els aminoacids
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-lle-OH i Fmoc-Arg(Pbf)-OH, requerint I'Gltim dos
reacoblaments per a obtenir un test de ninhidrina negatiu.

A escala de laboratori, habitualment s’utilitzen 3 eq de reactius (Fmoc-aa, HOBt i DIC) i, pels
acoblaments que triguen més de 2 h en finalitzar, es prefereix reacoblar que allargar el temps de
reacci6. En canvi, en un context industrial, els reacoblaments d’aminoacid impliquen una gran
despesa de reactius i sobretot de dissolvents per rentar la resina, pel que és preferible fer un Gnic
acoblament emprant temps de reaccié més llargs de I'habitual o carregues inicials amb més
equivalents.

Per aquesta rag, en les seguents sintesis de 7411 i 7005 es van voler evitar els reacoblaments
carregant més equivalents de reactius (4 eq i 5 eq) dels habituals (3 eq) en les etapes
d’acoblament en que s’havia vist que trigaven més en finalitzar i el temps de reacci6 es va allargar
fins a obtenir un test de ninhidina que indicava que la reaccié s’havia completat.

4.3.1.1. SINTESIDE 7411_UB-21531

Una nova sintesi de 7411 (7411_UB-21531) es va dur a terme en el reactor 1 (Figura 14, apartat
4.1.1) auna escala de 6,9 mmols (4,9 g de resina 2-CTC). L’aminoacid comercial Fmoc-Arg(Pbf)-
OH es va incorporar a la resina amb les condicions ja descrites (apartat 4.2.1). La quantificacié
del grup Fmoc per UV-Vis (apartat 4.1.3) va donar un valor de 0,51 mmols/g. Les condicions
d’eliminacioé del grup Fmoc i d’acoblament d’aminoacids van ser similars a les descrites per
7411_UB-19146 (apartat 4.2.1), excepte pel que fa al nombre d’equivalents de reactius. En la
Taula 6 es mostren els equivalents de reactius que es van utilitzar per a cada acoblament i el
temps que va trigar la reacci6 en donar un test de ninhidrina negatiu.

Taula 6. Acoblament d’'aminoacids en la sintesi 7411_UB-21531 utilitzant el reactor 1.

Etapa Aminoacid Fmoc-ag,qugBt i DIC Temps de reaccio6 (h)
2 Fmoc-Lys(Boc)-OH 3,0 15
3 Fmoc-Ille-OH 4,0 2,0
4 Fmoc-Glu(‘Bu)-OH 4.0 2,0
5 Fmoc-Leu-OH 4,0 3,5
6 Fmoc-Lys(Boc)-OH 4,0 25
7 Fmoc-lle-OH 4,0 2,5
8 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 5,0 3,0
9 Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 50 3,5
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En aquesta sintesi es van emprar 4 eq de reactius a partir de 'acoblament de Fmoc-Ille-OH (etapa
3) i 5 eq de reactius en I'acoblament dels dos ultims aminoacids de la cadena peptidica de 7411
(etapes 8i9). L'augment d’equivalents en les etapes d’acoblament va permetre obtenir la cadena
peptidica desitjada sense la necessitat de reacoblar cap aminoacid.

L’escissio del péeptid de la resina es va dur a terme amb una dissolucié d’1 % de TFA en DCM
(15 mL dissolucié/g de resina) i les dissolucions obtingudes del tractament acid es van
descarregar del reactor 1 directament a una ampolla. El cru acidolitic es va analitzar per HPLC,
resultant una puresa cromatografica del 83,8 %, i es va dividir en diferents fraccions per fer
assajos de precipitacio (veure apartat 4.3.6.3.1).

4.3.1.2. SINTESIDE 7005_UB-19182

Una nova sintesi en fase sodlida de 7005 (7005_UB-19182) es va dur a terme en el reactor 1
(Figura 14, apartat 4.1.1) a una escala de 14,1 mmols (10,1 g de resina 2-CTC). L’aminoacid
comercial Fmoc-Leu-OH es va incorporar a la resina utilitzant les mateixes condicions que les
descrites en les primeres sintesis (apartat 4.2.2) i la funcionalitzacié final va ser de 0,86 mmols/g
(apartat 4.1.3).

En aquesta sintesi es va seguir el mateix criteri que per a la sintesi de 7411 _UB-21531, és a dir,
incrementar el nombre d’equivalents de reactius i allargar els temps de reaccié per evitar els
reacoblaments. Les condicions d’acoblament d’aminoacid que es van utilitzar es resumeixen en
la Taula 7.

Taula 7. Acoblament d’aminoacids en la sintesi 7005_UB-19182 utilitzant el reactor 1.

Etapa Aminoacid Fmoc-ag,qugBt i DIC Temps de reacci6 (h)
2 Fmoc-Val-OH 3,0 3,0
3 Fmoc-GIn(Trt)-OH 3,0 3,0
4 Fmoc-GIn(Trt)-OH 3,0 3,0
5 Fmoc-Asp(‘Bu)-OH 3,0 3,0
6 Boc-lle-OH 4,0 6,0

Tenint en compte el resultat obtingut per 7005_UB-19166 (apartat 4.2.2), en aquesta sintesi es
van utilitzar 4 eq de reactius per I'acoblament de I'Gltim aminoacid (Boc-lle-OH) i es va allargar el
temps de reacci6. La ninhidrina va indicar que la reaccio havia finalitzat a les 6 h, obtenint-se la
cadena peptidica desitjada sense la necessitat de realitzar cap reacoblament d’aminoacid.

L’escissio del péptid de la resina es va dur a terme amb condicions similars a les emprades a
I'assaig precedent i utilitzant TEA per la neutralitzacié del cru acidolitic (apartat 4.2.2), obtenint-
se 7005 amb una puresa cromatografica del 90,7 %. Aquest cru es va dividir per fer assajos de
precipitacio (veure apartat 4.3.6.2.1).

Un cop els equivalents de reactius per a la sintesi en fase solida dels péptids d’interés en el
reactor 1 s’havia optimitzat, i els reacoblaments s’havien evitat, es va continuar amb altres
objectius de la present Tesi Doctoral.
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4.3.2. DISSENY DE NOUS REACTORS

Un dels objectius principals d’aquesta Tesi Doctoral va ser dissenyar reactors alternatius al
reactor 1 (Figura 14, apartat 4.1.1), un reactor que és molt Gtil per a la sintesi de peptids en fase
solida, pero d’elevat preu i de temps d’entrega molt llarg. A causa de no poder disposar de més
equips com el reactor 1 per poder fer sintesis en paral-lel, i de la seva capacitat maxima de 150
mL que limita I'escala de treball a 10 g de resina, un dels reptes principals va ser dissenyar
reactors més assequibles i adequats a I'escala desitjada.

4.3.2.1. SISTEMES DUALS D’AGITACIO/FILTRACIO

Els reactors que s’utilitzen al departament d’l+D d’Esteve Quimica estan dissenyats per dur a
terme sintesi en solucié a escala de laboratori. Un exemple de reactor de 250 mL utilitzat
habitualment per sintesi en solucié es mostra en la Figura 17 (reactor 2). Aquest tipus de reactors
tenen dues parts independents: la primera consisteix en el cos encamisat (1) amb un tub de
descarrega (2) i una clau de descarrega (3) i, la segona part consisteix en la tapa amb tres boques
en els laterals (4) i una boca central per aplicar la guia per I'agitacié mecanica (5).

Camisa externa

Tub de descarrega
Clau de descarrega
Boca per a les carregues
Boca per agitacié6 mecanica

aprwdPRE

Figura 17. Reactor convencional de 250 mL utilitzat a 'empresa per sintesi en solucio (reactor 2).

En aquest reactor no es pot dur a terme SPPS ja que no disposa d’'un sistema de filtracié per
separar la resina del dissolvent. S’hauria doncs de descarregar tot el cru de reaccié (resina +
dissolvent) pel tub de descarrega i filtrar-lo en un sistema d’embut de Blichner i matras de
Kitasato per tal de separar la resina del dissolvent. Després, la resina s’hauria de tornar a
carregar al reactor i repetir aquest procediment totes les vegades que s’ha de filtrar al llarg de la
sintesi. Aquesta tasca és molt laboriosa i no és factible en un context de sintesi a gran escala.
Per tant, era necessari tenir un sistema de filtracié que permetés eliminar els dissolvents i deixar
la resina en el reactor.
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Com a solucio, es van dissenyar els sistemes duals d’agitacio/filtracié que es mostren a la Figura
18. Aquests sistemes consisteixen en una vareta de Hastelloy buida per dins a la qual es pot
acoblar un filtre porés mitjangant un sistema de rosca. Les pales es troben soldades al cos del
filtre pords o a la vareta, per tal de donar I'agitaci6 mecanica a aquest sistema. L’agitador A
(Figura 18, A) consisteix en un unic nivell d’agitacié amb tres pales inclinades en el seu extrem.
L’agitador B (Figura 18, B) consisteix en 3 nivells d’agitacié amb dues pales cada un, inclinades
en el seu extrem.

(A) Agitador A (B) Agitador B

Vareta de Hastelloy
Pales
Filtre poros

3

Figura 18. (A) Sistema dual d’agitacid/filtracié amb un nivell d’agitacié de 3 pales (agitador A). (B) Sistema
dual d’'agitacio/filtraciéo amb 3 nivells d’agitacid de dues pales cada un (agitador B).

El filtre pords (2 um de porositat) és un filtre metal-lic que s’utilitza habitualment per I'entrada de
les fases mobils en els instruments d’HPLC i té una distribucié uniforme dels porus i un disseny
anti-obstruccio (Figura 19).17 Aquest filtre és el punt clau d’aquests sistemes duals d’agitacio ja
que permet separar la resina dels dissolvents mitjancant el sistema de buit que es descriu a
continuacio.

Figura 19. Filtre pords utilitzat en els sistemes d’agitacio/filtracio.

62



CAPITOL 2: SINTESI DE 7005 1 7411 EN FASE SOLIDA

Les pales dissenyades d’agitacio/filtracid son compatibles amb els reactors convencionals de
'empresa, com per exemple el de la Figura 20, on l'agitador A es troba en el reactor 2 amb la
resina després de dur a terme una filtracio.

Figura 20. Reactor 2 amb I'agitador A i la resina després de la filtracio.

El sistema dual d’agitacid/filtracié dissenyat funciona a través d’un sistema de buit connectat a
I'extrem superior de la vareta de Hastelloy, tal i com es mostra en la Figura 21. El buit s’aplica a
través de la boca (5) del balo col-lector (6) connectat a la vareta per un tub (4), de tal manera que
el dissolvent que es troba en el reactor (1) passa al bald col-lector a través del filtre porés i de la
vareta de Hastelloy de 'agitador A (2). El balé col-lector es buida per la clau de descarrega (7).
Per poder agitar, I'extrem superior de la vareta de Hastelloy s’acobla I'agitador mecanic (3) a
través d'un forat que permet la connexié de la vareta al motor pel control de gir del tub. Per a
simplificar, al sistema format pel reactor 2 i 'agitador A s’anomenara reactor 2A, i reactor 2B quan
s’utilitzi el reactor 2 amb l'agitador B.
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Reactor 2
Agitador A
Agitador mecanic
Tub connector
Boca per aplicar el buit
Bald col-lector
Clau de descarrega

NoakrwbdER

Figura 21. Muntatge del reactor SPPS utilitzant el reactor 2 i I'agitador A (reactor 2A).

L’avantatge principal del sistema dual d’agitacio/filiracié respecte el reactor 1, és la seva
adaptabilitat als reactors convencionals de 'empresa per a dur a terme reaccions en solucio, amb
el consequent estalvi econdmic que suposa ho necessitar un reactor alternatiu per SPPS. A més
a més, a I'empresa es disposa de reactors amb diferents mides (250 mL, 500 mL, 1 L), el que
permet incrementar enormement I'escala de treball.

Els sistemes duals d’agitacidffiltracié es poden utilitzar durant la construccié de la cadena
peptidica tal com s’ha comentat abans sempre que es requereixi filtrar. Tanmateix, I'etapa
d’escissi6 del péptid de la resina mereix un tractament diferencial. Durant la SPPS, la filtracié
separa de la peptidil-resina la fase liquida no desitjada, amb els subproductes provinents dels
grups protectors i excés de reactius. En I'etapa d’escissié del péptid de la resina, el producte
desitjat passa al dissolvent, essent I'inic moment en que la fase liquida és la d’interés. En aquest
cas, per tal d’evitar que el producte es contaminés o precipités durant el procés, la solucié
peptidica no es va portar al balé col-lector; la soluci6 es va extreure amb cura per la sortida de
descarrega del reactor aprofitant que la resina flota en DCM. Aquest procediment es van dur a
terme amb totes les solucions procedents dels tractaments acids i dels rentats finals de la resina
amb DCM. En I'Ultim rentat, el romanent de DCM i la resina es van descarregar a un vas de
precipitats i la suspensié es va filtrar a pressié reduida per recuperar el maxim de cru peptidic.

El filtre GFD®Lab Nutsche (veure Figura 71, apartat 4.3.7.1), una versié més petita d’un filtre
assecador de produccio, es va utilitzar com a reactor per dur a terme I'escalat de la sintesi de
péptids en fase solida, tal i com es descriu més endavant en I'apartat 4.3.7.
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4.3.2.2. SPPS UTILITZANT ELS SISTEMES DUALS D’AGITACIO/FILTRACIO

Per tal d’assajar els sistemes duals d’agitacid/filtracid, es van sintetitzar els fragments peptidics
7005 i 7411 utilitzant els reactors 2A i 2B (apartat 4.3.2.1). Aixi doncs, I'agitador A es va utilitzar
per sintetitzar 7005 (7005_UB-21510) i 7411 (7411_UB-21550 i 7411_UB-21578). L’agitador B
només es va fer servir per sintetitzar un lot de 7411 (7411_UB-23401).

4.3.2.2.1. SINTESI DE 7005

La sintesi en fase solida de 7005 UB-21510 es va dur a terme utilitzant el reactor 2A a una
escala de 13,2 mmols (9,4 g de resina 2-CTC). L'aminoacid comercial Fmoc-Leu-OH es va
incorporar a la resina utilitzant les mateixes condicions que les descrites en la sintesi d'aquest
péptid amb el reactor 1 (apartats 4.2.2 i 4.3.1.2). La funcionalitzacio final va ser de 0,69 mmols/g
(apartat 4.1.3), molt semblant a I'assolida en la sintesi de 7005_UB-19166 (0,71, Taula 8) amb
el reactor 1. Es va considerar que la funcionalitzacié obtinguda era coherent si es té en compte
la reproductibilitat de resultats per 'acoblament del primer aminoacid que dona la resina 2-CTC.

Taula 8. Comparacié de les funcionalitzacions obtingudes per I'acoblament del primer aminoacid
en les sintesis de 7005.

Lot Reactor Grams de resina (g) Fur}ﬁi%”;gté?dé
UB-19166 Reactor 1 10,3 0,71
UB-19182 Reactor 1 10,1 0,86
UB-21510 Reactor 2A 9,4 0,69

La desproteccié del grup a-amino i 'acoblament dels aminoacids es va fer seguint les condicions
descrites per la sintesi del lot 7005_UB-19182 (apartat 4.3.1.2). Les reaccions d’acoblament van
finalitzar en 1,5-6,0 h sense la necessitat de dur a terme reacoblaments, tal com es va assolir
amb el reactor 1. L’escissio del péptid de la resina es va dur a terme en condicions similars a les
ja descrites, obtenint-se un cru acidolitic amb una puresa cromatografica del 91,0 % i perfil
cromatografic molt semblants als que va donar el lot 7005_UB-19182 (Taula 9). Aquests resultats
van posar de manifest que el reactor 2A amb un sistema dual d’agitacio/filtracié era potencialment
Gtil per a la SPPS.

Taula 9. Comparacio de les sintesis de 7005 utilitzant diferents reactors.

. . 0
Lot Reactor Reaccions d’acoblament % 700?(:;;5; HPLC
Reacoblaments Temps (h)
UB-19182 Reactor 1 No 3,0-6,0 90,7
UB-21510 Reactor 2A No 1,5-6,0 91,0

El cru acidolitic de 7005_UB-21510 es va utilitzar per dur a terme proves de neutralitzacié i
precipitacio (veure apartat 4.3.6.2.3).
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4.3.2.2.2. SINTESI DE 7411

Les sintesis en fase solida dels lots 7411 _UB-21550 i 7411 UB-21578 es van dur a terme
utilitzant el reactor 2A a les escales de 7,8 i 7,3 mmols (5,6 i 5,2 g de resina 2-CTC
respectivament), i la sintesi de 7411_UB-23401 es va realitzar a escala de 8,4 mmols (6,0 g de
resina) utilitzant el reactor 2B.

L’aminoacid comercial Fmoc-Arg(Pbf)-OH es va incorporar a la resina amb les condicions ja
descrites per a la sintesi d’aquest péptid amb el reactor 1 (apartat 4.2.1 i apartat 4.3.1.1). Es van
determinar funcionalitzacions (apartat 4.1.3) pels acoblaments fets amb els reactors 2A i 2B molt
semblants a les obtingudes en les sintesis de 7411 que es van dur a terme en el reactor 1 (Taula
10).

Taula 10. Comparacio de les funcionalitzacions obtingudes per I'acoblament del primer aminoacid
en les sintesis de 7411.

Lot Reactor Grams de resina (g) Fun(ﬂwgit/;.;tcié
UB-19146 Reactor 1 6,8 0,42
UB-21531 Reactor 1 49 0,51
UB-21550 Reactor 2A 5,6 0,48
UB-21578 Reactor 2A 52 0,49
UB-23401 Reactor 2B 6,0 0,41

Per tant, malgrat els resultats s6n una mica millors amb el reactor 2A que amb el reactor 2B,
sembla que hi ha poca influencia en el resultat amb el tipus d’agitacio.

L’eliminacié del grup Fmoc i I'acoblament dels aminoacids es va realitzar d’acord amb les
condicions descrites per a la sintesi del lot 7411 _UB-21531 (apartat 4.3.1.1). Tanmateix, no es
va poder evitar el reacoblament d’alguns aminoacids (Taula 11).
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Taula 11. Comparacio de les reaccions d’acoblament en les sintesis de 7411 utilitzant el reactor 1, el reactor 2A i el reactor 2B.

UB-21531 UB-21550 UB-21578 UB-23401
Etapa | Aminoacid acoblat (reactor 1) (reactor 2A) (reactor 2A) (reactor 2B)
. Temps de . Temps de . Temps de . Temps de
Eq reactius reacci6 (h) Eq reactius reacci6 (h) Eq reactius reacci6 (h) Eq reactius reacci6 (h)
2 Fmoc-Lys(Boc)-OH 3,0 15 3,0 4,0 3,0 25 3,0 4,0
3,0+1,0*+ 6,0 + 4,0* +
3 Fmoc-lle-OH 4,0 2,0 4,0 3,0 4,0 + 3,0* 5,0+ 1,5* 3.0% 4,0* 5.0%+ 4,0*
4 Fmoc-Glu(‘Bu)-OH 4,0 2,0 4,0 + 3,0* 6,0 + 4,0* 4,0 4,0 4,0 6,0
5 Fmoc-Leu-OH 4,0 3,5 4,0 4,0 4,0 2,0 4,0 5,0
6 Fmoc-Lys(Boc)-OH 4,0 2,5 4,0 + 3,0* 6,0 + 4,0* 4,0 3,0 4,0 5,0
7 Fmoc-lle-OH 4,0 25 5,0 4,5 4,0 3,0 4,0 6,0
8 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 5,0 3,0 5,0 2,5 4,0 2,0 4,0 5,0
9 Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 5,0 3,5 5,0 50 4,0 3,0 4,0 50

(*) Reacoblament
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En la sintesi del lot 7411 _UB-21550, el test de ninhidrina seguia indicant que la reaccié no havia
finalitzat a les 6 h de reaccio en les etapes 4 i 6. Per tant, es van reacoblar els aminoacids i a les
4 h la ninhidrina indicava que la reacci6 havia finalitzat. A partir de I'acoblament de Fmoc-lle-OH
en l'etapa 7 es van utilitzar 5 eq de reactius sense la necessitat de reacoblar. La resta d’etapes
d’acoblament van acabar en 2,5-5,0 h, és a dir, el temps es va allargar en alguns casos respecte
a la sintesi amb el reactor 1 (7411_UB-21531).

En la sintesi del lot 7411 _UB-21578, la ninhidrina va indicar que la reaccié no havia finalitzat a
les 5 h de reacci6 en I'etapa 3, pel que es va dur a terme el reacoblament de I'aminoacid (1,5 h).
Els altres acoblaments van finalitzar en 2,5-4,0 h. En aquest cas, es va poder reduir el nombre
d’equivalents en les etapes 8 i 9 respecte la sintesi en el reactor 1 (apartat 4.3.1.1).

Finalment, en la sintesi del lot 7411 _UB-23401, en la tercera etapa es van carregar per error 3
eq de reactius, en comptes de 4 eq, i la reaccié encara no havia finalitzat a les 6 h. Es va decidir
en aquell moment estudiar el reacoblament amb 1, 3 i 4 eq de reactius, realitzant escissions
d’aliquotes de la peptidil-resina després de cada reacoblament per tal de seguir per HPLC
I'evolucié dels productes de partida (veure apartat 4.3.3.1.3). Després dels reacoblaments, la
ninhidrina seguia indicant que la reaccié no havia finalitzat, i es va decidir seguir amb la sintesi
duent a terme el seguiment de les reaccions per HPLC (veure apartat 4.3.3.1). Aquestes etapes
d’acoblament van finalitzar a les 4,0 h de reaccid, ja que el producte de partida s’observava amb
una area menor a un 2,0 % per HPLC.

Resumint pel que fa als acoblaments d’aminoacids, al comparar els resultats que van donar els
lots de 7411 utilitzant el reactor 2A (UB-21550 i UB-21578), amb els resultats emprant el reactor
1 (UB-21531), es pot comprovar que els reacoblaments no es van poder evitar en algunes etapes
amb el reactor 2A, ja que la utilitzacié dels mateixos equivalents de reactius no va ser suficient
per dur a terme els acoblaments abans de 6 h. En les altres etapes, les reaccions van finalitzar
a temps molt semblants als de la sintesi en el reactor 1 (Taula 12). Per altra banda, es va poder
reduir el nombre d’equivalents en les dos darreres etapes de sintesi pels lots 7411 _UB-21578 i
7411 _UB-23401, fets als reactors 2A i 2B respectivament.

L’escissio del péptid de la resina es va dur a terme en condicions similars a les ja descrites,
obtenint-se crus amb les pureses cromatografiques que es mostren en la Taula 12. A efectes
comparatius, els perfils cromatografics dels crus finals dels lots de 7411 obtinguts amb els
reactors 1i 2 es mostren en la Figura 22.

Taula 12. Comparacio6 de les sintesis de 7411 utilitzant diferents reactors.

. , 0

Lot Reactor Reaccions d’acoblament % 741%(:;:3; HPLC
Temps (h) Reacoblaments
UB-21531 Reactor 1 1,5-3,5 No 83,8
Fmoc-Glu(‘Bu)-OH

UB-21550 Reactor 2A 2,5-5,0 Fmoc-Lys(Boc)-OH 83,4

UB-21578 Reactor 2A 25-4,0 Fmoc-lle-OH 92,4

UB-23401 Reactor 2B 40-6,0 Fmoc-lle-OH x3 78,5
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Cru de 7411_UB-21531 (reactor 1)
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Figura 22. Comparacio dels perfils cromatografics dels crus dels lots de 7411 obtinguts utilitzant diferents
reactors.

La impuresa majoritaria del cru de 7411_UB-21531 va eluir a 22,9 min i amb un 5,3 % d’area
cromatografica. Es va poder elucidar la seva estructura i es va comprovar que era una impuresa
aliena al procés de sintesi (veure apartat 4.3.4.1). Aquesta impuresa es va poder eliminar durant
el procés de precipitacio del cru (veure apartat 4.3.6.3.1).

El cru de 7411_UB-21550 no es va analitzar immediatament i es va deixar en nevera durant uns
dies. A l'analitzar-lo passat aquest temps es van detectar com a subproductes majoritaris el
péptid desprotegit a I'extrem a-amino (21,5 min, 1,9 %) i DBF (15,3 min, 3,2 %). La causa
d’aquesta desproteccié prematura roman fins ara sense explicacio.

El cromatograma del cru de 7411_UB-21578 va mostrar al péptid amb una alta puresa, atribuint-
se laimpuresa majoritaria (24,5 min, 1,3 %) al peptid 7411 més un residu d’arginina (veure apartat
4.3.4.1.2).

La puresa cromatografica del peptid obtingut en el cru de 7411_UB-23401 va ser la menor dels
quatre lots (78,5 %). El fet d’allargar considerablement la segona etapa degut als quatre intents
d’acoblament de Fmoc-lle-OH podria ser la causa d’aquest resultat. Per tal de confirmar aquesta
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suposicio, és a dir, I'efecte del reacoblament en la puresa cromatografica, es van fer alguns
assajos amb la peptidil-resina, tal com es descriu a I'apartat 4.3.3.1.3.

Malauradament, per falta de temps i per prioritzar altres linies d’investigacid, no es va fer una
nova sintesi amb el reactor 2B per poder tenir més informacioé sobre la idoneitat d’aquest reactor.
Tanmateix, el resultat preliminar assolit amb aquest reactor és prometedor, tal com es va
comprovar en la sintesi de 7411.

4.3.3. MONITORITZACIO DE LES REACCIONS EN SPPS

Durant el procés sintétic d’'un principi actiu és necessari I'analisi de les materies primeres i dels
intermedis generats per assegurar la qualitat del producte final. Aixi, es realitzen controls de les
mescles de reaccié per monitoritzar la seva evolucié. El control de procés (CP) consisteix en
'analisi d’'una aliquota del cru de reaccié en un moment determinat del procés sintétic per tal de
controlar I'estat de la reaccié. L’analisi del CP permet decidir si es continua amb el procés o s’ha
de prendre alguna mesura, tal com allargar el temps de reaccié o afegir més reactius. La
cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC) i la ressonancia magnética nuclear de protd (*H-
RMN) son técniques d’analisi utilitzades habitualment en el control de reaccions en solucié.

La monitoritzacié de la reaccié d’acoblament d’aminoacids en SPPS es realitza habitualment
mitjan¢ant un test off-line de ninhidrina (apartat 4.1.5.1) que posa de relleu la preséncia de grups
amino lliures a la resina i, per tant, indica si 'acoblament és complert o no. Tanmateix, el test de
ninhidrina presenta limitacions importants com la reactivitat amb altres amines que no son grups
amino lliures de la resina, la baixa eficacia que es troba amb proteines d’alt pes molecular per
impediment estéric i I'alta toxicitat del KCN utilitzat en la barreja.1® Malgrat els inconvenients que
presenta i que la informacié que proporciona és qualitativa, aquest métode és la tecnica més
ampliament utilitzada actualment per monitoritzar la reaccié d’acoblament. Per altra banda, no es
coneix fins el moment un métode quantitatiu per a obtenir informacié més precisa de qualsevol
procés sintetic en SPPS.

Un dels principals desavantatges de la sintesi en fase solida és la manca d’intermedis aillables,
el que no permet un control de puresa tan exhaustiu com en la sintesi en solucié. Al trobar-se la
cadena peptidica en creixement unida al suport poliméric durant la sintesi, habitualment no es
monitoritza la puresa cromatografica dels intermedis peptidics, si no que s’avalua la puresa del
péptid final una vegada s’ha escindit de la resina. No poder assegurar la qualitat del producte fins
finalitzar la sintesi resulta un gran inconvenient a escala industrial per no poder demostrar si la
sintesi esta funcionant correctament i, per tant, si el péptid final compleix amb els requeriments
de les autoritats reguladores. En cas contrari, la sintesi hauria suposat una gran despesa
econOmica en reactius, dissolvents, temps i recursos.

Per aquesta rad, en aquesta Tesi Doctoral s’ha desenvolupat un metode pel seguiment de les
reaccions en fase solida, que consisteix en dur a terme el tractament acidolitic d’'una aliquota de
la peptidil-resina en un moment determinat de la sintesi que es consideri oportu, i analitzar el cru
resultant per HPLC i/o 'H-RMN. Aquesta alternativa permet monitoritzar les reaccions
d’acoblament d’'una manera quantitativa, a més d’identificar possibles impureses que s’hagin
format durant el procés sintétic, aixi com conéixer si I'eliminacié del grup Fmoc ha estat
complerta, processos que no es controlaven fins ara.
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Per tal de dur a terme l'escissié del péptid d’'una aliquota de resina es va proposar utilitzar el
muntatge de la Figura 23, que consisteix en una xeringa de polipropilé amb un disc de filtre de
polietilé adaptada a un sistema per aplicar buit i un matras aforat per recollir els filtrats. L’agitacio
es realitza manualment amb una vareta de teflé.

A0

Figura 23. Muntatge per dur a terme I'escissio del péptid d’'una aliquota de resina (mg).

4.3.3.1. DESENVOLUPAMENT D’UN METODE D’HPLC PEL SEGUIMENT DE LA
SINTESI DE 7411

Es va escollir el péptid 7411 per assajar el seguiment de la sintesi mitjangant I'analisi dels crus
de reaccié per HPLC-MS pels problemes que es van trobar en determinats acoblaments
d’aminoacids. A més, 7411 és un péptid idoni per analitzar mitjangant HPLC donat que el primer
aminoacid que s’acobla a la resina (Fmoc-Arg(Pbf)-OH) té un grup protector molt bon cromofor
que permet seguir facilment amb aquesta técnica analitica el creixement de la cadena peptidica.

4.3.3.1.1. SINTESIDE 7411_UB-21550

En la sintesi de 7411 _UB-21550 que es va dur a terme en el reactor 2A amb les condicions
descrites en l'apartat 4.3.2.2.2, el test de ninhidrina va indicar que la reaccié encara no havia
finalitzat a les 6 h en l'acoblament corresponent al quart aminoacid (Fmoc-Glu(‘Bu)-OH)
(Esquema 26). Per aquesta rad, es va voler aplicar el métode de monitoritzacié en aquest punt
de lareaccié i avaluar el percentatge d’area per HPLC de producte de partida que quedava sense
reaccionar. Aixi doncs, una aliquota de resina es va mostrejar del cru de reaccié i es va transvasar
a la xeringa acoblada a un col-lector de filtrats. La resina es va rentar, es va substituir el col-lector
pel matras aforat (Figura 23, apartat 4.3.3) i la resina es va tractar amb una dissolucié d’1 % de
TFA en DCM. La solucio resultant del tractament acid es va recollir en el matras, es va diluir amb
DMF de qualitat HPLC i es va analitzar per HPLC-MS. Donat que el test de ninhidrina indicava
gue la reaccié no havia finalitzat, els valors de m/z que s’esperaven trobar en el cru eren els
corresponents al tripéptid de partida (H-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH) i al tetrapéptid resultant de
I'acoblament (Fmoc-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH).
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L’analisi ’HPLC-MS del cru obtingut (Figura 24) va permetre identificar els pics corresponents
al producte de partida (13,1 min) amb un 0,2 %, i al producte desitjat (19,6 min), amb una puresa
cromatografica del 74,5 %, indicant que la reacci6 havia practicament finalitzat. A més a més, en
I'analisi del cru es van detectar tres productes amb temps de retencié de 9,8 min (6,5 %), 21,1
min (1,5 %) i 22,9 min (12,3 %) amb m/z de 427,20, 1583,78 i 391,29, respectivament. Aquestes
impureses es van assignar a 'aminoacid d’arginina (H-Arg(Pbf)-OH), a un pentapéptid amb dos
residus d’arginina (Fmoc-Glu('Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-OH) i al plastificant ftalat de
diisooctil (DIOP), respectivament. La identitat d’aquests productes es va establir tal com es

descriu a 'apartat 4.3.4.
DIC, HOBt
/{\)'L/O;’Fmoci‘/(&/{\*o

Iz

6 h, test de ninhidrina positiu

NH NH

HN}\N/be HN}\H/PM
H

Y

Aliguota de resina
Rentats amb DMF/DCM
1% de TFA en DCM
Analisi per HPLC-MS

HN Bu
0._0
o} o) o] o}
H H H
HoN, N Fmoc-. N, N
280 NN \;AOH - moc~y N \;AOH
Hoo \L H o H o \L
NH NH
. _Pbf
N NN
H H
H-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH Fmoc-Glu('Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH

Esquema 26. Acoblament del quart aminoacid (Fmoc-Glu(‘Bu)-OH) en la sintesi de 7411 _UB-21550.
Protocol experimental utilitzat per I'analisi per HPLC-MS a les 6 h de reaccio.
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (66641519L0203.D)

mAU Test de ninhidrina positiu

19.629

Fmoc-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-
200 Arg(Pbf)-OH (74,5 %)
Fmoc-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-
Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-OH (1,5 %)
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H-Arg(Pbf)-OH

22875
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Figura 24. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina a les 6 h d’acoblament del quart
aminoacid (Fmoc-Glu(‘Bu)-OH) en la sintesi de 7411_UB-21550. (Métode A, veure apartat 8.3.3).

A diferéncia del test de ninhidrina, I'analisi del cru per HPLC va permetre detectar el producte de
partida i el producte final de la reaccid, encara que els percentatges son orientatius degut als
diferents factors de resposta dels productes. En qualsevol cas, era una clara evidéncia de que la
reaccio s’estava desenvolupant correctament i que el producte desitjat s’estava formant. A més,
es van poder identificar algunes impureses que es van formar al llarg del procés.

Per tal d’assolir un test de ninhidrina negatiu i avaluar I'efecte del reacoblament en la puresa
cromatografica del producte final, es va dur a terme el reacoblament de Fmoc-Glu(‘Bu)-OH
utilitzant 3 eq de reactius. A les 4 h de reaccio, el test de ninhidrina va indicar que la reacci6é havia
finalitzat i es va dur a terme I'analisi d’'una aliquota de la peptidil-resina. El cromatograma obtingut
es mostra en la Figura 25.

mAU
mi Fmoc-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-
H-Arg(Pbf)-OH Arg(Pbf)-OH (75,5 %)

(7,37%) /

VWD1 A, Wavelength=220 nm (6664\519L0311.D)

Test de ninhidrina negatiu

9825
19676

] DIOP (4,7 %)
200 % /
150 H-lle-Lys(Boc)- Fmoc-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-
] Arg(Pbf)-OH (0,2 %) Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-OH (2,4 %)
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Figura 25. Cromatograma del cru acidolitic d'una mostra de peptidil-resina després de reacoblar Fmoc-
Glu('Bu)-OH en la sintesi de 7411_UB-21550.- (Metode A, veure apartat 8.3.3).

En el cromatograma es va poder observar el producte de la reaccié (Fmoc-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-
Arg(Pbf)-OH, 19,7 min), amb una puresa cromatografica de 75,5 %, acompanyat de les tres
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impureses abans esmentades. El DIOP es va detectar en un percentatge menor (4,7 %) que
I'obtingut abans del reacoblament (12,3 %), pero la puresa cromatografica del producte desitjat
no va variar significativament ja que altres impureses desconegudes havien augmentat.
Tanmateix, el percentatge d’area del producte de partida (H-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH, 13,2 min)
va ser del 0,18 %, molt semblant a I'obtingut abans del reacoblament (0,20 %). El fet que el test
de ninhidrina indiqués que la reaccié havia finalitzat es pot explicar si la quantitat de producte de
partida es propera al nivell de deteccié de la ninhidrina, el qual s’estima d’un 99 %, un altre
argument a favor de la técnica cromatografica per concloure si realment roman producte de
partida.

La sintesi de 7411 _UB-21550 es va continuar amb l'etapa d’eliminacié del grup Fmoc del
tetrapéptid ancorat a la resina (Esquema 27). Per tal de comprovar si la reaccid havia finalitzat,
es va dur a terme I'analisi de la peptidil-resina després de dos tractaments amb piperidina.

L’analisi dHPLC-MS del cru obtingut (Figura 26) va mostrar un pic majoritari corresponent al
tetrapeptid desitjat (H-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH, 14,7 min), i va confirmar que la
conversid havia estat quantitativa per I'abséncia de producte de partida. Com era d’esperar, el
pic de la impuresa corresponent al pentapéptid amb I'extrem a-amino protegit amb el grup Fmoc
no es va detectar; tanmateix, les impureses a 9,8 min (H-Arg(Pbf)-OH) i 22,8 min (DIOP) si que
es van observar novament al cromatograma.

:Bu :Bu
0._0 0_0
o 20 % de piperidina o 0
H en DMF H H
Fmoc. N, \)J\ /O N, N\)J\ /O
” 2 tractaments  H2N ” Y
O (5 min + 2 min) (0] 0o B

de 10 mL dissolucié/g resina

NH \|\NH
HN)\N/be HN)\N,be
H H

Aliguota de resina
Rentats amb DMF/DCM
1 % de TFA en DCM
Analisi per HPLC-MS

'Bu Bu
|
0._0 0._0
H Q H o
+ N,
Fmoc\N N, \)J\OH HoN . \)J\OH
Ho o
NH NH
_Pbf
P P Ny
H H

Fmoc-Glu('Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH

H-Glu('Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH

Esquema 27. Eliminacio del grup Fmoc del residu d’acid glutamic en la sintesi de 7411_UB-21550. Protocol
experimental utilitzat per I'analisi per HPLC després del tractament amb piperidina.
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (6664\S19L0502.D)
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Figura 26. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de tetrapeptidil-resina després del tractament amb
piperidina en la sintesi de 7411_UB-21550. (Métode A, veure apartat 8.3.3).

Amb aquests resultats es va poder concloure que els dos tractaments de piperidina son suficients
per portar a terme I'eliminacié del grup Fmoc i que el métode de seguiment per HPLC pot ser
molt atil també en aquest cas, no solament per confirmar que la reaccié ha tingut lloc com
s’esperava, sind també per comprovar la qualitat del producte de la reaccio.

La Taula 13 recull els resultats obtinguts per HPLC-MS en el seguiment dels acoblaments
posteriors al quart aminoacid, en comparacié amb el test de ninhidrina. Tal i com s’observa en
els resultats, el test de ninhidrina va ser negatiu quan encara s’observava producte de partida
per HPLC, el que posa de manifest el limit de deteccié del test. Aquests romanents de reactius
constitueixen un risc potencial ja que poden incidir negativament en la puresa del producte final
dificultant la purificacié del mateix. En aquest sentit, s’hauria d’establir un limit per HPLC de
producte de partida de cada etapa de sintesi per sota del qual no es comprometi la puresa
cromatografica del producte final i, per tant, es compleixin les especificacions de puresa
establertes per les entitats reguladores. Al final de la sintesi caldra fer una analisi de les
impureses presents i avaluar la necessitat d’utilitzar agents d’acoblament més eficients. Per altra
banda, les reaccions d’eliminacié del grup Fmoc es van seguir per HPLC i no es va detectar (n.d)
producte de partida després dels dos rentats amb piperidina en cap de les etapes, el que indicava
que el tractament era eficient per tal d’obtenir una conversié quantitativa.

Pel que fa a les tres impureses abans esmentades (Figura 24), 'arginina protegida a la seva
cadena lateral i 'agent plastificant DIOP es van detectar al cromatograma del cru del nonapéptid
desitjat. En relacio a la impuresa del pentapéptid amb dos residus d’arginina, en el cromatograma
de I'acoblament de l'tltim aminoacid de la cadena de 7411 (Fmoc-Ser('Bu)-OH) es va observar
una impuresa corresponent a un decapéeptid amb dos residus d’arginina, resultant de
I'acoblament successiu de la resta d’aminoacids de la cadena al pentapéptid.
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Taula 13. Seguiment de les reaccions d’acoblament i eliminaci6 del grup Fmoc en la sintesi de 7411_UB-21550.

HPLC

. Test T t i4 % %%
Etapa Producte final inhidri emps retencio 0 0

ninhidrina | producte final Producte Producte

(min) final de partida
Acoblament Fmoc-Leu-OH Fmoc-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH Negatiu 20,5 74,7 0,5
Eliminacié grup Fmoc H-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH - 15,3 53,8 n.d
Acoblament Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Lys(Boc)-Leu-Glu('Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH Positiu 21,2 73,5 15
Recoblament Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Lys(Boc)-Leu-Glu('Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH Negatiu 21,2 72,2 1,0
Eliminacié grup Fmoc H-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH - 16,8 74,3 n.d
Acoblament Fmoc-lle-OH Fmoc-lle-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH Negatiu 22,0 78,2 2,6
Eliminacié grup Fmoc H-lle-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH - 17,1 78,4 n.d
Acoblament Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fmoc-Arg(Pbf)-lle-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH Negatiu 22,5 83,0 0,3
Eliminacié grup Fmoc H-Arg(Pbf)-lle-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH - 18,9 76,0 n.d
Acoblament Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 7411 Negatiu 23,8 83,6 1,1
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4.3.3.1.2. SINTESIDE 7411_UB-21578

En la sintesi de 7411_UB-21578 que es va dur a terme en el reactor 2A (apartat 4.3.2.2.2), el
test de ninhidrina va indicar que la reaccidé encara no havia finalitzat a les 5 h de reaccié en
'acoblament del tercer aminoacid (Fmoc-lle-OH) (Esquema 28), motiu pel qual es va voler
avaluar per HPLC la composici6 del cru de reaccio. A diferéncia del que es va fer per 7411_UB-
21550, en aquest cas es van prendre dues aliquotes de diferents parts de la resina per tal de
comprovar la uniformitat del resultat de I'analisi, i cada aliquota es va dividir en dues fraccions.
Una fraccid es va analitzar amb ninhidrina i I'altra fraccié es va tractar amb TFA en les condicions
ja descrites. La dissolucio resultant d’aquest tractament es va analitzar per HPLC-MS (Figura
27).

5 h, test de ninhidrina positiu

NH NH
. Pbf

N HN)\N

H

test de ninhidrina

HN/Boc HN,Boc
e} (0] (0] (0]
H H DIC, HOBt H H
N, QT N, N QD
Fmoc ’ OH + H2N : 0 DMF Fmoc H : 0
o) \L o) \L

test de ninhidrina

Rentats amb DMF/DCM Rentats amb DMF/DCM
1% de TFA en DCM 1% de TFA en DCM
Analisi per HPLC-MS Analisi per HPLC-MS
HN,Boc HN/BOC
O (0} O
H H H
N N, N
H2N/g‘/H \;)J\OH + Fmoc™ ™ H/{ \:)J\OH
(0] \ (0] \
NH NH
HN)\N’be HN)\N’be
H H
H-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH Fmoc-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH

Esquema 28. Acoblament del tercer aminoacid (Fmoc-lle-OH) en la sintesi de 7411_UB-21578. Protocol
experimental utilitzat per I'analisi per HPLC a les 5 h de reacci6.
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Figura 27. Comparacio dels cromatogrames dels crus acidolitics de les dues mostres de peptidil-resina
després de I'acoblament del tercer aminoacid (Fmoc-lle-OH) en la sintesi de 7411_UB-21578.

Els test de ninhidrina de les dues aliquotes van indicar que la reaccié no havia finalitzat i les
analisis d’'HPLC dels crus acidolitics de les dues aliquotes de resina van mostrar perfils
cromatografics similars, amb percentatges de 0,6 % i 0,7 % de producte de partida (H-Lys(Boc)-
Arg(Pbf)-OH, 12,7 min), i pureses cromatografiques del 92,0 % i 93,9 % de producte final (Fmoc-
lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH, 18,5 min). Aquests resultats van confirmar que el métode d’analisi per
HPLC dels crus de reacci6 era reproduible pel que fa a la presa de mostra.

En els cromatogrames dels crus acidolitics (Figura 27) també es va detectar la impuresa H-
Arg(Pbf)-OH (9,8 min) al voltant del 2 % i la impuresa corresponent al tetrapeptid amb dos residus
d’arginina (Fmoc-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-OH, 20,1 min) en un 0,8 %. El DIOP ja no es va
detectar degut a les mesures que es van prendre un cop determinada la seva estructura i
provinenca (veure apartat 4.3.4.1.3).

Com que la reaccié encara no havia finalitzat, es va dur a terme el reacoblament del tercer
aminoacid (Fmoc-lle-OH). A les 1,5 h de reaccio, el test de ninhidrina va ser negatiu i el cru
acidolitic d’'una aliquota de peptidil-resina es va analitzar per HPLC-MS (Figura 28). En aquest
cas es va prendre una aliquota Unicament.
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VWD1 A, Wavelength=210 nm (6664\S20A2808.D)
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Figura 28. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina després de reacoblar Fmoc-lle-
OH en la sintesi de 7411_UB-21578. (Métode A, veure apartat 8.3.3).

Com ja s’havia comprovat en resultats anteriors, reacoblar no va ser suficient per consumir el
producte de partida malgrat el resultat negatiu del test de la ninhidrina. La puresa cromatografica
del producte principal després del reacoblament es va mantenir (93,0 % (mitjana de les dues
aliquotes) i 93,1 %). Els resultats dHPLC van ser consistents mostrant resultats molt similars,
tanmateix, la ninhidrina va donar un resultat inesperat i la informacié complementaria provinent
de l'analisi per HPLC va ajudar a determinar I'abast de la reaccio.

La sinteside 7411 UB-21578 es va continuar fins a completar el fragment peptidic, amb els tests
de ninhidrina negatius per tots els acoblaments encara que en la majoria dels casos s’observava
producte de partida per HPLC (Taula 14). En aquesta sintesi també es va dur I'analisi dHPLC
després de I'eliminacié del grup Fmoc i en cap cas es va detectar producte de partida en el
cromatograma corresponent al cru acidolitic, el que indicava reaccions quantitatives utilitzant els
tractaments de piperidina.

79



CAPITOL 2: SINTESI DE 70051 7411 EN FASE SOLIDA

Taula 14. Seguiment de les reaccions d’acoblament en la sintesi de 7411_UB-21578.

Aminoacid acoblat - Temp.s: Test HPLC
Etapa (eq) Producte final MEEEE© ninhidrina | Temps de retencié | % Producte | % Producte
(h) producte final (min) final de partida
1 FmOC'A(rlggbf)'OH Fmoc-Arg(Pbf)-OH 25 - 16,2 98,6 -
2 Fmoc"-(y;g"c)'o“ Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 5,0 Negatiu 17,7 94,9 2,1
3 Fmoc-lle-OH (4,0) Fmoc-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 15 Positiu 18,5 92,9* 0,7*
3* Fmoc-lle-OH (3,0) Fmoc-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 4,0 Negatiu 18,5 93,2 0,6
-Glu('Bu)-
4 Fmoc (?!1“(())'3”) OH Fmoc-Glu(Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 2.0 Negatiu 19,6 92,8 n.d
5 Fmoc-Leu-OH (4,0) Fmoc-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 3,0 Negatiu 20,5 88,2 0,1
Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)- .
6 (4.0) Arg(Pbf)-OH 3,0 Negatiu 21,2 87,1 0,5
e Fmoc-lle-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)- .
7 Fmoc-lle-OH (4,0) Arg(Pbf)-OH 2,0 Negatiu 22,0 88,1 0,8
Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fmoc-Arg(Pbf)-lle-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle- .
8 (4.0) Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 3,0 Negatiu 22,5 86,9 0,5
-Ser('Bu)-
9 Fmoc S(zr(())B”) OH 7411 25 Negatiu 23.8 87.7 1,3

(*) Reacoblament
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4.3.3.1.3. SINTESIDE 7411_UB-23401

La sintesi de 7411 _UB-23401 es va dur a terme en el reactor 2B amb les condicions que s’han
descrit en lapartat 4.3.2.2.2. Malauradament, en I'etapa d’acoblament del tercer aminoacid
(Fmoc-lle-OH) es van carregar per error 3 eq de reactius en comptes de 4 eq, i el test de
ninhidrina va indicar que la reaccié encara no havia finalitzat a les 6 h. Es va analitzar el cru de
reaccié per HPLC, determinant-se un 1,3 % de producte de partida sense reaccionar (H-
Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH, 12,6 min) (Figura 29).

DAD1 A, Sig=220.4 Ref=cff (C:\Chem32\A1260N4\DATAGE64_2\520B21 2020-02-21 08-30-21\5208210000002.D)
T =
" p Test de ninhidrina positiu
300;
250 Fmoc-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH
] (92,3 %)
200 /
150;
1 H-Lys(Boc)-
%7 Arg(Pbf)-OH (1,3 %)
50; ‘
] B 2 . P
5 3 el lg 8 8 ‘ ER o
1 ML S
' o " » 30 mir]

Figura 29. Cromatograma del cru acidolitic de la mostra de peptidil-resina a les 6 h d’acoblament del tercer
aminoacid (Fmoc-lle-OH) en la sintesi de 7411_UB-23401. (Metode A, veure apartat 8.3.3).

En aquest punt, es va decidir aprofitar aquesta sintesi per avaluar per HPLC la disminucié de
producte de partida i I'impacte en la puresa cromatografica del producte final al dur a terme
reacoblaments amb 1, 3 i 4 equivalents de reactius. El perfil cromatografic obtingut al reacoblar
amb 1 eq de reactius (Figura 30) va ser molt semblant a l'inicial (Figura 29), indicant que aquest
reacoblament no va tenir gairebé efecte pel que fa al dipeptid de partida romanent. Es va observar
un resultat molt semblant després de tractar la resina amb 3 eq de reactius (Figura 31, A), i una
lleu disminucié del producte de partida (0,7 %) respecte I'observat inicialment (1,3 %) després
d’intentar reacoblar amb 4 eq de reactius (Figura 31, B) . Tanmateix, la puresa cromatografica
del producte final es va veure notablement afectada amb una disminucié al 84,0 % degut a
I'aparicié de noves impureses en el cru.

Una vegada més, I'analisi dels crus van mostrar que la utilitzacié d’excessos de reactius no era
suficient per consumir el producte de partida i reduia la puresa cromatografica del producte final.
Tenint sempre present que el factor de resposta influeix en els resultats per HPLC, es va decidir
prescindir dels reacoblaments tot i que el test de ninhidrina indiqués que la reaccié no havia
finalitzat (Taula 15). Aixi, a I'observar per HPLC una disminucié del producte de partida a
percentatges inferiors del 2,2 % a les 5-6 h, la reaccié d’acoblament es va donar per finalitzada i
es va seguir amb la segiient etapa. Tal com mostra la Taula 15 els péptids de delacio i les noves
impureses desconegudes generades van fer disminuir la puresa cromatografica de I'intermedi
peptidic a mesura que avangava l'elongacioé de la cadena peptidica, obtenint-se un cru acidolitic
de 7411 amb una puresa cromatografica més baixa (73,0 %) de les que s’havien observat en
altres sintesis (al voltant del 85 %). Aquests resultats van fer desestimar la utilitzacié d’aquest lot
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en els assajos d’acoblament de fragments en solucid. Es desconeix la rad per la qual no va ser

possible aconseguir un rendiment quantitatiu a 'acoblament del tercer aminoacid.

mAU ]
300—:
250—i
200—:

] H-Lys(Boc)-

1 Arg(Pbf)-OH (L,2 %)

100

50—

18.367

DAD1 A, Sig=220.4 Ref=off (C:\Chem32\A1260N4\DATA6E664_21S20B21 2 2020-02-21 14-12-4315208210000005
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Figura 30. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina després de reacoblar Fmoc-lle-

OH utilitzant 1 eq de reactius en la sintesi de 7411_UB-23401. (Métode A, veure apartat 8.3.3).
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Figura 31. Comparaci6 dels cromatogrames dels crus acidolitics de les dues mostres de peptidil-resina
després de reacoblar Fmoc-lle-OH utilitzant (A) 3 eq i (B) 4 eq de reactius en la sintesi de 7411_UB-23401.
(Métode A, veure apartat 8.3.3).
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Taula 15. Seguiment de les reaccions d’acoblament en la sintesi de 7411_UB-23401.

L Temps HPLC
Aminoacid acoblat d final - Test
Etapa (eq) Producte fina TERIEE @ ninhidrina Temps de retencio % Producte | % Producte
(h) producte final (min) final de partida
1 FmOC'A(rlgéF)’bf)'OH Fmoc-Arg(Pbf)-OH 15 - 16,1 99,3 -
2 Fmoc"-g’gsg?oc)o“ Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 40 Negatiu 17,4 95,0 1,0
3 Fmoc-Ille-OH (3,0) Fmoc-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 6,0 Positiu 18,4 92,3 1,3
3* Fmoc-lle-OH (1,0) Fmoc-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 4,0 Positiu 18,4 91,9 1,2
3* Fmoc-Ille-OH (3,0) Fmoc-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 5,0 Positiu 18,5 90,2 1,2
3* Fmoc-lle-OH (4,0) Fmoc-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 4,0 Positiu 18,5 84,0 0,7
-Glu(‘Bu)-
4 Fmoc CZL"”(())B“) OH Fmoc-Glu('Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 6,0 Positiu 19,6 85,7 0.4
5 Fmoc-Leu-OH (4,0) Fmoc-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 5,0 Positiu 20,5 85,2 0,3
Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)- )
° (4,0) Arg(Pbf)-OH 5.0 21,0 78,9 2,1
e Fmoc-lle-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)- )
7 Fmoc-Ille-OH (4,0) Arg(Pbf)-OH 6,0 21,8 76,2 2,2
Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fmoc-Arg(Pbf)-lle-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle- )
8 (4,0) Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH 5.0 22,5 67,6 0,2
-Ser(‘Bu)-
9 Fmoc S(jr(())B“) OH 7411 5,0 - 23,8 73,0 0,4

(*) Reacoblament
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4.3.3.2. RMN COM A EINA ALTERNATIVA A L’HPLC PEL SEGUIMENT DE LES
REACCIONS EN FASE SOLIDA: SINTESI DE 7005

En l'anterior apartat s’ha descrit el desenvolupament d’'una metodologia alternativa pel seguiment
de les reaccions en fase solida per HPLC en la sintesi de 7411. Aquesta técnica va ser molt Util
en aquest cas ja que el primer aminoacid incorporat a la resina, I'arginina, t& com a grup protector
un molt bon cromofor (Pbf), fet que facilita el seguiment per UV-Vis de totes les etapes sintétiques
posteriors. En canvi, els dos primers aminoacids de 7005 que s’acoblen a la resina (leucina i
valina) sén bifuncionals i no contenen grups cromofors, dificultant per tant la deteccié per HPLC
dels intermedis resultants de 'eliminacié del grup Fmoc abans d’acoblar el segiient aminoacid.
Per aquesta rao, es va desenvolupar un metode per seguir els dos primers acoblaments per tH-
RMN i, a partir de 'acoblament del tercer aminoacid (Fmoc-GIn(Trt)-OH), amb un grup cromofor
a la cadena lateral, es van seguir les reaccions per *H-RMN i HPLC per poder comparar les dues
metodologies analitiques.

A diferéncia de I'HPLC, el TH-RMN permet quantificar directament mitjancant la integracio de
senyals a I'espectre, és a dir, sense la necessitat de determinar factors de resposta com és el
cas de I'HPLC. Per exemple, en relacié a I'acoblament d’'un aminoacid, calia doncs buscar
senyals del producte de partida i del producte final ben resoltes per poder determinar la relacio
entre els dos productes per integracié dels senyals corresponents. Per tant, es van dur a terme
tractaments acidolitics d’aliquotes i els crus obtinguts es van analitzar per *H-RMN.

4.3.3.2.1. SINTESI DE 7005_UB-23417

Es va realitzar una nova sintesi de 7005 (7005_UB-23417) a escala d’1,4 mmols (1,0 g de resina
2-CTC), utilitzant el muntatge amb xeringa de la Figura 23 (apartat 4.3.3) per tal d’assajar el
seguiment de les reaccions d’acoblament i eliminacié del grup Fmoc per H-RMN.

L’aminoacid comercial Fmoc-Leu-OH es va incorporar a la resina utilitzant les mateixes
condicions que les ja descrites a I'apartat 4.2.2, i amb una funcionalitzacio final de 0,49 mmols/g
(apartat 4.1.3). L’eliminacié del grup Fmoc i 'acoblament dels aminoacids es van dur a terme en
les condicions habituals (apartats 4.1.4 i 4.1.5, respectivament).

La primera reacci6é que es va monitoritzar per *H-RMN va ser 'acoblament del segon aminoacid
(Fmoc-Val-OH) a I'aminoacid leucina incorporat a la resina (Esquema 29). Passada 1 h de
reaccio, el test de ninhidrina va indicar que I'acoblament havia finalitzat. Per tant, es va prendre
una aliquota de resina i es va transvasar a la xeringa acoblada a un col-lector de filtrats. La resina
es va rentar, es va substituir el col-lector per un bal6é de 10 mL i la resina es va tractar amb una
dissolucié d’1 % de TFA en DCM. El dissolvent es va eliminar a pressié reduida i el residu
resultant es va dissoldre en MeOD per tal de dur a terme el primer control de procés (CP1).
Previament, abans d’iniciar la reaccié d’acoblament s’havia realitzat el mateix procediment per
I'analisi d’una aliquota d’aminoacil-resina (CPO0). Els espectres de *H-RMN que es van obtenir es
mostren en la Figura 32. En 'espectre del producte de partida (H-Leu-OH, CPO) es va observar
un triplet aparent que resulta de dos doblets solapats (1,02 ppm i 1,00 ppm), corresponents als
protons dels dos grups metil diastereotopics del grup isopropil de la cadena lateral de la leucina,
acoblats amb el prot6 del grup meti de la mateixa cadena. A I'espectre d’*H-RMN de CP1 no es
van observar els senyals del producte de partida, perd van aparéixer 4 doblets que integraven 3
protons cadascun, corresponents als grups metil de les cadenes laterals dels residus de leucina
i valina del producte de reacci6 (Fmoc-Leu-Val-OH).
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Esquema 29. Acoblament del segon aminoacid (Fmoc-Val-OH) en la sintesi de 7005_UB-23417. Protocol
experimental utilitzat per I'analisi per *H-RMN.

Fmoc-Val-Leu-OH, CP1 (1 h)

1 Test de ninhidrina
I negatiu

H-Leu-OH, CPO (0 min)

A AR!
BV ANET AR WA

1.10 1.08 1.06 1.04 1.02 1.00 0.98 0.96 0.9f4 (0.92) 0.90 0.88 0.86 0.84 0.82 0.80 0.78 0.76 0.74
1 (ppm

Figura 32. Part de la regi6 alifatica dels espectres de H-RMN (MeOD) obtinguts a I'analitzar els crus
acidolitics de mostres de dipeptidil-resina abans (CPO0) i després (CP1) d’acoblar el segon aminoacid (Fmoc-
Val-OH) en la sintesi de 7005_UB-23417.

L’eliminacié del grup Fmoc de la cadena peptidica es va monitoritzar prenent una aliquota de
peptidil-resina després de tractar-la amb piperidina seguint el protocol abans esmentat per la
desprotecci6 del residu de leucina (Esquema 30). El cru acidolitic es va analitzar per *H-RMN en
MeOD (CP1) i els senyals de I'espectre es van comparar amb les corresponents al cru acidolitic
del producte de partida (CPO) (Figura 33).
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Esquema 30. Eliminacié del grup Fmoc del residu de valina en la sintesi de 7005_UB-23417. Protocol

experimental utilitzat per I'analisi per *H-RMN després del tractament amb piperidina.
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Figura 33. Regi6 aromatica dels espectres de 'H-RMN (MeOD) obtinguts a I'analitzar

els crus acidolitics de

mostres de dipeptidil-resina abans (CPO) i després del tractament amb piperidina (CP1) per eliminar el grup

Fmoc del residu de valina en la sintesi de 7005_UB-23417.

Els senyals dels protons aromatics del grup Fmoc (7,85-7,25 ppm) no es van observar en el CP1,
indicant que la reacci6 havia sigut quantitativa. No obstant, en la zona aromatica de CPO es van
observar un grup de senyals que no corresponien als senyals del grup Fmoc, indicant la
preséncia d’'una altra espécie que no s’eliminava de la peptidil-resina amb els tractaments amb
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piperidina. Aquesta impuresa va resultar ser HOBt, I'estructura de la qual va ser elucidada tal
com s’explica a I'apartat 4.3.4.2.

En 'acoblament del tercer aminoacid (Fmoc-GIn(Trt)-OH), es va dur a terme un control per 'H-
RMN als 10 min de reaccié (CP1) quan la ninhidrina encara era positiva, i a 1 h de reaccié (CP2)
quan la ninhidrina ja era negativa (Esquema 31). En aquest cas es van comparar les regions
alifatiques dels espectres de les tres mostres (Figura 34). En la regi6 alifatica del CPO es va
observar un doblet a 1,05 ppm, corresponent als protons d’un dels grups metil del grup isopropil
del producte de partida (H-Val-Leu-OH), que es va reduir notablement als 10 min. Al quedar
aquest senyal aillat d’altres senyals que es van formant a mesura que s’obté el producte final, es
va comparar amb el doblet aillat a 0,85 ppm que correspon als protons d’un dels grups metil del
grup isopropil del producte final (Fmoc-GIn(Trt)-Val-Leu-OH). La relacié molar entre el producte
de partida i final als 10 min de reacci6 va ser de 0,1:1. Després d’1 h de reaccio, el producte de
partida ja no es va detectar per 'H-RMN, d’acord amb el resultat observat amb el test de
ninhidrina.

e A

j/\ CP1:10 min, CP2: 1 h j/\ Y
- Trt
o N Trt o N r

H H

Aliguota del cru de reaccié
Rentats amb DMF/DCM
1 % de TFA en DCM

Analisi per "H-RMN

Protons utilitzats per identificar QI‘OdUCt e de partida i final per RMN

K%MmﬁﬁxH
T Jom T

H-Val-Leu-OH Fmoc-GIn(Trt)-VaI-Leu-OH

Esquema 31. Acoblament del tercer aminoacid (Fmoc-GIn(Trt)-OH) en la sintesi de 7005_UB-23417.
Protocol experimental utilitzat per I'analisi per *H-RMN de les dues mostres recollides a temps diferents.

87



CAPITOL 2: SINTESI DE 7005 1 7411 EN FASE SOLIDA
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Figura 34. Regio alifatica dels espectres de *H-RMN (MeOD) obtinguts a I'analitzar els crus acidolitics de
mostres de peptidil-resina abans d’acoblar el tercer aminoacid (Fmoc-GIn(Trt)-OH) (CPO0), als 10 min
d’acoblament (CP1) i a 1 h d’acoblament (CP2) en la sintesi de 7005_UB-23417. Es destaca una ampliacio
de I'espectre de CP1.

Un cop finalitzada la reaccié d’acoblament del tercer aminoacid, es va dur a terme l'analisi
d’HPLC del cru acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina (Figura 35). A I'incorporar I'aminoacid
protegit Fmoc-GIn(Trt)-OH amb un grup protector cromofor (Trt) a la cadena peptidica, el
producte de reacci6 Fmoc-GIn(Trt)-Val-Leu-OH es va poder detectar amb claredat (20,7 min,
94,8 %), acompanyat d’'una impuresa maijoritaria (3,5 %) corresponent a un tetrapeptid amb dos
residus de leucina (Fmoc-GIn(Trt)-Val-Leu-Leu-OH, 21,5 min). Aquest resultat esta relacionat al
que es va obtenir amb 7411 (Figura 24, apartat 4.3.3.1.1), és a dir, la possibilitat de doble
acoblament del primer aminoacid (arginina en aquest cas) quan s’utilitza una resina tipus 2-CTC.
El percentatge de producte de partida (H-Val-Leu-OH) no es va poder determinar ja que el
dipéeptid no té grups cromofors.
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DADT D, Sig-220,8 Rel-400,100 (CHPCHEMAT200NT DA TA6664\520E 14 11520E14000005.D)
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Figura 35. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina després d’acoblar el tercer
aminoacid (Fmoc-GIn(Trt)-OH) en la sintesi de 7005_UB-23417. (Métode A, veure apartat 8.3.3).

Continuant amb el seguiment de la sintesi, es va dur a terme I'analisi per *H-RMN (Figura 36) i
HPLC-MS (Figura 37) del cru acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina després del tractament
amb piperidina per eliminar el grup Fmoc del residu de GIn (Esquema 32). Tant I'espectre d'*H-
RMN com l'analisi d'HPLC no van mostrar producte de partida, indicant que la desproteccioé va
ser completa. En la regié aromatica de I'espectre de *H-RMN del CP0O es van observar dos
doblets aparents a 7,75-7,80 ppm i 7,62-7,68 ppm, i dos triplets aparents a 7,33-7,40 ppm i 7,25-
7,30 ppm, caracteristics del grup fluorenil del producte de partida (Fmoc-GIn(Trt)-Val-Leu-OH).
Tanmateix, aquests senyals no es van observar a I'espectre del CP1. En I'analisi per HPLC es
va detectar el producte desitjat (H-GIn(Trt)-Val-Leu-OH, 14,9 min) amb una puresa
cromatografica del 93,1 %, acompanyat de la impuresa majoritaria (3,6 %) corresponent al
tetrapeptid amb dos residus de leucina i 'extrem a-amino desprotegit (H-GIn(Trt)-Val-Leu-Leu-
OH, 15,9 min). Aquesta impuresa es va seguir observant en els seglents acoblaments, i per tant,
ja no es torna a comentar fins a I'obtencié de 7005.
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\ o H T o H Trt

Aliguota de resina
Rentats amb DMF/DCM
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Analisi per 'H-RMN i HPLC-MS

Protons utilitzats per identificar el producte de partida per RMN
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H-GIn(Trt)-Val-Leu-OH

Fmoc-GIn(Trt)-Val-Leu-OH

Esquema 32. Eliminaci6 del grup Fmoc del residu de glutamina en la sintesi de 7005_UB-23417. Protocol
experimental utilitzat per I'analisi per *H-RMN i HPLC després del tractament amb piperidina.

H-GIn(Trt)-Val-Leu-OH, CP1

[ W S (N A

790 7.8 780 775 7.70 7.65 7.60 7f!155( 7.)5[) 745 740 735 730 725 720 7.15
ppm

Figura 36. Regi6 aromatica dels espectres de *H-RMN (MeOD) obtinguts a I'analitzar el cru acidolitic de
mostres de peptidil-resina abans (CPO) i després del tractament amb piperidina (CP1) per eliminar el grup

Fmoc del residu de glutamina en la sintesi de 7005_UB-23417.
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DAD1 D, Sig-220,8 Rel=400,100 (CAHPCHENA1200N1\DATA\GE64 S20E 14 1'520E 14000009 D)
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Figura 37. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de tripeptidil-resina després del tractament amb
piperidina en la sintesi de 7005_UB-23417. (Métode A, veure apartat 8.3.3).

Donat que 'acoblament del tercer aminoacid va ser practicament complet als 10 min de reaccio,
per acoblar el quart aminoacid (Fmoc-GIn(Trt)-OH) es van reduir els temps pel seguiment de la
reacci6 i poder comparar les analisis dHPLC i el de H-RMN. Aixi, es van prendre mostres de
resina als 2 min (CP1) i als 45 min (CP2), amb tests de ninhidrina positiu i negatiu respectivament
(Esquema 33). El crus acidolitics resultants es van analitzar per *H-RMN (Figura 38) i per HPLC
(Figura 39 i Figura 40).

En la regi6 alifatica de I'espectre de 'H-RMM del producte de partida (H-GIn(Trt)-Val-Leu-OH,
CPO0) es va observar un triplet aparent a 2,55 ppm, corresponent als dos protons del grup metilé
adjacent al grup carboxilic de la cadena lateral del residu d’aminoacid de glutamina. Aquest
senyal es va poder assignar per la seva multiplicitat, ja que és I'inic grup metilé de la cadena
peptidica que s’acobla amb dos protons, i té€ un desplagament quimic (6) compatible al de protons
propers a un grup carboxilat. Als 2 min de reaccié va apareixer un multiplet a 2,30-2,50 ppm
(CP1), i als 45 min (CP2) el triplet ja no es va detectar, observant-se Gnicament el multiplet abans
esmentat amb un clar augment de la seva area. Aquest multiplet correspon als dos grups metileé
adjacents als grups carboxilics de les dues cadenes laterals dels dos residus de glutamina del
producte final (Fmoc-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH). La relacié molar entre el producte de partida
i el producte final als 2 min de reacci6 va ser d’1:0,4 respectivament.
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Esquema 33. Protocol de seguiment per *H-RMN i HPLC-MS de 'acoblament del quart aminoacid (Fmoc-
GIn(Trt)-OH) en la sintesi de 7005_UB-23417.
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Figura 38. Regid alifatica dels espectres de *H-RMN (MeOD) obtinguts a I'analitzar el cru acidolitic de
mostres de peptidil-resina abans d’acoblar el quart aminoacid (Fmoc-GIn(Trt)-OH) (CPO0), als 2 min

d’acoblament (CP1) i als 45 min d’coblament (CP2) en la sintesi de 7005_UB-23417. Es destaca una
ampliacié de I'espectre de CP1.
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Respecte les analisis dHPLC, es va observar clarament en el cru dels 2 min de reacci6 (Figura
39) la preséncia del producte de partida (H-GIn(Trt)-Val-Leu-OH, 15,0 min) i del producte final
(Fmoc-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH, 23,4 min). No obstant, els valors de les integracions d’arees
cromatografiques revelen una proporcié entre els dos productes diferent a la determinada per
RMN, de tal manera que el producte final seria el majoritari per HPLC. Aquest resultat s’explicaria
pel fet que el tetrapéptid té un grup Fmoc i dos grups protectors tritil, a diferéncia del tripéptid,
que no té grup Fmoc i solament un grup tritil. Cal esperar doncs un coeficient d’extincié molar
superior pel producte final. Respecte I'analisi ’HPLC del cru als 45 min (Figura 40), no es va
detectar producte inicial, el mateix resultat que es va obtenir per RMN i amb el test de ninhidrina.

mAU
3003
H-GIn(Trt)-Val-Leu-OH
(44,9 %)

150
100

50 )

200 \

DAD1 D, Sig=220,8 Ref=400,100 (CAHPCHEMA1200N1\DATA'6664\520E15'520E15000003.D)

14975
23.423

Fmoc-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-
Leu-OH (47,9 %)

Test de ninhidrina
positiu

Figura 39. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina obtinguda als 2 min
d’acoblament del quart aminoacid (Fmoc-GIn(Trt)-OH) (CP1) en la sintesi de 7005_UB-23417. (Métode A,

veure apartat 8.3.3).
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Figura 40. Cromatograma del cru acidolitic d'una mostra de peptidil-resina als 45 min d’acoblament del
quart aminoacid (Fmoc-GIn(Trt)-OH) (CP2) en la sintesi de 7005_UB-23417. (Metode A, veure apartat

8.3.3).
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Una vegada acoblat el quart aminoacid, es va tractar la tetrapeptidil-resina amb piperidina per
eliminar el grup Fmoc de I'extrem a-amino de la cadena peptidica i es va prendre una aliquota
de resina (

Esquema 34). El cru resultant del tractament acidolitic d’aquesta aliquota es va analitzar per 1H-
RMN (veure annex Figura Al) i per HPLC (Figura 41) seguint un protocol similar al ja descrit en
aquest apartat. L’abséncia dels senyals aromatics corresponents al grup Fmoc a I'espectre d’1H-
RMN, i 'abséncia del pic cromatografic corresponent al producte de partida a I'analisi dHPLC
van indicar que la desproteccié del residu de glutamina havia estat completa utilitzant les
condicions experimental habituals.
H H
N

0) N\ 0) N
Trt

20 % de piperidina o o
DMF H H
e, N¢LIN Qk z WESRE W
s :

2 tractaments

(5 min + 2 min) H 0]
\ j/\ de 10 mL dissolucié/g resina j/\ U
Trt Trt
O~ N
H

Aliquota de resina
Rentats amb DMF/DCM
1% de TFA en DCM
Analisi per "H-RMN i HPLC-MS

H (0] H (0]
Fmoc\H NE)L”I\/NE)J\OH +HN jiﬂ/ \)J\OH

JL
j/\N/Trt Y 1 Trt

O
H

H
N

Fmoc-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH H-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH

Esquema 34. Eliminaci6 del grup Fmoc del residu de glutamina en la sintesi de 7005_UB-23417. Protocol
experimental utilitzat per I'analisi per *H-RMN i HPLC després del tractament amb piperidina.
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DADT D, Sig-220,8 Rei=400,100 (CAHPCHEMA1200NT\DATA'6664\S20E21/S20E21000005.D)
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Figura 41. Cromatograma del cru acidolitic d’'una aliquota de tetrapeptidil-resina obtinguda després del
tractament amb piperidina en la sintesi de 7005_UB-23417. (Métode A, veure apartat 8.3.3).

El seguiment de I'acoblament del cinqué aminoacid (Fmoc-Asp('Bu)-OH) es va dur a terme als 2
min de reaccio i als 40 min de reaccié (Esquema 35), amb un test de ninhidrina positiu per als
dos temps de reacci6. A la Figura 42 es mostra part de la zona alifatica dels espectres dels crus
acidolitics de mostres preses abans (CP0), als 2 min (CP1) i als 40 min (CP2) de I'acoblament.
A l'espectre del TH-RMM del CPO es va observar un triplet aparent a 3,75 ppm, és a dir, en la
zona dels protons a dels residus d’aminoacid. Per la multiplicitat del senyal pot correspondre a
qualsevol dels protons a dels residus de 'aminoacid glutamina o al proté o del residu de leucina.
Aquest senyal va evolucionar amb el temps fins a practicament desaparéixer a I'espectre del
CP2. Per altra banda, es va observar clarament 'apariciéo de dos doble doblets a 2,75 ppm i a
2,54 ppm, desplacament quimic compatible amb els dos protons diastereotopics 3 del grup metilé
de la cadena lateral del residu d’acid aspartic incorporat a la cadena peptidica, és a dir, la part
AB del sistema ABX tipic de la cadena lateral de I'acid aspartic. El senyal aillat per identificar el
producte final (Fmoc-Asp(‘Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH) va ser el doble doblet a 2,75 ppm,
corresponent a un dels protons diastereotopics, i es va comparar amb el triplet a 3,75 ppm del
producte de partida (H-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH).
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Esquema 35. Acoblament del cinqué aminoacid (Fmoc-Asp('Bu)-OH) en la sintesi de 7005_UB-23417.

Protocol experimental utilitzat per I'analisi per 'H-RMN i HPLC de dues mostres de resina recollides a
diferents temps.
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Figura 42. Part de la zona alifatica dels espectres de *H-RMN (MeOD) obtinguts a I'analitzar el cru acidolitic
de mostres de peptidil-resina abans d’acoblar el cinqué aminoacid (Fmoc-Asp(‘Bu)-OH) (CP0), als 2 min
d’acoblament (CP1) i als 40 min d’coblament (CP2) en la sintesi de 7005_UB-23417.

La comparacié de les arees d’aquests dos senyals a I'espectre de CP1 va donar una relacio
molar producte de partida/producte final de 0,2:1 (Figura 43). En aquest mateix punt de la
reaccio, I'analisi d’HPLC del cru (Figura 44) va mostrar un 81,4 % del producte final (Fmoc-
Asp(‘Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH, 24,5 min) i un romanent del 8,6 % de producte de partida
(H-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH, 18,9 min) sense reaccionar. De la mateixa manera que va
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succeir a 'acoblament del quart aminoacid, la proporci6 de producte final va ser major per HPLC
que per RMN, resultat atribuible a un factor de resposta del producte final superior al del producte

inicial.
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Figura 43. Ampliacio de la regi¢ alifatica de I'espectre de 'H-RMN (MeOD) obtingut a I'analitzar el cru
acidolitic d'una mostra de peptidil-resina als 2 min d’acoblament del cinqué aminoacid (Fmoc-Asp(‘Bu)-OH)

(CP1) en la sintesi

de 7005_UB-23417.
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Figura 44. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina obtinguda als 2 min
d’acoblament del cinqué aminoacid (Fmoc-Asp('Bu)-OH) (CP1) en la sintesi de 7005_UB-23417. (Metode
A, veure apartat 8.3.3).

Als 40 min de reaccié (CP2), el test de ninhidrina seguia indicant que la reaccié no havia finalitzat
i la relacié molar producte de partida/producte final obtinguda per RMN en aquest punt va ser de
0,04:1 (Figura 45). En aquest mateix punt de la reaccid, I'analisi d’HPLC del cru acidolitic va
mostrar que quedava un 0,1 % de producte de partida (H-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH, 18,9 min)
sense reaccionar (Figura 46).
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Figura 45. Ampliacio de la regi6 alifatica de I'espectre de H-RMN (MeOD) obtingut
acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina als 40 min d’acoblament del cinqué aminoac
OH) (CP1) en la sintesi de 7005_UB-23417.
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Figura 46. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina obtinguda als 40 min
d’acoblament del cinqué aminoacid (Fmoc-Asp(‘Bu)-OH) (CP1) en la sintesi de 7005_UB-23417. (Metode

A, veure apartat 8.3.3).

Malgrat detectar-se encara producte per H-RMN, es va decidir seguir endavant amb la sintesi
de 7005 ja que I'objectiu era desenvolupar un métode de seguiment de les reaccions, no obtenir

un producte d’elevada puresa, objectiu que es comentara més endavant. Tal

com s’ha descrit

fins ara per la desproteccié del grup a-amino de la cadena peptidica, I'eliminacié del grup Fmoc

de la pentapeptidil-resina es va portar a terme sense cap problema am

b les condicions

experimentals estandard (Esquema 36), és a dir, no es va observar producte de partida a
I'espectre de 'H-RMN (veure en annex Figura A2) ni a I'analisi ’'HPLC (Figura 47).
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Analisi per "H-RMN i HPLC
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Fmoc-Asp(‘Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH H-Asp(‘Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH

ZT
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Esquema 36. Eliminacié del grup Fmoc del residu d’acid aspartic en la sintesi de 7005_UB-23417. Protocol
experimental utilitzat per I'analisi per *H-RMN i HPLC després del tractament amb piperidina.

DAD1 D, Sig=220,8 Ref=400,100 (CTHPCHEMA1200NT\DATA6664'520E25_2\S20E25000011.0)
mAU ] i

@
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Figura 47. Cromatograma del cru acidolitic d’'una aliquota de pentapeptidil-resina obtinguda després del
tractament amb piperidina en la sintesi de 7005_UB-23417. (Métode A, veure apartat 8.3.3).

En l'acoblament del sisé i ultim aminoacid de la cadena peptidica de 7005 (Boc-lle-OH), es van
prendre mostres de la resina als 2 min de reaccié (CP1) i a 1 h de reacci6 (CP2) (Esquema 37).
En els dos casos els tests de ninhidrina van ser positius. Es va seguir el protocol habitual de
presa de mostres, els crus acidolitics corresponents es van analitzar per 'H-RMN i HPLC, i els
resultats es van comparar amb els obtinguts abans d’acoblar. Tal com es mostra a la Figura 48,
a l'espectre del H-RMN del CPO es va observar un singlet entre 1,45 ppm i 1,46 ppm
corresponent als protons del grup '‘Bu de la cadena lateral del residu d’acid aspartic del
pentapéptid de partida (H-Asp(‘Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH). Aquest singlet va disminuir al
llarg de la reacci6é d’acoblament, mentre que es va observar 'aparicié d’'un singlet a 1,40 ppm
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(CP1iCP2), corresponent als protons del grup Bu de la cadena lateral del residu d’acid aspartic
i del grup Boc de I'tiltim aminoacid acoblat a la cadena peptidica, és a dir, els dos singlets de 'Bu
del producte final (7005) coincideixen a I'espectre.

H H
Os N
Trt

Ho] 1 Q DIC, HOBt v 9 H @ D
Boc™ V" NoH + HzN\:)L \)L Jk —_— = > Boc. N\,)LN N%O
z B :
\Fo j/\ cP1: 2m|n cpz 1h ) ) j/\ 0 Y
O Trt _Trt
: 0“ N
'Bu i Bu (o] H

Aliquota del cru de reaccié
Rentats amb DMF/DCM
1% de TFA en DCM

Analisi per "H-RMN i HPLC-MS

Protons utilitzats per identificar producte de partida i final per RMN
N H

HzNiﬂN ¢j;( JkOH oBoc\fWJL HJOLHIW“JO*OH

o l Aw T

¢ ‘% i
H-Asp(‘Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH 7005

Esquema 37. Acoblament del sisé aminoacid (Boc-lle-OH) en la sintesi de 7005_UB-23417. Protocol
experimental per I'analisi per *H-RMN de mostres recollides a dos temps diferents.

CP2 (1 h)

Test de ninhidrina f
positiu /|

: [
CP1 (2 min) I'

Test de ninhidrina |
positiu ‘

CPO (0 min) I

1.54 1.52 1.50 1.48 1.46 1.44 1.42 1.40 1.38 1.36 1.34 1.32 1.30
f1 (ppm)

Figura 48. Part de la zona alifatica dels espectres de *H-RMN (MeOD) obtinguts a I'analitzar el cru acidolitic
de mostres de peptidil-resina abans d’acoblar el sisé aminoacid (Fmoc-lle-OH) (CP0), als 2 min
d’acoblament (CP1) i a 1 h d’'acoblament (CP2) en la sintesi de 7005_UB-23417.
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La comparacio de les integracions d’aquests dos singlets a I'espectre de CP1 va donar una
relacié molar entre producte de partida/producte final d’'1:0,2 (Figura 49). En aquest mateix punt
de la reaccio, I'analisi d’'HPLC del cru (Figura 50) va donar un 70,8 % de producte de partida (H-
Asp(‘Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH, 16,6 min) i un 13,3 % de producte final (7005, 24,4 min).
Aquest valor s’aproxima més al 'H-RMN en aquest cas concret ja que no s’espera una diferéncia
important de coeficients d’extincié molar entre el producte de partida i el producte final.

CP1 (2 min) 9H Test de ninhidrina

positiu

Figura 49. Part de la regi6 alifatica de I'espectre de 'H-RMN (MeOD) del cru de reaccié obtingut després
de I'escissio als 2 min de reaccié d’acoblament del 6& sisé aminoacid (Fmoc-lle-OH) (CP1).

DAD1 D, Sig=220,8 Ref=400,100 (CAHPCHEM\A1200N1\DATA'6664\S20E26\S20E26000002.0)

mAU i g

Fmoc-Asp(Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-

24257

7005 (13,3 %)

Val-Leu (70,8 %) /
200-: \

150 +
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18.907

L_idsage

18519
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13,976
15.106
17.140
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=
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L17 865
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Figura 50. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra obtinguda als 2 min d’acoblament del sise
aminoacid (Fmoc-lle-OH) (CP1) en la sintesi de 7005_UB-23417. (Metode A, veure apartat 8.3.3).

Després d'1 h de reacci6 (CP2), el test de ninhidrina seguia indicant que la reaccié no havia
finalitzat. Com es pot veure en I'ampliacio de la zona alifatica de I'espectre de 'H-RMN del CP2
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(Figura 51), encara es detectava el singlet entre 1,45-1,46 ppm, corresponent al producte de
partida, amb una relacié molar entre producte de partida/producte final de 0,04:1. L’analisi
d’HPLC del cru acidolitic va revelar un 3,5 % de producte de partida sense reaccionar (Figura

52).

CP2 (1 h) 18 H
Test de ninhidrina o
positiu
/)
B al
|
|' ‘
\
|
[
I
n
|I |
[
[
| |
[
° :"J \
. I// \'\
" T — ' | R
hred
T =<
H ]
- (2]
147 146 145 144 143 142 141 140 139 138 1.37
fi (ppm)

Figura 51. Part de la regi6 alifatica de I'espectre de *H-RMN (MeOD) del cru de reaccié obtingut després

de I'escissi6 als 60 min de reaccié d’acoblament del sisé aminoacid (CP2).

mAU 7:
300
250 —
200 —
150
100

50

24312

Fmoc-Asp(‘Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-
Val-Leu (3,5 %)

DAD1 D, Sig=220,8 Ref=400,100 (C:HPCHEM\A1200N 1\DATA\6664\S20E26\S20E26000007.D)

7005 (82,2 %)

Test de ninhidrina
positiu

mi

Figura 52. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de peptidil-resina obtinguda després d’1 h
d’acoblament del sis€ aminoacid (Fmoc-lle-OH) (CP2) en la sintesi de 7005_UB-23417. (Métode A, veure

apartat 8.3.3).

Com a conclusio, s’han pogut seguir les reaccions d’acoblament i desproteccié dels diferents
aminoacids de la cadena peptidica de 7005 mitjangant el test de ninhidrina, *H-RMN i HPLC-MS
i els resultats obtinguts s’han comparat, tal com es mostra en la Taula 16. Els resultats dels tests
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de ninhidrina van ser coherents amb els de *H-RMN i HPLC, ja que les 3 tecniques analitiques
van revelar acoblaments/desproteccions complerts/tes. Com s’esperava, la quantificacié per
integracio dels senyals de 'H-RMN va donar millors resultats que la integracié d’arees de pics
d’HPLC, degut a I'afectacié que té en la deteccié per UV-Vis la preséncia o no de cromofors a la
cadena peptidica. Per contra, I'instrument RMN utilitzat en aquest treball té un limit de deteccié
al voltant de I'1 %, proporcionant per tant una sensibilitat més baixa que I'assolida amb la técnica
d’HPLC. La metodologia de seguiment de les reaccions en fase solida que s’ha desenvolupat en
aquesta Tesi Doctoral ha demostrat ser molt (til en el cas del péeptid 7005, i sense cap dubte pot
ser aplicada a altres casos per analitzar la construccié de la cadena peptidica. No obstant,
'analisi per 'H-RMN sera factible sempre i quan es puguin identificar i caracteritzar senyals
aillades que facilitin la quantificacioé de reactius i productes, és a dir, la longitud de la cadena
peptidica podria dificultar a partir d'un determinat moment aquest analisi degut a la complexitat
de I'espectre. Pel que fa a 'THPLC-MS, la preséncia o no de cromofors, aixi com en nimero i la
varietat dels mateixos, poden dificultar la quantificacié de reactius i productes, pero resulta una
eina indispensable per a la deteccid i caracteritzacié d’'impureses.
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Taula 16. Comparaci6 dels resultats obtinguts per test de ninhidrina, *H-RMN i HPLC en el seguiment de les reaccions d’acoblament i eliminacié del grup Fmoc en la sintesi
de 7005_UB-23417.

C 1H-RMN HPLC
Test ninhidrina . :
Etapa Producte final (temps de Relacié molar Temps retencié % %
reaccio) producte de producte final Producte Producte
partida/producte final (min) final de partida
Acoblament Fmoc-Val-OH Fmoc-Val-Leu-OH Negatiu (1 h) 0:1 - - -
Eliminaci6 grup Fmoc H-Val-Leu-OH - 0:1 - - -
Positiu (10 min) 0,1:1 - - -
Acoblament Fmoc-GIn(Trt)-OH Fmoc-GIn(Trt)-Val-Leu-OH .
Negatiu (1 h) 0:1 20,7 94,8 -
Eliminaci6 grup Fmoc H-GIn(Trt)-Val-Leu-OH - 0:1 14,9 91,1 n.d
Positiu (2 min) 1:0,4 23,4 47,9 44,3
Acoblament Fmoc-GIn(Trt)-OH Fmoc-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH . :
Negatiu (45 min) 0:1 23,4 94,0 nd
Eliminaci6 grup Fmoc H-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH - 0:1 18,8 90,5 n.d
- tBy)- N -Val- - Positiu (2 min 0,2:1 24,5 81,4 8,6
Acoblament Fmoc-Asp(Bu)-OH Fmoc-Asp('Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu ! ( .)
OH Positiu (40 min) 0,04:1 24,5 89,0 0,1
Eliminaci6 grup Fmoc H-Asp(‘Bu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Val-Leu-OH - 0:1 19,6 88,0 nd
Positiu (2 min) 1:.0,2 24,4 13,3 70,8
Acoblament Boc-lle-OH 7005 -
Positiu (1 h) 0,04:1 24,3 82,2 35
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4.3.4. CARACTERITZACIO D’IMPURESES

Durant I'estudi per a desenvolupar un metode pel seguiment de la sintesi en fase solida dels
fragments peptidics 7411 i 7005, es van dur a terme tractaments acidolitics d’aliquotes de resina
i els crus resultants es van analitzar per HPLC-MS i/o TH-RMN. Aquests experiments van donar
informacio sobre el desenvolupament de la sintesi dels fragments peptidics, posant de relleu la
formacié de subproductes en algunes etapes del procés. A continuacié es descriu la
caracteritzacio de les impureses que es van considerar més importants.

4.3.4.1. ACOBLAMENT DE FMOC-GLU("BU)-OH EN LA SINTESI DE 7411 UB-
21550

La primera vegada que es va dur a terme el tractament acidolitic d’'una aliquota de resina pel
seguiment de la reacci6 va ser en I'acoblament del quart aminoacid (Fmoc-Glu(‘Bu)-OH) en la
sintesi de 7411 UB-21550. En l'analisi per HPLC del cru acidolitic a les 6 h de reaccié (Figura
24, apartat 4.3.3.1.1) es van detectar tres impureses a temps de retencié 9,8 min (6,5 %), 21,1
min (1,5 %) i 22,9 min (12,3 %). Aquestes impureses van ser elucidades a través d'HPLC-MS tal
i com es descriu en els seglents apartats.

4.3.4.1.1. IMPURESA A 9,8 MIN (H-ARG(PBF)-OH)

L’espectre de masses exactes de la impuresa a 9,8 min va donar un pic molecular [M+H] amb
m/z de 427,2008. Aquesta impuresa es va detectar en els crus acidolitics del nonapéptid 7411
dels lots UB-21550, UB-21578 i UB-23401 (Figura 22, apartat 4.3.2.2.2), perd amb un
percentatge minoritari en tots els casos (0,2-0,3 %); en el cru de 7411 UB-21531 no es va
detectar. Es va voler conéixer la estructura d’aquesta impuresa encara que no impactava
significativament en la puresa cromatografica del producte final, perd si s’observava en
percentatges majoritaris durant la sintesi.

Un valor de m/z de 427,2008 per [M+H] era compatible amb I'aminoacid protegit H-Arg(Pbf)-OH,
el primer residu de la cadena peptidica de 7411 (Figura 53).

0
HZN\.)J\OH

N

HN)\N
H

NH
_Pbf

m/z 426,1937
Figura 53. Estructura de I'aminoacid H-Arg(Pbf)-OH.

Per tal de confirmar aquesta hipotesi, en la sintesi de 7411_UB-21578 es va analitzar per HPLC
el cru acidolitic d’'una mostra d’aminoacil-resina després d’eliminar el grup Fmoc de I'aminoacid
Fmoc-Arg(Pbf)-OH acoblat a la resina 2-CTC. L’analisi del cru va mostrar un pic majoritari a 9,7
min, la qual cosa confirmava la hipotesi (Figura 54).
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DAD1 A, 5ig=220,4 Ref=off (C:\CHEM32\A1260N1\DATA\6664\520A20 2020-01-20 08-42-57\520A200000006.D)
mAU ]

9736

1 H-Arg(Pbf)-OH
300i

2504
2004
180+

100+

50 ‘

Figura 54. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra d’aminoacil-resina després d’eliminar el grup Fmoc
de 'aminoacid Fmoc-Arg(Pbf)-OH acoblat a la resina 2-CTC en la sintesi de 7411_UB-21578. (Métode A,
veure apartat 8.3.3).

Per tal de disposar d’alguna evidéncia sobre l'origen de la impuresa H-Arg(Pbf)-OH, es va
prendre una mostra després de portar a terme el segon acoblament (Fmoc-Lys(Boc)-OH) en la
sintesi de 7411 _UB-21578. El cru acidolitic corresponent es va analitzar per HPLC (Figura 55),
detectant-se el producte de partida (H-Arg(Pbf)-OH, 9,8 min) amb un 2,1 %. Cal remarcar que
els tests de ninihidrina dels acoblaments on les analisis d'HPLC van mostrar la preséncia de H-
Arg(Pbf)-OH van ser negatius en tots els casos i no hi ha una explicacio plausible per a la
preséncia d’aquest aminoacid als crus acidolitics, llevat que la rad fos la hipotesi que es planteja
en 'Esquema 39 (veure apartat 4.3.4.1.3).

VWDT A, Wavelength=210 nm (6664\520A2220.D) —
mAU ] o Test de ninhidrina
o .
I negatiu
300
2501 Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH
(95,6 %)
200
H-Arg(Pbf)-OH
150 (2,1 %)
100 /
50 22‘5 3 3 g = 2
— Bz 5 ZEE):
od S S Ty
™~
e \
-100] S
T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 i

Figura 55. Cromatograma del cru acidolitic d’'una mostra de dipeptidil-resina presa una vegada I'acoblament
del segon aminoacid (Fmoc-Lys(Boc)-OH) va donar un test de ninhidrina negatiu en la sintesi de 7411_UB-
21578. (Metode A, veure apartat 8.3.3).
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4.3.4.1.2. IMPURESA A 21,1 MIN (FMOC-LYS(BOC)-ARG(PBF)-ARG(PBF)-OH)

En I'espectre de masses exactes de la impuresa a 21,1 min es va observar el pic molecular [M+H]
amb m/z de 1583,7849. La impuresa va evolucionar al llarg de la sintesi, ja que va ser sensible
a la piperidina utilitzada per a eliminar els grups Fmoc, i a les condicions experimentals utilitzades
per acoblar els aminoacids. Aixi, en cada cicle de desproteccid/acoblament, es van detectar les
impureses relacionades.

El valor de m/z era compatible amb el tetrapéptid esperat com a producte final més un residu
d’arginina, molt probablement com a segon aminoacid de la cadena peptidica (Figura 56).

Pbf
HN.__NH

T
SHIEN
olo O j\ O i“”

_Pbf
Bu HN‘Boc HN&I\”

m/z 1582,7815
Figura 56. Estructura de la impuresa Fmoc-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-OH.

Per tal d’esbrinar en quin punt de la sintesi es formava aquesta impuresa, es va aprofitar la sintesi
de 7411 UB-23401 per fer un seguiment per HPLC en les primeres etapes. Tant en el cru
acidolitic de I'aminoacil-resina després I'acoblament del primer aminoacid (Fmoc-Arg(Pbf)-OH)
com en el cru acidolitic després de I'eliminacié del grup Fmoc de 'aminoacid ancorat en la resina,
no es va detectar per HPLC la formacié de dipeptid d’arginines. En canvi, un cop finalitzat
I'acoblament del segon aminoacid (Fmoc-Lys(Boc)-OH), I'analisi per HPLC-MS del cru acidolitic
(Figura 57) va mostrar una impuresa a 19,1 min. L’espectre de masses d’aquesta impuresa
mostrava el pic base a m/z 1285,6040, massa compatible amb el péptid Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-
Arg(Pbf)-OH (Figura 58). Si s’allarga aquesta cadena amb un residu de leucina (tercer
aminoacid) i un residu d’acid glutamic (quart aminoacid), s’arriba a un fragment protegit amb la
mateixa massa de la impuresa de 21,1 min trobada en la sintesi de 7411_UB-21550, la qual cosa
confirma la identitat d’aquesta impuresa. Molt probablement aquest acoblament no desitjat
d’arginina esta relacionat amb la impuresa que es va observar a 9,8 min en la sintesi de
7411_UB-21550 (H-Arg(Pbf)-OH, veure apartat 4.3.4.1.1).
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mAU ]
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Figura 57. Cromatograma del cru acidolitic d'una mostra presa una vegada es va acoblar el segon
aminoacid (Fmoc-Lys(Boc)-OH) en la sintesi de 7411_UB-23401. (Métode A, veure apartat 8.3.3).

Pbf
HN.__NH

HN. PN
Boc HN

Iz

m/z 1284,5923
Figura 58. Estructura de Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-OH.

Pel que s’ha comentat en aquest apartat i en l'anterior, sembla ser que la formaci6 de
subproductes té a veure amb I'alliberament prematur de la resina del primer aminoacid acoblat
(H-Arg(Pbf)-OH). En aquest sentit, s’ha descrit a la literatura que un dels problemes de la sintesi
de peptids utilitzant laresina 2-CTC és I'especial labilitat de I'enllag éster entre la resinai el primer
aminoacid de la seqgliéncia peptidica a les condicions acides.119 L’estabilitat d’aquest enllag es
veu reforgada per la incorporacié posterior d’aminoacids mitjancant efectes inductius de la
cadena peptidica sobre I'enllag éster. Tanmateix, la utilitzacié6 d’HOBt en els acoblaments
compromet I'estabilitat d’aquest I'enlla¢ degut al caracter lleugerament acid de l'additiu. Aixi,
durant 'acoblament del segon aminoacid part del primer aminoacid ja acoblat es podria escindir
de la resina per aquest motiu, de tal manera que I'aminoacid alliberat podria reacoblar-se al
primer aminoacid ja acoblat a la resina. El mecanisme d’aquest procés prenent com a exemple
la sintesi de 7411 es mostra en 'lEsquema 38.
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Esquema 38. Mecanisme proposat per la formacié de la impuresa Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-OH
en presencia de DIC i HOBt com a conseqiiéncia de I'escissié prematura de I'aminoacid arginina acoblat a
la resina.

Per tal de minimitzar I'escissié prematura de l'enllag éster entre el primer aminoacid de la
sequeéncia peptidica i la resina 2-CTC, s’ha proposat, per exemple, I'is de I'additiu K-Oxyma, ja
que al ser una sal potassica, no té el caracter acid de la OxymaPure, un dels additius més
rellevants alternatius a 'HOBt.120

Des d’un punt de vista d’economia de procés, la K-Oxima és menys assequible que 'HOBt. En
aquest sentit cal dir que, tal com s’ha dit abans, I'estabilitat de I'enlla¢ éster entre la cadena
peptidica i la resina millora a partir de la incorporacié del segon aminoacid a la resina 2-CTC. Per
tant, es podria utilitzar el sistema DIC/HOBt pels acoblaments de la resta d'aminoacids de la
cadena peptidica. Cal dir també que des de fa temps 'HOBt es comercialitza monohidratat per
augmentar la seva estabilitat, fet que permet un s més segur del reactiu.

Aixi doncs, sembla clar que part de l'arginina es desancora prematurament de la resina per
formar la impuresa Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-OH. Aquest aminoacid es podria tornar a
unir a la resina segons el mecanisme que es proposa a 'Esquema 39, al ser I'atom d nitrogen
més nucledfil. Aquest mecanisme explicaria la preséncia d’'un 2,1 % de H-Arg(Pbf)-OH al cru
acidolitic després de I'acoblament del segon aminoacid en la sintesi de 7411_UB-21578 (Figura
55, apartat 4.3.4.1.1), encara que el test de ninhidrina indicava préviament que la reacci6 havia
finalitzat. Per altra banda, la preséncia de H-Arg(Pbf)-OH a I'analisi d’HPLC que es va realitzar
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després del quart acoblament en la sintesi de 7411 _UB-21550 (Figura 24, apartat 4.3.3.1.1) es
podria explicar per I'alliberament parcial en condicions acidolitiques de 'aminoacid reacoblat.

(0] (0]
H2N\:)J\OH + @O O_H\:)J\OH

1 1

NH NH

HN)\”,be HN&‘\H,be

Esquema 39. Mecanisme proposat per la formaci6 de la impuresa H-Arg(Pbf)-OH durant I'acoblament del
segon aminoacid (veure Esquema 38).

4.3.4.1.3. IMPURESA A 22,9 MIN (DIOP)

L’espectre de masses exactes de la impuresa a 22,9 min va donar un pic molecular [M+H] amb
m/z de 391,2892. Aquesta impuresa no va evolucionar durant la sintesi, és a dir, va ser estable
als tractaments amb piperidina per desprotegir els grups a-amino, i als reactius per acoblar els
diferents aminoacids. Aquesta impuresa ja s’havia observat en el cru acidolitic de 7411_UB-
21531 amb un 5,3 % (Figura 22, apartat 4.3.2.2.2), per tant, tenia impacte en la puresa
cromatografica del producte final i era important coneixer la seva estructura per tal d’evitar la
seva formacié.

Donat que la impuresa no semblava ser peptidica i era molt hidrofobica segons el seu temps de
retencid, es va plantejar la possibilitat de que fos una contaminacio aliena a la sintesi. Aixi, tenint
en compte que el tractament acidolitic es feia en xeringues de polipropile, que les mostres
d’HPLC es preparaven utilitzant pipetes Pasteur del mateix material i que el DCM
s’emmagatzemava en recipients de plastic, es va cercar informacié en un document que tractava
sobre diferents additius del plastic, i es va trobar com a possible estructura I'agent plastificant
ftalat de diisoctil (DIOP, Figura 59).

m/z 390,2770

Figura 59. Estructura del ftalat de diisooctil, contaminant trobat a la sintesi de 7411 en els lots UB-21531 i
UB-21550.

Un cop trobada una possible estructura, es va decidir iniciar una investigacié per tal de determinar
d’on provenia la impuresa que es va detectar en el cru de reaccid. Aixi, una aliquota de resina 2-
CTC es va rentar en una xeringa amb DCM, el rentat es va recollir en el matras i es va analitzar
per HPLC (Figura 60). Com es pot comprovar a la figura, en I'analisi ’HPLC es va detectar el
pic corresponent al DIOP (22,9 min).
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (6664\519L1322.D)
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Figura 60. Cromatograma del rentat de la resina 2-CTC amb DCM. (Méetode A, veure apartat 8.3.3).

Per tal de comprovar si I'additiu provenia del DCM, es va prendre una mostra del dissolvent de
la garrafa amb una canula d’acer inoxidable i es va dur a terme un analisi d’HPLC, perd no es va
observar la impuresa (Figura 61, A). No obstant, es va detectar DIOP (22,9 min) en una mostra
de DCM presa de la mateixa garrafa amb un dispensador de plastic (Figura 61, B), el qual s’havia
utilitzat per la presa de DCM durant les sintesis de 7411, confirmant d’aquesta manera que la
impuresa provenia del dispensador, motiu pel qual es va retirar aquest material.

(A) ()

2% 0 DIOP

/

200 200

22520

150 150
100 100
50 - ] 50

10 15 20 25 0 10 15 20 25 30

Figura 61. Cromatograma del DCM (A) pres amb una canula d’acer inoxidable i (B) pres amb el dispensador
de plastic de la mateixa garrafa. (Métode A, veure apartat 8.3.3).

4.3.4.2. IMPURESA DETECTADA PER *H-RMN EN LA SINTESI DE 7005_UB-
23417

ATliniciar el seguiment de sintesi de 7005_UB-23417 per *H-RMN, es van observar uns multiplets
a la zona aromatica de I'espectre que es mantenien al llarg de la sintesi i no corresponien als
senyals del grup Fmoc (Figura 33, apartat 4.3.3.2.1). La multiplicitat dels senyals van fer pensar
en que probablement fos HOBLt. Per tal de confirmar aquesta hipotesi, es va dur a terme I'espectre
de H-RMN de 'HOBt (Figura 62, A) i es va comparar amb els espectres de 'H-RMN del cru
acidolitic després de I'acoblament del segon aminoacid (Fmoc-Val-OH) a la resina abans dels
rentats (Figura 62, B) i després dels rentats (Figura 62, C). Els senyals aromatics de 'HOBt van
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coincidir amb els senyals aromatics minoritaris que es van observar als dos crus, ben visibles al
no solapar-se amb cap senyal del grup Fmoc.
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Figura 62. Regio aromatica de I'espectre de 'H-RMN (MeOD) del cru acidolitic d’'una mostra de dipeptidil-
resina després d’acoblar Fmoc-Val-OH (segon aminoacid) en la sintesi de 7005_UB-23417, abans de rentar
(B) i després de rentar (C), comparats amb I'espectre de 'H-RMN de I'HOBt (A).

Es va determinar per integracié d’arees de senyals de la impuresa, per comparacié amb d’altres
del grup Fmoc, la presencia d'un 7,9 % d’additiu abans dels rentats i d’'un 5,6 % després dels
rentats. Aquestes dades feien pensar que 'HOBt estava unit a la resina d’alguna manera, ja que
els rentats no aconseguien eliminar I'additiu. Per tal d’esbrinar si, per exemple, 'lHOBt es podia
acoblar covalentment a la resina 2-CTC, la resina es va tractar amb I'additiu reproduint les
condicions d’incorporacio del primer aminoacid a la resina (Esquema 40). A continuacio, la resina
es va rentar per tal d’eliminar I'excés d’HOBY, i es va dur a terme el tractament acidolitic d’'una
aliquota. L’analisi per *H-RMN del cru resultant va mostrar clarament la preséncia d’HOBY, el que
demostrava que I’'HOBLt es podia unir a la resina.

N\
N
cl N cl
OH
TOQ = 1Oa
DIPEA (3,0 eq), DMF (5 vol), 1 h ;
g g

Esquema 40. Incorporacié de 'HOBt a la resina 2-CTC.

La primera hipotesi que es va plantejar va ser que la resina no estigués ben capada i que, per
tant, ’THOBt s’enllacés als centres reactius lliures de la resina. Per tal de comprovar-ho, la resina
2-CTC es va tractar amb les condicions d’acoblament (3 eq d'HOBt i DIC en DMF) pero sense la
preséncia d’aminoacid, per tal de veure si 'HOBt s’enllagava a la resina sense capar (Esquema
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41, A), i el resultat es va comparar amb I'obtingut amb una resina préviament tractada amb MeOH
i DIPEA durant 5 h (Esquema 41, B). Passada I'hora de reaccié, es va realitzar el tractament
acid de les resines i els crus corresponents es van analitzar per *H-RMN. Es va observar HOBt
en el cru acidolitic de la mostra de resina obtinguda utilitzant resina 2-CTC sense tractar, en
canvi, no es va observar quan es va utilitzar resina 2-CTC tractada.

(A)

DIC, DMF, 1 h N
g g

DIC, DMF, 1 h —
g "

Esquema 41. Tractament amb HOBt i DIC de la resina 2-CTC sense capar (A) i amb una resina tractada
préviament durant 5 h amb MeOH i DIPEA (B).

Aquests resultats van fer pensar que un mal capat de la resina podia portar a I'acoblament de
'HOBt a la mateixa. Per tal de comprovar-ho, es va dur a terme una nova sintesi de 7005
(7005_UB-23441) on es van realitzar modificacions en I'etapa del capat. Aixi doncs, es va afegir
I'excés habitual de MeOH (0,8 mL/g resina), pero en aquest cas es va afegir més DIPEA (0,2 eq)
i el temps de la reacci6 es va augmentar a 2 h. La sintesi es va dur a terme amb el procediment
que es descriu més endavant (veure apartat 4.3.5.4) fins a obtenir el péptid 7005. La presencia
d’HOBt al llarg de la sintesi es va avaluar mitjancant I'analisi de tractaments acidolitics d’aliquotes
de resina després de I'eliminacio del grup Fmoc del dipéptid (Figura 63, A), del tripéptid (Figura
63, B), del tetrapéptid (Figura 63, C) i del pentapéptid (Figura 63, D). Sorprenenment, els senyals
d’HOBLt es van detectar en tres dels espectres obtinguts.
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Figura 63. Regi6é aromatica dels espectres de 'H-RMN (MeOD) dels crus acidolitics d’una aliquota de resina
després de I'eliminacié del grup Fmoc del dipéptid (A), del tripéptid (B), del tetrapéeptid (C) i del pentapéptid
(D) en la sintesi de 7005_UB-23441.

No es va poder determinar la causa exacte de la incorporacié d’'HOB a la resina, ja que el capat
molt probablement havia estat complert a l'utilitzar-se més DIPEA de I'habitual i deixar-se la
reacci6 fins a 2 h. Donat que I'HOBt té un caracter acid, una possible explicacié podria ser que
'additiu provoqués una pérdua prematura de les cadenes peptidiques, deixant centres reactius
en la resina on podria enllagar-se 'HOBt (Esquema 42).

N\
CLy
Cl O N‘ Cl
OH
FO-Q Qe -G
i

g Q)

Esquema 42. Incorporacio d’HOBt a una peptidil-resina.

Aquesta hipotesi va quedar pendent de confirmar, per exemple, amb la quantificacié de cadenes
peptidiques i HOBt abans i després de tractar la peptidil-resina amb HOBt. En qualsevol cas, cal
tenir present la possible preséncia de I'additiu al producte final, I'eliminacié del qual no hauria de
portar cap problema aprofitant la gran insolubilitat d'un péptid protegit.

4.3.5.OPTIMITZACIO DELS RENTATS DE LA RESINA

El rentat de la resina es porta a terme utilitzant una seqiieéncia de dissolvents que es pot repetir
moltes vegades al llarg de la sintesi en fase solida depenent de la longitud de la cadena peptidica,
és a dir, després de I'acoblament de I'aminoacid i després de I'eliminacié del grup Fmoc. En
estudis precedents a aquesta Tesi es va desenvolupar un protocol que consisteix en dos rentats

114



CAPITOL 2: SINTESI DE 7005 1 7411 EN FASE SOLIDA

de 5 min amb DMF, DCM, IPA, DCM i DMF, per aquest ordre, utilitzant-se 10 mL de dissolvent
per gram de resina en cada rentat (apartat 4.1.6). A part de I'eficacia que pot tenir cada dissolvent
de solubilitzar reactius i subproductes, la diferent polaritat dels mateixos provoca en la resina un
diferent grau d’inflament, facilitant d’aquesta manera I'eliminacié de productes adsorbits en la
trama polimérica.

El protocol de rentats abans mencionat es va desenvolupar al laboratori. No obstant, la present
Tesi Doctoral s’ha dut a terme a I'empresa utilitzant escales de treball més grans i, per tant,
aquest protocol suposava una despesa de dissolvents molt elevada. Per exemple, per a la sintesi
de 7411 a escala de 10 g de resina 2-CTC, el consum total aproximat de dissolvents en els
rentats de la resina és d’'uns 17 L, ja que per cada seqiiencia de rentats s'utilitza 1 L de
dissolvents (100 mL x 2 rentats x 5 dissolvents), i pel nonapéptid aquesta seqiiéncia es repeteix
fins a 17 vegades durant la sintesi (9 etapes d’acoblament i 8 etapes de desproteccio, tenint en
compte que el grup protector de I'extrem amino no s’elimina). Calia doncs optimitzar el volum
dels rentats per minimitzar costos, amb la idea d’emprar escales més grans de 10 g de resina en
un futur. Per reduir els volums de dissolvent, es va estudiar I'eficacia dels rentats mitjangant
I'analisi per HPLC d’aquests rentats.

4.3.5.1. SINTESIDE 7411_UB-21578

La sintesi de 7411 _UB-21578 es va dur a terme en el reactor 2A tal com es descriu en 'apartat
4.3.2.2.2. Es va decidir realitzar el seguiment per HPLC dels rentats de la resina després
d’acoblar el segon aminoacid (Fmoc-Lys(Boc)-OH), analitzant les dissolucions obtingudes
després dels dos rentats amb 10 mL de cada dissolvent per gram de resina (Taula 17).

Taula 17. Cromatogrames de les dissolucions obtingudes en els rentats després d’acoblar a la resina el
segon aminoacid (Fmoc-Lys(Boc)-OH) en la sintesi de 7411_UB-21578.
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Com es pot observar a la Taula 17, els cromatogrames dels dos primers rentats (DMF i DCM)
tenen els perfils cromatografics més complexos o, dit d’altra manera, son els rentats més
eficients. D’altra banda, en la dissoluci6 obtinguda dels 3r i 4t rentats de DCM es detecten només
tres pics cromatografics majoritaris que coincideixen en temps de retencié amb els que s’havien
observat en els rentats de DMF (15,6 min, 15,9 min i 16,4 min). Tanmateix, I'analisi de I'lPA és
molt més senzill, el que indicava que els dos primers rentats havien rentat la resina correctament.
Donat que la resina s’encongeix molt amb IPA, es van dur a terme dos rentats més amb DCM i
DMF per tornar-la a inflar i arribar a les condicions inicials de la seglient etapa de sintesi. Els
cromatogrames dels rentats d’aquests dissolvents van mostrar un pic a 17,7 min amb una puresa
cromatografica molt elevada. El valor del pic molecular [M+H] de m/z 877,4170 va indicar que es
tractava del producte de la reaccié (Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH). Aquesta perdua prematura de
cadenes peptidiques va sorprendre ja que als cromatogrames dels dos primers rentats amb DMF
i DCM practicament no es va detectar aquest dipéptid. No hi ha una explicacio clara per aquest
resultat, a no ser que el considerable inflament amb DCM de la resina rentada amb IPA sigui un
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procés exotérmic que afecti a I'estabilitat de I'enllag éster amb la resina. Aquest mateix fenomen
es va observar en els rentats després del tractament amb piperidina per eliminar el grup Fmoc.

El seguiment dels rentats per HPLC es va continuar després d’eliminar del grup Fmoc de la
dipeptidil-resina. Els cromatogrames de les dissolucions obtingudes després de rentar dues
vegades amb 10 mL de cada dissolvent per gram de resina es presenten a la Taula 18.

Taula 18. Cromatogrames de les dissolucions obtingudes en els rentats després d’eliminar el grup Fmoc
en la sintesi de 7411_UB-21578.
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Tal com mostra la Taula 18, els cromatogrames dels dos primers rentats amb DMF i DCM revelen
que aquests rentats son suficients per eliminar els subproductes de la degradacié del grup Fmoc
(DBF, 15,2 min; i FM-pip, 9,8 min). En canvi, de la mateixa manera que es va observar en els
rentats que es van fer després de I'acoblament, els cromatogrames dels rentats amb DCM i DMF
posteriors al rentat amb IPA van mostrar un pic a 12,6 min amb una m/z de 655,3622,
corresponent al producte de reaccié H-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH. Sembla doncs que l'escissio
prematura del péptid estava relacionada amb el rentat amb IPA i els rentats posteriors amb DCM
i DMF.

Per tal d’avaluar I'impacte en el rendiment que suposava la pérdua de cadenes peptidiques
durant els rentats, es va quantificar per *H-RMN el dipeptid H-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH resultant
dels dos rentats de DCM després dels rentats amb IPA utilitzant un patré intern d’acid maleic. Es
va determinar un total de 10 mg de producte, és a dir, un 0,3 % de dipéptid respecte a la quantitat
teodrica acoblada a la resina. La pérdua de producte en els rentats no era molt significativa encara
que podia influir lleument en el rendiment si se suposava que en tots els rentats de DCM de la
sintesi es perdia la mateixa quantitat (aproximadament un 3 % menys de rendiment). No obstant,
la pérdua de cadenes peptidiques va indicar que els rentats no estaven dissenyats de manera
adequada.

4.3.5.2. SINTESIDE 7411_UB-23401

L’analisi cromatografic dels rentats de la resina per tal d’optimitzar els volums de dissolvent va
posar de manifest un problema greu de les resines CTC, la pérdua prematura de cadenes
peptidiques. Aixi doncs, es va decidir analitzar els rentats després de I'acoblament del segon
aminoacid en la sintesi d’un lot diferent de 7411 (7411_UB-23401, apartat 4.3.2.2.2). En aquest
cas, els rentats es van dur a terme amb un 0,05 % de DIPEA en cada dissolvent per esbrinar si
les possibles traces d’acid en el DCM eren responsables de la pérdua de cadenes peptidiques.
Els cromatogrames d’HPLC de les dissolucions resultants dels rentats es mostren en la Taula
19.
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Taula 19. Cromatogrames de les dissolucions obtingudes en els rentats després d’acoblar a la resina el
segon aminoacid (Fmoc-Lys(Boc)-OH) en la sintesi de 7411_UB-23401.
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Tal com es pot observar en la Taula 19, no es va poder evitar la pérdua de cadenes peptidiques
amb la utilitzacié de DIPEA en els dissolvents de rentat, ja que en els 7€ i 8¢ rentats de DCM i
en els 9¢ i 10¢é rentats de DMF es va observar el pic corresponent al producte de reaccio (Fmoc-
Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH, 17,5 min).

4.3.5.3. SuUBSTITUCIO DEL RENTAT D’IPA PER DMF

En els estudis precedents®® no s’havia observat la pérdua de cadenes peptidiques en els rentats
de la resina, en canvi, al voler reduir la despesa de dissolvents en aquesta Tesi Doctoral aquest
fenomen es va observar. Encara que I'objectiu principal era optimitzar els rentats de la resina, la
pérdua de cadena peptidiques es va voler solucionar ja que podria impactar en el rendiment de
la sintesi. Els resultats obtinguts fins al moment indicaven que la seqgiiéncia de rentats IPA-DCM-
DMF podia ser la responsable de la perdua de cadenes peptidiques. Per a obtenir informacié al
respecte, es van analitzar els rentats després del segon acoblament en una nova sintesi. En
aguest cas concret, solament es va arribar al segon acoblament i no es va continuar la sintesi de
7411.

En aquest cas, en la seqiéncia de rentats es va substituir '|PA per un nou rentat de 10 mL de
DMF per gram de resina, i es va portar a terme un Unic rentat en cada etapa de la sequencia, és
a dir, es va reduir el nombre de rentats a la meitat. Per compensar aquesta reduccio de rentats,
es van augmentar a 10 min el segon (DCM) i el tercer (DMF). A més a més, tots els dissolvents
contenien un 0,05% de DIPEA per tal d’evitar les possibles traces acides. Les analisis d’'HPLC
de les dissolucions resultants dels rentats es mostren en la Taula 20.
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Taula 20. Cromatogrames de les dissolucions obtingudes amb la nova sequéncia de rentats després
d’acoblar a la resina el segon aminoacid (Fmoc-Lys(Boc)-OH); un rentat a cada etapa de la seqiéncia

de dissolvents i substitucié d’IPA per DMF.
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DMF amb 0,05 % DIPEA (5¢ rentat)
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Amb la nova sequeéncia de rentats, en els dos ultims de DCM i DMF no es va detectar producte
derivat de I'escissio prematura (Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH) per HPLC-MS, indicant que I'lPA
estava d’alguna forma relacionat amb la pérdua de cadenes peptidiques. A més a més, es va
demostrar que la nova sequéncia de rentats amb reduccié del volum global de dissolvent era
efectiva pel que es va observar en I'tltim rentat amb DMF. Per tal d’acabar de confirmar que els
rentats amb IPA eren els responsables de la pérdua de cadenes peptidiques, es va utilitzar la
sequencia de dissolvents que es mostra en la Taula 21 després de dur a terme la sequencia de
rentats que es presenta a la Taula 21, i la dissolucié obtinguda després dels rentats es va
analitzar per HPLC-MS i es va determinar I'area del pic corresponent a Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-
OH (Fmoc-dipéptid).

Taula 21. Arees de Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH en els cromatogrames de cada rentat utilitzant una
segiiencia de dissolvents que inclou tractaments amb IPA en diferents temps.

Dissolvent | 1PA | pcm | pve | 1PA | bcm | DmE IPA pcM | DMF
Temps 5 5 5 15 5 5 30 5 5
(min)
Area Fmoc-
dipeptid 9 597 67 34 566 169 31 508 237
(mAU)

Com es pot comprovar a la Taula 21, les analisis dels dos rentats de DCM i DMF que es van fer
just després d’'un rentat amb IPA, van mostrar clarament la preséncia de Fmoc-Lys(Boc)-
Arg(Pbf)-OH. També es pot veure que les quantitats de péptid en els rentats amb DCM no
depenen massa del temps del tractament previ amb IPA (500-600 mAU). En canvi, la tendencia
és clarament a I'algca amb el temps del tractament amb IPA (5 min, 15 min i 30 min) en els rentats
posteriors amb DMF (67 mAU, 169 mAU i 237 mAU).
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Per corroborar aquests resultats, es va utilitzar una sequéencia similar de dissolvents, substituint
IPA per MeOH (Taula 22).

Taula 22. Arees de Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH en els cromatogrames de cada rentat utilitzant una
sequéncia de dissolvents que inclou tractaments amb MeOH de diferents temps.

Dissolvent [ MeOH | DCM DMF MeOH DCM DMF MeOH DCM DMF

Temps 5 5 5 15 5 5 30 5 5
(min)
Areadipeptid | ) 3882 | 2335 415 5728 | 2297 323 5775 | 2042

(mAU)

La péerdua de cadenes peptidiques es va incrementar amb els rentats amb MeOH, ja que l'area
cromatografica del producte Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-OH observada en els rentats de DCM i
DMF posteriors, va ser considerablement major que I'area observada després dels rentats amb
IPA (Taula 21). Tanmateix, les tendencies de pérdua de cadenes per DCM i DMF amb el temps
de tractament amb MeOH van ser diferents. En qualsevol cas, els resultats indicaven que I'is
d’alcohols en els rentats d’'una resina 2-CTC no sén convenients.

Per tant, sembla que I'is d’alcohols com a dissolvent propicia la pérdua de cadenes peptidiques,
perd no s’ha trobat un mecanisme plausible que confirmi la hipotesi. En aquest sentit, és molt
improbable que I'lPA actui com a reactiu provocant I'escissio del péptid de la resina, ja que no es
va detectar en cap moment la massa del dipéptid amb I'extrem carboxilic com a ester isopropilic.
La unica possible explicacié és, com ja s’ha mencionat abans, que l'inflament amb DCM de la
resina rentada amb IPA afecti a I'estabilitat de I'enllag éster amb la resina al ser un procés
exotermic. En qualsevol cas, I'lPA es va eliminar de la sequiéncia de rentats per tal d’evitar la
pérdua de producte en els rentats, i es va decidir utilitzar a partir d’aquell moment la sequéncia
que substitueix I'lPA per DMF amb un rentat per cada dissolvent (Taula 20). Amb aquesta nova
sequiéncia s’aconseguia també un estalvi importat de dissolvents, molt convenient si es pretenia
portar el procés a planta.

4.3.5.4. SINTESIDE 7005_UB-23441

Es va dur a terme una nova sintesi en fase solida de 7005 (7005_UB-23441) amb I'objectiu
d’assajar la sequiéncia de rentats que contemplava 5 rentats alternatius de DMF (3) i DCM (2)
(Taula 20, apartat 4.3.5.3). Es va utilitzar el reactor 2A (Figura 21, apartat 4.3.2.1) a una escala
de 15,4 mmols (11,0 g de resina 2-CTC). L’aminoacid comercial Fmoc-Leu-OH es va incorporar
a la resina en condicions similars a les ja descrites en sintesis anteriors (apartat 4.2.2), perd amb
un tractament de 2 h amb MeOH (0,8 mL/g resina) i DIPEA (0,2 eq) per assegurar el capat de la
resina (apartat 4.3.4.2). La quantificacié de grups Fmoc (apartat 4.1.3) va proporcionar una
funcionalitzacié de 0,58 mmols/g.

La desprotecci6 dels grups a-amino previes als acoblaments d’aminoacids es van dur a terme
amb piperidina en les condicions habituals (apartat 4.1.4), comprovant-se la consecucio de les
mateixes per 'H-RMN i HPLC (apartat 4.3.3.2). Les reaccions d’acoblament es van realitzar
utilitzant 3 eq de Fmoc-aminoacid, DIC i HOBt (apartat 4.1.5), excepte en I'acoblament de I'Giltim
aminoacid de la sequiéncia (Boc-lle-OH), en el que es van emprar 4 eq de reactius (apartat
4.3.1.2). Les reaccions es van monitoritzar amb el test de ninhidrina (apartat 4.1.5.1), per H-
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RMN i per HPLC (apartat 4.3.3.2). Les 3 técniques van indicar que els acoblaments eren
complerts ales 1,5 h i, per tant, no va ser necessari dur a terme cap reacoblament. L’escissi6 del
peptid de la resina es va assolir en les condicions ja emprades abans, és a dir, tres rentats de la
peptidil-resina amb una dissolucié d’'1 % de TFA en DCM (apartat 4.1.7). L’analisi del cru acidolitic
per HPLC va donar una puresa cromatografica de 93,1 % (Figura 64, B). Aquest resultat va ser
molt semblant o inclas lleugerament millor a I'obtingut en el cru acidolitic del lot 7005_UB-21510
(91,0 %, Figura 64, A), que s’havia dut a terme amb la seqiiéncia de rentats proposada en els
estudis precedents. Aix0 indicava que la nova seqiiéncia de rentats practicament no afectava a
la qualitat del producte.

(A) Cru de 7005_UB-21510 (B) Cru de 7005_UB-23441
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Figura 64. Comparacio dels perfils dels cromatogrames dels crus acidolitics dels lots de 7005 obtinguts
amb la seqiiencia de rentats proposada en els estudis precedents (7005_UB-21510-cru, A) i amb la nova
seguiencia de rentats proposada en aquesta Tesi (7005_UB-23441-cru, B).

Per tal d’avaluar el rendiment, es va quantificar per 1H-RMN el producte 7005 _UB-23441 present
en el cru, determinant-se una quantitat de 9 g que suposava un rendiment d’aproximadament del
86 %, respecte la funcionalitzacié obtinguda amb la incorporacié del primer aminoacid. Aquest
resultat es va poder comparar amb els rendiments obtinguts en les altres sintesis, com per
exemple l'obtingut en la sintesi de 7005_UB-19182-P9 (69 %, veure apartat 4.3.6.2.1), que
encara que es va sintetitzar en un altre reactor, es va poder observar la millora del rendiment.

A continuacio, el péptid 7005 es va precipitar amb les condicions que es descriuen en 'apartat
d’optimitzacié de les precipitacions (veure apartat 4.3.6.2.4), obtenint-se els solids 7005_UB-
23441-P1-01 i 7005 _UB-23441-P2-01 (96,2 % i 98,4 % de puresa cromatografica
respectivament).

Com a conclusio, es va sintetitzar I'hexapeéptid protegit 7005 utilitzant una nova seqiiéncia de
dissolvents pels rentats (DMF, DCM, DMF, DCM, DMF) i reduint el volum dels mateixos a la
meitat. El rendiment (quantitat de péptid present al cru acidolitic final) i la puresa cromatografica
del producte van ser similars als d’altres sintesis del mateix producte.
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4.3.6.0PTIMITZACIO DE LES PRECIPITACIONS

Des d’'una perspectiva industrial, I'aillament dels productes solids habitualment es duu a terme a
través d’un procés de precipitaci6. La precipitacié controlada per purificar el cru és una
metodologia preferible a la técnica cromatografica per questions econdmiques. En el cas del
peptid FT, tant 'API com els seus intermedis son solids. Per tant, calia desenvolupar condicions
experimentals adients per una precipitacioé controlada del producte, a fi d’obtenir una bona puresa
cromatografica i poder realitzar una filtracié rapida del solid per poder portar el procés a gran
escala.

Generalment, un solid que es diposita per gravetat al parar I'agitacio sol filtrar-se de forma rapida.
En canvi, si al parar I'agitacié la suspensio que s’obté és densa o un solid gomds, és a dir, un
solid que no es diposita, la filtracié acostuma a ser molt més lenta per I'obturacié del filtre. Una
filtracié molt lenta en que el filtre s’obtura i el drenatge de les AM s’atura, sol ser molt problematica
guan es vol escalar. En canvi, una filtracié lenta en el laboratori perd amb un drenatge continu i
constant de les AM, podria funcionar bé a escala de planta pilot amb la utilitzacié del filtre
Nutsche, ja que s’espera que 'agitacié permeti millorar el drenatge de les AM respecte la filtracié
al laboratori.

Per tal de desenvolupar un procés de precipitacié controlada, és necessari reduir la solubilitat del
producte en la dissolucié afegint un antidissolvent o refredant la mescla. Cal tenir en compte que
la velocitat d’addicio de I'antidissolvent o el refredament influeix directament en la precipitacio.
En aquest context, les quantitats de dissolvents es mesuren en volums (mL de dissolvent/g de
producte), per tant, és convenient coneixer els grams de producte al cru acidolitic per tal
d’optimitzar la precipitaci6 i definir condicions.

4.3.6.1. ESTUDIS PREVIS

Les precipitacions dels fragments peptidics sintetitzats en fase solida en els estudis precedents®®
no van ser controlades, ja que el cru resultant del tractament acidolitic de la resina es
descarregava directament del reactor a un balé amb un gran volum d’antidissolvent. Aixi, en la
primera sintesi de 7411 realitzada en la present Tesi (7411_UB-19146, apartat 4.2.1), es va dur
aterme en aquestes condicions i es va observar la formacié d’un solid molt fi que no es dipositava
al fons del reactor al parar I'agitacio. Aquest tipus de suspensio va proporcionar una filtracié molt
lenta i, per tant, aquest procés no era adequat per a I'obtencié dels fragments peptidics a escala
industrial.

Per tal de disposar d’'unes condicions per una filtracié rapida sense la necessitat de refiltrar les
AM, en la primera sintesi de 7005 (7005 _UB-19166, apartat 4.2.2), es van provar noves
condicions de precipitacié addicionant I'antidissolvent gradualment, perd no va millorar el resultat.

Aixi doncs, un dels objectius d’aquesta Tesi Doctoral va ser optimitzar processos de precipitacié
per purificar els intermedis peptidics 7411 i 7005 per poder implementar-los a gran escala.

4.3.6.2. ASSAJOS AMB 7005
4.3.6.2.1. ASSAJOS DE PRECIPITACIO DE 7005_UB-19182

Les condicions de sintesi per I'obtencié del cru de 7005 _UB-19182 es descriuen en I'apartat
4.3.1.2. El cru acidolitic es va tractar amb TEA (1 eq) per tal de neutralitzar el TFA i poder
concentrar el cru sense perillar la integritat dels grups protectors de les cadenes laterals dels
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aminoacids trifuncionals. Es va comprovar per 'H-RMN que la sal de TEA resultant precipitava
amb el producte final i, per tant, es va tenir en compte a I'’hora d’estimar el rendiment.

Una aliquota del cru es va analitzar per HPLC (90,7 % de puresa cromatografica) i la resta del
cru es va dividir en 9 fraccions per tal de realitzar diferents assajos de precipitacié (Taula 23), el
gue suposava 1,6 g de 7005 teorics per a cada prova (16,2 g teorics de 7005 calculats a partir
de la funcionalitzacié obtinguda al quantificar els grups Fmoc després de la incorporacié del
primer aminoacid a la resina). Els volums de dissolvents es van calcular a partir dels grams teorics
de 7005. Per tant, els rendiments que es presenten a la Taula 23 només van servir d’orientacio
per tal d’avaluar la recuperacié de solid utilitzant diferents condicions de precipitacié, ja que es
va suposar un rendiment quantitatiu d’incorporacié de cadenes peptidiques.

Taula 23. Proves de precipitacié amb el cru de 7005_UB-19182.

Prova | Dissolvent diséglt\i/_ent Aspecte Filtracié f;)oggr Sa!%th;sEA Reogod a
HPLC | per IH-RMN :

cru - 90,7 - -

Pl (?8;) (; f/(c?l) g?)?rlwigs I':a/lr?tl; 92,2 44 53
P2 (?8;) (; f/(c?l) g?)?rlwigs I':a/lr?tl; 93,9 10 68
P3 (E)Cv'\(")l) (TSE)/?I) gi?]:igs Rapida 93,9 45 76
P4 (E)Cvl\gl) (;g'\\fs) Sd“i’ggs‘?;e Rapida 97,3 11 50
psd (R)Cv'\c/lyl) (;(;3 \'\,/cl,%c Su(;sgﬁsn;ié Sequedat 93,9 nd 56
P6 (R)Cv'\(")l) gg'\ﬁ) S”dsgr‘fsnsié Lenta 96,9 2 78
P7 (1Docv'\g|) (42%/“45&8 %?ggs?ée Rapida 98,7 8 69
pgd (ﬁ)cv“gn (31(;3\/'\30%9 Sd?ggsci‘;e Rapida 99,2 n.d 50
Pof (ﬁ)cv“gn (ST(?%'IE)C s(,j?ggscil;e Rapida 08,2 n.d 69

(@) Elrendiment es va calcular a partir del quocient entre els grams reals de cru acidolitic sense sal
de TEA i els grams teorics. Per exemple, en el cas de la prova 1: 1,5 g obtinguts x (100-44)/1,6
g teorics =53 %

(b) Precipitacio inversa: el dissolvent s’addiciona sobre 'antidissolvent.

(c) Es sembra amb 7005_UB-19182-P4-01.

(d) Previament a la precipitacié s’elimina la sal TFA-TEA amb rentats d’acid citric al 2,5 % a pH 2.
(e) Agitacié a 40 °C durant 1 h i rampa per refredara 5°C en 7 h.

(f) Previament a la precipitacio s’elimina la sal TFA-TEA amb rentats de NaH2PO4/H3PO4 a pH 3.
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En les proves 11 2, es va canviar de dissolvent DCM del cru per EtOH, i el cru resultant es va
concentrar fins a 3 volums. En la prova 1, la H20 es va afegir lentament al cru de reaccio, i en la
prova 2 el cru de reaccio es va afegir lentament a H20 (precipitacio inversa). En les dues proves,
el solid va precipitar rapidament i es van obtenir solids gomosos que no dipositaven al fons del
reactor al parar I'agitacié. La filtracid de les dues suspensions va ser molt lenta i aquestes
condicions de precipitacié es van descartar. Es van obtenir els solids 7005 _UB-19182-P1-01
(rendiment del 53 %) i 7005_UB-19182-P2-01 (rendiment del 68 %).

En la prova 3, la solucié del cru en DCM es va concentrar a 10 volums, i 'hepta es va addicionar
lentament fins que a 40 volums. Es va observar la formacié d’un oli groc que dipositava al fons
del reactor. La suspensié es va deixar en agitacié 12 h i I'oli es va disgregar per formar un solid
gomos. La filtracié va ser rapida perd una part del solid es va quedar enganxada en les parets
del reactor, pel que aquestes condicions de precipitacié6 també es van descartar. El solid
7005 _UB-19182-P3-01 es va obtenir amb un rendiment del 76 %.

En la prova 4, el TBME es va addicionar lentament al cru fins a arribar a una relaci6 DCM/TBME
d’1:5. La dissolucié resultant es va deixar en agitacié 12 h i es va observar la formacié d’'un solid
que dipositava al parar I'agitacié. La filtracio de la suspensié va ser rapida i la millora en la puresa
cromatografica de 7005 en el sodlid obtingut (7005_UB-19182-P4-01) va ser significativa (97,3
%), en comparacio a la del cru inicial (90,7 %).

En la prova 5, es van voler reproduir les condicions de precipitacié de la prova 4, pero en aquest
cas es va eliminar previament la TEA, ja que es detectava sempre per *H-RMN al producte final.
Malauradament, la precipitacié que va tenir lloc a la prova 4 no es va reproduir, ja que als 10
volums de TBME es va formar una suspensié densa que no va donar lloc a cap solid dipositat
després de parar 'agitacio. EI TBME es va acabar d’addicionar fins als 50 volums i la suspensié
es va deixar en agitacié 12 h. Al tenir la suspensio el mateix aspecte, es va sembrar pero no va
dipositar cap solid i aquestes condicions també es van descartar eliminant el dissolvent fins a
sequedat i obtenint el solid 7005_UB-19182-P5-01.

Es va pensar que els rentats d’acid citric per eliminar la base havien pogut interferir en la
precipitacio del producte desitjat. Per tant, en la prova 6 no es va fer aquest tractament acid previ
i es van reproduir exactament les condicions de precipitacio de la prova 4. El solid va precipitar
durant les 12 h d’agitacio, perd en aquest cas el sdlid no es va dipositar al parar I'agitacié i va
formar una suspensié densa. La filtracié no va ser tan rapida com en la prova 4, pero la puresa
cromatografica del solid obtingut (96,9 %) va millorar respecte I'obtinguda en el cru inicial (90,7
%). El rendiment pel solid obtingut (78 %, 7005_UB-19182-P6-01) va ser dels millors trobats fins
al moment.

Per tal de millorar la forma del solid, en la prova 7 es van afegir 40 volums de TBME lentament,
en comptes de 50 volums com en les proves 5 i 6, i la dissolucié es va sembrar. A les 12 h
d’agitacié s’havia tornat a formar la suspensio densa i es va escalfar a 40 °C durant 1 h per tal
de millorar la forma del solid. Es va programar una rampa per refredar a 5 °C en 7 h i la forma
del solid va millorar, dipositant-se al fons del recipient al parar I'agitacid. La filtracié va ser rapida
i el solid 7005_UB-19182-P7-01 es va obtenir amb una molt bona puresa cromatografica (98,7
%) i un rendiment acceptable (69 %).

En la prova 8, la sal TFA-TEA es va eliminar del cru amb el mateix tractament que en la prova 5
i es va dur a terme un procediment de precipitacié molt semblant, amb la diferéncia que es va
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pujar la temperatura a 35 °C un cop s’havien afegit 10 vol de TBME. Es va formar una suspensio
densa i es van addicionar 20 volums de TBME més. La suspensio es va escalfar a 40 °C, es va
sembrar i es va refredar a 5 °C en 7 h. El solid 7005_UB-19182-P8-01 es va dipositar al parar
I'agitacié i la filtracié va ser rapida perd es va obtenir un rendiment més baix que en altres proves
(50 %), el que significava que 30 vol de TBME no eren suficients per precipitar tot el producte.
Tanmateix, la seva puresa va ser la millor de les obtingudes en les proves (99,2%).

En la prova 9, es va eliminar la base amb rentats d’'una dissolucié tampé de NaH2PO4/H3zPO4 de
pH 3, ja que en els estudis precedents a la present Tesi®® s’havia comprovat que I'acid citric podia
formar impureses amb els fragments peptidics. Es van afegir 10 volums de TBME, la dissolucid
es va sembrar i al pujar la temperatura a 35 °C es va formar una suspensié densa. El TBME es
va acabar d’addicionar fins els 50 volums a 35 °C i el solid es va dipositar al parar 'agitacié. La
filtracié va ser rapida i la puresa cromatografica del solid obtingut (7005_UB-19182-P9-01) va ser
molt bona (98,2 %), aixi com un rendiment acceptable en comparacié a les altres proves (69 %).

Per tant, dels assajos de precipitaci6 amb 7005 es pot concloure que, en general, s’aconseguia
purificar el producte addicionant lentament TBME com a I'antidissolvent (50 vol) al cru de DCM
concentrat (10 vol). Tenint en compte la puresa cromatografica, el rendiment i la velocitat de
filtracié de les suspensions, els millors resultats es van obtenir en les proves 7 i 9, és a dir,
utilitzant entre 40 i 50 volums de TBME amb sembra, agitant a 40 °C durant 1 h i refredant amb
rampade 5°Cen 7 h.

4.3.6.2.2. ASSAJOS DE NEUTRALITZACIO DEL CRU

En les proves de precipitacié de 7005 _UB-19182 descrites a I'apartat anterior, es va dur a terme
I'addicié de TEA al cru acidolitic per a neutralitzar el TFA, pero es va veure per 'H-RMN que la
sal resultant precipitava amb el producte final. Aquesta sal es va poder eliminar amb rentats
d’acid citric o una dissolucio tampé de fosfats a pH 3, pero aixo suposava un pas addicional en
el procés sintétic. Per aguesta ra0, es va voler substituir la TEA per una altra base que no fos
organica per neutralitzar el cru acidolitic.

Per tal d’avaluar si la sal s’eliminava de la fase organica, es va seguir en aquest cas l'ani6
trifluoroacetat per °F-RMN en lloc de la TEA per 'H-RMN, ja que el senyal de 1°F corresponent
a aquest ani6 surt com a singlet a — 78 ppm. Aquest singlet no es va poder quantificar a causa
de la falta d’'un patrd, perd es va poder determinar per a tots els crus la relacio senyal soroll (S/N)
pel singlet a -78 ppm.

Amb l'objecte de trobar un procés de neutralitzacié optim, es van dur a terme dos assajos amb
una dissolucié d'1 % de TFA en DCM sense la preséncia de péptid. En el primer assaig, la
dissolucio acida organica es va rentar amb una dissolucié aquosa de NaHCO3z 0,13 M, les fases
es van separar i es van analitzar per 1°F-RMN. A partir de la relacié senyal/soroll del singlet del
TFA es va poder determinar que la majoria d’acid havia passat a la fase aquosa com a
trifluoroacetat, demostrant que el rentat de la fase organica amb aquesta base havia sigut efectiu
pero no suficient per eliminar tot el TFA de la fase organica. En el segon assaig, la dissolucio d’1
% de TFA en DCM es va tractar amb NaHCO3 solid (5 eq), la suspensio es va agitar durant 1 h i
es va filtrar. La dissolucié i el solid resultants es van analitzar per °F-RMN, detectant-se
trifluoroacetat majoritariament en el solid. Aquesta metodologia també va semblar adequada per
la neutralitzacié del cru ja que permetia separar la sal mitjangant una filtracio, pero calia fer més
tractaments amb la base.
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La utilitzacié6 de NaHCOs per neutralitzar el TFA semblava adient, per tant, es va assajar amb el
lot 7005_UB-21510.

4.3.6.2.3. ASSAJOS DE PRECIPITACIO DE 7005_UB-21510

Les condicions de sintesi per I'obtencié del cru de 7005_UB-21510 es descriuen a I'apartat
4.3.2.2.1. El cru acidolitic (91,0 % de puresa cromatografica per HPLC, Figura 65) es va dividir
en dues parts per tal d’assajar les metodologies de neutralitzacié descrites a I'apartat anterior i
avaluar si la precipitacio de 7005 era adequada en termes de filtracio, rendiment i puresa del
producte final.
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Figura 65. Cromatograma acidolitic de 7005_UB-21510. (Métode A, apartat 8.3.3).

Per intentar eliminar tot el TFA de la fase organica, la primera part de cru es va neutralitzar rentant
amb una dissolucié aquosa saturada (sat) de NaHCOs, no detectant-se per °F-RMN el senyall
de TFA en la fase organica després del rentat. Per contra, les extraccions van donar problemes
al formar-se emulsions a la interfase, pel que es van haver de dur a terme contra extraccions de
la fase aquosa per tenir una separacio de fases sense emulsio.

La precipitacio del producte de la primera fraccié (2,8 g tedrics de 7005 calculats a partir de la
funcionalitzacié obtinguda al quantificar els grups Fmoc després de la incorporacio del primer
aminoacid a la resina) es va dur a terme amb el procediment desenvolupat amb les proves de
precipitacié descrites a l'apartat 4.3.6.2.1, és a dir, eliminant DCM del cru fins a 10 volums i
addicionant lentament TBME. A l'arribar a 30 vol d’antidissolvent, la dissolucié es va sembrar i
es va escalfar a 35 °C, observant-se un enterboliment de la dissolucié. Es va acabar d’addicionar
TBME fins a 50 vol i es va deixar en agitacio a 25 °C durant 12 h. Es va observar la formacio
d’'una suspensio densa i el solid no va dipositar al parar I'agitacié. Es va programar una rampa
de temperatura per refredar a 5 °C en 2 h i el solid es va dipositar al parar I'agitacid. La filtracio
va ser rapida i el solid resultant (7005_UB-21510-P1-01) va mostrar un rendiment molt baix (29
%), respecte els grams tedrics esperats. Es van plantejar dues hipotesis per a explicar aquests
resultats, un rendiment de sintesi baix o la pérdua de producte al formar-se emulsions en els
rentats de la fase organica per eliminar el TFA. Per contra, I'analisi del producte per HPLC va
donar una puresa cromatografica de 7005 molt bona (98,2 %, Figura 66, A).
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Per tal d’evitar la formacié d’emulsions, la segona part del cru es va neutralitzar amb una
dissolucié aguosa de NaHCO3 0,13 M, és a dir, menys concentrada que la utilitzada a I'assaig
anterior, pero es van tornar a formar emulsions. Donat que encara es detectava TFA en la fase
organica, es va tractar amb NaHCOs solid (5 eq) fins a gairebé no observar-se el senyal de TFA
per ®F-RMN.

La precipitacié de 7005 en la segona fraccioé (8,5 g tedrics de 7005 calculats a partir de la
funcionalitzacié obtinguda al quantificar els grups Fmoc després de la incorporacio del primer
aminoacid a la resina) es va realitzar amb el mateix procediment que es va emprar en la primera
fraccio. En aquest cas, després d’addicionar TBME i escalfar a 35 °C el solid va precipitar i es va
dipositar al parar I'agitacio. La filtracié va ser rapida i el solid 7005_UB-21510-P2-01 es va obtenir
amb una puresa cromatografica de 98,8 % (Figura 66, B) perd amb un rendiment baix (40 %)
respecte els grams teorics que s’esperaven obtenir. Respecte els rendiments observats en
aquesta sintesi (al voltant d'un 35 % de mitjana entre les dues fraccions), comparat amb els
rendiments observats en les proves de precipitacié del primer lot (7005_UB-19182-P9-01, apartat
4.3.6.2.1, rendiment de 69 %), un baix rendiment de sintesi podria explicar aguest resultats com
ja s’ha dit abans. No cal descartar pero que el procediment de neutralitzacié hagués afectat al
rendiment en el cas de la segona fraccié. Per tal d’aclarir quin era el motiu del baix rendiment, a
partir de la seglient sintesi de 7005 es va quantificar per *H-RMN el cru de reaccié i aixi es van
poder avaluar les condicions de precipitacié independentment de si en la sintesi havia ocorregut
la pérdua no desitjada de cadenes peptidiques.
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Figura 66. Cromatogrames dels solids (A) 7005_UB-21510-P1-01 i (B) 7005_UB-21510-P2-01 obtinguts
utilitzant diferents métodes de neutralitzacié del cru acidolitic.

En qualsevol cas, la puresa cromatografica de 7005 en els solids obtinguts (al voltant de 98,5 %)
va ser major que I'observada en el cru (91,0 %), és a dir, la precipitacié es va mostrar efica¢ en
la purificacié del producte mitjangant filtracions rapides, un resultat positiu pel que fa a la potencial
implementacio del procés a escales més grans. Pel que fa a la neutralitzacié del cru acidolitic, la
utilitzacié de NaHCOz solid va resultar ser més eficag ja que els rentats amb aquesta base donava
lloc a la formacié d’emulsions que complicaven el procés.
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4.3.6.2.4. ASSAJOS DE PRECIPITACIO DE 7005_UB-23441

Les condicions que es van utilitzar per a obtenir el cru de 7005_UB-23441 es descriuen a I'apartat
4.3.5.4. La puresa cromatografica del producte al cru acidolitic va ser del 93,1 % (Figura 64, B).

En aquesta prova, el cru acidolitic es va intentar neutralitzar amb NaHCOz3 solid (5 eq), pero no
es va poder eliminar completament el TFA de la dissolucio després de 3 tractaments amb base.
En aquesta sintesi, es va quantificar 7005 en el cru per H-RMN utilitzant un patré d’acid maleic,
determinant-se 9 g de producte. La quantitat tedrica de producte que s’esperava obtenir va ser
de 10,5 g, determinada a partir de la funcionalitzaci6 de la resina una vegada incorporat el primer
aminoacid. Aquest valor va donar un rendiment de sintesi d’aproximadament 86 %. A partir dels
grams determinats per 'H-RMN, es van calcular els volums i els rendiments que es descriuen a
continuacio.

La precipitacié del producte es va dur a terme seguint el procediment descrit per la prova 9 en la
precipitacié de 7005 _UB-19182 (apartat 4.3.6.2.1). En aquest cas, la sembra es va redissoldre i
el solid no va precipitar, pel que es va afegir més TBME fins arribar a una relacié de DCM/TBME
d’'1:8. Encarai aixi, aquesta proporcié d’antidissolvent no va ser suficient com per a que precipités
el producte en aquesta sintesi, resultat diferent del que s’havia vist en les proves anteriors
(apartats 4.3.6.2.1 1 4.3.6.2.3). Per tant, la dissoluci6 del cru de 7005_UB-23441 es va dividir en
2 fraccions per fer diferents proves de precipitacio.

Es va detectar DMF per 'H-RMN al cru acidolitic, pel que es va pensar que podria ser el motiu
de que 7005 no precipités correctament. Aixi doncs, el dissolvent de la primera fraccié del cru (3
g de 7005) es va canviar a DCM altra vegada i es van dur a terme rentats de la fase organica
amb H20 per tal d’eliminar la DMF del cru. Les separacions de fases van ser dificultoses per la
formacié d'un precipitat en la interfase i la fase organica obtinguda va presentar el mateix
contingut de DMF a l'analitzar-la per 'H-RMN, indicant que les extraccions no havien sigut
efectives. Com que el péptid no precipitava en les condicions de DCM/TBME, es va addicionar
H20 a la fase organica i es va formar un precipitat gomas. La filtracio de la suspensio va ser lenta
pero es va obtenir el solid 7005_UB-23441-P1-01 amb una puresa cromatografica de 96,2 %. El
rendiment va ser molt baix (27 %), detectant-se pérdua de producte en les AM (0,4 g). Encara i
aixi, faltaven uns 1,5 g de 7005 respecte el que s’havia quantificat per 'H-RMN per a completar
el balan¢ de masses, que probablement s’havien perdut en els rentats de la fase organica.

Al ser un resultat insatisfactori per la filtracié lenta, es va decidir intentar reproduir les condicions
de precipitacié de 7411 UB-21510-01 (apartat 4.3.6.2.3) amb la segona fraccié del cru de
7005_UB-23441 (6 g de 7005). Aixi, el cru es va neutralitzar amb rentats de dissolucié aquosa
sat de NaHCOs, aconseguint-se eliminar el TFA malgrat la formacié d’emulsions a la interfase. A
continuacio, el producte es va poder precipitar utilitzant les condicions descrites en 7005_UB-
19182-P9 (apartat 4.3.6.2.1), obtenint-se un solid que va dipositar al parar I'agitacié. La filtracio
va ser rapida i el solid 7005_UB-23441-P2-01 es va obtenir amb una puresa cromatografica de
98,4 %. El rendiment va ser també baix (28 %) pero en aquest cas es van quantificar 2,7 g de
producte en les AM sense precipitar, el que indicava que la precipitacié no estava sent efectiva.
Per tant, al reproduir les condicions de neutralitzacié de la prova 7411 UB-21510-01, es va
aconseguir la precipitacié del producte desitjat encara que amb un rendiment baix, el que indicava
gue probablement el procés de neutralitzacio tenia efecte en la precipitacio.
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Ala Taula 24 es comparen les proves de precipitacié que s’han descrit fins el moment per 7005.
En general, es va poder observar que la manera en que es neutralitzava el cru afectava
significativament al rendiment. El millor resultat es va obtenir amb el lot 7005_UB-19182-P9, on
es va neutralitzar amb TEA. En canvi, no hi va haver precipitacio utilitzant les mateixes condicions
perd neutralitzant préviament del cru acidolitic amb NaHCO3 solid (7005_UB-23441). Quan es
va utilitzar una dissolucié aquosa sat de NaHCO3 (UB-21510-P1, UB-21510-P2 i UB-23441-P2),
hi va haver precipitacié perdo amb un molt rendiment baix.

Taula 24. Proves de precipitaciéo amb els crus de 7005.

Neutralitzacio del NIy . i A ALLD %
Lot Precipitacio Aspecte Filtraci6 | per HPLC
cru L Rend.
(solid)
UB-19182- DCM/TBME Solid que L
Po TEA (1:5) diposita Rapida 98,2 692
UB-21510- Extraccions amb DCM/TBME Solid que - A
P1 NaHCOs sat (1:5) diposita Rapida 98,2 29
Extraccions amb -
UB-21510- | NaHCOs (013 M) DC'\("&?ME Sd‘i"'gs‘?;e Rapida 98,8 40°
+ NaHCO:; solid ' P
UB-23441 NaHCOs solid DC'\(A{E?ME No precipita - - -
UB-23441- Extraccions amb " . b
Pl H,0 H20 Solid gomés Lenta 96,2 27
UB-23441- Extraccions amb DCM/TBME Solid que .- b
P2 NaHCOs (sat) (L:5) diposita Rapida 98,4 28

(@) Calculat a partir de la funcionalitzacié de la resina després d’acoblar el primer aminoacid.

(b) Calculat a partir de la quantificacié per tH-RMN de 7005 en el cru.

4.3.6.3. ASSAJOS AMB 7411
4.3.6.3.1. ASSAJOS DE PRECIPITACIO DE 7411_UB-21531

L’obtencié de 7411_UB-21531 es descriu a I'apartat 4.3.1.1. El cru acidolitic es va tractar dues
vegades amb NaHCOs solid (5 eq) per eliminar el TFA. L’analisi de la dissolucié obtinguda per
9F-RMN va determinar que el primer tractament amb NaHCOz3 va ser efectiu, reduint el contingut
de TFA en la dissolucié (relacid6 S/N de I'anié de trifluoroacetat més baixa que la inicial). No
obstant, el segon tractament amb base no va mostrar tants bons resultats ja que se seguia
detectant una relacio de S/N molt semblant a I'obtinguda després del primer tractament. Per
aguesta ragd, les neutralitzacions del cru en les sintesis de 7411 posteriors es van dur a terme
amb un Unic tractament de NaHCOs solid (5 eq), i al no observar-se la perdua d’integritat dels
grups protectors de les cadenes laterals dels aminoacids trifuncionals, es va considerar com un
bon tractament per a la neutralitzacié del cru.

La solucio resultant es va dividir en 5 fraccions per tal de dur a terme proves de precipitacio
(Taula 25). Una aliquota del cru es va analitzar per HPLC, mostrant una puresa cromatografica
de 83,8 %. Com que en aquell moment encara no s’havia desenvolupat un meétode de
guantificacid de producte per *H-RMN, els rendiments es van determinar tenint en compte els
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grams teorics de péptid que s’haurien d’obtenir a partir de la funcionalitzacié de la resina després
d’acoblar el primer aminoacid, i el volum de dissolvent resultant del tractament acidolitic (7,9 g
teorics de 7411 en 550 mL de DCM). Els grams teorics de 7411 en cada fracci6 es van determinar
a partir dels grams tedrics totals. Cal tenir present que encara s’utilitzava IPA en el protocol de
rentats i, per tant, molt probablement es van perdre cadenes peptidiques durant aquests rentats
en cada etapa de la sintesi, contribuint aquest fet a I'obtencié de rendiments baixos (apartat
4.3.5.3).

Taula 25. Proves de precipitaciéo amb el cru de 7411_UB-21531.

Anti- % 7411
Prova | Dissolvent . Aspecte Filtracio per HPLC % Rend.
dissolvent L
(solid)
cru - 83,8
DCM H20 - .
P1 (75 vol) (125 vol) Solid gomés Molt lenta 69,5 27
DCM TBME . L
P2 (10 vol) (100 vol) Oli groc Decantacio - -
P2- . H20 s .
cont Oli groc (50 vol) Solid gomés Molt lenta 87,1 18
DCM TBME . .
P3 (40 vol) (200 voly* Oli groc Decantacio - -
P3- . H20 N .
cont Oli groc (160 vol) Solid gomés Molt lenta 93,3 36
N Rapida
DCM IPA Solid que
P4 (20 vol) (40 vol) diposita (passa a les 97,4 21
AM)
P4- IPA Hepta Solid que -
cont | (10 vol) (10 vol) diposita Rapida 94,3 14
IPA H20 " .
P5 (3.5 vol) (0.5 vol) Solid gomés Lenta 96,2 21

(*) Es sembra amb 7411_UB-21531-P2-01

En la prova 1, es va dur a terme un rentat amb 125 volums d’H20 d’una fraccié del cru (1,6 g
teorics de 7411) per tal d’eliminar les traces de sal que podrien haver quedat dissoltes en el DCM
després de la neutralitzacié del cru. Inesperadament, el péptid va precipitar en forma de solid
gomods i la suspensié es va filtrar a pressié reduida. La filtraci6 va ser molt lenta i el solid
7411 UB-21531-P1-01 es va obtenir amb una puresa cromatografica pobre (69,5 %) degut a la
presencia de DIOP (26 %) en el producte obtingut.

En la prova 2, una fraccié de solucio del cru en DCM (1,6 g tedrics de 7411) es va concentrar fins
a 10 vol i es va addicionar lentament TBME (60 vol). Després de 12 h d’agitacié no es va observar
precipitat i es va addicionar més TBME (40 vol). Un oli groc va dipositar al fons del reactor, es va
decantar la solucié i es va precipitar amb I'addicié d’'H20 (50 vol). El solid obtingut tenia aspecte
gomas i la filtracio a pressio reduida va ser molt lenta, pero el solid 7411_UB-21531-P2-01 es va
obtenir amb una puresa cromatografica superior a la de la prova 1 (87,1 % vs 69,5 %), ja que el
DIOP es va quedar a les AM de TBME.
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Amb la prova 3 es va voler tornar a provar TBME com antidissolvent, perd amb una relacio
diferent de volums entre el dissolvent i I'antidissolvent. Es va eliminar dissolvent d’una fraccio del
cru (0,9 g teorics de 7411) fins a 40 volums de DCM. A continuacio, el TBME es va addicionar
lentament fins a arribar a 120 volums i el cru es va sembrar amb el solid 7411_UB-21531-P2-01
per afavorir la precipitacié. La sembra no es va redissoldre en 12 h perd no va precipitar cap solid
i, a 'addicionar més TBME (80 vol), un oli groc va dipositar al fons del reactor. El dissolvent de
la reaccio es va canviar a TBME, la solucié es va decantar de I'oli resultant, i es va precipitar amb
I'addicié d’H20 (160 vol). La filtraci6 va ser lenta pero el solid 7411_UB-21531-P3-01 es va obtenir
amb una puresa cromatografica significativament superior a la del cru original (93,3 % vs 83,8
%).

L’IPA es va utilitzar com a antidissolvent a la prova 4. Una fraccié de la solucio de cru en DCM
(0,9 g tedrics de 7411) es va concentrar fins a 10 volums i I'lPA es va addicionar lentament fins
a 40 volums. Va precipitar un solid que es va dipositar al parar 'agitacio i, després de 48 h, la
suspensio es va filtrar. La filtracié va ser rapida pero va passar solid a les AM i es va obtenir molt
poca quantitat del solid 7411 UB-21531-P4-01, encara que amb una puresa cromatografica
elevada (97,4 %). Les AM es van recuperar, el dissolvent es va canviar a IPA, i es va concentrar
a 10 volums. Al no dipositar-se al parar I'agitacié el solid que es va formar, es va addicionar hepta
(10 vol) i el solid va dipositar al parar I'agitacié. La filtracio de la suspensio va ser rapida pero la
puresa cromatografica del solid obtingut (7411 _UB-21531-P4-02) va ser meés baixa (94,3 %) que
utilitzant IPA com antidissolvent.

Com es va veure en la prova 4, I'lPA va ser un bon candidat per utilitzar com a antidissolvent ja
que el 7411 precipitava amb una puresa cromatografica major que la observada en el cru, encara
que amb un rendiment baix. Per aquesta rad, en la prova 5, el dissolvent d’'una fraccio del cru en
DCM (2,9 g teorics de 7411) es va canviar per IPA, es va concentrar a 3,5 volums i la dissolucio
va passar a ser una suspensié densa. Al no dipositar el solid al parar 'agitacid, es van afegir 0,5
volums d’H20 i va precipitar un solid gomos (7411_UB-21531-P5-01). Al donar aquest solid una
filtracid lenta, es va concloure que la H20 no era adequada per precipitar el producte en un
context de planta pilot. Tanmateix, utilitzant IPA com a antidissolvent (7411 _UB-21531-P4-01),
la puresa cromatografica del solid obtingut millorava significativament i la filtracié era rapida,
encara que s’hauria d’optimitzar el volum d’'IPA per obtenir un bon rendiment.

4.3.6.3.2. ASSAJOS DE PRECIPITACIO DE 7411 _UB-21550

El cru de 7411_UB-21550, I'obtencié del qual es descriu a I'apartat 4.3.2.2.2 (83,4 % de puresa
cromatografica), es va tractar una vegada amb 5 eq de NaHCOs solid per eliminar el TFA. Abans
de dur a terme els assajos de precipitacié amb aquest cru, es va quantificar el péptid per *H-RMN
utilitzant un patré d’acid maleic. Es va determinar un contingut d’aproximadament de 2,9 g de
7411 en el cru, el que representa un rendiment de sintesi del 35 % respecte els 8,2 g teorics de
producte que s’haurien d’obtenir respecte la funcionalitzacié de la resina després d’acoblar el
primer aminoacid. Amb aquesta dada es va poder comprovar que els rendiments obtinguts en
les proves anteriors fetes amb el lot 7411 UB-21531 (apartat 4.3.6.3.1) eren baixos perque
probablement es perdien cadenes peptidiques durant la sintesi, no perqué la precipitacié no fos
bona. Per les noves proves que es descriuen a continuacié amb el lot 7411 _UB-21550, es van
calcular els volums de dissolvent i els rendiments respecte els 2,9 g de 7411 determinats per *H-
RMN.
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La solucié del cru en DCM es va concentrar fins a 10 volums i es van addicionar 20 vol d’'IPA. Es
va concentrar a 10 vol per dur a terme un canvi de dissolvent a IPA, i es va observar una
suspensio densa que es va deixar en agitacié 12 h. La suspensio es va filtrar tot i que el solid no
es va dipositar al parar I'agitacid; el procés va ser lent perd en aquest cas el solid va quedar
totalment retingut al filtre. El solid 7411 _UB-21550-01 es va obtenir amb un rendiment de 65 %
(respecte els grams de 7411 quantificats per 'H-RMN) i el producte es va detectar a les AM,
indicant que no tot havia precipitat. La puresa cromatografica de 7411 va ser del 87,6 % (Figura
67, B), lleugerament superior a la del cru original (83,4 %, Figura 67, A). Cal senyalar que
aguestes pureses cromatografiques haurien estat superiors si no fos per la pérdua inesperada
de grups Fmoc que es va detectar a I'analisi cromatografic, probablement causada per deixar en
nevera durant uns dies la solucié del cru.
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Figura 67. Comparacio dels perfils cromatografics del cru acidolitic de 7411_UB-21550 (A) i el solid obtingut
7411_UB-21550-01 (B).

4.3.6.3.3. ASSAJOS DE PRECIPITACIO DE 7411 _UB-21578

Les condicions d’obtencié de 7411 UB-21578 es descriuen en l'apartat 4.3.2.2.2 (92,4 % de
puresa cromatografica, Figura 68, A) i la dissolucié del cru es va tractar amb NaHCO3 solid (5
eq) per eliminar el TFA. Abans de dur a terme els assajos de precipitacié, es va quantificar el
contingut de 7411 per *H-RMN amb un patré d’acid maleic, resultant aproximadament 4,4 g de
producte. Aquest valor va servir com a referencia per concentrar el cru als volums desitjats i dur
a terme la precipitacio. El rendiment de sintesi va ser de 56 % respecte els 7,9 g tedrics de 7411
que s’esperaven a partir de la funcionalitzacié de la resina una vegada es va acoblar el primer
aminoacid.

Donat que es volia augmentar el rendiment en la precipitacio respecte la prova 7411_UB-21550-
01 descrita a I'apartat anterior, el cru dissolt en DCM es va concentrar fins a 20 vol i es va carregar
amb 20 vol d’'IPA. Al concentrar la soluci6 resultant a 20 vol per dur a terme arrossegaments amb
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CAPITOL 2: SINTESI DE 7005 1 7411 EN FASE SOLIDA

IPA, va precipitar un solid que no va dipositar al parar I'agitacié. Es van carregar 10 vol més
d’'IPA, la mescla es va tornar a concentrar, aquest cop a 10 vol, i la suspensid es va deixar en
agitacié 12 h. La suspensio obtinguda era densa i la filtracié va ser lenta, obtenint-se el solid
7411 UB-21578-01 amb un 76 % de rendiment, millorat respecte la prova anterior (65 % per
7411 UB-21550-01). La puresa cromatografica en el solid va ser del 97,3 % (Figura 68, B),
millorada respecte el cru acidolitic inicial (92,4 %).
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Figura 68. Comparacio dels perfils cromatografics del cru acidolitic de 7411_UB-21578 (A) i el solid obtingut
7411_UB-21578-01 (B).

4.3.6.3.4. ASSAJOS DE PRECIPITACIO DE 7411_UB-23401

Les condicions d’obtencié de 7411 UB-23401 es descriuen en l'apartat 4.3.2.2.2 (78,5 % de
puresa cromatografica, Figura 69, A) i la dissolucié del cru es va tractar amb NaHCO3 solid (5
eq) per eliminar el TFA. De la mateixa manera que es va fer amb 7411 UB-21578, es va
quantificar per *H-RMN amb un patré d’acid maleic per tenir una referéncia a I'hora de concentrar
el cru als volums desitjats i dur a terme la precipitacid. L’analisi del cru per 'H-RMN va donar
aproximadament 5,6 g de 7411 (79 % de rendiment de sintesi, calculat a partir de la
funcionalitzacié trobada després de l'acoblament del primer aminoacid a la resina). La
precipitacio es va dur a terme amb el mateix procediment que I'utilitzat per 7411_UB-21550-01,
obtenint-se el solid 7411_UB-21578-01 un rendiment de 77 % (calculat a partir de la quantificacié
de producte per 'H-RMN) i amb una puresa cromatografica de 80,0 % (Figura 69, B).
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Figura 69. Comparacié dels perfils cromatografics del cru acidolitic de 7411_UB-23401 (A) i el solid obtingut
7411_UB-23401-01 (B).

La Taula 26 resumeix els resultats de les precipitacions que es van dur a terme amb els diferents
lots obtinguts de 7411. El canvi de dissolvent a IPA va permetre obtenir rendiments precipitacié
acceptables i la puresa cromatografica del producte va millorar respecte a la del cru de reaccié.

Taula 26. Proves de precipitacié amb els crus de 7411.

L o . . % 7411 per o
Lot Precipitacio Solid Filtracio HPLC (solid) % Rend.
UB-21531- Solid que | Rapida
DCM/IPA (10:40) o (passa a 97,4 212
P4 diposita
les AM)
UB-21550 DCM/IPA (10:20) 87,6 65"
Concentracié a 10 vol
. Suspensio b
UB-21578 DCM/IPA_ §20.20) densa Lenta 97,3 76
Concentracio a 20 vol
Addicié de 10 vol d’'IPA
UB-23401 Concentracio a 10 vol 80,0 77b

(@) Calculat a partir de la funcionalitzacié de la resina després d’acoblar el primer aminoacid.

(b) Calculat a partir de la quantificacié per H-RMN de 7411 en el cru.

Tal i com s’ha mencionat a I'inici d’aquest apartat, les filtracions realitzades als darrers assajos
poden arribar a ser viables en un procés a planta, encara que caldria millorar el métode amb
I'addicié d’'una sembra o el refredament controlat de la suspensié per afavorir la precipitacié. Cal
dir també que en aquests assajos s’aconseguia purificar el cru de reaccié malgrat no dipositar-
se el solid al fons del reactor.

Aixi doncs, es va desenvolupar un procés adequat per a precipitar 7411 a partir del canvi de
dissolvent del cru acidolitic de DCM a IPA. Aquest procés era factible per dur-lo a terme a gran

137



CAPITOL 2: SINTESI DE 7005 1 7411 EN FASE SOLIDA

escala ja que el canvi de dissolvent es va dur a terme en el reactor. S’ha de tenir en compte que
préviament al procés de precipitacid, es va tractar el cru amb NaHCOs solid per neutralitzar el
TFA i evitar d’aquesta manera la pérdua de grups protectors. A més a més, amb aquesta
precipitacio, es va observar un augment de la puresa cromatografica del solid respecte a la
obtinguda en el cru de reaccid i es van aconseguir bons rendiments de procés, especialment en
les proves 7411_UB-21578i 7411_UB-23401.

En els assajos de precipitacié de 7005 (apartat 4.3.6.2) es va trobar un procés de precipitacié
adequat que consistia en la concentracié del cru acidolitic a 10 vol de DCM i la posterior addicio
de 50 vol de TBME (7005_UB-19182-P9). Aquest protocol va proporcionar una filtracio rapida, la
purificacio del producte desitjat respecte el cru acidolitic inicial, i un rendiment de precipitacio
acceptable. No obstant, quan es va utilitzar NaHCOs solid pel procés de neutralitzacio (7005_UB-
23441), el producte no va precipitar en les condicions proposades (10:50 vol de DCM/TBME) i
es van haver de fer rentats aquosos amb la dissolucié de NaHCOs per eliminar I'excés de TFA
detectat per TH-RMN. Després d’aquest rentat va precipitar el cru de 7005 amb les condicions de
precipitaci6 abans esmentades, encara que aquest tractament de neutralitzaci6 no era
convenient per la formacié d’emulsions en la separacio de fases.

4.3.7.ESCALAT

Un cop els protocols sintetics per accedir als fragments protegits 7005 i 7411 van ser estudiats
exhaustivament pel que fa a condicions experimentals (nombre d’equivalents de reactius, rentat
de laresina i precipitacié del cru acidolitic), i es va desenvolupar un metode pel seguiment de les
reaccions en fase solida, es va dur a terme I'estudi de I'escalat dels processos.

4.3.7.1. REACTOR

Els filtres assecadors de Nutsche s’utilitzen en plantes pilot i unitats de produccio per tal de dur
a terme processos que requereixen el rentat, I'aillament i 'assecat del solid. El GFD®Lab és un
filtre assecador de Nutsche amb agitacié, que permet dur a terme processos com la filtracié de
suspensions, el rentat de productes i I'assecat al buit a escala de laboratori. Es una versié en
miniatura d’un filtre assecador de produccid, les parts del qual es descriuen a 'esquema general
de la Figura 70. Al disposar de sistemes d’agitacié i de filtracid, aquest tipus de filtre va ser una
bona opcio per utilitzar-lo com a reactor per dur a terme I'escalat de la sintesi de peptids en fase
solida.
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Figura 70. Parts del GFD®Lab Nutsche utilitzat per a I'escalat de la SPPS.

Concretament, es va triar el filtre Nutsche GFD®Lab model 050 series (Figura 71), disponible a
I'empresa, per dur a terme I'escalat de la sintesi en fase solida en aquesta Tesi Doctoral. Aquest
filtre consisteix en una cistella de polipropilé de capacitat de 2 L amb una malla filtrant de 20 um
(3), un reactor amb 4 boques per dur a terme les carregues (1), una camisa externa pel control
de la temperatura (4), un agitador mecanic acoblat a una barra de teflé6 amb un nivell de dos
pales de tefl6 (2), una clau de descarrega i una ampolla amb una boca on s’aplica el buit (no
apareix a la figura).

Boca per a les carregues
Pales d’agitacié mecanica
Cistellade 2 L
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Figura 71. Filtre Nutsche GFD®Lab model 050 series utilitzat com a reactor per a 'escalat de la SPPS.

Per tal de convertir el filtre Nutsche en un reactor per poder dur a terme la SPPS, la cistella es
va modificar i es va posar una junta de pressio a I'exterior per tal de crear estanqueitat dins de la
cistella i, d’aquesta manera, evitar que la dissolucio passés a través de la malla filtrant mentre es
duia a terme la sintesi (Figura 72, A). Per altra banda, es van fabricar dos nivells més d’agitacio,
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amb dues pales cadascun, per tal d’'assegurar la correcta agitacié de les suspensions (Figura
72, B).
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Figura 72. (A) Cistella del filtre Nutsche adaptada amb junta de pressio per a I'escalat de la SPPS; (B)
Barra d’agitacio utilitzada en el Nutsche per a I'escalat de la SPPS.

4.3.7.2. SINTESI DE 7005_UB-23475

L’escalat de la sintesi en fase sodlida de 7005 (7005_UB-23475) es va dur a terme en el filtre
Nutsche de la Figura 71 (apartat 4.3.7.1), a escala de 58,1 mmols (41,5 g de resina 2-CTC).
L’aminoacid comercial Fmoc-Leu-OH es va incorporar a la resina utilitzant les mateixes
condicions que les descrites en les primeres sintesis (apartat 4.2.2), pero deixant 2 h la reaccié
de capat per tal d’assegurar que no quedin centres reactius a la resina que puguin reaccionar
amb 'HOBt (apartat 4.3.4.2). El grup Fmoc es va quantificar per UV-Vis (apartat 4.1.3) i la
funcionalitzacié trobada va ser de 0,59 mmols/g, un valor una mica més baix que I'observat en
les sintesis de 7005 amb altres reactors (al voltant de 0,75 mmols/g, apartat 4.3.2.2.1).

Les reaccions d’eliminacié del grup Fmoc es van dur a terme amb 2 tractaments d’una dissolucio
de 20 % de piperidina en DMF, perd el nombre d’equivalents de piperidina es va reduir fins a 6
mL dissolucid/g de resina (22 eq), en comptes d’utilitzar 10 mL de dissolucié/g de resina (44 eq)
com s’havia utilitzat fins el moment (apartat 4.1.4). Cal mencionar que, la piperidina és una
substancia controlada pel seu Us en la preparaci6é de substancies narcotiques i per la generacio
de grans quantitats de residus toxics,'1® per aquesta rad, disminuir el seu consum suposava una
reduccié econdomica important en el procés. Es va utilitzar HPLC i 'H-RMN per comprovar si la
reaccioé havia finalitzat, no detectant-se material de partida en cap cas després dels 2 tractaments
de 5 min cadascun, indicant que, probablement, els equivalents de piperidina encara es podien
reduir més.

Les reaccions d’acoblament es van realitzar utilitzant 3 eq de Fmoc-aminoacid, DIC i HOBt en
totes les etapes (apartat 4.1.5), excepte en I'etapa de I'acoblament de I'tltim aminoacid de la
sequeéencia (Boc-lle-OH), en la que es van carregar 4 eq de reactius (apartat 4.3.1.2). Les
reaccions es van monitoritzar cada 1,5 h amb el test de ninhidrina (apartat 4.1.5.1), i per analisi
d’HPLC i 'H-RMN (apartat 4.3.3.2). Les 3 técniques de seguiment van indicar que les reaccions
d’acoblament van finalitzar en aquest temps, excepte per I'acoblament de I'Gltim aminoacid, on
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la ninhidrina va ser positiva pero no es va observar material de partida per HPLC i *H-RMN. La
reacci6 es va deixar fins a 5 h pero el test de ninhidrina seguia essent positiu. Aquest resultat
demostra que la possibilitat de seguir les reaccions en fase solida mitjangant métodes alternatius
a la ninhidrina com I'HPLC o H-RMN pot estalviar temps i quantitats importants de reactius i
dissolvents si s’hagués decidit reacoblar.

En aquesta sintesi, els rentats de la resina es van dur a terme seguint la seqtiéncia de dissolvents
descrita a la Taula 20 de I'apartat 4.3.5.3, perd en aquest cas utilitzant 6 mL de dissolvent/g de
resina per tal d’evitar malgastar dissolvents. Amb aquesta reduccié de volums es va aconseguir
un estalvi economic important i no es va observar durant la sintesi I'aparicié de cap impuresa no
habitual en el perfil cromatografic del cru.

Els volums utilitzats de la dissolucio d’1 % de TFA en DCM per I'escissio del péptid de la resina
també es van reduir de 15 mL/g de resina a 12 mL de dissolucid/g de resina i es va comprovar
que tot el péptid s’havia desancorat de la resina. El cru obtingut es va analitzar per HPLC,
detectant-se 7005 amb una puresa cromatografica del 88,8 % i la quantificacié per *H-RMN del
7005 en el cru acidolitic va permetre determinar 31,6 g de 7005. La quantitat tedrica de producte
que s’esperava obtenir va ser de 41,5 g, determinada a partir de la funcionalitzacié de la resina
una vegada incorporat el primer aminoacid. Aquest valor va donar un rendiment de sintesi
d’aproximadament 76 %. La neutralitzacio del cru es va dur a terme amb el mateix procediment
que es va utilitzar per 7005_UB-23441 (apartat 4.3.6.2.4) i, encara que els rentats de NaHCOs
solid no van ser efectius per eliminar completament el TFA del cru, es va intentar precipitar amb
DCM/TBME (10:50). Com en el cas de la sintesi 7005_UB-23441, no es va poder aconseguir un
precipitat en aquestes condicions malgrat sembrar, canviar el dissolvent a TBME o aplicar
rampes de temperatura.

Al no tenir el cru el mateix comportament en la precipitacié que I'observat pels lots 7005_UB-
19182 7411_UB-21510 (apartats 4.3.6.2.1 i 4.3.6.2.3), i tenint en compte que la diferéncia amb
els lots 7005 _UB-23441 i 7005_UB-23475 va ser la neutralitzacié del cru, es va plantejar la
possibilitat d’'un alt contingut de TFA en aquests dos crus. Per tant, es va dur a terme un 1°F-
RMN de la dissolucié del lot 7005_UB-23475 on no va precipitar el peptid, detectant-se un senyal
molt intens a -79 ppm. Donat que aquesta senyal podria correspondre al TFA romanent no
neutralitzat amb la base o a 'anié trifluoroacetat, es van dur a terme arrossegaments de DCM
del cru per eliminar el TFA pero es va seguir detectant una quantitat similar per *°F-RMN . Degut
a que el TFA hauria de disminuir amb els arrossegaments per la seva volatilitat, es va concloure
gue el senyal que es detectava per 1°F-RMN corresponia a I'anio trifluoroacetat que havia quedat
dissolt al cru. Aixi, una fraccié del cru es va precipitar amb hepta i el solid obtingut es va analitzar
per ®F-RMN, detectant-se un senyal intens a -79 ppm. Aquest resultat confirmava la hipotesi de
que el senyal de fluor corresponia al trifluoroacetat sodic, insoluble en hepta.

La presencia de trifluoroacetat sodic en la solucié del cru en DCM podria explicar la no
precipitacio d’aquest cru en les condicions optimitzades a I'interferir la sal en aquest procés. Cal
recordar que el cru del lot 7005_UB-23441 es va neutralitzar amb NaHCOz3 solid i no va precipitar;
tanmateix, quan es van dur a terme amb el mateix lot extraccions amb solucié aquosa de la base,
la sal sodica va ser extreta a la fase aquosa i el péptid va precipitar amb les condicions
optimitzades. Per tant, es van fer extraccions aquoses pero es van formar emulsions que
obligaven a utilitzar grans volums de dissolvent.
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Arribat a aquest punt, es va decidir precipitar el péptid amb H20 en la resta del cru
(aproximadament 28 g de 7005 en el cru quantificats per H-RMN), tal i com es va fer pel lot
7005_UB-23441-P1-01 (apartat 4.3.6.2.4), ja que dur a terme extraccions amb formacio
d’emulsions a escala més gran, requeria la utilitzacio de grans volums de dissolvent i es van
observar rendiments baixos. Aixi, es va dur a terme el canvi del dissolvent del cru a H20 i el
péptid va precipitar, obtenint-se un solid gomés. La suspensié es va poder filtrar relativament
rapid amb la utilitzacié del filtre Nutsche, perd aquesta precipitacié no va aconseguir millorar la
puresa cromatografica que s’havia aconseguit en altres proves amb la utilitzaci6 de TBME com
antidissolvent (al voltant del 98 %). No es van obtenir doncs els resultats esperats al reproduir el
procés que es va utilitzar pels lots 7005 _UB-19182 i 7411 UB-21510 (apartats 4.3.6.2.1 i
4.3.6.2.3), pero el peptid 7005 es va obtenir a major escala de I'habitual (28,2 g de 7005_UB-
23475-P3-01) amb un rendiment de 76 % (determinat a partir de la funcionalitzacié de la resina
una vegada incorporat el primer aminoacid) i una puresa cromatografica de 95,5 % (Figura 73).
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Figura 73. Cromatograma de 7005_UB-23475-P3-01. (Métode A, apartat 8.3.3).
4.3.7.3. SINTESIDE 7411 _UB-23492

L’escalat de la sintesi en fase solida de 7411 (7411 _UB-23492) es va dur a terme en el mateix
filtre Nutsche que es va utilitzar per 7005 (Figura 71, apartat 4.3.7.1) i 'escala de treball va ser
de 59,6 mmols (42,6 g de resina 2-CTC). L’aminoacid comercial Fmoc-Arg(Pbf)-OH es va
incorporar a la resina utilitzant les mateixes condicions que les descrites per 7005 a l'apartat
anterior, resultant una funcionalitzacié de 0,40 mmols/g per quantificacié de grups Fmoc (apartat
4.1.3), molt semblant als valors que s’havien obtingut en altres sintesis de 7411 amb altres
reactors (al voltant de 0,45 mmols/g, apartat 4.3.2.2.2).

Les condicions experimentals que es van utilitzar per eliminar els grups Fmoc durant I’escalat de
la sintesi de 7005, es van prendre com a referencia per intentar millorar-les en la sintesi de 7411.
Aixi, els equivalents de piperidina es van anar reduint tal i com es mostra en la Taula 27. De la
mateixa manera que es va fer per 7005, es van utilitzar 2 rentats de 6 mL de 20 % de piperidina
en DMF/g de resina en la desproteccié del primer i segon residus d’aminoacid (Arg i Lys
respectivament). A partir de I'eliminacié del grup Fmoc del tercer residu (lle) i fins al sisé residu
(Lys), es va dur a terme un Unic tractament de 6 mL de soluci6 basica/g de resina i el temps de
reaccié es va augmentar a 10 min. Finalment, es van emprar 4 mL de solucié basica/g de resina
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(15 eq) i 2 mL de solucio basica/g de resina (7 eq) durant 15 min per desprotegir els residus sete
(lle) i el vuité (Arg), respectivament. En cap cas es va detectar producte de partida per HPLC i
1H-RMN, indicant que un tractament de 15 min amb 7 eq de piperidina serien suficients per tal
de dur a terme l'eliminaci6 del grup Fmoc.

Taula 27. Condicions d’eliminacié del grup Fmoc en la sintesi del 7411_UB-23492.

Eq Temps del
Etapa Intermedi peptidic piperidina tractament
(min)
1 Fmoc-Arg(Pbf)-Resina 22 +22 5
2 Fmoc-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Resina 22 +22 5
3 Fmoc-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Resina 22 10
4 Fmoc-Glu('Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Resina 22 10
5 Fmoc-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Resina 22 10
6 Fmoc-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Resina 22 10
7 Fmoc-lle-Lys(Boc)-Leu-Glu('Bu)-lle-Lys(Boc)-Arg(Pbf)- 15 15
Resina
8 Fmoc-Arg(Pbf)-lle-Lys(Boc)-Leu-Glu(‘Bu)-lle-Lys(Boc)- 7 15
Arg(Pbf)-Resina

La disminucié en quantitats de reactiu i dissolvent que es va aconseguir en la sintesi de 7411
suposa un estalvi economic molt important, i probablement aquesta etapa es podria seguir
optimitzant reduint el volum de solucié de piperidina. Cal tenir en compte perd que, en general,
la longitud de la cadena i la sequiencia d’aminoacids poden tenir una influéncia clau en la
desproteccio de I'extrem amino. Aix0 posa en evidencia altra vegada la importancia de disposar
de meétodes de seguiment com I'HPLC i el *H-RMN per determinar si les condicions de
desprotecci6 utilitzades han estat efectives.

Les reaccions d’acoblament d’aminoacids es van realitzar utilitzant 5 eq de Fmoc-aminoacid, DIC
i HOBt (apartat 4.1.5) en la majoria d’etapes, ja que durant I'estudi d’aquesta sintesi es van
detectar etapes conflictives que van requerir reacoblar I'aminoacid. Les reaccions es van
monitoritzar amb el test de ninhidrina (apartat 4.1.5.1) i per I'analisi d’HPLC (apartat 4.3.3.1) i 1H-
RMN (comparant els espectres de producte de partida i producte final), indicant els tres metodes
d’analisi que les reaccions d’acoblament havien finalitzat a les 1,5 h. Per tant, es va aconseguir
dur a terme I'escalat de la sintesi de 7411 sense la necessitat de reacoblar cap aminoacid.

Els rentats de la resina es van dur a terme seguint la seqiiéncia de dissolvents que es mostra a
la Taula 20 de l'apartat 4.3.5.3, per0 utilitzant 6 mL de dissolvent/g de resina com es va fer en
'escalat de 7005. L'escissié del péptid de la resina es va dur a terme amb una dissolucié d’1 %
de TFA en DCM (12 mL de dissolucié/g de resina), obtenint-se un cru amb una puresa
cromatografica del 89,3 %.

El cru es va tractar amb NaHCOs3 solid (5 eq) i amb la quantificaci6 del producte en el cru per *H-
RMN es van calcular 42 g de 7411 aproximadament (86 % de rendiment de sintesi). La
precipitacio es va dur a terme amb arrossegaments amb IPA, utilitzant el mateix procediment que
es va emprar en els lots 7411 _UB-21578 i 7411 _UB-23401 (apartats 4.3.6.3.3 1 4.3.6.3.4) i es
van obtenir 37 g de 7411 _UB-23492 (74 % de rendiment calculat a partir de la funcionalitzacié
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després d’acoblar el primer aminoacid a la resina) amb una puresa cromatografica del 96,5 %
(Figura 74), millorada respecte el cru de reaccié.
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Figura 74. Cromatograma de 7411_UB-23492-01. (Métode A, apartat 8.3.3).

4.4. CONCLUSIONS
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S’ha dut a terme I'escalat de la sintesi dels fragments peptidics protegits 7005 i 7411 fins
a utilitzar 58 mmols (42 g) de resina 2-CTC inicial, fent as d’un filtre Nutsche GFD®Lab
model 050 series amb agitacié mecanica, adaptat per a la sintesi en fase solida. En
aquestes condicions, s’han aconseguit rendiments d’acoblament quantitatius amb 3 eq
de reactius (Fmoc-aminoacid, DIC i HOBt) sense la necessitat de reacoblar, oamb 4 05
eq de reactius per les etapes que es van considerar més conflictives segons els estudis
preliminars. La desproteccio de I'extrem amino de la cadena peptidica s’ha portat a terme
amb tractaments de 20 % de piperidina en DMF, aconseguint-se reduir la quantitat de
base fins a 7 eq (44 eq inicials) en la tltima etapa d’eliminacié del grup Fmoc en la sintesi
de 7411. Per l'acondicionament de la resina en cada etapa, s’ha utilitzat el nou protocol
de rentats que ha permés reduir el volum de cada dissolvent a 6 mL per gram de resina,
respecte 10 mL/g de resina que s’utilitzaven en els estudis precedents. La desproteccio
final de la cadena peptidica s’ha portat a terme amb una solucié d’1 % de TFA en DCM,
aconseguint-se reduir el volum d’aquesta solucié fins a 12 mL/g de resina (15 mL/g
inicials). Les millores metodologiques que es van assolir amb aquest estudi, descrites en
el seguent paragraf, han permés obtenir 28 g de 7005 (76 % de rendiment) i 37 g de
7411 (74 % de rendiment), amb pureses cromatografiques del 95,5 % i 96,5 %
respectivament.

La sintesi en fase solida de 7005 i 7411 es va aprofitar per desenvolupar millores
metodologiques a diferents nivells respecte els protocols inicials. A continuacié es
descriuen els resultats més importants:

S’han dissenyat dos models de pales de funcié dual (agitacié i filtracid) que permeten dur
a terme sintesis en fase solida en reactors convencionals utilitzats en Esteve Quimica
per a la sintesi en solucié. Els resultats obtinguts utilitzant aquests sistemes duals han
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estat satisfactoris pel que fa a rendiments i pureses cromatografiques, pel que la seva
potencial utilitzacié en altres sintesis és prometedora.

S’han desenvolupat metodes basats en la utilitzacié d’'HPLC i H-RMN, pel seguiment de
les reaccions d’acoblament i d’eliminacié del grup Fmoc en la sintesi dels fragments
peptidics protegits 7005 i 7411. Aquests metodes han revelat la manca de fiabilitat del
test de la ninhidrina, tal com s’ha posat de relleu per HPLC i tH-RMN.

S’ha estudiat la purificacié dels fragments peptidics protegits 7005 i 7411 mitjancant la
precipitacio del peptid del cru acidolitic. En aquest sentit, s’han trobat unes condicions
prometedores (10:50 vol de DCM/TBME) per a la precipitacié de 7005 a escala de 1,6 g
tedrics de 7005 (98,2 % de puresa cromatografica final respecte a un 90,7 % de puresa
cromatografica del cru acidolitic); tanmateix, aquest resultat no s’ha pogut reproduir en
els lots de sintesi en que s’ha utilitzat NaHCOs3 solid per neutralitzar el cru acidolitic. Pel
que fa a 7411, s’han trobat unes condicions de precipitacié (10:40 vol de DCM/IPA) a
escala de 0,9 g tedrics de 7411, que han permés assolir una puresa cromatografica final
del 97,4 % respecte al 83,8 % de la puresa cromatografica del cru acidolitic. Aquestes
condicions de precipitacio es van optimitzar per millorar el rendiment (canvi de dissolvent
a IPA) i es van poder reproduir en els segiients lots de 7411, obtenint en la millor prova
a escalade 4,4 g de 7411 (calculats a partir de la quantificacié per *H-RMN) un rendiment
en la precipitacié de 76 % i una puresa cromatografica de 97,3 %.

S’ha desenvolupat un nou protocol de rentats (per aquest ordre: DMF, DCM, DMF, DCM
i DFM), que redueix a la meitat el consum de dissolvents allargant el temps del rentat.
En aquest sentit, s’ha comprovat que la utilitzacié d’alcohols com I'IlPA per rentar pot
provocar la perdua prematura de cadenes peptidiques.
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5. CAPiTOL 3: SINTESI DE FT PER ACOBLAMENT DE
FRAGMENTS EN SOLUCIO

5.1. SINTESI DEL DIPEPTID PROTEGIT 6997

5.1.1. PRECEDENTS®®

Per tal de formar la cadena peptidica de FT mitjancant I'estratégia convergent que es mostra a
'Esquema 15 (apartat 3.3.2) calia sintetitzar primer en solucio el dipéptid protegit 6997 a partir
de I'acoblament en soluci6 dels aminoacids comercials Fmoc-Cys(Trt)-OH i H-Leu-O'Bu-HCI. En
aquest sentit, el fet de voler industrialitzar el procés requeria la cerca d’'unes condicions
experimentals efectives, econdomiques i escalables. Tenint presents aquestes consideracions, les
millors condicions que es van trobar en els estudis precedents per a la sintesi de 6997 es
descriuen en 'Esquema 43. L’EDC (Figura 10, apartat 3.1.4.1) es va utilitzar com agent
d’acoblament ja que, malgrat ser més car que altres carbodiimides, el subproducte de reaccié es
pot eliminar facilment mitjangant extraccions en medi aquds. L’'HOBt es va emprar com additiu
amb la finalitat d’evitar reaccions secundaries com la formaci6 irreversible de N-acilurea o
I'epimeritzacio (

Esquema 8, apartat 3.1.4.1). Aquestes condicions experimentals es van prendre com a punt de
partida per a la sintesi de 6997 en la present Tesi Doctoral. A continuacié es descriu el protocol
general que es va utilitzar en els estudis precedents (escala maxima de treball de 4,0 g de Fmoc-
Cys(Trt)-OH).

Per tal de poder monitoritzar adequadament la reaccié per HPLC a partir d’'unes condicions
cromatografiques ja desenvolupades pel grup d’investigaci6 SMBioCom (Métode A, apartat
8.3.3), 'aminoacid amb major resposta a I'UV-Vis (Fmoc-Cys(Trt)-OH) es va utilitzar com a
reactiu limitant de la reaccio, i 'altre aminoacid amb un lleuger excés (1,1 eq). Aixi, es podria
detectar amb més claredat el consum del derivat de cisteina. Va ser necessari utilitzar 2,1 eq de
DIPEA ja que el derivat de leucina es trobava com a hidroclorur. El fet d’addicionar la base
lentament (105 min) a la mescla de reaccidé va proporcionar millors resultats en termes de
conversio de reaccio i puresa cromatografica. Un cop finalitzada I'addicié de DIPEA, la reaccio
es va deixar en agitacié a 2 °C fins a detectar per HPLC un percentatge d’area per Fmoc-Cys(Trt)-
OH menor de 2 %. Degut a I'escala, I'agitacié va ser magnética.

Trt

Trt
S o 1) EDC-HCI (1,1 eq), HOBt (1,1 eq) S o
DMF (3 vol), - 5 °C H
FmOC\N/En/OH + HZN\:)J\O}BU Fmoc\N/E”/N\:)J\O)Bu
3 H (0] Y

H 2) DIPEA (2,1 eq)en 105 mina-5°Ci
0] Hc) 2gitacid a2 °C
Y 3) Extraccions AcOEt/NaHCO3 sat
(1,0 eq) (1,1 eq) 6997

Esquema 43. Condicions de reaccio utilitzades en els estudis precedents per a la sintesi del dipeptid 6997.

Una vegada finalitzada la reacci6, es va afegir acetat d’etil (AcOEt) a la solucié resultant i es van
dur a terme rentats amb una dissolucié aquosa d’acid citric al 5 % per eliminar la urea formada
com a subproducte i 'excés de H-Leu-O'Bu. Es va rentar la fase organica amb una solucio sat
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de NaHCOs per neutralitzar el cru, i amb H20 per eliminar la DMF. El dissolvent de la fase
organica es va eliminar a pressio reduida fins a obtenir el producte desitjat com a solid. El
rendiment a aquesta escala va ser del 99 % i la puresa cromatografica del producte 6997 va ser
de 96 %.

5.1.2. SINTESI PRELIMINAR DE 6997

La primera sintesi del dipeptid 6997 (6997_QF-15382) es va dur a terme seguint les condicions
ja descrites (Esquema 43, apartat 5.1.1) a escala de 13,7 mmols (8,0 g) de Fmoc-Cys(Trt)-OH.
La reaccié es va monitoritzar per HPLC i, a les 2 h de reaccio, I'area del pic cromatografic
corresponent al material de partida Fmoc-Cys(Trt)-OH va ser d'un 1,6 %. El tractament del cru
es va dur a terme tal i com es descriu en les condicions utilitzades en els estudis precedents
(apartat 5.1.1) i les fases aquoses obtingudes es van analitzar per HPLC-MS, confirmant que els
rentats amb solucié aquosa d’acid citric al 5 % aconseguien eliminar del cru I'excés de H-Leu-
O'Bu per protonacié del grup a-amino i formacié de la corresponent sal. A les fases aquoses
també es va detectar HOBt i DIPEA (citrat).

El solid obtingut (6997_QF-15382-01, rendiment de 82 %) a I'eliminar el dissolvent a pressio
reduida es va analitzar per HPLC-MS (Figura 75). Es va detectar un 92,8 % de 6997 (17,5 min),
un 1,5 % de material de partida Fmoc-Cys(Trt)-OH (14,5 min), un 5 % de DBF (12,9 min) i un 0,2
% del dipeptid amb I'extrem a-amino desproteqgit (6998, 13,9 min). Aquest resultats van posar de
manifest la pérdua prematura de grups Fmoc i un rendiment i puresa cromatografica de 6997
inferiors als reportats en els estudis precedents.

300 i 2: 254 nm, 4 nm 300

—— 6007_QF-15382-01
19FEB20CTS004

géa{:ﬁlion Time 6997 (92,8 %)
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200 200

6998 (0,2 %)

mALl

Fmoc-Cys(Trt)-OH
(1,5 %)

100:
DBF (5,0 %)

1
— 7
T 128E

Figura 75. Cromatograma de 6997_QF-15382-01. (Métode B, apartat 8.3.3).

La pérdua prematura del grup Fmoc és un problema relacionat amb I'estratégia convergent, on
els péptids protegits s’acoblen en solucié.?? Aquest fenomen s’agreuja amb la preséncia
d’amines com la DIPEA al medi de reaccid. L’eliminacié prematura del grup Fmoc es pot explicar
pel comportament basic de la DIPEA, pero al ser una amina terciaria gens nucleofila, no pot
formar I'adducte corresponent amb DBF (FM-pip), tal com succeeix amb la piperidina (Esquema
17, apartat 4.1.3).
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En aquesta ruta sintéetica, I'eliminacié prematura del grup Fmoc en el dipéptid 6997 no suposava
un problema, ja que el segiient pas de la sintesi era I'obtencié del dipéptid 6998, desprotegit a la
posicié a-amino (veure Esquema 45, apartat 5.2.1). Aquest fet i la no disposicié d’'un procediment
per a la precipitacié de 6997, ens va portar a enllacar les dues etapes sintetiques sense aillar
l'intermedi 6997 (procés one-pot). Tanmateix, aquesta alternativa es va estudiar a una etapa més
avancgada del projecte, amb l'obtencié dels lots 6997 UB-23467 i 6998 UB-23469 (apartat
5.2.4). A continuacio, es descriuen els diferents assajos de sintesi que es van fer per tal de
millorar les condicions experimentals.

5.1.3. ASSAJOS D’OBTENCIO DE 6997

5.1.3.1. UTILITZANT DCM COM A DISSOLVENT

Es va dur a terme la sintesi d’'un nou lot de 6997 (6997 QF-15392) on es van reproduir les
condicions descrites en els precedents (Esquema 43, apartat 5.1.1) pero0 utilitzant DCM (2,1 vol)
com a dissolvent en lloc de DMF. D’aquesta manera no era necessari emprar AcOEt per poder
realitzar els rentats acids del cru.

La reaccié es va dur a terme a escala de 13,3 mmols (7,8 g) de Fmoc-Cys(Trt)-OH i es va
monitoritzar per HPLC. Es va detectar una disminucié de la velocitat de reaccié respecte a la
prova amb DMF, ja que a les 45 h de reacci6 la conversio va ser del 95,5 %, menor que a les 2
h en el cas de la reaccié amb DMF (98,3 % per 6997 _QF-15382, apartat 5.1.2). Per altra banda,
durant els rentats amb la dissolucié aquosa d’'acid citric al 5 % va precipitar un solid que
majoritariament va resultar ser HOBt, tal com es va comprovar per HPLC-MS. Es va decidir doncs
fer un canvi de dissolvent de la fase organica de DCM a AcOEt i es van dur a terme els rentats
del cru amb acid citric satisfactoriament. El solid obtingut (6997 QF-15392-01, 53 % de
rendiment) es va analitzar per HPLC (Figura 76) i el 6997 es va detectar amb una puresa
cromatografica de 73,0 % (17,6 min). La puresa cromatografica del producte obtingut va disminuir
respecte la prova en DMF (92,8 %, 6997 QF-15382-01, apartat 5.1.2) a causa de la preséncia
d'un 20,8 % de DBF (13,0 min). Aquest resultat es pot explicar per 'augment del temps de
reaccio, fet que va afavorir la perdua prematura de grups Fmoc. El material de partida Fmoc-
Cys(Trt)-OH (14,6 min) es va detectar en el solid obtingut en un 4,5 % i es va descartar doncs
I'is de DCM com a dissolvent.

300 2; 254 nm, 4 nm 300
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Figura 76. Cromatograma de 6997_QF-15392-01. (Métode B, apartat 8.3.3).
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5.1.3.2.  UTILITZANT ETOH CcOM A DISSOLVENT | NMM COM A BASE

En la literatura es descriu la formacié de I'enllag peptidic en solucié amb I'agent d’acoblament
EDC en preséncia de quantitats catalitiques d’HOBt i utilitzant com a base N-metilmorfolina
(NMM) en EtOH com a dissolvent.’?? Els autors proposen que emprant aquestes condicions
I'aillament dels productes es realitza generalment per filtracié simple després d’addicionar H20
al medi de reaccid. Aquestes condicions es van reproduir en una nova sintesi de 6997 (6997_QF-
15386) per tal d’intentar millorar les condicions provades fins al moment, a escala de 13,8 mmols
(8,1 g) de Fmoc-Cys(Trt)-OH (Esquema 44) i utilitzant en aquest cas una relacié equimolar dels
dos aminoacids tal com es descriu a la literatura. La reaccié es va monitoritzar per HPLC i el pic
cromatografic corresponent a Fmoc-Cys(Trt)-OH no es va detectar a les a les 2 h de reaccio, el
que indicava una conversié quantitativa.

Trt
é 1) HOBt (0,15 eq), NMM (2,2 eq

Tit
S
0 ) h O
. HZN\)J\ JBu EtOH (3 vol), ta Fmoc.. N\)J\ JBu
Fmoc., OH T 0 2) EDC-HCI (1,2 eq) a 10 °C i N Y
H o S Hel agitacié a ta O =

Y 3) Precipitacié amb H,0 (6 vol) Y

(1,0 eq) (1,0 eq) 6997

Esquema 44. Condicions de reacci6 per a la sintesi del dipéptid 6997_QF-15386.

La precipitacio de 6997 es va realitzar amb I'addicié d’'H20 (6 vol), pero la filtracié de la suspensio
va ser lenta a causa del solid gomés que es va obtenir (6997 QF-15386-01, 75 % de rendiment).
Aquest solid es va analitzar per HPLC-MS (Figura 77), determinant-se una puresa
cromatografica pel 6997 del 75,9 % (17,5 min). Una vegada més, la pérdua prematura del grup
Fmoc va tenir lloc ja que es va detectar un 12,4 % de DBF (12,9 min). Per tant, la puresa
cromatografica del producte desitjat va disminuir respecte a la trobada a la sintesi de 6997 QF-
15382-01 de l'assaig preliminar (92,8 %, apartat 5.1.2) a causa d’un percentatge superior de
desproteccié prematura de I'extrem a-amino, i d’'una impuresa (10,2 %, 16,3 min) amb una m/z
de 635,82, , la identitat de la qual no va poder ser elucidada. Aquest resultat i les dificultats que
es va trobar durant la filtracié del cru van fer desestimar aquestes condicions experimentals.

300 i 2: 254 nm, 4 nm 300
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Figura 77. Cromatograma de 6997_QF-15386-01. (Métode B, apartat 8.3.3).
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5.1.3.3. OPTIMITZACIO DELS EQUIVALENTS | DEL TRACTAMENT DEL CRU

Fins el moment, les condicions utilitzades en els estudis precedents per I'obtencié de 6997
(Esquema 43, apartat 5.1.1), assajades en la sintesi de 6997 _QF-15382 (apartat 5.1.2), van
donar els millors resultats. Per tant, amb aquestes condicions es van dur a terme dues sintesis
més de 6997 (Taula 28) amb I'objectiu d’aconseguir una conversié de reaccioé quantitativa i no
detectar material de partida (Fmoc-Cys(Trt)-OH) per HPLC.

Taula 28. Proves per I'obtencié del dipéptid 6997.

0,
Fmoc-Cys(Trt)-OH % £ per HPLC
.. | Temps (solid)
Lot Mmols Conversio ) % Rend.
) Relacié molar (2 h) 6997 DBF
25,61 1,1 eqde
QF-15395 (15.0) H-Leu-O'Bu-HCI 96,5 17 84 69,3 27,9
UB-19101 2_;711) equimolar 98,0 2 67 950 | 23

La sintesi de 6997 _QF-15395 es va realitzar amb les condicions proposades en els estudis
precedents perd amb un temps de reaccié més llarg (17 h) per tal d’aconseguir la total conversio
de Fmoc-Cys(Trt)-OH a 6997. Encara i aixi, en el solid obtingut a les 17 h de reacci6, es va
observar 'aminoacid de partida amb un 0,8 % (conversié del 99,2 %). El contingut de DBF en el
solid 6997 _QF-15395-01 va ser elevat (27,9 %) i va disminuir la puresa cromatografica de 6997
a 69,3 %. No obstant i com s’ha mencionat abans, aquest subproducte no presenta un problema
en aquesta etapa ja que es forma i s’ha d’eliminar en el segiient pas de la sintesi (veure Esquema
45, apartat 5.2.1).

En base a la conversi6 total assolida en la prova realitzada emprant EtOH amb una relacié
equimolar dels aminoacids de partida (6997 _QF-15386, apartat 5.1.3.2), es va provar aquesta
relacié de reactius en la sintesi de 6997_UB-19101 amb les condicions precedents. La conversié
assolida després d’1 h de reaccié (98,0 %) va millorar respecte la conversi6 obtinguda a la 1 h
de reaccio utilitzant un excés de H-Leu-O'Bu-HCI (96,5 %, lot 6997_QF-15395). Per aquesta rao,
es va mantenir una relacié equimolar d’aminoacids de partida en les posteriors preparacions de
6997.

Es va aprofitar la prova 6997_UB-19101 per a assajar un métode descrit a la literatura pel
tractament del cru.12® Es tractava de precipitar el producte amb H2O (2 vol), redissoldre el solid
obtingut en AcOEt, i realitzar rentats amb solucié aquosa sat de NaHCOg3, solucié aquosa sat de
NaCl i solucio aquosa d’acid citric al 5 %. El dissolvent es va eliminar a pressio reduida, obtenint-
se el solid 6997_UB-19101-01 amb un rendiment del 67 % i una puresa cromatografica del 95,0
%. A l'obtenir un rendiment més baix que en la prova anterior (67 % vs 84%), es van mantenir
les condicions d’aillament descrites al procediment original (apartat 5.1.1).

Es van realitzar altres sintesis de 6997 (6997_UB-19115 i 6997_UB-19141) per tal de disposar
d'una quantitat elevada d’aquest dipéptid i poder seguir treballant amb la resta d’etapes
d’obtencié de FT. Aquests assajos de sintesi de 6997 es van dur a terme amb les condicions de
reaccio descrites en els estudis precedents (Esquema 43, apartat 5.1.1), pero utilitzant una
relacié equimolar entre els aminoacids de partida, i agitacié mecanica.
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Les sintesis es van dur a terme a escala de 34,1 mmols (20,0 g) i 25,6 mmols (15,0 g) de Fmoc-
Cys(Trt)-OH per 6997_UB-19115 i 6997 _UB-19141, respectivament. Després d’1 h de reaccié,
es va dur a terme el tractament del cru dels dos lots utilitzant les condicions descrites en els
precedents (Esquema 43, apartat 5.1.1). En el solid obtingut en la primera sintesi (6997_UB-
19115-01, 89 % de rendiment) es va detectar 6997 amb una puresa cromatografica del 93,2 %,
acompanyat d'un 3,3 % de DBF. Els resultats de I'altre sintesi van ser similars, obtenint-se un
solid (6997_UB-19141-01, 93 % de rendiment) amb una puresa cromatografica del producte
6997 (92,5 %) i un contingut de DBF (3,1 %) molt semblants a I'anterior. Donats els bons resultats,
aguestes condicions van ser les utilitzades per a la obtencié de 6997 en la sintesi de 6998 sense
aillar el dipeptid a-amino protegit (veure apartat 5.2.4).

5.2. SINTESI DE 6998

5.2.1. PRECEDENTS®®

El seglent pas en la ruta sintética vers 'obtencié del FT (Esquema 15, apartat 3.3.2) va consistir
en I'eliminacié del grup Fmoc de I'extrem a-amino del dipeptid protegit 6997 per a obtenir 6998.
En estudis precedents, la reaccio6 es va dur a terme a una escala de 0,8 g de 6997, utilitzant una
dissolucié de 10 % de piperidina en DCM amb agitacié6 magnética (Esquema 45). El cru de
reaccio es va analitzar per HPLC a les 2 h de reacci6 i no es va detectar 6997. El producte es va
purificar per cromatografia en gel de silice, obtenint-se amb un rendiment del 84 % i amb una
puresa cromatografica de 6998 de 99 %. Aquestes condicions es van utilitzar com a condicions
inicials de treball en la present Tesi Doctoral.
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Esquema 45. Condicions de reaccio utilitzades en els estudis precedents per a la sintesi de 6998 (s’ha
plantejat un equilibri entre els dos subproductes per raons que es comentaran més endavant).

Com s’ha mencionat en I'anterior capitol (apartat 4.3.7.2), la piperidina és una substancia
controlada pel seu Us en la preparacié de substancies narcotiques i per la generacié de grans
quantitats de residus toxics.''> Tanmateix, els métodes per desprotegir I'extrem a-amino de la
cadena peptidica no han evolucionat gaire i des de la primera publicacié d’Atherton et al.'?* al
1981, 20 % de piperidina en DMF segueix essent el protocol habitual utilitzat en SPPS mitjancant
I'estratégia Fmoc. L’eliminacié del grup Fmoc en fase solida emprant piperidina/DMF és molt util
degut a la baixa volatilitat d’aquests dissolvents que dificulten la seva eliminacié en solucié. A
més, la formacio reversible de I'adducte FM-pip a partir del DBF o la polimeritzacié d’aquest
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subproducte depenent de la concentracié, converteixen en un repte trobar condicions adients per
eliminar aguest grup protector en soluci6.125

5.2.2. SINTESI PRELIMINAR DE 6998

Les condicions de reaccio per I'obtencioé de 6998 que es van proposar en els estudis precedents
van ser prometedores a escala de laboratori, pero la purificacié per columna cromatografica era
un inconvenient si es volia portar el procés a escala industrial. Per aquesta rad, es va voler
aprofitar el primer assaig de sintesi de 6998 per intentar reemplacar la purificacié cromatografica
per un procés que permetés eliminar els subproductes del cru mitjancant una precipitacio.

La primera sintesi de 6998 (6998 QF-15388) es va dur a terme seguint les condicions utilitzades
en els estudis precedents (Esquema 45, apartat 5.2.1), a escala d'1,5 g de 6997_QF-15382-01.
A les 3 h de reaccié no es va detectar producte de partida per analisi dHPLC i es va decidir
tractar el cru de reacci6é seguint el procediment descrit en una patent,?¢ on el grup Fmoc es va
eliminar préviament amb una dissolucié del 10 % de piperidina en DCM. Aixi, el dissolvent es va
eliminar a pressio reduida i el solid obtingut es va triturar amb éter de petroli per tal d’eliminar els
subproductes de reaccié. En 'empresa no es disposava d’éter de petroli i, com a alternativa, es
va suspendre el solid amb hepta (4 vol). Passats 30 min, la suspensio es va filtrar, el solid obtingut
es va redissoldre amb AcOEt i la soluci6 resultant es va rentar amb una solucié aquosa 100 mM
de NaH2PO4/Na2HPO4 a pH 6,2, una dissolucié agquosa sat de NaHCOs i H20. El dissolvent de
la fase organica es va eliminar a pressio reduida i el solid obtingut (6998_QF-15388-01, 76 % de
rendiment) es va analitzar per HPLC-MS (Figura 78). Els subproductes DBF (12,9 min) i FM-pip
(6,2 min) es van detectar amb un 19,3 % i 70,7 % respectivament, el que indicava que el protocol
utilitzat per eliminar els subproductes no havia sigut efectiu. Per altra banda, aquests
subproductes van reduir la puresa cromatografica de 6998 a un 9,8 % (13,6 min), indicant que
els seus factors de resposta s6n molt més elevats que el del producte desitjat. Es va decidir
doncs seguir el tractament del cru per *H-RMN en les proves posteriors.
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Figura 78. Cromatograma de 6998 QF-15388-01. (Metode B, apartat 8.3.3).
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5.2.3. ESTUDI DE DIFERENTS BASES

Per tal d’aconseguir un tractament adequat del cru per separar els subproductes de reaccié del
producte desitjat, es va dur a terme un estudi amb diferents bases per eliminar el grup Fmoc de
6997. En aquestes proves no es va estudiar la precipitacié del dipéptid 6998, si no que es va
eliminar el dissolvent a pressio reduida fins a sequedat i el solid es va tractar per intentar eliminar
els subproductes resultants de I'eliminacié del grup Fmoc. Aprofitant aquest estudi, es va
desenvolupar un meétode d’analisi per H-RMN per quantificar la relaci6 molar entre els
subproductes de reaccid i el producte desitjat. Per portar a terme aquesta analisi, una aliquota
de la solucié del cru resultant del tractament del dipéptid amb base es va concentrar a pressio
reduida i el solid obtingut es va dissoldre en dimetilsulfoxid semideuterat (DMSO-de).

5.2.3.1. DBU

En la literatural?® es descriuen unes condicions d’eliminacié del grup Fmoc en solucié amb 1,8-
diazabicicle[5.4.0Jundec-7-é (DBU). La DBU és una base no nucledfila i genera, per tant, DBF
com a Unic subproducte de reaccié. Al ser una base forta (pKa 13,5), podria promoure reaccions
secundaries com I'epimeritzacio de residus d’aminoacid, pero es va decidir provar-la amb 6998
per generar un Unic subproducte i, d’aquesta manera, intentar facilitar la purificacié del cru.

Aixi doncs, una nova sintesi de 6998 (6998 UB-19105) es va dur a terme a escala de 0,2 g de
6997_QF-15382-01 utilitzant una dissolucio de 5 % de DBU en THF per desprotegir I'extrem a-
amino del dipéptid (Esquema 46, A). Amb l'objecte de comparar els resultats de H-RMN, es va
dur a terme en paral-lel una altra sintesi de 6998 (6998 UB-19103, Esquema 46, B) a la mateixa
escala i mateix producte de partida (0,2 g de 6997_QF-15382-01), pero utilitzant les condicions
dels estudis precedents (Esquema 45, apartat 5.2.1). A les 2 h de reaccid, el producte de partida
6997 no es va observar per HPLC en cap de les dues sintesis i el dissolvent del cru es va eliminar
a pressio reduida. No es va avaluar el rendiment dels solids obtinguts (6998 UB-19105-01 i
6998_UB-19103-01) pero si es van analitzar per *H-RMN (Figura 79).
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Esquema 46. Condicions de reaccio per la sintesi de (A) 6998 _UB-19105 i (B) 6998_UB-19103.

Primerament, es va comparar la part aromatica de I'espectre de 'H-RMN del solid obtingut amb
la desproteccio amb piperidina (6998_UB-19103-01) amb la mateixa regié de I'espectre del solid
utilitzat com a producte de partida (6997 _QF-15382-01) i no es van observar senyals del grup
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Fmoc en el cru de reaccié, el que indicava que la conversié havia estat completa, tal com es va
observar per HPLC (veure en annex Figura A3).

En I'espectre corresponent al solid obtingut amb DBU (Figura 79, A), es van observar dos doblets
a 7,84 ppmi 7,89 ppm que corresponen a quatre atoms d’hidrogen dels anells aromatics de DBF
(protons Ha i Hb, Esquema 46, A). Els altres quatre atoms d’hidrogen aromatics (protons H¢ i Hqg
indicats a 'Esquema 46, A) surten com a triplets aparents entre 7,20 ppm i 7,45 ppm (un d’ells
es pot veure clarament centrat al voltant de 7,40 ppm a I'espectre A).

A I'espectre del solid obtingut amb piperidina (Figura 79, B), es van observar dos doblets a 7,67
ppm i 7,86 ppm, corresponents a quatre atoms d’hidrogen dels anells aromatics de 'adducte de
piperidina FM-pip (protons Ha i Hp indicats a 'Esquema 46, B). Aquest va ser clarament el
subproducte majoritari de la reaccié, encara que es van poder observar senyals molt menys
intenses dels protons de DBF, com els senyals solapats amb el doblet a 7,86 ppm dels protons
de I'anell aromatic de I'adducte FM-pip. En aquest sentit, esta descrit a la literatura que s’estableix
un equilibri entre els dos subproductes de la reacci6é (DBF i FM-pip), el desplagament del qual
depen de les condicions de reacci6 i la base utilitzada.'?” Aquest equilibri sembla ser molt lent,
en aquest cas donat, ja que s’observen els dos subproductes amb senyals estrets i ben definits.
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Figura 79. Regi6 aromatica dels espectres de *H-RMN de (A) 6998 _UB-19105-01 i (B) 6998_UB-19103-
01.

També es va observar a I'espectre del cru resultant del tractament amb piperidina (Figura 79, B)
un doblet a 7,99 ppm que es va assignar a I'atom d’hidrogen de I'enllag amida de 6998; en canvi,
a I'espectre del cru resultant del tractament amb DBU (Figura 79, A) es van observar dos doblets
a 8,51 ppm i 8,02 ppm. Aquest desdoblament dels senyals es va veure en altres regions a
I'espectre de TH-RMN de 6998 UB-19105, com es pot veure clarament a la regi6 alifatica pels
senyals corresponents als dos grups metil diastereotopics del grup isopropil (Figura 80, A), on
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es detecten quatre doblets. No obstant, a 'espectre B (Figura 80, B), es van observar solament
dos doblets a 0,81 ppm i 0,86 ppm per aquests grups metil.
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Figura 80. Part de la regio alifatica dels espectres de *H-RMN de (A) 6998 UB-19105-01 i (B) 6998 UB-
19103-01.

Aquest resultats van permetre deduir que hi havien dos productes, molt probablement
diastereoisomers, en el solid obtingut al tractar 6997 amb DBU (6998 _UB-19105-01). L’explicacié
més plausible per aquest fet seria I'epimeritzacié del centre quiral d’'un dels residus d’aminoacid
provocada per 'elevada basicitat de la DBU (pKa = 13,5), essent molt probablement el residu de
Cys l'afectat per la seva coneguda tendéncia a epimeritzar (apartat 3.1.4.3). Es va descartar
doncs I's de la DBU per desprotegir I'extrem a-amino.

Per altra banda, es va seguir amb I'objectiu de trobar senyals de referencia per poder determinar
la relacié molar entre 6998 i els dos subproductes de la reaccié que resulten de la descomposicié
del grup Fmoc amb piperidina (Figura 81). El senyal triat per a quantificar el producte desitjat va
ser el doblet corresponent al proté de I'amida que apareix a aproximadament 8,0 ppm, al que es
va donar la integracié d’un protd per utilitzar-lo com a referéncia. El doblet aillat a 7,67 ppm es
va escollir com a referéncia de 'adducte de piperidina (FM-pip), corresponent a dos dels protons
del sistema aromatic. Finalment, per a la quantificacié de DBF es va considerar el singlet aillat a
6,29 ppm, corresponent als dos atoms d’hidrogen vinilics equivalents.
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Figura 81. Assignacio dels senyals aillats del producte i dels subproductes a la zona aromatica de I'espectre
de 'H-RMN de 6998 _UB-19103-01.

Com es pot veure a la figura, la relacié6 molar 6998/FM-pip/DBF va ser d’1:1:0,1, o, expressat
d’una altre forma, una relacié 6998/subproductes d’'1:1,1, molt proxima al resultat que es podia
preveure, és a dir, una relacié equimolar. Aquest métode de quantificacié va ser aplicat en I'estudi
de I'obtencio de 6998 amb diferents bases, per tal d’avaluar I'efectivitat del tractament del cru per
eliminar els subproductes.

5.2.3.2. 4-AMP

Dels estudis preliminars que s’havien fet fins al moment, van sorgir dues consideracions que calia
tenir en compte a I'hora de plantejar noves condicions per eliminar el grup Fmoc en solucié, la
utilitzacié d’'una base que no provoqués I'epimeritzacié del dipéptid i la cerca d’unes condicions
idonies de separacié dels subproductes (adductes de DBF i/o DBF) del producte desitjat (6998).
Aquest ultim objectiu no s’havia assolit fins al moment.

A la literatura, s’ha descrit la utilitzacié de 4-(aminometil)piperidina (4-AMP) com a base per
desprotegir 'amina terminal aixi com a nucleofil per transformar el DBF en el corresponent
adducte de 4-AMP (FM-AMP).128 | ’avantatge d’aquesta base és que el corresponent adducte és
soluble en una solucié aquosa tamp6 de fosfats a pH 5,5 i, per tant, es pot separar del producte
desitjat mitjangant rentats amb aquesta solucié. L’excés de 4-AMP s’elimina préviament del cru
amb extraccions amb una dissolucié aquosa sat de NacCl.

Aquest procediment es va aplicar en una nova sintesi de 6998 (6998 _UB-19106), a partir de 0,2
g de 6997 QF-15382-01, que es van tractar amb 25,0 eq de 4-AMP en DCM per donar 6998. La
reaccio es va seguir per HPLC i als 15 min no es va observar el dipéptid protegit de partida 6997.
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ATEsquema 47 es mostra la reaccio de desproteccié en les condicions abans esmentades. Com
es pot veure, es va considerar la possibilitat de formacié de dos adductes (amino i/o piperidido),
tal com s’ha descrit a la literatura.?®
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Esquema 47. Condicions de reaccio per a la sintesi de 6998_UB-19106.

Una aliquota del cru es va analitzar per *H-RMN als 30 min de reacci6. A la regié aromatica de
I'espectre (Figura 82, A) es va observar un doblet aillat a 7,67 ppm, corresponent a dos dels
quatre atoms d’hidrogen de I'adducte FM-AMP senyalats a lEsquema 47. L’altre doblet a 7,85
ppm corresponent als altres dos atoms d’hidrogen senyalats a 'esquema es troba solapat amb
els senyals molt menys intensos de la resta de protons aromatics del DBF que es destaquen al
mateix esquema. L’assignacio d’aquests dos doblets a protons aromatics de la base es va fer en
base als seus desplacaments quimics, no coincidents amb protons del grup Fmoc ni amb protons
de DBF. A I'observar-se un unic joc de senyals per 'H-RMN, semblava haver-se format un Gnic
adducte, que podria ser qualsevol dels dos productes proposats. També es va detectar un singlet
a 6,28 ppm corresponent als dos atoms d’hidrogen vinilics del DBF. Per altra banda, només es
va observar un doblet a 7,99 ppm que es va assignar a I'atom d’hidrogen de I'amida de 6998, el
que indicava l'abséncia d’epimeritzacié utilitzant 4-AMP com a base. La integracié d’aquests
senyals va permetre determinar una relacié molar 6998/FM-AMP/DBF d'1:0,86:0,27, tal com
s’esperava ja que la relacié 6998/subproductes era d’1:1,1.

Per tal de cercar més informacioé sobre I'adducte format, es va analitzar la zona alifatica de
I'espectre de 'H-RMN (Figura 82, B). Es va observar clarament un multiplet intens semblant a
un doble quadruplet centrat a 0,92 ppm, que es va assignar als dos atoms d’hidrogen axials units
a les posicions 2 i 6 de I'anell piperidinic de la 4-AMP donat que s’havia utilitzat un gran excés
de base en la reacci6. Aquests senyals es van confirmar amb una analisi per *H-RMN del
producte. Malauradament, semblava doncs que probablement el multiplet corresponent de
I'adducte estigués sota el multiplet de la 4-AMP, i molt probablement aquest fos també el motiu
de no poder-se identificar la resta de senyals de I'adducte a la zona alifatica. Tanmateix, es van
poder identificar clarament dos doblets a 0,81 ppm i 0,86 ppm, corresponents als dos grups metil
diastereotopics del residu de Leu de 6998. Donat que I'objectiu principal era aconseguir eliminar
els subproductes del cru peptidic, es va decidir continuar amb els assajos de purificacié de 6998.

160



CAPITOL 3: SINTESI DE FT PER ACOBLAMENT DE FRAGMENTS EN SOLUCIO

(A)

DBF
protons aromatics

| .
) °
| T
o3 | NN
T i ﬂi.‘ |
-‘l"ul‘l‘-;_ﬂjgﬂ‘ |' 'n H," l" |\_"______,.~.\_JJJ.|J ‘ ‘ v wj le P— Arommy A M“‘*‘L“

82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 6.2
f1 (ppm)

(8)
Trt
H S
H o)
! H
HN\/&/\ N 'Bu
NH, h HoN EN
4-AMP “ ‘I| | 0o _0
Hl‘ |"‘ | \f
i || |||
™ h‘ |I|‘
WA i | @
Wl ity e e,
I | "\,u," V) \ |"|
il [ / | I | |
ULJ'H_AﬁLMH_JW/J L,Lf\,_, v VA U \ _/ U -

118 144 110 1.06 1.02 098 0.94 090 08 0.8 078 074 070 0.66
fi (ppm)

Figura 82. Regions aromatica (A) i alifatica (B) de I'espectre de *H-RMN (DMSO-ds) del cru de 6998 UB-
19106.

Per purificar 6998 es va seguir el protocol descrit per Carpino et al,?8, que consisteix en rentar
el cru amb solucié aquosa sat de NaCl i soluci6 aquosa 100 mM de NaH2PO4 a pH 5,5 per
eliminar la 4-AMP i 'adducte corresponent, respectivament. Aixi, el cru es va rentar dues vegades
amb la solucio sat de NaCl i es va analitzar la fase organica resultant (FO2) per *H-RMN per tal
de comprovar si realment la 4-AMP s’havia eliminat. No es va observar el multiplet assignat a la
4-AMP en la zona alifatica de I'espectre de la fase organica (Figura 83, A), el que semblava
indicar que les dues extraccions havien sigut efectives. Sorprenentment, es va comprovar també
que els senyals del DBF havien practicament desaparegut (Figura 84, comparar espectres A i
B). Tenint en compte que la relacié molar inicial 6998/FM-AMP/DBF era d’'1:0,86:0,27, aquest
resultat va indicar que el DBF i possiblement part de 'adducte FM-AMP van passar a la fase
aquosa al ser la relacié molar final 6998/subproductes d’1:0,7.
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Figura 83. Comparacié de part de la regi6 alifatica dels espectres de *H-RMN (DMSO-ds) del cru inicial de
6998 (B) i de la fase organica després dels rentats amb soluci6 aquosa sat de NaCl (A).
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Figura 84. Comparacié de la regié aromatica dels espectres de *H-RMN del cru inicial de 6998 (B) i de la
fase organica després dels rentats amb solucié aquosa sat de NaCl (A).

Els rentats amb una dissolucié aquosa 100 mM de NaH2PO4 a pH 5,5 per eliminar 'adducte de
la fase organica, van donar lloc a emulsions amb interfases poc clares que van complicar la
separaci6 de fases. L’adducte de FM-AMP encara s’observava en la fase organica per *H-RMN
després de dues extraccions, pel que es va tornar a fer un nou tractament amb la dissolucio
tampo durant 12 h i després es van separar les fases amb dificultats per la formacié d’emulsions.
L’espectre de H-RMN de la fase organica resultant (FO5) (Figura 85, A) encara mostrava
adducte de FM-AMP, indicant que aquest procediment no era efectiu per 6998 (relacié
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d’1:0,39:0,07 de 6998/FM-AMP/DBF). Per altra banda, es van tornar a observar senyals de DBF
a l'espectre, resultat contradictori si es compara amb el que es va obtenir amb els rentats
anteriors utilitzant la solucio aquosa de NaCl (Figura 85, B), on el subproducte no es detectava
(relacié d’1:0,7 de 6998/FM-AMP). Aquest fet semblava indicar que es restablia la posicié de
I'equilibri DBF/4-AMP després d’eliminar el DBF, equilibri que, segons es descriu a la literatura,12”
es recupera lentament (cal recordar que es va rentar durant 12 h).
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Figura 85. Comparacio de regions aromatiques dels espectres de 'H-RMN (DMSO-ds) de la fase organica

després dels rentats amb NaCl (B) i de la fase organica després dels rentats amb la solucié de fosfats de
pH 5,5 (A).

Donat que I'eliminacié de I'adducte no va ser eficient, es va canviar el dissolvent del cru a AcOEt
i es van dur a terme extraccions amb la solucié aquosa de fosfats de pH 5,5. L’analisi per 'H-
RMN de la fase organica obtinguda (FO6) (Figura 86, A) no va mostrar els senyals corresponents
a 'adducte de FM-AMP en la zona aromatica, el que indicava que en aquest cas les extraccions
utilitzant AcOEt com a dissolvent organic havien sigut efectives. No obstant, encara es
detectaven els senyals de DBF. Una vegada es va arribar a aquest punt, el dissolvent organic es
va eliminar a pressio reduida, obtenint-se el solid 6998 _UB-19106-01.
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Figura 86. Comparacio de regions aromatiques dels espectres de 'H-RMN (DMSO-ds) de la fase organica
després dels rentats amb solucié aquosa de tamp6 fosfats a pH 5,5 amb fase organica de DCM (B) i amb
fase organica d’AcOEt (A).

Ja que la primera prova amb 4-AMP (6998 UB-19106) va donar resultats prometedors, es va
tornar a assajar la reaccio de desproteccié de 6998 modificant condicions experimentals com per
exemple el dissolvent, el nombre d’equivalents o el temps de la reaccié (Esquema 48, Taula 29),
amb l'objectiu d’obtenir 6998 lliure de subproductes i amb un bon rendiment. L’escala de treball
dels assajos va ser de 0,3 g de 6997 QF-15382-01 per la prova 6998 UB-19109, d’'1,0 g de
6997 QF-15395-01 per a la prova 6998 UB-19112 i de 2,0 g de 6997_UB-19115-01 per a la
prova 6998 UB-19130. Les reaccions es van monitoritzar per HPLC, no detectant-se material de
partida als 10 min de reacci6 en cap dels assajos. Una vegada transcorregut el temps que es
mostra a la Taula 29, es va dur a terme el tractament del cru de reaccié tal com ja s’ha explicat i
la eliminaci6 dels subproductes es va seguir per *H-RMN.

Trt Trt
S S
(0] - O
H 4-AMP (x eq) H
1, .
Fmoc\N/[er\i)J\O,Bu en dissolvent (x vol) HoN N\:)J\O}Bu . ’Q + CO,
H o = i agitacio a ta o :\(
6997 6998 DBF

4-AMP

O
>ol

FM-AMP

Esquema 48. Assajos de la sintesi de 6998 utilitzant 4-AMP en diferents condicions experimentals.
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Taula 29. Condicions de reacci6 per I'obtencié de 6998 amb 4-AMP com a base.

Condicions de reacci6 Relaci6 molar "H-RMN
: » (6998/FM-AMP/DBF)
Lot - Filtracio
Dissolvent 4-AMP t (min) Abans Solid final
(vol) (eq) extraccions?

UB-19109 DCM (7,5) 25,2 30 No 1:0,81:0,19 1:0:0,04
UB-19112 DMF (7,4) 5,0 120 Sip 1.0,15:0 1.0:0
UB-19130 MeCN (6,5) 5,0 120¢ Si 1:0,3:0,06 1:0:0

(a) Extraccions amb solucié aquosa sat de NaCl i una dissolucié aquosa 100 mM de NaH2POs a
pH 5,5.

(b) Abans de lafiltraci6 el cru es va transvasar a un balé amb MeCN (70 vol).

(c) Als 30 min de reacci6, es refreda la temperatura externa a 5 °C.

La prova UB-19109 es va dur a terme amb les mateixes condicions de reaccié que la prova UB-
19106, i com en l'assaig anterior es va veure que les extraccions no eren efectives en DCM, es
va dur a terme el canvi de dissolvent de DCM a AcOEt per eliminar 'adducte FM-AMP del cru
amb rentats de solucié aquosa de fosfats a pH 5,5. L’adducte no es va detectar en la fase
organica per 'H-RMN després de quatre extraccions amb aquest tampod, indicant que el
tractament del cru havia sigut efectiu utilitzant AcOEt, encara que es formessin emulsions en les
interfases. Es va eliminar el dissolvent a pressié reduida i es va obtenir un solid (6998 UB-19109-
01, rendiment 25 %), en preséncia de DBF, determinat per *H-RMN.

En la prova on es va utilitzar DMF com a dissolvent (UB-19112), els equivalents de 4-AMP es
van reduir a 5 i el temps de reaccié es va allargar a 120 min, ja que en les proves amb DCM (UB-
19106 i UB-19109) es va observar que la dissolucio s’enterbolia als 30 min de reacci6. La solucio
també es va enterbolir als 30 min amb DMF (UB-19112), esdevenint una suspensié densa. Al
preparar una mostra per analitzar per HPLC, es va observar que el solid precipitava clarament
en MeCN i formava un solid que dipositava al fons del matras. Aquesta suspensioé es va filtrar i
el solid es va analitzar per HPLC-MS i *H-RMN, determinant-se la m/z de 293,41 corresponent a
'adducte FM-AMP i observant-se per 'H-RMN els doblets de la zona aromatica assignats a
aguest adducte. Per aquesta rad, es va decidir transvasar tota la solucié del cru a un balé amb
MeCN (70 vol) per separar FM-AMP de 6998 per filtracié. La solucid resultant es va analitzar per
'H-RMN, comprovant-se que no quedava DBF en la solucié del cru i que s’havia aconseguit
eliminar la major part de 'adducte de FM-AMP en la filtracié. El dissolvent del cru es va canviar
a AcOEt i es van realitzar els rentats ja comentats, aconseguint-se eliminar del cru el romanent
de FM-AMP encara que es formaven emulsions en les interfases. El solid obtingut (6998_UB-
19112-03, rendiment 86 %) va donar un espectre de *H-RMN lliure de subproductes (Figura 87).

165



CAPITOL 3: SINTESI DE FT PER ACOBLAMENT DE FRAGMENTS EN SOLUCIO

81 80 79 78 77 76 75 74 73 7.2 70 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1

7.1
f1 (ppm)

Figura 87. Ampliacié de la regi6 aromatica de I'espectre de *H-RMN (DMSO-ds) de 6998 _UB-19112-03.

En base als resultats obtinguts, es va dissenyar una prova emprant MeCN directament com a
dissolvent (UB-19130) per a intentar afavorir la precipitacio de 'adducte de FM-AMP, reduint els
volums de dissolvent (6,5 vol) i la temperatura de la suspensio a 5 °C després de 30 min de
reaccid. A aquesta temperatura es va agitar la suspensié durant 1,5 h i es va filtrar, quedant-se
retingut part de 'adducte de FM-AMP i de DBF en el solid obtingut, tal com es va determinar per
IH-RMN. Es va afegir AcOEt al cru i la dissolucié resultant es va rentar amb solucié aquosa sat
de NacCl i solucié tamp6 de fosfats de pH 5,5, aconseguint-se eliminar 'adducte de FM-AMP i el
DBF romanents tot i la formacié d’emulsions a l'interfase. El dissolvent organic es va eliminar a
pressi6 reduida per obtenir un solid sense subproductes (6998 UB-19130-02, rendiment 82 %).

Amb les proves UB-19112 i UB-19130 es va aconseguir obtenir el producte 6998 lliure dels
subproductes (DBF i FM-AMP) i amb bons rendiments (per sobre del 80 %). L’inconvenient va
ser la formaci6é d’emulsions en els rentats amb la solucié de fosfats a pH 5,5 que podrien portar
problemes a I'hora d’escalar el procés.

5.2.3.3. TAEA

Els autors que descriuen I'is de 4-AMP per a desprotegir el grup a-amino de I'extrem de la
cadena peptidica, mencionen també que en alguns casos I'eliminacio de I'adducte de FM-AMP
podia ser poc eficient per la formacié d’emulsions en els rentats. Per aquesta rad, es proposava
com alternativa reemplagar la 4-AMP per la base tris(2-aminoetil)Jamina (TAEA) per eliminar el
grup protector Fmoc, donat que es podia extreure amb més facilitat el corresponent adducte de
TAEA (FM-TAEA) seguint el mateix protocol de rentats que s’utilitzava per a la 4-AMP.128 Aixi,
es va dur a terme una nova prova (6998 _UB-19119) a escala de 0,5 g de 6997 _UB-19115-01
utilitzant 12 eq de TAEA i DCM com a dissolvent (Esquema 49). La reaccié es va monitoritzar
per HPLC i als 10 min de reaccié no es va detectar producte de partida pero es va deixar en
agitacio fins 2,5 h per tal d’assolir I'equilibri entre el DBF i el corresponent adducte.
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i agitacio a ta

Trt
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H © TAEA (12,0 eq)
Fmoc. A N_J\_Bu  enDCM (5,4 vol)
H O :ﬁ/

6997

FM-TAEA

Esquema 49. Condicions de reaccio per a la sintesi de 6998 _UB-19119.

A les 2,5 h de reacci6, una aliquota de la suspensio6 del cru es va analitzar per 'H RMN. En la
zona aromatica de I'espectre (Figura 88), es va observar un doblet aillat a 7,67 ppm corresponent
a dos atoms d’hidrogen dels anells aromatics de 'adducte de TAEA senyalats a 'lEsquema 49.
L’altre doblet a 7,85 ppm corresponent als altres dos atoms d’hidrogen de I'adducte de FM-TAEA
es troba solapat amb els senyals de quatre protons aromatics del DBF, també senyalats en el
mateix esquema. També es va observar el singlet a 6,28 ppm corresponent als dos atoms
d’hidrogen vinilics del DBF i només es va observar un doblet a 7,99 ppm que es va assignar a
'atom d’hidrogen de 'amida de 6998, resultat que confirmava la integritat quiral del producte.
Respecte al péptid, es va determinar una relacié molar de 6998/FM-TAEA/DBF d'1:0,70:0,37,
resultat que indica que I'equilibri esta desplacat vers la formacié de I'adducte, tal com esta descrit
a la literatura.1?”
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Figura 88. Zona aromatica de I'espectre de *H-RMN (DMSO-ds) del cru de 6998 UB-191109.

La suspensi6 densa del cru no es va poder filtrar a causa de la textura gomosa del solid, per tant,
es va addicionar més DCM i es van dur a terme quatre rentats de la fase organica amb una
solucié aquosa sat de NaCl. A I'espectre de H-RMN de la fase organica obtinguda (Figura 89,
A) es va comprovar que els dos triplets aparents a 2,36 ppm i 2,55 ppm corresponents als grups
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metileé de la TAEA havien desaparegut del cru inicial (Figura 89, B), demostrant I'eficacia dels

rentats amb NaCl. Els triplets aparents de la base es van confirmar per I'analisi per TH-RMN d’una
mostra pura de la base.
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Figura 89 Comparaci6 de regions alifatiques dels espectres de 'H-RMN (DMSO-ds) de la suspensié del cru
de reacci6 (B) i de la fase organica després dels rentats amb solucié aquosa sat de NaCl (A).

Per tal d’eliminar del cru 'adducte de TAEA, la fase organica es va rentar amb la dissolucié
aquosa 100 mM de NaH2PO4 de pH 5,5. Després de tres extraccions, ja no es va observar per
1H-RMN ladducte de TAEA en la fase organica obtinguda (Figura 90, A), indicant que els
tractaments havien sigut efectius al comparar les regions aromatiques amb la fase organica inicial
(Figura 90, B). Per altra banda, amb la utilitzacié de TAEA es van evitar la formacié d’emulsions
en les interfases, el que facilitava el tractament del cru de reacci6. Tanmateix, se seguia detectant
els senyals del DBF, el que no va permetre obtenir el producte 6998 pur (relacié d’1:0,1 de
6998/DBF). El dissolvent de la fase organica del cru es va eliminar a pressié reduida per obtenir
el solid 6998 UB-19119-01 (rendiment del 37 %). Aquest resultat va obligar a seguir amb la
recerca de condicions experimentals adients per eliminar el DBF del cru de reaccio.
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Figura 90. Comparacio de regions aromatiques dels espectres de 'H-RMN (DMSO-ds) de la fase organica
després dels rentats amb NaCl (B) i de la fase organica després dels rentats amb tampé de fosfats de pH
5,5 (A).

5.2.3.4. 4-AMP EN PRESENCIA DE CO,

Es va trobar a la literatura una alternativa per eliminar els subproductes generats en la reaccio
d’eliminacié del grup protector Fmoc en solucié amb 4-AMP.123 El metode consisteix en utilitzar
la base per desprotegir 'extrem a-amino del peptid i, a continuacio, borbollejar CO2 gas al medi
de reacci6 per precipitar 'adducte FM-AMP i separar-lo posteriorment per filtracio.

Es va fer una prova inicial (6998 UB-19132) utilitzant 2,0 g del lot 6997 UB-19115-01, en
condicions similars a les abans esmentades (apartat 5.2.3.2), que consistien en desprotegir
I'extrem a-amino de 6997 amb 4-AMP en DMF (Esquema 50). Als 10 min de reaccié no es va
observar producte de partida per HPLC i als 30 min es va afegir AcOEt (60 vol), moment en que
es va introduir un flux constant de CO: al cru de reaccio. La reaccid amb CO:2 es va controlar
mesurant la temperatura del medi de reaccid al ser un procés exotérmic. Aixi, I'addicio del reactiu
va comportar un augment de la temperatura de 20,3 °C a 25,4 °C en 3 min. Als 10 min, la
temperatura tornava a ser molt semblant a la inicial (19,4 °C) i la reaccié es va donar per
finalitzada, aturant la introducci6 de COx.

El producte que s’obté de la reaccio entre FM-AMP i CO2 depén de les condicions experimentals
que s’utilitzin. Aixi, en un medi anhidre (anh) es forma el carbamat per addicié del CO2 a 'adducte
mitjancant un atac nucleofil d’'un dels atoms de nitrogen.1?° En aquest cas es formaria un zwitterio,
com per exemple el que es mostra a 'Esquema 50 (carbamat de FM-AMP), encara que també
es podria formar 'adducte de FM-AMP a través de I'enllag amb I'amina primaria de 4-AMP, tal i
com s’ha mencionat anteriorment (Esquema 47, apartat 5.2.3.2). Tanmateix, si el carbamat no
fos suficient estable es podria descompondre en preséncia de H20 per donar un carbonat.'3° En
el cas de la desproteccié de 6997, no es va fer una caracteritzacié exhaustiva del solid donat que
I'objectiu principal era aconseguir eliminar els subproductes del cru peptidic.
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Esquema 50. Condicions de reaccio per a la sintesi i purificacié de 6998 _UB-19132.

La suspensié resultant de la reacci6 amb CO: es va filtrar per analitzar per *H-RMN el solid
(6998 UB-19132-01) i la soluci6 (6998 UB-19132-diss). En la regié aromatica de I'espectre de
IH-RMN del solid (Figura 91, B), es va detectar un doblet a 7,67 ppm corresponent a dos atoms
d’hidrogen dels anells aromatics del carbamat de FM-AMP, i un singlet a 6,28 ppm corresponent
als dos atoms d’hidrogen vinilics del DBF, amb una relacié carbamat de FM-AMP/DBF d’1:0,2.
En canvi, els senyals dels subproductes no es van detectar en la regié aromatica de I'espectre
de H-RMN de la dissolucié (Figura 91, A), indicant que la precipitaci6 amb CO: havia estat
eficient. El doblet a aproximadament 8,0 ppm corresponent a I'atom d’hidrogen de I'amida de
6998 no es va poder observar amb claredat ja que va quedar solapat pel senyal de I'atom
d’hidrogen del grup formil de la DMF.
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Figura 91. Comparaci6 de regions aromatiques dels espectres de 'H-RMN (DMSO-ds) del solid 6998_UB-
19132-01 (A) i de la dissolucié 6998_UB-19132-diss (B).

170



CAPITOL 3: SINTESI DE FT PER ACOBLAMENT DE FRAGMENTS EN SOLUCIO

En la regio alifatica de I'espectre de 'H-RMN del solid (Figura 92, B) es va detectar un multiplet
centrat a 0,94 ppm, probablement corresponent als dos atoms d’hidrogen axials units als atoms
de carboni piperidinics 2 i 6 dels carbamats de la 4-AMP i de I'adducte FM-AMP (suposant la
precipitacié de la base i 'adducte en forma de carbamat). Un indici que recolzaria aquesta
hipotesi és 'amplada de banda dels senyals del multiplet, clarament superior a la dels senyals
de la 4-AMP lliure (Figura 82, apartat 5.2.3.2). També es van observar dos doblets a 0,81 ppm i
0,86 ppm corresponents als dos grups metil diastereotopics del grup isopropil de 6998 que
revelen que en el solid també va precipitar producte desitjat, essent les Gniques senyals que es
van detectar a la mateixa regié de I'espectre de 'H-RMN de la dissolucioé (Figura 92, A). Aquests
resultats es van confirmar amb I'analisi per HPLC-MS del solid 6998 _UB-19132-01, detectant-se
majoritariament la m/z de 4-AMP i FM-AMP. En canvi, en 'HPLC-MS de la solucié només es va
observar la m/z corresponent a 6998.

(A) 6998_UB-19132-DISS

(B) 6998_UB-19132-01
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Figura 92. Comparacio de les regions alifatiques dels espectres de *H-RMN (DMSO-ds) del solid 6998 UB-
19132-01 (B) i de la dissolucié 6998_UB-19132-diss (A).

Es va aconseguir doncs una solucié de 6998 pur i es va obtenir el solid 6998 UB-19132-02
(rendiment del 67 %) una vegada es van eliminar els dissolvents de la solucié mitjangant
extraccions amb H20 i eliminacié a pressié reduida. El solid es va analitzar per *H-RMN, no
detectant-se cap altre producte que no fos el desitjat.

La primera prova utilitzant CO2 va ser prometedora a I'obtenir el 6998 pur. Per tal d’intentar
millorar el rendiment del procés, es van dur a terme les proves que es descriuen a continuacié
utilitzant AcOEt com a dissolvent i 5 eq de 4-AMP en tots els casos (Esquema 51 i Taula 30). El
producte de partida utilitzat va ser 6997_UB-19115-01 en les dues primeres proves i 6997_UB-
19141-01 en la prova 6998 UB-19144, i les reaccions es van tenir en agitacio el temps que indica
la Taula 30 (t1). Es va addicionar AcOEt (60 vol) al cru i es va borbollejar CO2 gas fins que la
temperatura interna de la dissoluci6 va tornar a ser com la inicial. Un cop obtinguda la suspensio
de carbamat, la temperatura de la camisa es va baixar a 5 °C i es va agitar durant 1 h per tal
d’afavorir la precipitacio.
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Esquema 51. Protocol dels assajos de sintesi de 6998 utilitzant 4-AMP com a base i CO:z pel tractament
posterior del cru.

Taula 30. Condicions de reacci6 per I'obtencié de 6998 utilitzant 4-AMP com a base i CO2 pel tractament
posterior del cru.

. ., Relacié molar *H-RMN
Lot Condicions de reaccio (6998/FM-AMP/DBF)
6997 (g) t1 (h) Abans CO> tz CO; solid final
(min)
UB-19134 2,0 0,5 (1:0,59:0,41) 15 (1:0:0,5)2
UB-19135 2,0 5,0 (1:0,99:0,01) 20 (1:0:0)
UB-19144 13,1 4,0 (1:1:0) 60 (1:0:0)

(@) Resultat de la dissoluci6 després de la filtraci6.

En la prova UB-19134 es van utilitzar condicions similars a les de la prova UB_19132, pero
emprant AcOEt en lloc de DMF com a dissolvent. Als 30 min de reaccio es va determinar per 'H-
RMN un alt contingut de DBF en el cru (relacié6 6998/FM-AMP/DBF d’1:0,59:0,41), pero es va
adducte amb la precipitacio del carbamat. A I'analitzar la solucié obtinguda després de la filtracio,
es va constatar la desaparicié de 'adducte de FM-AMP amb el tractament de CO3, pero es va
detectar la preséncia de DBF amb una relacié molar 6998/DBF d’1:0,5. Aix0 indicava que la
precipitacio del carbamat no afavoria la desaparicié de DBF vers la formacié d’adducte, i que
probablement s’hauria de deixar més temps la reaccié abans del tractament amb CO2. No es va
aillar el cru com a solid a I'estar impurificat el producte amb DBF.

En base als resultats de la prova anterior, es va dur a terme la prova UB-19135 en condicions
similars perd allargant el temps de reaccié per intentar aconseguir I'assoliment de I'equilibri
afavorit a la formacié d’adducte. A les 5 h de reaccio, I'analisi per H-RMN va mostrar una
proporcié d’adducte molt baixa (relaci6 de 6998/FM-AMP/DBF d’1:0,99:0,01), pel que es va
decidir tractar el cru amb CO:z i a continuacié eliminar el dissolvent a pressio reduida. Es va
obtenir el sdlid 6998 UB-19135-02 (87 % de rendiment) sense subproductes, tal com es va
observar per analisi de *H-RMN.
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Es va considerar el procediment emprat a la prova UB-19135 una molt bona aproximacioé per la
preparacié de 6998. Per altra banda i com ja s’ha mencionat anteriorment, s’havia plantejat a
'empresa que seria molt interesant poder preparar 6998 directament a partir dels aminoacids
protegits Fmoc-Cys(Trt)-OH i H-Leu-OBu sense aillar I'intermedi 6997, és a dir, un procés one-
pot. Cal recordar que al final del tractament del cru en la obtencié de 6997 (apartat 5.1.1), el
dipéptid protegit es trobava dissolt en AcOEt després de les extraccions, el que feia convenient
gue la reaccié d’obtencié de 6998 es donés a terme amb aquest dissolvent. Per tant, es va fer
una nova prova (UB-19144) augmentat I'escala a 13,1 g de 6997 i a les 4 h de reacci6é no es va
detectar DBF per H-RMN, i es va tractar la solucié del cru amb CO>. La solucié del cru es va
concentrar a 1 vol i es va precipitar amb I'addicio d’'H20O (12 vol). El solid obtingut (6998_UB-
19144-02, 97 % de rendiment) no contenia cap dels subproductes, tal com es va evidenciar per
IH-RMN, donant el producte desitjat per HPLC una puresa cromatografica del 97,7 % (Figura
93).

DAD1 D, Sig=220,8 Ref=400,100 (C:AHPCHEMA1200N1\DATA'\G6641520114\520114000006.D)
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Figura 93. Cromatograma de 6998_UB-19144-02 (Méetode A, apartat 8.3.3).

En resum, la base 4-AMP es va utilitzar per I'eliminacié del grup Fmoc i la reaccio es va allargar
fins observar una transformacié del DBF a adducte de FM-AMP per obtenir el producte 6998
lliure de subproductes. El tractament del cru amb rentats de tampé de fosfats portava problemes
ja que es formaven emulsions en la interfase (apartat 5.2.3.2). En canvi, amb la utilitzacié de CO:2
es va poder precipitar I'adducte de FM-AMP amb en forma de carbamat i eliminar-lo
posteriorment del cru mitjangant una filtracié, procés molt comi a planta i que es pot dur a terme
amb facilitat i un baix cost.

5.2.4. ESCALAT DE LA SiNTESI DE 6998 SENSE AILLAR 6997

Una vegada estudiats els processos d'obtencié de 6997 i 6998 per separat, es va estudiar
I'aproximacio de dur a terme les dues transformacions sense aillar I'intermedi 6997 (procés one-

pot).

Aixi doncs, un nou lot de 6997 (6997 _UB-23467) es va preparar en un reactor de 250 mL amb
agitacid mecanica, a la escala de 37,7 mmols (22,1 g) de Fmoc-Cys(Trt)-OH i utilitzant les
condicions de reacci6 dels estudis precedents (apartat 5.1.1) perd amb una relacié equimolar
d’aminoacids de partida (Esquema 52).
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Trt

Trt
S o 1) EDC-HCI (1,1 eq), HOBt (1,1 eq) S o
DMF (3 vol), - 5 °C H
Fmoc\N/(n/OH . HZN\:)J\O}BU (3 vol) Fmoc\N/(H/N\:)J\O)Bu
B H (0] Y

H 2)DIPEA (2,1eq)en105mina-5°Ci
0 oy aditacio a2 °C
Y 3) Extraccions AcOEt/NaHCO3 sat
(1,0 eq) (1,0 eq) 6997

Esquema 52. Condicions de reaccié utilitzades per la reaccié d’obtencio del dipeptid 6997_UB-23467
(procés one-pot).

A diferéncia del que es va fer fins al moment, aquest lot no es va aillar com a solid i es va utilitzar
la dissoluci6 per obtenir el dipeptid amb el grup a-amino desprotegit (6998) en el mateix reactor.
La dissolucié obtinguda abans de desprotegir amb piperidina (6997 UB-23467-diss) es va
analitzar per HPLC per un métode cromatografic diferent a I'utilitzat habitualment per I'analisi de
6997, ja que en aquell moment la columna cromatografica corresponent no estava disponible
(Figura 94). El producte 6997 es va detectar amb una puresa cromatografica del 91,2 % (22,3
min), juntament amb un 2,8 % del subproducte DBF (14,7 min), un 1,4 % de 6998 (17,0 min) i un
2,7 % de Fmoc-Cys(Trt)-OH (18,8 min), una proporcid més elevada de I'habitual per aquest
aminoacid, segurament degut a la longitud d’ona de deteccié del métode cromatografic (220 nm).
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Figura 94. Cromatograma de 6997_UB-23467-diss. (Métode A, apartat 8.3.3).

Per a conéixer la quantitat de 6997 obtinguda en la dissolucio, el producte es va quantificar per
IH-RMN amb un patré d’acid maleic, obtenint-se una riquesa del 16 %, el que representa una
quantitat de 27,5 g de 6997 (rendiment aproximat de 97 %, valor en consonancia amb els
resultats obtinguts en les proves prévies on s’aillava el producte).

L’escalat de 6998 (6998 UB-23469) es va dur a terme seguint el procediment utilitzat en la sintesi
6998 UB-19144 (apartat 5.2.3.4) a partir de la dissoluci6 de 6997_UB-23467 descrita
anteriorment (reaccid one-pot). Les condicions de reaccié es descriuen en 'lEsquema 53. Es van
utilitzar 1,2 equivalents addicionals de base i el temps de reaccio es va allargar, per tal d’afavorir
la transformacié de DBF en I'adducte corresponent.
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2) Agitacio a 25°C, 8 h
3) Agitacié a2 °C, 12 h
4) 4-AMP (1,2 eq)

5) Agitacié 25 °C, 4 h

Trt Trt
S S
hoO 1) 4-AMP (5,0 eq) hoO O
t en AcOEt (8 vol ( ’
Fmoc. N\:)J\O,Bu (8 vol) HN N\:)J\O,Bu +
H (0] :ﬁ/ (0] :\(

6997 6998 DBF

4-AMP

U A O
NH N N NH
H 009 2

1) AcOEt (60 vol)

O’Q 2) Flux de CO,, 1 h O’Q

3) Agitaci6 a5°C, 1 h
carbamat de FM-AMP FM-AMP
Esquema 53. Condicions experimentals per I'obtencié a gran escala de 6998 (6998 UB-23469).

Transcorregudes 24 h, es va addicionar més AcOEt (60 vol) i es va introduir CO:z a flux constant
en la soluci6 del cru de reacci6 durant 1 h. Després de deixar la suspensio 1 h addicional a baixa
temperatura, es va filtrar i la soluci6é obtinguda es va concentrar a 1 vol per precipitar després
amb H20 (12 vol). Es van recuperar 15,7 g de solid (6998 _UB-23469-02, 84 % de rendiment)
amb una puresa cromatografica de 99,9 % pel producte desitjat (Figura 95). L’analisi per H-
RMN va confirmar I'abséncia de subproductes al solid.

DADT A, Sig=220,4 Ref=off (C:\Chem32\AT260NA\DATAG664\520K02 2020-11-02 16-00-30\0nlineEdited—005.D)
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Figura 95. Cromatograma de 6998_UB-23469-02 (Méetode A, apartat 8.3.3).

Es pot concloure que la preparacid de 6998 es pot fer seguint una estratégia one-pot que millora
de manera considerable el procés descrit en els estudis precedents (apartat 5.2.1) i que permet
un escalat del procés. Aixi, per una banda evita la precipitaciéo de 6997 en H:0, tedids i amb
variabilitat de resultats i, per altra, evita I'aillament final de 6998 per columna cromatografica,
obtenint-se el producte desitjat amb un molt bon rendiment i puresa cromatografica excel-lent.
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5.3. SINTESIDE 7003

5.3.1. PRECEDENTS®®

El seglient pas en la ruta sintética per 'obtencié de FT (Esquema 15, apartat 3.3.2) va ser la
sintesi de l'undecapéptid protegit 7003 per condensacié en solucié del nonapéptid 7411,
sintetitzat en en fase solida (apartat 4.2.1), amb el dipeptid amb I'extrem a-amino desprotegit
6998, preparat en solucio (apartat 5.2). En treballs precedents a aquesta Tesi Doctoral, es van
voler traslladar les condicions experimentals utilitzades per a la sintesi del dipéptid 6997 a
I'acoblament de fragments peptidics. Els resultats no van ser dptims en termes de velocitat de
reaccid i puresa cromatografica, pel que va ser necessari utilitzar agents d’acoblament més
efectius com HATU (Esquema 9, apartat 3.1.4.2). Es important remarcar que es va detectar
epimeritzacio per HPLC amb EDC-HCI i HATU durant I'acoblament en solucié. En aquest sentit,
cal recordar que, com s’ha mencionat en el primer capitol (apartat 3.1.4.3), el risc d’epimeritzacié
€s més gran quan s’acoblen dos fragments peptidics que quan s’acobla un aminoacid a la cadena
peptidica. Amb el proposit de minimitzar aquesta reaccié secundaria, 'THOBt es va substituir per
'HOAL, additiu més eficient (

Esquema 8, apartat 3.1.4.1), i 'addicié de DIPEA es va fer a - 20 °C.

El protocol que es va desenvolupar en aquest estudi preliminar pel tractament del cru de reaccio
a escala de laboratori, va consistir en precipitar 7003 amb H20 per eliminar 'excés de reactius i
sals, i rentar del solid amb Et2O per eliminar I'excés del fragment peptidic 6998. Es va arribar a
una escala de treball de 0,9 g de 7411, amb un rendiment del 87 % i una puresa cromatografica
del producte desitjat del 93 %.

L’Esquema 54 mostra les millors condicions experimentals que es van trobar per a la sintesi de
7003, condicions que van ser les inicials en la present Tesi Doctoral. El procediment general va
consistir en addicionar una solucié de DIPEA (2,1 eq) en DMF en 30 min, sobre una solucié
agitada magnéticament del dipéptid amb I'extrem a-amino desprotegit (6998, 1,1 eq), el
nonapéptid protegit (7411, 1,0 eq), 'agent d’acoblament HATU (1,1 eq) i I'additiu HOAt (1,1 eq)
en DMF a -20 °C.
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Esquema 54. Condicions de reacci6 utilitzades en els estudis precedents per a la sintesi del fragment
peptidic protegit 7003.

5.3.2. SINTESI PRELIMINAR DE 7003

La primera sintesi de I'undecapéptid protegit 7003 (7003_UB-21599) es va dur a terme amb les
condicions descrites a l'apartat anterior, a escala d’1,0 g de 7411, per0 utilitzant agitacio
mecanica a partir d’ara. Com a productes de partida es va utilitzar el solid 7411 _UB-21578-01,
amb una puresa cromatografica del 97,3 %, i una combinacid dels sdlids 6998 UB-19132-02 i
6998 UB-19135-02, amb una puresa cromatografica mitjana del 97,8 %.

La reacci6é es va monitoritzar per HPLC, detectant-se a les 2 h de reaccié Unicament un 0,2 % de
7411. La precipitaci6 es va portar a terme addicionant H20 (240 vol) en 30 min a 5 °C, i la filtracio
de la suspensié resultant va ser rapida. El solid obtingut (7003_UB-21599-01, 91 % de rendiment)
es va analitzar per HPLC (Figura 96), resultant una puresa cromatografica de 7003 del 89,0 %
(30,8 min). Juntament amb 7003 es va detectar I'excés del dipéptid 6998 (18,4 min, 4,1 %), pero
I'analisi no va mostrar cap evidéncia de 7411, confirmant la conversio quantitativa.
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DAD1 D, Sig=220,8 Ref=400,100 (C:\HPCHEM\AT1200NT'\DATA6664\S20E111520E11000020.D)
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Figura 96. Cromatograma de 7003_UB-21599-01. (Métode A, apartat 8.3.3).

Per eliminar 'excés de 6998 es va haver de desenvolupar un procés de purificacié (veure apartat
5.3.4), alternatiu a l'utilitzat en els precedents, ja que el Et20, d’Us habitual a escala de laboratori,
és un dissolvent que no utilitza 'empresa per qliestions de seguretat.

5.3.3. ALTRES PROVES D’OBTENCIO DE 7003

Donat els bons resultats que es van obtenir en la sintesi preliminar de 7003 (apartat 5.3.2), es
van preparar nous lots de 7003 (7003_UB-23428, 7003_UB-23456, 7003 _UB-23457 i 7003_UB-
26908) utilitzant condicions experimentals similars, pero reduint la quantitat d’aigua emprada per
precipitar el cru (240 vol emprats en la sintesi preliminar) per disposar de major volum en el
reactor i, d’'aquesta manera, poder augmentar I'escala (Taula 31). Les proves es van monitoritzar
per HPLC fins a no detectar nonapéptid protegit a les 3 h de reaccié. En la prova UB-23428, amb
50 vol d’H20 es va aconseguir la precipitacio completa de 7003 ja que no es va detectar producte
en les AM, resultat confirmat en les dues proves seguents. La prova UB-26908 va donar resultats
satisfactoris amb 40 vol d’antidissolvent.

Taula 31. Proves per a la obtencié de 7003.

Lot - 74t 5 VO'(‘r‘n”I‘_‘j‘gg'zo % Rendiment
UB-23428 UB-21578-01 2,0 50 97
UB-23456 UB-21550-01 1,6 50 86
UB-23457 UB-23401-01 2,0 50 01
UB-26908 UB-23492-01 5,0 40 04

Els solids obtinguts (7003_UB-23428-01, 7003_UB-23456-01, 7003_UB-23457-01 i 7003_UB-
26908-01) es van analitzar per HPLC i les pureses cromatografiques obtingudes per 7003 es van
comparar amb les pureses cromatografiques dels productes de partida (Taula 32). Els lots UB-
23428, UB-23456 i UB-23457 es van sintetitzar amb el mateix lot de 6998, pero els lots de 7411
eren diferents, pel que es va poder comprovar que com més impur era el lot de 7411 que

178



CAPITOL 3: SINTESI DE FT PER ACOBLAMENT DE FRAGMENTS EN SOLUCIO

s’utilitzava, més impur era el 7003 obtingut. El mateix efecte es va observar amb la puresa
cromatografica del producte de partida 6998, tal com es pot comprovar si es comparen els
resultats de les proves UB-23428 i UB-26908, malgrat que les diferéncies entre les pureses dels
lots de 6998 sén poc significatives. Aquests resultats semblaven indicar que, com era previsible,
la puresa dels productes de partida afectaven la puresa final de 7003 del solid obtingut.

Taula 32. Comparacio de les pureses cromatografiques obtingudes per 7003 a partir de diferents lots de
productes de partida.

Lot 7411 6998 % per HPLC (solid)
lot % per HPLC lot % per HPLC 7003 6998
UB-21599 UB-21578-01 97,3 UB-19132-35 97,8 89,0 4,1
UB-23428 UB-21578-01 97,3 UB-19144-02 97,7 91,8 2,0
UB-23456 UB-21550-01 87,6 UB-19144-02 97,7 88,2 2,5
UB-23457 UB-23401-01 80,0 UB-19144-02 97,7 79,7 2,0
UB-26908 UB-23492-01 96,7 UB-23469-02 99,9 96,4 1,4

5.3.4. ASSAJOS DE PURIFICACIO DE 7003

Amb I'objectiu de trobar un dissolvent en el que 'undecapéptid protegit 7003 fos insoluble i el
dipéeptid protegit 6998 soluble per poder separar-los mitjancant una filtracio, es van dur a terme
les proves de purificacié que es mostren en la Taula 33. El solid obtingut en la sintesi preliminar
(7003_UB-21599-01, apartat 5.3.2) es va dividir en 12 mostres de 50 mg, es van suspendre en
dissolvents diferents (10 vol) i les mescles resultants es van sotmetre a agitacié magnética durant
10 min. Les proves on es van observar suspensions es van filtrar a pressié reduida i el solid
obtingut es va analitzar per HPLC per poder avaluar I'eficacia de la filtracid i la puresa
cromatografica de 7003 i 6998 en el solid obtingut.

Taula 33. Assajos de purificacié de 7003_UB-21599-01.

Prova Dl e Aspecte Filtracio % per HPLC (solid)
(10 vol) 7003 6998
7003_UB-21599-01 89,0 4,1
P1 DCM Dissolucio - - -
P2 Acetona Suspensio Rapida 95,3 n.d
P3 MeOH Suspensio Rapida 95,3 0,16
P4 EtOH Suspensio Lenta 95,3 0,13
P5 TBME Suspensio Lenta 95,3 0,44
P6 Tolué Dissolucio - - -
P7 Hepta Suspensio Rapida 93,5 2,12
P8 2-MeTHF Dissolucio - - -
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Dissolvent S % per HPLC (solid)
Prova Aspecte Filtracio
(10 vol) 7003 6998
P9 IPA Suspensié Rapida 94,8 0,31
P10 CPME Dissolucio - - -
P11 AcOEt Dissolucio - - -
P12 MeCN Suspensié Rapida 95,4 n.d

Els millors resultats van ser per la prova 2 (acetona) i la prova 12 (MeCN) ja que, a part de ser
les filtracions rapides, 6998 no es va detectar per HPLC en el solid resultant i no es van formar
impureses desconegudes en el procés de purificacid, pel que la puresa cromatografica de 7003
respecte el solid 7003_UB-21599-01 va augmentar.

Per poder avaluar el rendiment, es van realitzar noves proves de purificaci6 amb els solids de
7003 obtinguts al precipitar amb H20 (apartat 5.3.3).

Aixi, una part del solid 7003_UB-23428-01 (99 mg) es va tractar amb acetona (10 vol), la
suspensio es va deixar en agitacid 1 h a temperatura ambient (ta) i es va filtrar. El solid obtingut
(7003_UB-23428-02, 72 % de rendiment) es va analitzar per HPLC (Figura 97, A), resultant una
puresa cromatografica del producte 7003 del 95,0 %, sense detectar-se 6998. El mateix
procediment utilitzant MeCN (10 vol) va donar un solid (7003_UB-23428-03, 82 % de rendiment)
amb una puresa cromatografica per 7003 del 94,7 % (Figura 97, B). Com es pot comprovar al
cromatograma corresponent, 6998 tampoc es va detectar en aquest cas.
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Figura 97. Cromatogrames d’HPLC de (A) 7003_UB-23428-02 precipitat amb acetona i (B) 7003_UB-
23428-03 precipitat amb MeCN (Métode A, apartat 8.3.3).

Les dues proves van mostrar als cromatogrames corresponents perfils d’'impureses similars.
Tanmateix, el millor rendiment i la filtracié més rapida de la suspensié es van donar amb la prova
on es va utilitzar MeCN com a dissolvent. Per aquesta rad, aquest dissolvent va ser triat per
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purificar el que quedava de 7003_UB-23428-01 i la resta de lots de 7003 que es van obtenir

(Taula 34).

Taula 34. Purificacié de 'undecapéptid protegit 7003 per suspensio del solid amb MeCN.

0 Ny
Lot g de 7003 Filtracio [P I PLC (ErEITE) % Rendiment
7003 6998
UB-23428 2,0 Rapida 95,1 n.d 89
UB-23456 1,6 Rapida 91,8 0,1 89
UB-23457 2,2 Rapida 83,4 0,06 92
UB-26908 57 Rapida 98,1 n.d 89

La Figura 98 mostra els cromatogrames dels quatre solids després de precipitar amb MeCN

(7003_UB-23428-04, 7003_UB-23456-02, 7003_UB-23457-02 i

7003_UB-26908-02). La

purificacié per tractament del solid amb aquest dissolvent va permetre reduir el producte de
partida 6998 per sota del 0,1 % o eliminar-lo, assolint rendiments molt satisfactoris en totes les
proves. Malgrat aix0, aquest tractament no va eliminar altres impureses detectades en els solids
més impurs de 7003 abans de rentar-lo amb MeCN (Taula 32).
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Figura 98. Comparaci6 dels perfils cromatografics dels solids de 7003 obtinguts després del tractament

amb MeCN (Métode A, apartat 8.3.3).
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5.3.5. ESCALAT

L’escalat de 7003 (7003_UB-26927) es va dur a terme en un reactor de 2 L amb clau de
descarrega i agitacié6 mecanica, a una escala de 23,4 g de producte de partida 7411 i utilitzant
les condicions de reaccié dels precedents (Esquema 54, apartat 5.3.1). L’analisi d’'HPLC del cru
de reaccio a les 4 h va revelar la desaparicio del producte de partida 7411. La precipitacio del
nonapeptid protegit 7003 es va dur a terme amb I'addicié d’H20 (40 vol) a la solucio6 del cru en
30 min a 5 °C. La filtracié va ser rapida, obtenint-se un solid (29,3 g de 7003_UB-26927-01,
rendiment del 101 %) amb una puresa cromatografica pel 7003 de 83,4 % i un 6,7 % de material
de partida 6998 (Figura 99, A).

La purificacié de 7003_UB-26927-01 es va dur a terme suspenent el solid en MeCN (10 vol) i
deixant la mescla amb agitacié6 mecanica durant 1,5 h. La suspensié resultant es va filtrar a
pressié reduida i el solid obtingut es va analitzar per HPLC (24,3 g de 7003_UB-26927-02,
rendiment del 83 %). La puresa cromatografica per 7003 va augmentar notablement fins al 97,6
%, amb la preséncia d'un 0,2 % de 6998 (Figura 99, B).
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Figura 99. Analisi d’'HPLC de (A) 7003_UB-26927-01 i (B) del solid obtingut 7003 _UB-26927-02 després
del tractament amb MeCN (Métode A, apartat 8.3.3).

Per tant, la reduccid de la quantitat de H20 necessaria per a la precipitacié va permetre utilitzar
un reactor adequat per I'escalat de la sintesi de 'undecapéptid protegit 7003. Per altra banda, el
rentat del solid amb MeCN va permetre eliminar I'excés de 6998 de partida amb un molt bon
rendiment i excel-lent puresa cromatografica.
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5.4. SINTESIDE 7004

5.4.1. PRECEDENTS®?

L’eliminacié del grup protector de I'extrem a-amino de 'undecapéptid protegit 7003 per donar
7004 va ser el seglient pas en la ruta sintética per I'obtencié de FT (Esquema 15, apartat 3.3.2).
En estudis previs a la realitzacio d’aquesta Tesi, es va utilitzar una dissolucié de 2 % de piperidina
en DMF per portar a terme la desproteccio (Esquema 55).

}?bf
HN NH Boc.
T
HN
H (0] H (6]
o N AN, \ QL QL Qk
z H o
o
'Bu
NH
7003 HN N/be
H
Piperidina (3,0 eq) en DMF (5 vol)
i agitacio a ta
IIDbf

HN NH BOC\

NH
be
H

7004 HN

Esquema 55. Condicions de reaccio utilitzades en els estudis precedents per a la sintesi de 7004.

Es va intentar precipitar 7004 amb H:0, pero la filtracié de la suspensio resultant va ser molt
lenta a l'obstruir-se el filtre degut al tipus de sdlid que es va obtenir. Es va optar per la
centrifugacié amb una centrifuga de laboratori com a alternativa, obtenint-se d’aquesta manera
el solid desitjat. Els subproductes de la reaccié, DBF i FM-pip, es van eliminar tractant el solid 6
vegades amb Et20. L’escala de treball a la que es va arribar utilitzant aguestes condicions va ser
de 0,4 g de 7003, i la puresa cromatografica del producte 7004 va ser del 94 % pel millor
experiment amb un rendiment del 89 %.

5.4.2. SINTESI PRELIMINAR DE 7004

A la vista dels resultats obtinguts en I'obtencié de 7004 precedents a aquesta Tesi Doctoral, i
tenint en compte que la centrifugacid6 no es pot implementar a planta, I'objectiu va ser
desenvolupar un procés de precipitacid de 7004 utilitzant un antidissolvent adequat. Cal
mencionar que la filtracié d’'una suspensié es pot realitzar a escala industrial amb un filtre Nutsche
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que disposa de pales per disgregar la capa de solid que es forma durant la filtracié i, d’aquesta
manera, evitar I'obturacié del filtre per aconseguir un flux continu de filtracio.

En la sintesi preliminar de 7004 (7004_UB-23431) es van reproduir les condicions descrites en
els precedents (Esquema 55, apartat 5.4.1) a escala de 0,8 g de 7003_UB-23428-04. Als 30 min
de reaccid ja no es va observar 7003 per HPLC i es va addicionar H20 (100 vol) al cru durant 30
min a 5 °C per tal de precipitar el 7004. La suspensié densa que es va obtenir no es va dipositar
com a solid a I'aturar I'agitacié i la filtracid no va ser possible per I'obturacié del filtre. La H20 de
la suspensié del cru es va eliminar a pressié reduida i es va addicionar una altre vegada H20 (13
vol) a l'oli resultant, podent-se filtrar amb éxit la suspensié6 que es va formar. La puresa
cromatografica del 7004 al solid obtingut (7004_UB-23431-01, rendiment del 60 %) va ser de
76,2 % (27,2 min, Figura 100). Els subproductes DBF i 'adducte FM-pip estaven presents en un
18,2 % i un 0,5 %, respectivament. Per a eliminar aquests subproductes es van assajar diferents
dissolvents per tractar el solid.

DAD1 D, Sig=220,8 Ref=400,100 (6664\520F09\021-0401.D)
mAU 7004

1 76,2 %
300 ] DBF (76,2 %)
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] (18,2 %) /
250 \
200
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1007 (0,5%)

28.719
29.954

| 20,818

i
}18 327

B, gl st
T

T
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Figura 100. Cromatograma de 7004_UB-23431-01 obtingut per precipitacié6 amb H20. (Métode A, apartat
8.3.3).

5.4.2.1. PROVES DE PURIFICACIO DE 7004

L’objectiu va ser, com en altres estudis similars, aprofitar la gran insolubilitat de 7004 per eliminar
els subproductes DBF i FM-pip per filtracio. Amb aquest proposit, es van dur a terme assajos
amb els 8 dissolvents que es recullen a la Taula 35 utilitzant el solid 7004_UB-23431-01. Aquest
solid (50 mg) es va tractar amb el dissolvent (10 vol), la mescla es va deixar 10 min amb agitacié
magnética i es va filtrar si es va observar una suspensié. L’eficacia de la filtracio i els percentatges
de 7004 i DBF en el solid es van avaluar. L’adducte de FM-pip es va observar en un percentatge
menor a 0,1 % en totes les proves.
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Taula 35. Proves de purificacié de 7004_UB-23431-01

Prova Dizslya Aspecte Filtracio % per HPLC (solid)
(10 vol) 7004 DBF
7004_UB-23431-01 76,2 18,2
P1 Acetona Solid gomés Molt lenta 83,6 1,6
P2 MeOH Suspensi6 densa Lenta 93,2 0,3
P3 TBME Solid que diposita Rapida 92,9 11
P4 Tolue Dissolucio - - -
P5 Hepta Solid que diposita Rapida 92,5 11
P6 2-MeTHF Dissolucio - - -
P7 IPA Suspensi6 densa Lenta 93,5 1,0
P8 MeCN Suspensi6 densa Lenta 95,6 n.d

El millor resultat pel que fa a puresa cromatografica de 7004 es va obtenir amb MeCN (prova 8),
aconseguint-se eliminar completament el DBF. La filtracié va ser lenta perd amb un flux continu
d’AM, el que feia aquest procés potencialment Util a gran escala. El rendiment de la purificacio
no es va determinar per aquestes proves ja que l'objectiu inicial era millorar la puresa del
producte, pero si es va avaluar en les proves de purificacié que es van dur a terme posteriorment.

5.4.3. PRovAaAMB 4-AMP

Per tal d’avaluar si es podien traslladar a 'obtencié de 7004 les condicions més favorables que
es van trobar per eliminar el grup protector Fmoc del dipéptid protegit 6997 (apartat 5.2.3.4), es
va dur a terme una prova d’obtencié de 7004 (7004_UB-23453) utilitzant les condicions que es
mostren a I'Esquema 56. El producte de partida va ser 7003_UB-23428-04 (0,4 g) i la
desprotecci6 es va dur a terme amb 5 eq de 4-AMP en DMF. El seguiment del procés per HPLC
va revelar un consum total de 7003 als 40 min de reaccid.
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Esquema 56. Condicions de reaccio per a la sintesi de 7004_UB-23453.

Es va deixar la mescla en agitacié 4 h per afavorir la transformacié de DBF en I'adducte de FM-
AMP, es va afegir AcOEt (60 vol) i es va introduir CO2 amb un flux continu durant 35 min. A
'Esquema 57 es mostra el procés de formacié del carbamat utilitzant un dels dos possibles
adductes que es poden formar durant I'eliminacié del grup Fmoc amb 4-AMP. Tal com va succeir
en la desproteccié del dipéptid protegit 6998 (apartat 5.2.3.4), la temperatura interna de la
suspensi6 va augmentar amb la formacié del carbamat de 19,5 °C a un valor de 22,5 °C als 10
min.

O’ 4-AMP O’ 1) AcOE (60 vol) O’
Q Q 2) Flux de CO,, 35 min Q
DBF FM-AMP carbamat de FM-AMP

Esquema 57. Condicions utilitzades per formar el carbamat de FM-AMP durant la purificacié de 7004 (lot
7004_UB-23453).

La suspensio es va agitar durant 1 h a 5 °C i el solid es va aillar mitjangant una filtracié lenta.
L’analisi per HPLC-MS del solid obtingut (7004_UB-23453-01), va mostrar un 73,2 % de 7004 i
un 25,1 % de 'adducte de FM-AMP (Figura 101, A), és a dir, I'adducte no es va poder separar
del producte desitjat. Per altra banda, 7004 continuava impurificat a la soluci6 (7004_UB-23453-
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diss) amb DBF (4,8 %) i 'adducte (7,4 %), tal com va mostrar I'analisi per HPLC (Figura 101,
B). Cal recordar que aquest objectiu es va assolir per 6998, un péptid molt menys hidrofobic que
7004.
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Figura 101. Cromatogrames de (A) 7004_UB-23453-01 i (B) 7004_UB-23453-diss (Métode A, apartat
8.3.3).

Donat que el tractament amb CO2 no va resultar ser prou eficient a la hora de purificar 7004,
aquest procés es va descartar. En canvi, es podria seguir considerant I'is de 4-AMP per portar
a terme la desproteccié, fent un tractament posterior del cru de reacci6 amb MeCN per eliminar
els subproductes, com s’havia comprovat amb les proves de purificacié del cru de reaccié
procedent del tractament de 7003 amb piperidina (apartat 5.4.2.1). Tanmateix, en aquell moment
no es disposava d’un proveidor industrial de 4-AMP i la seva recerca suposava cert temps, per
aixo es va decidir tornar a considerar la piperidina per continuar I'estudi de I'obtencié de 7004.

5.4.4. PROVES AMB PIPERIDINA

La combinacio de I'is de piperidina per I'eliminacié del grup Fmoc amb el tractament posterior
amb MeCN per eliminar el subproducte DBF semblava un protocol potencialment util. No obstant,
en estudis precedents a aquesta Tesi es va detectar un subproducte al cru de la reaccié
d’acoblament de I'undecapéptid protegit 7004 amb I'hexapéptid protegit 7005 per a obtenir el
precursor protegit de FT (7006). Malgrat que la seva formacio es va atribuir a la piperidina, es va
decidir continuar utilitzant aquesta base per desprotegir I'extrem oa-amino del péptid, i estudiar
més endavant aquesta reaccié secundaria per tal de minimitzar-la.

En estudis precedents a aquesta Tesi Doctoral,>® es va detectar la formacié d’'un subproducte en
la reaccio d’acoblament entre els fragments peptidics protegits 7004 i 7005 per obtenir el FT
protegit (7006). El resultat de I'analisi per HPLC-MS era compatible amb la proposta d’estructura
que es mostra en la Figura 102 (piperidida de 7005). Aquest subproducte es podia haver format
molt probablement durant I'activacio de I'acid carboxilic de I'extrem de la cadena de 7005, per
reaccié amb piperidina romanent al solid de 7004 procedent de la desproteccié a-amino de 7003.
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Figura 102. Estructura de la piperidida de 7005.

Aguesta impuresa es va detectar en diferents lots de sintesi de 7006, assolint percentatges
cromatografics que van arribar al 17 %. La identitat del subproducte es va confirmar per sintesi,
fent reaccionar 7005 amb piperidina en les condicions experimentals que es van utilitzar per
condensar els fragments protegits 7004 i 7005 (HATU i HOAt en DMF a -20 °C). La formaci6 de
la piperidida de 7005 no es va poder evitar en aquell moment, i es va voler en aquesta Tesi
desenvolupar un procediment per preparar 7006 que solucionés el problema.

5.4.4.1. ASSAJOS DE SINTESI DE 7004

Els assajos de sintesi de 7004 que es van dur a terme amb piperidina per a la desproteccié del
grup a-amino es mostren a la Taula 36. Com es pot veure a la taula, en aquest estudi es van
aprofitar lots del producte de partida amb diferents pureses cromatografiques. Per intentar evitar
la reaccié secundaria descrita a I'apartat anterior, el nombre d’equivalents de piperidina es va
reduir de 3,2 a 1,2 eq, aconseguint-se una desproteccié completa en 1 h malgrat la reduccié
d’equivalents.

Taula 36. Proves per I'obtencié de 7004 amb piperidina

7003 Condicions de reaccid i resultats
Lot g Lot % per Eq Temps % per l-'|:|:/||__C (cru)
HPLC de base (h) 7004 | . | DBF
UB-23461 1,0 UB-23456-02 91,8 3,3 3 68,0 14,0 11,7
UB-23465 1,5 UB-23457-02 83,4 3,2 2 65,4 7,9 11,1
UB-26910 1,0 UB-26908-02 98,1 1,2 2 78,7 7,2 11,8
UB-26918 | 3,0 UB-26908-02 98,1 1,2 1 71,9 2,1 20,9

A continuacié es descriuen les condicions emprades per purificar aquests crus de reaccio.

5.4.4.2. PROVES DEL TRACTAMENT DEL CRU

A continuacio es detallen les proves de precipitacié que es van realitzar amb els diferents lots de
7004 obtinguts per tal de trobar les millors condicions per a obtenir un rendiment optim de
precipitacio, una bona filtracié i I'eliminacié dels subproductes. Per assolir aquest objectiu,
cadascun dels crus de reaccié de 7004 (UB-23461, UB-23465 i UB-26910) es van dividir per dur
a terme diferents assajos de precipitacid i un cop es va definir un procés de precipitacio i
purificacio, es va aplicar al lot 7004_UB-26918.
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5.4.4.2.1. 7004_UB-23461

La Taula 37 recull les proves de precipitacié que es van fer amb el cru en DMF del lot 7004 _UB-
23461. Per prevenir la formacio de la piperidida de 7005 es va rentar el cru de 7004 amb solucio
aquosa de NaH2POas a pH 3 per eliminar la piperidina. Per eliminar els subproductes de reaccio
DBF i FM-pip es va rentar amb MeCN ja que s’havia comprovat en assajos anteriors que eren
solubles en aquest dissolvent i en canvi el 7004 no, el que permetia aillar el peptid per filtracié
(apartat 5.4.2.1).

Taula 37. Proves de precipitacié amb el cru del lot 7004_UB-23461.

Anti- Anti- % % per HPLC (solid)
Prova | Dissolvent | dissolvent | dissolvent | Filtracié Rendiment FM-
A B precipitacio 7004 pip DBF
cru - 68,0 14,0 11,7
AcOEt NaH2POa4 MeCN .
a
P1 (20 vol) (20 vol) (100 vol) Rapida 51 91,3 n.d n.d
2-MeTHF NaH2PO4 MeCN Molt
b
P2 (7 vol) 20vol) | (80 vol) lenta ! 955 | nd | nd
AcOEt NaH2POa4 MeCN ..
a
P3 (3 vol) (20 vol) (33 vol) Rapida 41 85,7 n.d n.d
DMF NaH2PO4 MeCN L.
P4 (7 vol) (7 vol) (13 vol) Rapida 91 85,5 4.4 1,3
DMF MeCN NaH2PO4
P5 (7 vol) (13 vol) (13 vol) Lenta 84 91,7 0,4 0,6

(a) Un rentat amb soluci6é aquosa 100 mM de NaH2PO4 a pH 3.
(b) Dos rentats amb solucié aquosa 100 mM de NaH2PQO4 a pH 3.

La fase organica va ser AcOEt en la prova 1, pero al segon rentat amb la solucié aquosa de
NaH2PO4 a pH 3 un solid va precipitar i no es va poder dur a terme la separacié de fases. Per
tant, ’AcOEt es va eliminar a pressio reduida, la suspensié aquosa resultant es va carregar de
nou al reactor i es va afegir MeCN per a eliminar els subproductes de reaccid. La filtracié va ser
rapida i el solid obtingut (7004_UB-23461-P1-01, rendiment del 51 %) va presentar una puresa
cromatografica de 91,3 % per 7004. No es van detectar subproductes a I'analisi per HPLC.

En la prova 2 es va utilitzar 2-MeTHF com a fase organica per tal d’intentar afavorir la solubilitat
del péptid i dur a terme separacions de fase efectives. La primera va ser satisfactoria amb aquest
dissolvent organic, pero en el segon rentat amb la soluci6 de fosfats a pH 3 es va haver d’afegir
més volums de 2-MeTHF per tal de que el producte no precipités i les fases es poguessin separar
adequadament. La fase organica es va concentrar fins a 4 volums i es va addicionar MeCN a la
solucié del cru en 2-MeTHF per comprovar si aquest dissolvent podia servir com a antidissolvent
per precipitar el producte desitjat. Un solid va precipitar i la filtracié de la suspensié va ser lenta
a causa de la textura del solid obtingut. Novament no es van detectar subproductes per HPLC,
pero el rendiment va ser molt baix (7004_UB-23461-P2-01, rendiment del 7 %), encara que amb
una puresa cromatografica del 95,5 % per 7004.

Donat que en la prova 1 un solid va precipitar al segon rentat amb la solucié de NaH2POg, en la
prova 3 es va decidir dur a terme només un rentat amb més quantitat d’AcOEt per poder separar
correctament les fases. La fase organica resultant del rentat es va concentrar fins a 3 vol i el
MeCN es va addicionar lentament per a la precipitacié de 7004. La filtracié va ser rapida i el
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rendiment es va millorar respecte a la prova 2 (41 % vs 7 %) encara que va seguir sent baix. No
es van detectar els subproductes de reaccié per HPLC al solid obtingut (7004_UB-23461-P3-01),
pero es va observar una impuresa a 27,4 min (5,4 %), la qual es desconeixia la seva estructura,
gue va fer disminuir la puresa cromatografica al 85,7 %.

Degut a que els rentats d’AcOEt i 2-MeTHF amb solucié aquosa de NaH2PQO4 no van donar bons
resultats, la prova 4 va consistir en addicionar aquesta solucié directament a la solucié del cru en
DMF per precipitar el solid i esperant que la piperidina quedés protonada en la solucié. Es va
obtenir una suspensié i es va addicionar MeCN per eliminar els subproductes de reaccié. La
filtracié va ser rapida i el rendiment molt elevat (91 %), essent el millor de les proves dutes a
terme fins el moment. No obstant, I'eliminacié dels subproductes de reaccid no va ser completa
en el solid obtingut (7004_UB-23461-P4-01).

En la prova 5 es va decidir canviar I'ordre d’antidissolvents. Aixi, es va addicionar MeCN a la
soluci6 del cru i es va enterbolir, perd no va precipitar cap solid. Aquest resultat va indicar que
aguest dissolvent no era util per precipitar el producte desitjat directament de la solucié del cru
en DMF. Tanmateix, va precipitar solid amb I'addicié de la solucié de fosfats a pH 3 i la suspensié
es va agitar durant 2 h per a extreure la piperidina del solid. La filtracié va ser lenta i el solid
obtingut (7004_UB-23461-P5-01, rendiment del 84 %) va donar una puresa cromatografica del
91,7 % per 7004 amb un bon rendiment. En aquest cas, I'eliminacié de subproductes de reaccio
va ser més eficient que la assolida amb la prova 4, perd no es van eliminar totalment.

Per tal de disposar d’'un metode per determinar la presencia de traces de piperidina en 7004, es
va analitzar per H-RMN el solid obtingut en la prova 5. Es volia trobar un senyal aillat de
piperidina de la resta de senyals que permetés localitzar-la, per tant, es va addicionar piperidina
al solid i es va dur a terme un altre analisi per *H-RMN. Malauradament, els senyals de la
piperidina van quedar solapats per els del péptid 7004 i no va ser possible desenvolupar un
metode per 'H-RMN per la determinacié de piperidina en els solids de 7004 obtinguts. Caldria
doncs trobar un metode adient per determinar piperidina en 7004 com podria ser la cromatografia
de gasos, pero en aquesta Tesi Doctoral no es va dur a terme per falta de temps. Aixi doncs, per
tal de saber si quedava piperidina romanent en el solid, es va transformar 7004 en 7006 i es va
determinar per HPLC-MS si el subproducte de piperidida de 7005 es formava o no.

5.4.4.2.2. 7004_UB-23465

Encara que s’havien obtinguts resultats prometedors en la prova 5 descrita en I'apartat anterior
(lot 7004_UB-23461), les precipitacions i purificacions es van seguir estudiant amb el cru de
7004_UB-23465 (Taula 38) amb I'objectiu d’obtenir un bon rendiment i no detectar subproductes
en el solid obtingut. El procediment seguit per precipitar el producte amb els antidissolvents A y
B va ser similar al comentat en I'apartat anterior.
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Taula 38. Proves del tractament del cru de reaccié de 7004_UB-23465.

Anti- Anti- % % per HPLC (solid)
Prova | Dissolvent | dissolvent dissolvent Filtracio Rendiment 2004 FM' -
A B pip

cru - 65,4 | 11,1 7,9
DMF NaH2PO4 MeCN -

Pl (6,5 vol) (6,5 vol) (65 vol) Rapida 14 778 | nd | nd

DMF MeCN NaH2PO4
P2 (6,5 vol) (13 vol) (6,5 vol) Lenta 90 809 | 04 | 08

El solid de la prova 1 es va precipitar directament amb la solucié de fosfats a pH 3, i a la suspensié
resultant es va afegir MeCN per eliminar els subproductes del cru. Aquesta prova va donar un
rendiment baix de precipitacié (7004_UB-23465-P1-01, rendiment del 14 %), molt probablement
per I'excés de volums de MeCN utilitzats. En canvi, en la prova 2 es va addicionar primer el
MeCN, reduint considerablement els volums respecte la prova 1, i el solid es va precipitar
posteriorment amb NaH2PO4. En aquest Ultim cas, el rendiment va millorar molt significativament
(7004 _UB-23465-P2-01, rendiment del 90 %) i la proporcié de subproductes de reaccié al solid
va ser molt petita. Els resultats de la prova 2 van ser prometedors, pero la filtracio era lenta i es
van dur a terme més proves de precipitacié amb un altra lot de sintesi.

54.4.23. 7004_UB-26910

Les proves amb el cru 7004_UB-26910 van consistir en precipitar el peptid utilitzant com
antidissolvents H.O, TBME, MeCN o la dissolucié de NaH2PO4 a pH 3 (Taula 39). El TBME i el
MeCN es van utilitzar com antidissolvets ja que s’esperava que el producte precipites i els
subproductes es quedessin dissolts en les AM. En el cas de la prova 1 i 4, el solid obtingut
després de la primera filtracio, es va suspendre en MeCN per tal d’eliminar els subproductes.

Taula 39. Proves del tractament del cru de reaccié de 7004_UB-26910.

Anti- % % per HPLC (solid)
Prova dissolvent Filtracié Supensio Filtracio Rendiment 7004 I;II\/FI) DBE
cru - 78,7 7,2 11,8
H20 MeCN ..
P1 (4,4 vol) Lenta (10 vol) Rapida 76 979 | 0.1 0,1
TBME -
P2 (31 vol) Rapida - - 26 878 | 1,0 | 95
MeCN L.
P3 (22 vol) Rapida - - 9 845 | 02 | 1.8
NaH2PO4 MeCN L.
P4 (4,4 vol) Lenta (10 vol) Rapida 80 959 | 0,2 0,9

Malgrat la filtracio va ser rapida quan es va precipitar amb TBME i MeCN, els rendiments van ser
baixos (26 % per 7004_UB-26910-P2-01 i 9 % per 7004_UB-26910-P3-01), especialment amb
el segon dissolvent. Aquests resultats van portar a descartar TBME i MeCN per a precipitar 7004.
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Els rendiments en les proves 1 i 4 van ser bons, encara que la filtracié va ser lenta. Els solids
obtinguts (7004_UB-26910-P1-01 i 7004 _UB-26910-P4-01) en aquestes proves es van
suspendre en MeCN durant 5 h per eliminar els subproductes. Els rendiments van ser
acceptables (76 % per 7004_UB-26910-P1-02 i 80 % per 7004_UB-26910-P4-02), i es va reduir
considerablement la proporcié de subproductes de reaccié.

Finalment, les condicions de precipitacié que es van triar van ser les utilitzades en la prova 4
(7004_UB-26910-P4), ja que el rendiment era acceptable i la puresa cromatografica del producte
molt elevada. A més, es precipitava amb la solucio de fosfats per eliminar la piperidina del solid i
els rentats amb MeCN reduia notablement el contingut de subproductes. Encara que la primera
filtracié va ser lenta, el flux d’AM va ser constant, indicant que el filtre no s’obturava i que, en
principi, no hauria d’haver problema en filtrar la suspensié en un filtre Nutsche de planta. Per tant,
les condicions de la prova 4 es van reproduir amb el lot 7004_UB-26918.

54.4.2.4. 7004_UB-26918

El fragment peptidic 7004 es va precipitar amb la solucié aquosa de NaH2PO4 a pH 3 (5 vol), la
suspensio es va filtrar i el solid resultant es va suspendre en MeCN (10 vol). Es va obtenir el solid
7004_UB-26918-02 amb un rendiment global del 99 % i amb una puresa cromatografica de 95,9
% pel producte desitjat, i sense productes de reaccio.

5.45. ESCALAT

L’escalat de 7004 (7004_UB-26929) es va realitzar a partir del lot 7003_UB-26927-02 (23 g), en
un reactor de 500 mL. Es va utilitzar piperidina (1,2 eq) en DMF (5 vol), i a les 2 h de reaccié no
es va detectar material de partida per HPLC. El producte es va precipitar amb una soluci6 de
NaH2PO4 a pH 3,0 (5 vol) a 5 °C, i es va filtrar lentament per a obtenir 23,4 g de 7004_UB-26929-
01, amb una puresa cromatografica de 76,8 % per 7004, juntament amb un 16 % de DBF i un 4
% de I'adducte corresponent. Per tal d’eliminar aquests subproductes, es va suspendre el solid
amb MeCN (10 vol) i la mescla es va agitar durant 2 h. La filtracié va ser rapida, obtenint-se 19,1
g de 7004_UB-26929-02 (rendiment global de 79 %) amb una puresa cromatografica per 7004
de 94,7 % (Figura 103). Pel que fa als subproductes, es van detectar un 1,0 % de DBF (15,3
min) i un 0,2 % del seu adducte FM-pip (9,6 min).

DADT A, Sig=220.4 Ref=off (C\CHEM32\AT260NT\DATA6664\S22A29 2022-01-29 10-42-511S22A290000003.D)
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Figura 103. Cromatograma de 7004_UB-26929-02. (Métode A, apartat 8.3.3).
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5.5. SIiNTESIDE 7006

5.5.1. PRECEDENTS®?

El segient pas de la ruta sintética per a la obtencié de FT (Esquema 15, apartat 3.3.2) va
consistir en acoblar I'hexapéptid 7005 amb I'undecapéptid 7004 per obtenir el 7006, el péptid
totalment protegit amb la sequéncia de FT. Aquest péptid (6664) és considerat a Esteve Quimica
com a HP-API (apartat 1.2) i, tal i com es descriu en els procediments de 'empresa, el precursor
d’'una substancia HP-API, com és el cas de 7006, també s’ha de tractar (o manipular) com a tal.
Treballar amb APIs que tenen una gran poténcia i citotoxicitat presenta diversos reptes per a les
empreses farmaceutiques, com ara la manipulacid, la contencio i el cost. A 'empresa hi ha un
laboratori especialitzat per a treballar tnicament amb productes HP-APIs; per tant, la manipulacio
de 7006 i les reaccions en les que aquest producte estava present, es van dur a terme en un
aillador d’alta contencié que protegeix de la exposicid (veure apartat 8.2.2). Cal destacar que la
toxicitat d’una substancia HP-API és extrema quan el producte es troba en estat solid i, per tant,
mai s’ha d’estar en contacte amb aquest solid en aquestes condicions i s’ha de treballar seguint
els protocols de seguretat dissenyats.

Les condicions utilitzades per la sintesi de 'undecapéptid 7003 (Esquema 54, apartat 5.3.1) van
ser les que es van fer servir en els estudis precedents a aquesta Tesi per a I'obtencié de 7006
(Esquema 58). El procediment general va consistir en addicionar DIPEA (2,1 eq) en DMF durant
30 min a una solucié en DMF de 7004 (1,0 eq), 7005 (1,1 eq), 'agent d’acoblament HATU (1,1
eq) i 'additiu HOAt (1,1 eq) a -20 °C i amb agitaci6 magnética. L'escala maxima de treball a la
que es va arribar amb aquestes condicions de reaccio6 va ser de 0,2 g de 7004.
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Esquema 58. Condicions de reaccio utilitzades en els estudis precedents per a la sintesi del FT protegit
7006.

El producte 7006 es va precipitar del cru de reaccié amb H20 per eliminar I'excés de reactius i
sals, la suspensio resultant es va centrifugar en una centrifuga de laboratori i el solid obtingut es
va liofilitzar. El rendiment de reaccié va ser de 86 %, pero la puresa cromatografica del producte
va ser baixa (54 %) degut a I'alt percentatge de subproducte de piperidida de 7005 (14 %) que
s’havia format (Figura 102, apartat 5.4.4). Per tal d’eliminar el subproducte, el solid de 7006 es
va suspendre en EtOH (3,2 vol) a 40 °C durant 4 h, reduint-se la impuresa a un valor inferior a I'1
%. Tanmateix, els rendiments d’aquesta etapa de purificacié van ser molt baixos (al voltant del
15 %), pero la puresa cromatografica de 7006 va ser millorada (69 %).

5.5.2. SINTESI PRELIMINAR DE 7006

La primera sintesi del precursor de FT (7006_UB-26904) es va dur a terme amb les condicions
proposades en els estudis precedents (Esquema 58, apartat 5.5.1), a escala de 0,3 g de 7004.
Els lots de productes de partida utilitzats van ser el 7004_UB-23465-P2-01 i el 7005_UB-23475-
P3-01. La reaccio es va monitoritzar per HPLC i a les 3 h de reaccid no es va observar el producte
de partida 7004 al cromatograma. L’heptadecapéptid protegit 7006 es va precipitar amb H20 (73
vol), el solid va ser aillat per filtracié (7006_UB-26904-01, rendiment del 85 %) i es va analitzar
per HPLC-MS (Figura 104, A).
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Encara que es va utilitzar com a producte de partida un solid de 7004 el qual s’havia precipitat
amb solucié de NaH2PO4 a pH 3, la piperidida de 7005 es va detectar en un 2,8 % (23,7 min) en
el solid de 7006 precipitat amb H20, perd aguest percentatge era molt menor a I'observat als
precedents (14 %). Per altra banda, I'hexapéptid 7005 es va utilitzar en excés pero no es va
detectar aquest producte de partida al solid obtingut, el que podria indicar que s’havia transformat
completament a la piperidida corresponent.

El solid 7006_UB-26904-01, procedent de la precipitaci6 amb H20, es va suspendre en EtOH
(3,2 vol) a 40 °C per tal d’eliminar la piperidida de 7005 tal i com es descriu en els precedents.
Es va obtenir el solid 7006_UB-26904-02 (rendiment 67 %) i 'analisi per HPLC-MS (Figura 104,
B) va constatar un augment de la puresa cromatografica de 7006 (32,4 min) fins a 81,9 % i una
disminucié de piperidida de 7005 (23,7 min) fins al'1,7 %. En comparaci6 al que es va assolir als
estudis precedents, en aquesta purificacio no es va aconseguir reduir la impuresa de piperidida
a un percentatge d’area menor a I'1 % perod es va obtenir millor rendiment (15 % vs 67 %).

(A) ()

32.521
32,420

7006 (75,0 %) 7006 (81,9 %)

Piperidida de 7005

31.279

Piperidida de 7005 (1,7 %) . ‘
(2,8 %) ‘ \ 3
g || il
\ 35 |l _ g
g |8 N E | g
’ il N
5 =B TR N—— 11 1L NS
8 w WWT )
o B F o e - © o //'y
S S 59—
SN VT . W T
T ‘ \ T ; ;
20 30 ZID 3‘0

Figura 104. Cromatogrames del lot 7006_UB-26904. (A) solid precipitat amb aigua, (B) solid rentat amb
EtOH. (Metode A, apartat 8.3.3).

Malgrat les precaucions que es van prendre en el tractament del cru de 7004 per reduir les traces
de piperidina, aquest resultat mostrava que no van ser prou efectives ja que se seguia detectant
la piperidida de 7005 en el solid resultant. La seva eliminacié posterior seguint el procediment de
purificacié amb EtOH ja establert tampoc va proporcionar resultats satisfactoris, per aquesta rag,
es va seguir estudiant el procés per reduir la formacié d’aquesta impuresa.

5.5.3. OBTENCIO DE 7006 A PARTIR DE DIFERENTS LOTS DE 7004

Les noves proves per a la obtencio de 7006 (7006_UB-26906, 7006_UB-26914, 7006_UB-26915
i 7006_UB-26920) es van dur a terme amb les condicions descrites en els precedents (Esquema
58, apartat 5.5.1), utilitzant com a productes de partida el lot 7005 _UB-23475-P3-01 i diferents
lots de 7004 per a avaluar com variava la formacié de la piperidida de 7005 en funcié dels
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equivalents emprats en la preparacié de 7004 (Taula 40). Els solids d’aquests lots de 7004 es
van obtenir per precipitacié6 amb la solucié de NaH2PO4 a pH 3 per intentar eliminar I'excés de
piperidina. Les reaccions de formacié de 7006 es van monitoritzar per HPLC i, un cop ja no es
va observar producte de partida 7004, es va addicionar H20 (70 vol) a 5 °C, les suspensions
obtingudes es van filtrar a pressié reduida i es va avaluar el rendiment de tots els solids obtinguts
(79 % per 7006_UB-26906-01, 98 % per 7006_UB-26914-01, 84 % per 7006_UB-26915-01 i 99
% per 7006_UB-26920-01), essent satisfactoris en tots els casos. En la Taula 40 també es
mostra la sintesi preliminar de 7006 (UB-26904) per tal de comparar els resultats.

Taula 40. Proves per I'obtencio de 7006 a partir de diferents lots de 7004.

7004 Obtencié de 7006 % per HPLC (solid)
Lot Lot Eq % per gde | Temps % Piperidida 7006
piperidina | HPLC 7004 (h) (Rend.) de 7005
uB-26004 | UB:23465- 3,2 80,9 | 04 3 85 2,8 75,0
P2-01

UB-23461-

UB-26906 P4-01 3,3 85,5 0,1 3 79 1,2 80,3
UB-26910-

UB-26914 P1-02 1,2 97,9 0,2 5 98 2,4 86,4
UB-26910-

UB-26915 P4-02 1,2 95,9 0,2 5 84 1,8 87,0

UB-26920 | VP29 1,2 947 | 18 3 99 0,7 89,2

La piperidida de 7005 es va detectar en tots els solids amb un 2,8 % com a maxim. No es va
observar cap relacio entre la quantitat obtinguda d’'impuresa i els equivalents de piperidina que
es van utilitzar per I'obtencié de 7004. Per exemple, el solid 7006_UB-26906-01 (3,3 eq de
piperidina) va donar un 1,2 % d’impuresa, mentre que el percentatge de subproducte pel solid
7006_UB-26914-01 (1,2 eq de piperidina) va ser del 2,4 %. Finalment, cal mencionar que la
puresa cromatografica de 7006 va ser menor pels solids 7006_UB-26904-01 i 7006_UB-26906-
01, ja que provenien de lots de 7004 més impurs.

Aquest resultat era totalment contradictori ja que malgrat no poder quantificar el romanent de
piperidina present als lots de 7004, s’esperava una certa correlacié amb la quantitat de piperidina
emprada a la seva preparacié. El no poder relacionar aquestes dades deixava molt incert I'origen
d’aquest impuresa.

5.5.3.1. PROVES DE PURIFICACIO DE 7006

La Taula 41 mostra les proves de purificacié que es van dur a terme amb l'objectiu de trobar un
dissolvent en el que 7006 fos insoluble i la piperidida de 7005 soluble per poder separar per
filtracié la impuresa. Els dissolvents es van triar segons I'experiéncia que es tenia sobre la
solubilitat d’alguns fragments peptidics i descartant I'etanol anteriorment considerat en algunes
proves. En aquests assajos es va utilitzar una barreja dels solids 7006_UB-26914-01 i 7006_UB-
26915-01. Cap dels dissolvents utilitzats en les proves de purificacié va donar una suspensio
filtrable, pel que no es va aconseguir purificar 7006.

196



CAPITOL 3: SINTESI DE FT PER ACOBLAMENT DE FRAGMENTS EN SOLUCIO

Taula 41. Proves per la purificacié de 7006

Prova Diigt\)llovlc)ant Aspecte
P1 Acetona Diss. completa
P2 MeOH Diss. térbola
P3 IPA Diss. completa
P4 MeCN Diss. térbola

5.5.3.2. OBTENCIO DE 7006 A PARTIR D’UN LOT DE 7004 OBTINGUT
UTILITZANT 4-AMP

Al no poder correlacionar la quantitat de piperidida de 7005 amb la piperidina residual present
als solids de 7004, es va pensar en fer servir un lot de 7004 preparat utilitzant un altre base.

Aixi doncs, es va dur a terme una nova sintesi de 7006 (7006_UB-26931) a partir del lot
7004_UB-23453-03, que s’havia obtingut utilitzant la base 4-AMP en comptes de piperidina
durant les proves de desenvolupament d’'un métode per I'obtencié de 7004. Paral-lelament a
aguesta sintesi, es va realitzar una altra sintesi de 7006 (7006_UB-26930) a partir del lot
7004_UB-26929-02, que s’havia obtingut al tractar 7003 amb 1,2 eq de piperidina. El lot del
producte de partida 7005 per a les dues sintesi va ser el mateix, 7005_UB-23475-P3-01, per
poder comparar els dos experiments. Les reaccions es van dur a terme amb les condicions dels
precedents (Esquema 58, apartat 5.5.1), i a les 5 h es va addicionar H20 (40 vol) per a la
precipitacio de 7006.

Es va obtenir el solid 7006_UB-26931-01 perd no es va determinar el rendiment ja que I'escala
de treball era molt petita (40 mg de 7004) i no era la finalitat de la prova. El solid es va analitzar
per HPLC (Figura 105, A), detectant-se 7006 (32,2 min) amb una puresa cromatografica del 89,7
%. La impuresa no es va detectar, pel que es va confirmar que la piperidida de 7005 es formava
a causa de la piperidina romanent en el solid de 7004. En canvi, I'analisi del solid 7006_UB-
26930-01 (Figura 105, B) va mostrar la impuresa amb un 3,7 % (24,0 min), reduint la puresa
cromatografica del 7006 a 85,3 %.
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Figura 105. Cromatogrames dels solids precipitats amb H20 de (A) 7006_UB-26931 i (B) 7006_UB-26930.
(Métode A, apartat 8.3.3).

No es va aconseguir doncs evitar la formacié de la piperidida de 7005, encara que es va reduir
la seva presencia respecte al valor que es va arribar en els estudis antecedents (14 %). Malgrat
aquest resultat, es va decidir continuar per avaluar 'impacte que tenia aquesta impuresa en la
puresa cromatografica del producte final 6664. Per tal d’evitar la formacié de la piperidida de
7005, s’hauria d’optimitzar un procés per la obtencié de 7004 utilitzant, per exemple, 4-AMP, que

es va descartar en el seu moment per manca de disponibilitat d’aquest reactiu i que posteriorment
no es va poder fer per manca de temps.

5.5.4. ESCALAT

L’escalat de la sintesi de 7006 (7006_UB-26932) es va dur a terme en un reactor de 2 L i agitacié
mecanica, a escala de 18 g de 7004_UB-26929-02 i utilitzant les condicions inicials (Esquema
58, apartat 5.5.1). El producte de partida 7004 no es va detectar per HPLC a les 3 h de reaccié i
el cru es va precipitar amb H20 (40 vol) a 5 °C. La suspensi6 es va poder descarregar pel tub de
descarrega del reactor amb dificultat ja que el solid obturava la sortida a causa de la seva textura.
La suspensié es va filtrar en 2 h i el solid obtingut (26,2 g de 7006_UB-26932-01, rendiment del
94 %) es va analitzar per HPLC, resultant una puresa cromatografica del 81,8 % pel producte
desitjat, acompanyat d’un 7,7 % de la piperidida de 7005 (Figura 106).
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DAD1 A, Sig=220.4 Ref=off (C:\CHEM32\A1260N1\DATA\6664\S22B05 2022-02-05 10-18-55\S22B050000003.D)
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Figura 106. Cromatograma de 7006_UB-26932-01. (Metode A, apartat 8.3.3).

Per tant, es va poder comprovar que la font de la impuresa és la piperidina perd no es va trobar
una metodologia adient per tal de minimitzar la seva formacio. De totes maneres, malgrat treballar

a laillador i les limitacions que suposava, es van poder obtenir més de 26 g de FT totalment
protegit amb una bona puresa cromatografica.

5.6. OBTENCIO DE FT A PARTIR DE 7006
5.6.1. PRECEDENTS®®

El pas sintétic final per a aconseguir el producte desitjat FT (6664) va consistir en eliminar tots

els grups protectors de la cadena (cadenes laterals, extrem o-carboxilic i extrem o-amino) amb
un tractament acid de 7006 (Esquema 15, apartat 3.3.2).

Tal com s’ha comentat per la resta d’etapes del procés sintétic, el punt de partida en la present
Tesi Doctoral per portar a terme la desproteccié total de 7006 van ser les condicions
experimentals derivades en els estudis precedents (Esquema 59). El producte de partida es va
carregar a 22 volums de TFA amb TIPS i EDT (95:3:2) a 5 °C. El TIPS va ser utilitzat com a
capturador de carbocations generats durant I'eliminacié dels grups protectors per tal d’evitar

reaccions no desitjades amb la cadena peptidica, i 'TEDT com a reductor per evitar la formacié
de ponts disulfur.
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1) 22 vol de TFA/TIPS/EDT (95:3:2),
5°C, 30 min
2) Agitacio a 20 °C

CF3C°°H CFsCOOH CF3COOH
NH,
CF3COOH
N¢ QL (ik QL rﬁL QL jﬁr QLOH
o NH,
6664 (FT) HN NH,
CF4COOH

Esquema 59. Condicions de reaccio6 utilitzades en els estudis precedents per a la obtenci6 de FT (6664).

La solucié acidolitica es va agitar durant 30 min i, a continuacié, la temperatura externa es va
pujar a 20 °C i la mescla es va agitar durant 3,5 h. Finalment, es va addicionar TBME (100 vol) a
3 °C per a precipitar el producte desitjat. L’escala maxima que es va assolir amb aquestes
condicions de reaccié en aquests treballs precedents va ser de 0,2 g de 7006 utilitzant els lots
de producte de partida més purs disponibles. El rendiment va ser de 84 % i la puresa
cromatografica de 6664 va ser del 71 %.

En els tres solids de 6664 que es van obtenir, es va detectar la formacié d’'una impuresa al voltant
del 7 % amb una m/z que corresponia a 6664 més un grup ‘Bu. En la literatura es descriu que
aquesta impuresa es pot formar a causa de la terc-butilacié del residu de cisteina després de la
desproteccié global d’'una cadena peptidica preparada mitjangant I'estratégia Fmoc/'Bu.13!
També s’ha descrit que el TBME es pot comportar com a agent alquilant provocant la reacci6 no
desitjada de terc-butilacié durant la precipitacio del peptid, especialment en preséncia de residus
susceptibles a 'alquilacié com Trp, Tyr, Cys o Met.132 Per a la precipitacié de 6664 es va utilitzar
TBME ja que és I'éter preferit a escala industrial per gliestions de seguretat. Per tant, calia trobar
unes condicions acidolitiques que minimitzessin aquesta reaccié secundaria.

5.6.2. SINTESI PRELIMINAR DE 6664

Per tal d’evitar la formacié de la impuresa terc-butilada de 6664 (‘Bu-6664), es va voler
reemplacar el TBME per un eter exempt de grups 'Bu, com per exemple el 2-MeTHF.

La primera sintesi de 6664 (6664 _UB-26917) es va dur a terme seguint les condicions inicials
(Esquema 59, apartat 5.6.1) a escala de 0,3 g de 7006, pero precipitant el producte amb 2-
MeTHF. El lot utilitzat va ser una barreja dels lots 7006_UB-26914-01 i 7006_UB-26915-01. En
aquest cas no es va obtenir una solucio al final del tractament acidolitic tal i com es descriu amb
TBME, sind que es va observar una suspensio al llarg de la reaccio, pel que es va allargar el
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temps del tractament per tal d’aconseguir la desaparicié d’aquesta suspensio. A les 7 h encara
guedava solid en el cru i la suspensi6 es va filtrar per analitzar el solid per 'H-RMN. L’espectre
obtingut va mostrar simplement un conjunt de senyals en la zona aromatica i un singlet a 5,62
ppm (Figura 107), que es va poder determinar que corresponien al trifenilmeta mitjancant
experiments de 13C i NOESY-1D (veure en annex Figura A4 i Figura A5).
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Figura 107. Espectre de *H-RMN (DMSO-ds) del solid format en la sintesi de 6664_UB-26917.

La hipotesi més probable que explicaria la formacié d’aquest compost seria la reaccié del reductor
TIPS amb els carbocations tritil generats en la desproteccié de Cys i GIn. Al ser un subproducte
de reacci6 no desitjat, es va poder eliminar per filtracié i, seguidament, es va intentar precipitar
el producte desitjat amb 2-MeTHF. Es va addicionar aquest dissolvent (120 vol) a la dissolucié
del cru a 3 °C i el solid obtingut (6664 _UB-26917-01, rendiment del 48 %) es va analitzar per
HPLC-MS (Figura 108, A). La puresa cromatografica del 6664 (18,1 min) va ser del 76,7 % i la
impuresa '‘Bu-6664 (21,6 min) es va detectar en un 8,4 %, el que indicava que el TBME utilitzat
per precipitar el producte no era el responsable de la terc-butilacid.

Aparentment, el tractament acidolitic que es va dur a terme hauria d’haver sigut suficient per
I'eliminacié de tots els grups protectors pel gran excés de TFA que es va utilitzar. Per tal
d’esbrinar si I'eliminacié dels grups ‘Bu de 7006 no havia estat quantitativa, es va dur a terme un
segon tractament acid al solid 6664 _UB-26917-01 amb les condicions inicials (Esquema 59,
apartat 5.6.1). A diferéncia del primer tractament, no es va observar precipitat i a les 4 h es va
addicionar 2-MeTHF (60 vol). No es va avaluar el rendiment del solid obtingut (6664 _UB-26917-
02) pero es va analitzar per HPLC-MS (Figura 108, B) i es va determinar una puresa
cromatografica per 6664 (19,8 min) del 68,0 %, inferior a I'obtinguda en el primer tractament a
conseqliéncia de la formacié de noves impureses. Malgrat que la impuresa 'Bu-6664 (23,5 min)
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es va poder reduir a un 6,6 %, la generacié de noves impureses a I'lltim pas va descartar 'opcié
del segon tractament.
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Figura 108. Cromatograma de (A) 6664_UB-26917-01i (B) 6664_UB-26917-02. (Metode C, apartat 8.3.3).

5.6.3. [ELIMINACIO DELS GRUPS PROTECTORS DELS FRAGMENTS PEPTIDICS
6998, 741117005

Per tal de confirmar si la impuresa '‘Bu-6664 es formava a causa de la terc-butilacié del residu de
cisteina durant la desproteccio global de la cadena peptidica,3! es van desprotegir els intermedis
6998 (dipéptid amb un residu de Cys), 7411 i 7005. Els crus acidolitics resultants es van analitzar
per HPLC-MS per veure si en algun dels fragments es detectava la preséncia del fragment
peptidic desprotegit amb un grup protector terc-butil.

Per eliminar els grups protectors del dipeptid 6998, el solid es va tractar amb una soluci6é de
TFA/TIPS/EDT (95:5:2) i la mescla es va agitar durant 7 h (Esquema 60). A I'afegir 2-MeTHF (40
vol) no va precipitar cap solid i la solucié resultant es va analitzar per HPLC-MS (Figura 109). La
m/z de 235,1 corresponent a 6998 totalment desprotegit (H-Cys-Leu-OH) es va detectar a 4,3
min. La massa de la impuresa terc-butilada de 6998 desprotegit (m/z 291,2) també es va detectar
(12,4 min) amb un percentatge de 5,3 % respecte el producte desitjat (94,7 %), la qual cosa
demostrava que la impuresa no desitjada es formava en el dipéptid.

Trt
S o SH o
H 22 vol de TFA/TIPS/EDT (95:3:2) H
N\)J\ JBu N\)J\
H,N <0 o H,N -~ “OH
: i agitacio a ta z
o Y 0} Y
6998 H-Cys-Leu-OH
m/z 234,10

Esquema 60. Condicions de reaccio per a la eliminacié dels grups protectors de 6998.
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ers. 6208 75 01_1208¢t UV rramatogram 214}
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Figura 109. Cromatograma del cru acidolitic després de la desproteccio total de 6998 (Métode A, apartat
8.3.3).

En principi, hi haurien dues hipotesis compatibles amb I'estructura de 'Bu-6998 desprotegit
(Figura 110), una correspondria al dipéptid amb el grup '‘Bu a I'extrem a-carboxil (H-Cys-Leu-
O'Bu), és a dir, una eliminacio parcial d’aquest grup, i I'altra correspondria al dipéptid amb Cys
terc-butilada (H-Cys(‘Bu)-Leu-OH) procedent d’'una reaccié no desitjada, essent aquesta ultima
la hipotesi més probable.

:Bu
/(:/H\)?\ /ET(HH\)CJ)\ 'Bu
H2N T OH HoN B o~
o Y 0 Y
m/z 290,17 m/z 290,17
H-Cys('Bu)-Leu-OH H-Cys-Leu-O'Bu

Figura 110. Possibles estructures amb m/z 290,2.

Per a la eliminacié dels grups protectors de I'hexapéeptid 7005, el solid es va tractar amb les
mateixes condicions que es van utilitzar pel dipeéptid 6998 (Esquema 61). El cru de reaccié es va
precipitar amb 2-MeTHF (40 vol) i el solid obtingut es va analitzar per HPLC-MS (Figura 111).
Es va observar el pic cromatografic corresponent a 7005 totalment desprotegit (Boc-lle-Asp-GIn-
GIn-Val-Leu-OH, m/z de 715,4) a 6,6 min i no es va detectar cap pic cromatografic que es pogués
associar a una potencial impuresa terc-butilada de 7005 desprotegit (m/z 771,0).
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Esquema 61. Condicions de reaccio per a la eliminacié dels grups protectors de 7005.
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Figura 111. Cromatograma del cru acidolitic després de la desproteccio total de 7005 (Métode A, apartat

8.3.3).

Per dltim, es va dur a terme la eliminacié dels grups protectors del nonapéptid 7411 amb
condicions similars a les descrites pels altres dos péptids protegits (Esquema 62). El cru es va
precipitar amb 2-MeTHF (40 vol) i el solid obtingut es va analitzar per HPLC-MS (Figura 112).
La m/z 1365,8, corresponent a 7411 totalment desprotegit (H-Ser-Arg-lle-Lys-Leu-Glu-lle-Lys-
Arg-OH) es va detectar a 17,2 min, indicant que la desproteccio6 total del nonapéptid havia tingut
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lloc. Tanmateix, la impuresa terc-butilada de 7411 desprotegit (m/z 1421,9) es va detectar a 18,2
min amb un percentatge molt minoritari (0,3 %) respecte el producte desitjat (99,7 %).

Pbf
HN._NH  Boc. -B
°“>NH HN=%C
HN _0._0O
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o) o) o) o) o]
H H H H H
N N, N N N
Fmoc™ JLM N JL” N ;JLOH
o 0 o} Y o} 0 =
Bu iNH
_Pbf
7411 HN)\N b
H
22 vol de TFA/TIPS/EDT (95:3:2)
i agitaci6 a ta
HoN__NH
Y NH, NH,
HN HO.__O
o} o) o) o) o)
H H H H
H,N , N, N
JLLIWN ” NJ:IW AL,
3 o] o = o] 0 =
\OH Y \L
NH
H-Ser-Arg-lle-Lys-Leu-Glu-lle-Lys-Arg-OH
er-Arg-lie-Lys-Leu u-lle-Lys-Arg HN NH2

m/z 1141,73

Esquema 62. Condicions de reaccio per a la eliminacié dels grups protectors de 7411.

ers 7411 72_01 1206t U/ Gronetogram 214m]

H-Ser-Arg-lle-Lys-Leu-Glu-
= lle-Lys-Arg-OH (99,7 %)

impuresa terc-
butilada de 7411
desprotegit (0,3 %)

5 0 5 2 3 Tiver)

Figura 112. Cromatograma del cru acidolitic després de la desproteccio total de 7411 (Métode A, apartat
8.3.3).

En 'analisi dels crus dels tractaments acidolitics de 7005 i 7411, la impuresa corresponent al
péptid desprotegit amb un grup 'Bu es va detectar en una proporcié molt baixa o no es va detectar,
el que indicava que les condicions utilitzades per la desproteccié van ser adequades per a
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eliminar els grups ‘Bu. En canvi, en la desproteccié total del dipéptid 6998, la impuresa ‘Bu-6664
es va detectar amb claredat, el que confirmava que el grup 'Bu es tornava a enllacar al dipéptid
a través de la cadena lateral de Cys. Calia doncs fer més assajos amb diferents condicions
experimentals per tal de minimitzar aquesta reaccié secundaria.

5.6.4. PROVES PER MINIMITZAR LA TERC-BUTILACIO EN LA OBTENCIO DE 6664

Per tal d’evitar la terc-butilacié de 6664 (FT), es van dur a terme dues proves d’obtencié de 6664
(6664_UB-26923 i 6664_UB-26924) a partir de 0,2 g del lot 7006_UB-26920-01 (Taula 42), on
es va pujar la proporcio del capturador de carbocations i es va baixar la proporcié de TFA (90:6:3),
respecte la prova inicial que es va fer per a obtenir el lot 6664 UB-26917 (apartat 5.6.2).
Aguestes proves es van diferenciar pels dissolvents que es van utilitzar en la precipitacié. Amb
TBME es va obtenir un solid (6664 _UB-26924-01) amb una quantitat d'impuresa terc-butilada
(5,4 %) lleugerament major que contenia el solid precipitat amb 2-MeTHF (6664 _UB-26923-01,
3,1 %), el que suggeria que el segon dissolvent era més adient per portar a terme la precipitacio
en la desprotecci6. Per altra banda, si es comparen les dues proves en que es va utilitzar 2-
MeTHF, es va reduir el percentatge de subproducte del 8,4 % a 3,1 %, a 'augmentar la proporcié
de capturador de carbocations, tot mantenint-se un percentatge similar de producte desitjat, la
qual cosa indicava que probablement, I'increment d’aquests reactius suposi la formacioé de més
impureses.

Taula 42. Proves per I'obtencio de 6664 utilitzant diferents condicions acidolitiques.

Lot Condicions experimentals % per HPLC (solid)
Lot de 7006 (TFA:TIPS:EDT) Precipitacio 'Bu-6664 6664

UB-26914-01 + .
UB-26917 UB-26915-01 95:3:2 2-MeTHF 8,4 76,7
UB-26923 UB-26920-01 90:6:4 2-MeTHF 31 77,8
UB-26924 UB-26920-01 90:6:4 TBME 5,4 74,8

Les millors condicions trobades fins el moment per eliminar els grups protectors de 7006 van ser
un tractament acidolitic utilitzant una barreja de TFA/TIPS/EDT (90:6:4) i precipitacié amb 2-
MeTHF (6664 UB-26923-01). El segiient pas va ser, a més de continuar amb la cerca de
condicions experimentals que minimitzessin la formacié de subproducte, intentar substituir 'EDT
per un altre capturador de carbocations per tal d’evitar I'olor desagradable i la toxicitat del primer,
inconvenients que limiten la seva utilitzacié a escala industrial.

Cal destacar que es va dur a terme una prova de solubilitat en 2-MeTHF del subproducte de
trifenilmeta present al cru de 6664 descrit a I'apartat 5.6.2 (Figura 107), comprovant-se que era
soluble en 10 volums de dissolvent. Per aquesta rad, en les proves que es descriuen a
continuacio, les suspensions observades resultants de la precipitacié del subproducte trifenilmeta
no es van filtrar, sind que es va addicionar 2-MeTHF a la suspensid, per dissoldre el trifenilimeta
i, a la vegada, precipitar el péptid desitjat. D’aquesta manera, el subproducte s’eliminava a les
AM durant la filtracié del producte final.
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5.6.4.1. ESTUDI DE DIFERENTS CAPTURADORS DE CARBOCATIONS

Es van fer diferents proves per obtenir 6664 variant el capturador de carbocations (Taula 43). El
producte de partida utilitzat va ser el provinent de I'escalat de 7006 (7006_UB-26932-01, puresa
cromatografica de 81,8 %), i les proves es van realitzar a escala de 50 mg. Les reaccions es van
dur a terme en 22 volums de mescla acidolitica, amb agitacié a ta durant 5 h. El péptid desitjat
es va precipitar amb 2-MeTHF (20 val), els solids obtinguts (6664 _UB-26935-P1-01, 6664 _UB-
26935-P2-01, 6664 _UB-26935-P3-01, 6664_UB-26935-P4-01, 6664_UB-26935-P5-01 i

6664 UB-26935-P6-01) es van analitzar per HPLC-MS i es van avaluar els percentatges
d’'impureses formades en cada reaccio.

La prova que va mostrar una major puresa cromatografica per 6664 va ser la prova 3 (69,0 %),
utilitzant la mescla de TFA/TIPS/1-octantiol (80:12:8). L'Us de capturadors de carbocations
alternatius i/o el canvi de proporcié de reactius no va aconseguir millorar aquest resultat. En
I'analisi per HPLC-MS del solid obtingut (Figura 113) es van detectar els pics corresponents a la
impuresa de piperidida de 7005 desprotegit en un 1,6 % (11,3 min), una impuresa majoritaria
desconeguda amb m/z de 1100,2 en un 4,7 % (36,1 min) i la impuresa terc-butilada (23,6 min)
en un 9,0 %. Cal mencionar que en aquesta prova no es van observar dos impureses a m/z

1068,1 i m/z 1138,2 que si es van detectar com a impureses majoritaries en altres proves
d’aquest estudi.
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Figura 113. Cromatograma de 6664_UB-26935-P3-01. (Métode D, apartat 8.3.3).

Si es duu a terme una comparacio dels perfils cromatografics dels solids obtinguts (Taula 43), es
va observar que les tres impureses desconegudes abans mencionades depenien del capturador
o capturadors de carbocations que es va utilitzar. Aixi, es va poder comprovar que les impureses
amb m/z 1068,1 i m/z 1138,2 no es van formar amb I'Us d’'1-octantiol com a capturador de
carbocations (P3, P5 i P6), i la segona tampoc es va detectar quan es va utilitzar H2O (P4).
Tanmateix, aquestes impureses es van observar quan només es van fer servir TIPS o TES (P1i
P2). Aixi, les proves que es van dur a terme amb 1-octantiol van presentar una major puresa

cromatografica per 6664, pero es va detectar una altra impuresa desconeguda amb m/z 1100,2
quan a la resta de proves no es va observar.
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La impuresa 'Bu-6664 va disminuir notablement amb la utilitzaci6 de TES (2,6 %, P2) en
comparacié amb TIPS (14,5 %, P1). En canvi, altres impureses que no s’especifiquen a la taula
i que elueixen al final del cromatograma es van observar amb un 2-4 % en P2, el que va fer que
la puresa cromatografica de 6664 en aquesta prova (52,7 %), no fos molt millor que en P1 (47,5
%). Les diferéncies no van ser significatives quan TES o TIPS es van utilitzar amb 1-octantiol (P5
i P6). No obstant, I'is d’'H20 amb TIPS va augmentar significativament la proporcio de la impuresa
terc-butilada (18,6 %, P4).

També es va avaluar el contingut de piperidida de 7005 desprotegit, impuresa que provenia del
romanent de piperidina que quedava al solid de 7004, la formacié de la qual no s’havia pogut
evitar (apartat 5.4.4). Aquesta impuresa es va detectar en totes les proves amb percentatges que
van variar des d’'un 1,2 % a un 4,4 %, suposant per tant un impacte significatiu en la puresa
cromatografica de 6664.
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Taula 43. Resultats obtinguts en I'obtencié de 6664_UB-26935 utilitzant diferents mescles acidolitiques.

% per HPLC (solid)

Prova Condicions reaccio
(Hleides) (AR, D1 13 TR o) pliperieliiel ez m/z 1068,1 6664 'Bu-6664 | Pbf-6664 | m/z11382 | m/z 1100,2
7005 desprotegit
P1 TFAITIPS (90:10) 1,3 13,3 47,5 14,5 3,3 7,6 -
P2 TFAITES (90:10) 4,4 7,0 52,7 2,6 2,1 7,6 -
P3 TFA/TIPS/1-octantiol (80:12:8) 1,6 - 69,0 9,0 - - 4.7
P4 TFAITIPS/H20 (90:7,5:2,5) 1.2 55 58,2 18,6 2,3 - -
P5 TFA/TES/1-octantiol (90:6:4) 2,0 - 62,9 7,2 - - 52
P6 TFAITIPS/1-octantiol (90:6:4) 2,7 - 62,4 8,9 - - 6,9
Taula 44. Resultats obtinguts en I'obtencié de 6664_UB-26938 utilitzant diferents mescles acidolitiques.
0 L
Prova Condicions reaccio Al RS (G
(UB-26938) (22 vol, 1 h de reaccio) piperidida de — y m/z
7005 desprotegit m/z 1068,1 6664 Bu-6664 Pbf-6664 | m/z 1138,2 1100,2
P1 TFAITES (90:10) 2,0 5,8 60,8 3,7 57 1,8 2,0 -
P2 TFA/TES/1-octantiol (80:10:10) 3,3 - 67,8 5,4 5,4 0,3 - 1,0
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5.6.4.2. REDUCCIO DEL TEMPS DE TRACTAMENT ACIDOLITIC

Es van fer dues proves d’obtencio de 6664 (UB-26938-P1 i UB-26938-P2) on es va reduir el
temps del tractament acidolitic de 5 h (Taula 43) a 1 h (Taula 44) per tal d’avaluar si la puresa
cromatografica del péptid desitjat millorava. Les condicions triades a la P2 van ser molt semblants
a les que van donar millors resultats en I'estudi anterior (P3 de la Taula 43), pero utilitzant TES
en comptes de TIPS per la disponibilitat del reactiu a 'empresa. Els resultats d’aquesta prova es
va comparar amb el perfil cromatografic de la P1 per tal de veure I'efecte de I'1-octantiol. Les
reaccions es van dur a terme a escala de 50 mg de 7006_UB-26932-01 amb 22 volums de la
mescla acida a ta, i el péptid final es va precipitar amb 2-MeTHF (20 vol). Els solids obtinguts

(6664 _UB-26938-P1-01i 6664 UB-26938-P2-01) es van analitzar per HPLC-MS i es van avaluar
les impureses formades en cada tractament.

El tractament amb TFA/TES (90:10) (P1) va donar una puresa cromatografica per 6664 més

baixa (60,8 %) que I'obtinguda en la P2 (67,8 %), confirmant que amb I'Gs d’1-octantiol es reduien
les impureses totals.

Al reduir el temps de reaccié a 1 h amb la utilitzacié de TFA/TES (P1), es va observar que la
puresa cromatografica del producte desitjat millorava respecte I'obtinguda a les 5 h amb les
mateixes condicions (52,7 %, P2 de la Taula 43). La proporci6 de la impuresa de m/z 1138,2 va
ser menor, perd es van observar dos pics cromatografics amb la mateixa m/z de 'Bu-6664
(Figura 114), i amb un major percentatge global (12,4 %) que I'inic pic d’aquesta impuresa
observat ales 5 h (2,6 %, P2 de Taula 43). Cal dir que la impuresa amb m/z de '‘Bu-6664 que
eluia abans (3,7 %) no es detectava a les 5 h de reaccié, el que indicava que 1 h era un temps
insuficient per portar a terme la desprotecci6 total del péptid.
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Figura 114. Cromatograma del cru acidolitic de 6664_UB-26938-P1-01. (Métode D, apartat 8.3.3).

La prova que es va realitzar utilitzant TFA/TES/1-octantiol (80:10:10) (P2 de la Taula 44) va donar
un solid amb una puresa cromatografica pel 6664 del 67,8 %, molt semblant a la obtinguda a les
5 h en unes condicions experimentals molt semblants (69,0 %, P3 de Taula 43). La impuresa de
m/z 1100,16 va disminuir en comparacié amb la prova de 5 h (de 4,7 % a 1,0 %). En canvi, es
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tornaven a detectar els dos pics cromatografics amb la m/z de la impuresa 'Bu-6664 (10,8 %
global), essent superior al percentatge que es va detectar a les 5 h (9,0 %, P3 de Taula 43). Aixo
podria estar indicant que I'eliminacié d’un dels grups ‘Bu de 7006 no era encara quantitativa
després d’1 h de reaccio, tal com s’ha suggerit per justificar un resultat similar en la prova P1
(Taula 44), perd a mesura que evoluciona la desproteccio s’estava formant el subproducte de
reaccié corresponent a la terc-butilacié del residu de Cys. Tanmateix, quan es va utilitzar
TFA/TES (90:10) la proporcié del teoric subproducte de ‘Bu-6664 va disminuir a les 5 h (2,6 %,
P2 de la Taula 43) respecte a la determinada a 1 h (5,7 %, P1 de la Taula 44), un temps
insuficient com ja s’ha dit per desprotegir totalment el peptid.

Per tal de cercar més informacioé sobre els dos subproductes amb la mateixa m/z que ‘Bu-6664,
es va decidir fer una nova prova d’obtencié de 6664 (6664 UB-26941) i treure CP’s per I'analisi
del cru per HPLC-MS a diferents temps de reaccié (Taula 45). La reaccié es va dur a terme a
escala de 50 mg de 7006_UB-26932-01 utilitzant TFA/TES/1-octantiol (80:10:10), la mescla en
que s’havien observat millors resultats fins el moment. En aquesta prova, es van utilitzar 12
volums de mescla en comptes de 22, per tant, la reacci6 es va dur a terme més concentrada per
tal de que la reacci6 fos més rapida. El péptid es va precipitar amb 2-MeTHF (20 vol) ales 4,5 h
de tractament acidolitic. En els cromatogrames obtinguts a diferents temps de reaccié, es van
tornar a observar els dos pics cromatografics amb la m/z de impuresa 'Bu-6664. El pic que eluia
abans va apareixer amb una proporcio del 15,6 % a I'analisi del cru de les 0,5 h de reaccid, pero
ja no es va detectar a les 2,5 h. En canvi, el pic cromatografic de '‘Bu-6664 que eluia després es
va observar en un 3,0 % a les 0,5 h, proporcio que es va incrementar al 6,4 % a les 1,5 h fins a
arribar al 8,1 % al solid precipitat. Aquest resultat confirmava la hipotesi plantejada al paragraf
anterior, és a dir, a mesura que evoluciona la desproteccio es formava el subproducte de reaccié
corresponent a la terc-butilacié del residu de Cys. Cal destacar també que transcorregudes 1,5
h el grup protector Pbf de Lys ja s’havia eliminat. Aixi doncs, s’havia de deixar la reaccio el temps
necessatri per la desproteccio de tots els grups protectors pero tenint en compte que la potencial
alquilacié de la cisteina augmentava amb el temps. Pel que fa a la puresa cromatografica del
producte desitjat, la millor es va observar entre 1,5 hi 2,5 h de reaccid ja que la majoria de grups
protectors havien sigut eliminats i la impuresa desconeguda de m/z 1100,2 es va detectar en
menor proporcié que a les 4,5 h de reacci6. La piperidida de I'hexapéptid 7005 desprotegit (3,3-
5,9 %) es va mantenir practicament constant al llarg de la reaccié.
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Taula 45. Resultats del tractament acidolitic a diferents temps en I'obtencié de 6664 _UB-26941.

Condicions reacci6 Pl lEe
Lt (12 vol) TS (1) Piperidida t
de 7005 desprotegit 6664 Bu-6664 Pbf-6664 m/z 1100,2
0,5 4.7 28,0 15,6 3,0 6,1 7,8 -
15 5,8 63,6 23 6,4 - - 1,8
2,5 5,9 64,0 - 6,7 - - 3,3
UB-26941 TFA/TES/1-octantiol (80:10:10)
3,5 5,9 62,3 - 6,9 - - 4,3
4,5 5,9 60,6 - 6,9 - - 5.2
solid 3.3 66,9 - 8,1 - - 51
Taula 46. Comparacio de sintesis de 6664 utilitzant diferents concentracions de reactius.
% per HPLC (solid)
Lot Condicions reacci6 Volums (g/mL) Piperidida
t o =
de 7005 desprotegit 6664 Bu-6664 Pbf-6664 m/z 1100,2
UB-26940 40 2,2 56,5 15,8 3,9 1,2 1,2 0,5
TFA/TES/1-octantiol
UB-269382 (80:10:10), 1 h 22 3,3 67,8 5,4 54 0,3 - 1,0
UB-26941° 12 5,8 63,6 2,3 6,4 - - 1,8

(a) Resultat de la prova P2 (Taula 44).

(b) Resultat de I'analisi del cru a les 1,5 h de reacci6 (Taula 45).
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5.6.4.3. EFECTE DE LA CONCENTRACIO DE REACTIUS

En la linia d’analitzar I'efecte de la concentracio en la formacio de les dues impureses 'Bu-6664,
es va dur a terme una nova sintesi de 6664 (6664_UB-26940), tractant 30 mg de 7006_UB-
26932-01 amb 40 volums de TFA/TES/1-octantiol (80:10:10) durant 1 h, i el péptid desitjat es va
precipitar amb 2-MeTHF (20 vol).

Si es comparen les proves que es van dur a terme amb TFA/TES/1-octantiol (80:10:10) a
diferents concentracions de reactius i el mateix temps de tractament acidolitic (Taula 46), es va
poder observar que el percentatge d’'impuresa ‘Bu-6664 amb major temps de retencié disminuia
amb la dilucié (UB-26940). En canvi, el percentatge d’'impuresa amb menor temps de retencié
augmentava. Aquests resultats confirmaven novament una possible relacié entre els dos
processos, encara que la disminucio de la proporcié de péptid amb un grup protector 'Bu era més
pronunciada que la formacié de subproducte '‘Bu-6664 a 'augmentar la concentracié. Cal tenir
en compte que el residu de Cys esta flanquejada pel residu de Lys a I'extrem a-amino i pel residu
de Leu a I'extrem a-carboxil, ambdés protegits amb el grup ‘Bu.

5.6.4.4. OPTIMITZACIO

Un cop es van assajar diferents condicions experimentals i analitzar les impureses majoritaries
que es formaven durant el tractament acidolitic de 7006 per donar 6664, es va decidir optimitzar
les condicions del procés en el que es va utilitzar la mescla de TFA/TES/1-octantiol. Per acabar
de definir la concentracio, el temps de reaccié i la proporcié optima d’acid/capturador de
carbocations que permetessin obtenir 6664 amb la millor puresa cromatografica, es van dur a
terme les proves que es recullen a la Taula 47 (lot 6664 _UB-26944) a escala de 100 mg de
7006_UB-26932-01. Aixi, es van estudiar tres concentracions de reacci6 diferents (12 vol, 19 vol
i 40 vol) i diferents proporcions de TFA/1-octantiol deixant la concentracié de TES constant al 10
%. A més, es van precipitar els solids d’aliquotes dels crus amb 2-MeTHF (20 vol) a1 h, 2,5 hi
5 h de tractament acidolitic, i els resultants es van analitzar per HPLC-MS. Cal destacar que en
P5 es va estudiar Unicament el temps de 2,5 h i es va dur a terme un duplicat de la prova per
assegurar que les proves i el métode cromatografic eren robustos.

Taula 47. Proves per I'obtencié de 6664_UB-26944.

Condicions reacci6 .
Prova - % 6664 per HPLC (solid)
TFA/TES/1-octantiol Volums (mL/g) Temps (h)
1,0 37,0
P1 40:10:50 40 2,5 53,3
5,0 71,7
1,0 24,1
P2 40:10:50 12 2,5 62,9
50 64,5
1,0 59,8
P3 80:10:10 40 2,5 62,2
5,0 63,4
1,0 61,2
P4 80:10:10 12 2,5 58,8
50 57,4
P5 60:10:30 19 2 720
2,5 72,5

213



CAPITOL 3: SINTESI DE FT PER ACOBLAMENT DE FRAGMENTS EN SOLUCIO

Els millors resultats de puresa cromatografica pel 6664 es van obteniramb P1 a les 5 h de reaccio
(71,7 %), i amb P5 ales 2,5 h de reacci6 (72,0 %). Les condicions P1 abans esmentades es van
intentar reproduir a major escala a I'utilitzar-se una menor proporcié de TFA.

5.6.5. REPRODUCCIO DE LES MILLORS CONDICIONS ACIDOLITIQUES |
QUANTIFICACIO PER "TH-RMN

Es van reproduir les condicions que es van utilitzar per a preparar el solid 6664_UB-26944-P1-
01 en una nova sintesi de 6664 (6664 UB-26948) a escala d'1,0 g de 7006_UB-26932-01
(Esquema 63). El cru es va precipitar amb 2-MeTHF (80 vol) a 3 °C a les 5 h de tractament
acidolitic i es va filtrar. La filtracié va ser lenta i el solid obtingut (0,4 g de 6664 UB-26948,
rendiment del 62 %) es va analitzar per HPLC-MS (Figura 115). La puresa cromatografica del
6664 (18,6 min) va ser del 70,4 % i les impureses majoritaries que es van observar van ser la
piperidida de 7005 desprotegit (10,4 min, 5,2 %) i '‘Bu-6664 (23,0 min, 4,7 %).

Boc\

ﬁﬁ i ﬁ;};ﬁjiﬁgﬁﬁﬁm

Z\N,be
H

7006 HN

1) 40 vol de TFA/TES/1-octantiol (40:10:50),
5°C, 10 min

2) Rampa de 5°C a 25°C en 20 min i
agitacio a 25 °C durant 5 h

CFSCOOH 0F3COOH CF5COOH
NH,
CF3COOH o
N¢ Ay r& N¢ r& N¢%¢OH
o NH,
6664 HN)\NHQ
CF4COOH

Esquema 63. Condicions de reaccio per a la desprotecci6 total de 7006 (lot 6664 _UB-26948).
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Figura 115. Cromatograma de 6664_UB-26948-01. (Metode D, apartat 8.3.3).

El solid 6664 _UB-26948-01 es va analitzar per 'H-RMN per tal de disposar d’un valor més precis
de la riquesa en pes de 6664. Al precipitar el producte desitjat com a pentatrifluoroacetat

(Esquema 63), es va utilitzar un patré de 5-fluoro-2-oxindol per quantificar I'anié trifluoroacetat
per 1°F-RMN (Figura 116).
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5 Disolvente dmso
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8 Fecha de Adquisicdn 2022-05-23T17:51:36
9 Frecuenda del Espactrémetro 376.45
10 Nickeo 19F
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lliure de 6664
F
O:(D/
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Figura 116. Espectre de °F-RMN (DMSO-ds) de 6664 _UB-26948-01 amb el patré 5-fluoro-2-oxindol.

Per altra banda, I'heptadecapéptid protonat es va quantificar per 'H-RMN utilitzant un patré d’acid
maleic (Figura 117). El doblet aillat de proté d’amida a 8,6 ppm es va utilitzar com a senyal de
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referencia per a quantificar. Els dissolvents residuals 2-MeTHF i DMF també es van quantificar
al solid utilitzant aquest patr6. Les quantificacions per °F-RMN i H-RMN van permetre
determinar una relacié molar base lliure de 6664/trifluoroacetat d’'1:4,4 (apartat 8.5.12 de la part
experimental), relacio a partir de la qual es va calcular la riquesa de 6664 (veure Taula 48).
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N he | Ny
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10 Niid=o iH
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: ! DMF |
I
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2-MeTHF
‘I 1
| / i
Lo A \ YR
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Figura 117. Espectre de *H-RMN (DMSO-ds) de 6664_UB-26948-01 amb un patré d’acid maleic.

Al 1H-RMN de 6664 _UB-26948-01 es va observar un singlet a 1,3 ppm amb una integracié que
semblava no correspondre a 6664 ni a cap dels dissolvents residuals. Per tant, es va sospitar
gue podia ser el senyal corresponent al grup 'Bu de la impuresa '‘Bu-6664 detectada per HPLC
amb un 4,7 %. Mitjangant experiments bidimensionals de (*H-13C)-HSQC, es va poder confirmar
que el senyal podria correspondre a un grup metil (Figura 118). A causa de la gran superposicié
de senyals a la zona, es va haver de dur a terme una deconvolucié (procés matematic que
desglossa un senyal complex en senyals individuals i calcula les seves arees respectives) per tal
de poder integrar aquesta senyal (Figura 119). La impuresa es va quantificar suposant que
precipitava també com a trifluoroacetat i considerant la relaci6 molar péptid
protonat/trifluoroacetat determinada per 6664 (Taula 48). Les quantificacions es van dur a terme
per duplicat per confirmar que els resultats eren reproduibles.
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Figura 118. Regio0 alifatica de I'espectre de (*H,3C)-HSQC (DMSO-ds) de 6664 _UB-26948-01.
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Figura 119. Deconvolucié dels senyals per quantificar la impuresa 'Bu-6664 a I'espectre de *H-RMN
(DMSO-ds) de 6664_UB-26948, utilitzant acid maleic com a patro.
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Taula 48. Quantificacié per *H-RMN (%) de 6664, 'Bu-6664 i dels dissolvents residuals, en 6664 _UB-
26948-01.

Mostra Dissolvents residuals 6664 '‘Bu-6664
2-MeTHF DMF Individual Mitjana Individual Mitjana
1 1,4 % <0,1% 91,4 % 4,8 %
92,2 % 47 %
2 1,4% <0,1% 92,9 % 45 %

Aquests resultats van posar de manifest per 6664 una gran diferéncia entre la riquesa
determinada per H-RMN (92,2 %) i la determinada per HPLC (70,4 %), molt probablement degut
a les diferencies de factors de resposta cromatografics. En aquest sentit, cal esperar que els
factors de resposta de 'Bu-6664 i 6664 siguin molt similars, el que explicaria els mateixos
percentatges obtinguts per aquest dos productes per *H-RMN i per HPLC (4,7 %). La suma dels
resultats obtinguts en la quantificacié de 6664, dissolvents residuals i '‘Bu-6664 va resultar en un
contingut del 98,4 %, deixant aproximadament un 2 % per impureses com per exemple la
piperidida de 7005 desprotegit, no observada per H-RMN molt probablement per estar sota el
nivell de deteccié de la técnica. Cal destacar també el nombre de pics amb integracions menors
que es detecten a I'HPLC (Figura 115), perdo amb una contribucié global en massa molt petita
segons els resultats de la quantificacié per RMN.

En l'espectre de 'H-RMN de 6664 UB-26948-01 (Figura 120), les integracions dels senyals
corresponents a 6664 van sumar 150 protons. El nombre real de protons de la base lliure de
6664 sbén 163, i al descomptar els protons bescanviables d’amina i hidroxils dels grups COOH,
el nombre es reduia a 151. Encara que la integraci6 é€s aproximada a causa d’un gran solapament
de senyals, el nombre de protons experimentals s’aproximava molt al real, confirmant que no
s’observava per 'H-RMN altres senyals que no fossin de dissolvents o de la impuresa terc-
butilada (‘Bu-6664).
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Figura 120. Espectre de *H-RMN (DMSO-de) de 6664 UB-26948-01.

El laboratori HP-API on s’estava treballant amb la sintesi de 6664 a partir de 7006 es va inhabilitar
temporalment per obres, i van quedar 23 g de 7006_UB-26932-01 per a tran