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" que iué conceduia en 15 de. noviembre. _de 1955. por

«__Buevo ‘DT‘O(‘@"’J‘) mioento

para-ie-obvencion de-amidagh—

N 275

Agente Sr. L"O«lmu"t‘.\-cehOyI“Odet.



. SEGUNDQ Crul

=

HEWwidoaola vESCcLILeyeILV A

obre

™m

Wilejoras introducidas < el objuto ve lo wovul te

o

fprincipal n® 219.642 concedlan eun 1Y de Foviewmbre de

"1855, por MWHULVO PuCULDINIIITO Pais La CBLENCION Lo AllILASM,

SOLICITAINE: C I » 4, sSocité Anouyume, enivicrd suilzs, domiciliada

en BALILSA, Sulzc.

Ll presewte Certificedo e Acdicidn tiens or
objeto cicrtos perfeccloncaientos introducidos en la
obtencidn del wutibidtico srewmiciains S, O Sea wi G“ecapep=-
tice ciclico cown lz doble presencic de la secueacia (cido-

e aninice (IL-velino-L-ornitino-L-leucino=-D=ifenilslenins~L-—
prolino).

De mcuerdo con la patente principal n® 219,642
(Case 3245/1-3), se obbtisumen amides wmedlsnie reaceidn

gberes dc dcico cirbdnico, que en ¢l compo-

10. nente cloondlico muectran wn sustituyente sv.ayente de
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20,

25,

30.
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electronos. bn el primer Cortificado de Adicidn n? 231.337
(Case 3483£1-3) =e¢ protege ¢l cupleo de sste procedimiento
para le obtencidn ce polipepticas linezres o ciclicas.

intre otros se describe un procedimiento pars la obtencidn

de la gromicidina S. Se caracteriza porque unc szl de un

€ster prolinico linecar de 10 niembros, correspoidieute a

lz gramicidine, cuyos grupos <§—aminioos ae los

restos ornitinicos estén protegivos y gue su el componc:te

glconbdlico muestra un sustlouyente avrayente de eleclronos,
por ejemplo, el trifluoroacetzto usl correspomdicuite éster

decepevtica-p-nitrorenilice, se wrate con cgentes bisicos

¥y a continugcidn los srunos zuwino profesgidos se trouciormen
€il grupos amino libres., IJgte procedimiento resulta compli-
cado, porque la szl del Zoter decepeptidico, emplesds como

producto inicilal, se hza ue oblener de la pentapeptidz.

Se he descubierto zhore que se puece obtener la
gremicidina S en forma sencille si une sel Ge un éster penta-
peptidico con le cecuenci: fcido aminica de la gremicidine,

’

es decir, un ester de dcido L=valilo-L—ornitilo-L-leucilo-

L-fenilalenilo=L-prolino=-cerbdiaico, cuyo “xm@m;d-umlnlco del

.resto ornitinico estd protezido y que cn el compounente

glcoindlico presenis un sustituyente atreyeunve de elesctronos,
ge trate con sgentes bdsicos y después los grupos I _sminicos

crupos emino libres. Fué

profegicos se transformen €n g
gorprendente que en este caso no se ori.inara uns autocicli-
zacidn de le wmoldcule del pentapeptida,sino que dogholdculas
de peptida se rewnieran directameite al decspeptida ciclico.
Une duplicidad de los componectes vel anillo durante la
formecidu de un polipeptida ciclico hasta shora solo fud

observada en el c-hexasglicilo que e obitiene de la



triglicinopeptida linear, por ejemplo, por el procedimiento
descrito. BEests forma d: reaccidn we los aerivados triglici-
nicos se comnsiGerd hesta shore como una excepeidn que guizéds
estuviera justificada por une determinads inestebilidad
"5 del c=triglicilo (Helv.Chim.Acta 39, 879 (1956))
Otros tripeptidas, tales como por ejemplo le glicilo-DL-
fenilalenileglicinag ¥y 1o glicilo-glicilo=DL-fenilalenina
dieron el tripeptida ciclico y no hexapeptivz. Tampoco
1z tetreglicinopeptida duplica su molecula durante el cierre
10. del anillo. Ademds es conocido el c=glicilo-L=leucilo-glicim
lo-L-leucile-glicilo, que se obtiene del tioéster del
hidrobromuro de la pentapeptida por autobiclizacién.
Yu se menciond la decepeptida ciclica de la gramicidina que
se obtiene de la correspondiente decapeptida linear, asimismo
15, sin duplicacidn de ls molécula. Una dupiicacién de la
Levzlilo~L-ornitilo-L=leucilo-D=fenilalanilo~L-prolino-penta=
peptida dursute la ciclizacidn era por lo tanto imprevisie
ble. La nueva sintesis de gramicidina es, debido z su
sencillez, un importante avance técnico. El procediumiento
20, se efectia ,partiendo de la L~valilo=L-ornitilo-L-leucilo-
D=fenilalanilo~L=-prolina en ls forma descrite en la
patente principal n? 219.642 y en la primera adicidn n® 231.337.
El grupo d-aminico del resto ornitinico se deberd proteger
durente la reaccidn, conveunientemente mediante la introduc—
25. cién de un resto, que, sin sbrir el anillo, se puede
disociar, como por ejemplo el resto tosilo-, tritilo-,
carbobenzoxi~ o trifluorocacetilico. El componente
alcoh6lico del éster emplesdo como materisl inicial
puede ser cualquier resto orgénico que presente uno o

30. varios sustituyentes atrayentes de electronos, especialmente
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el gruvo cisno, nitro, sulfo o metenosulfonilico, qﬁe
preferenienente estén sepurcdos dcl éster-ox{geno por una
cadena carbdnica de 1-5 dtomos de Ce Ejemplos de tales
componeiites alcohdlicos son por ejemplo el resto del

alcohol cianmetilico o del p=metenosulfonilfenol.

[O2N

Lee scles Gel éoter ael dcido peptidocarbénico
emplesdas como nmaterisl inicial, que en el coumponente
elcohdlico muestran un sustituyente atrayente de elesc—
tronos, se pueden obtencr por ejemplo poxr reaccidn
de la N-trifenilometilo-pentepeptida con/ggter haldgero-
hidrogénico uel correspondiente zlcohol en presencis
de una base orgénics terciaria y ﬁlferior disocizcidn
del resto trifenilometilico por iratamiento con &cido
diluido o por hidrizecidn cataiitica de un éster corres-
poudiente de la l-carbobenzoxi-pentaepeptida en presencia
de un dcido. Como szles sdscucdas pars le reaccidn segtn
la presente invencidn caben mencionar especislumenielas de
los £cidos helogeno=-hidrozénicos, tales como dcido clorhidri-
co o de &cidos gresos halogeusGos, tules como el dcido
trifluoroscédtico.

Como agoutes slcezlinos pars 1o reaccidn sezun la
presente inveacidn se cmplean por ejemplo bases inor:dnicas,
taleg como slcslihidrdxidos o ccrbonztos, o buses orzénicas
preferensemente cninss terciarias,.

£l procedimicunto se rcalizes venisjoscneute en
presencis Ge dicolventes or fnicos, tales couwo dimetilo~-
formemide, @cetvounitrilo, dioxeno, ¥etrshidroifurcno obus
megzelas, en caso uamao, btauwblen en presencic Ge cgus. El
rendimiento se puede cumenter mnediznte lg sdicidn de

catelizuaores dcidos ¢ la sul del éster peptiaico, por



S5e

10.

15.

2C.

25.

3C.

oo 238578

ejemplo, f&cico acético glscisl o &cido

La invencidn se describe con nds detelle en el
sizgulente ejemploe. Las temperaturas estén incicadss en grodos
Celgio.

LJELPLO,

340 mg. de trifluorocsceilato de éster L—Valilo—NS -
tosilo-L-ornitilo-L-leucilo~D-fenilalanilo=L-prolino-nitrofeni-
lico ge disuelven en 6 ml., de dimetilformamide, g¢ mezclsa
con 6 gotas de Acldo sedtico glucial y en 5 hores, agitando,
a 552 C. se gobtea en 70U ml. de piridina. A contvimuscidn
se sisue cpivendo durente 2 nores & ests  tewperatura,despuds
se veporiusn los aisolVénses totaluente en veclos. El
residuo 8. disuelve en 60 wml. de metanol-isopropuncl-cgus,

1:1:1 , y se £iltrs & Jravés ae uns columns cou iutercembia-

Gores de ioues ifucriemciiie fcldos y o bravée ae wus columas

con intercambisdores dc ioner fuertemeinie béeicos.

Bete se leva aln cou 200 ml de lanmisns mezela, los filitre-
dos reuﬁidos se vaporizen en vacio hasts sccar. EL residuo
s¢ crigtelize de nmetanol-agua con lo que se obilenen 125 mg.
de Di-di—tosilo—gramioidina S en forma del dihidrato.

Lz lejia wedre se¢ veporize hesta cecer y <1 residuo se cro-

matosrefia en 2 g. ue Oxido e sluminio. Com clorofcrmo y con
éster acéiico se pucden eluir 20 mg. de produbtd en bruto;

estos dén, aecopuds ue recristelizir de metanol-agus, edn 10
mg. de Gi-hidrsto ce Ui-tosilo=-gremicicine-3 puro. El
rendimiento totsl es por 1o tanbo de 135 mge= 31% det.

Este proauctto se transfornz en la grewicicinag S de la
siguiente Lormas 60 mg. del dihidrato we le Di-tosilo=-
sremicicvine 8 se disuelven en 20 ml. ae¢ wwoniaco liguico y

se mezcls con 100mg. Ge sodio (en trozos peguefios). Derminada
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la disolucidn del sodio queayla solucida de color azul.

Agregendo poco cloruro de emonio se evapora elbmoniaco

¥ el residuo se libera en olto vecio cel merceptano formedo.
£l prouucto de reasccidn se reeibe con etznol absoluto al

que se la han siregedo algunes gotas ue uwue solucidn de deido
clorhidrico en ésbter scéilco., EL disolvenie se vaporiza dose—

puds de la tiltracidin. Bl resicuo sc disuszlve en pocas goiss
Ge etanol sl 65% y se mezcle a 502 tunto con esgua hasts que se

forme un enturbismicito seiiclodo. A continuscide cristeliza

el dinidrocloruro dsz lsgsromicidine S en forma de ggujas

fings. Punto de fusidn 266-270¢ C. bajo descoupozicidn
(introducceidn del tubito del puuto as rusidn & £502 C.)

Le s:l trifluorodcidoacética del Ester L—V¢lilo_ﬂs -
tosilo-L—ornitilo=L-leucilo—-D=tenilalenilo=L=prolino=p~nitro
fenilico, emplezds como metewrisgl inicicl, se puede c¢biener
de le sizuiente wmenerss

500 nge de 1\'1’--1;?:3’.1‘:ilo—l';—val:i_'_“l.o—(1‘-3(s ~t0gilo)=Le
OrﬂiollO—L—lLdblLb—U—lOﬂll&lﬂhllo—u -prolino (obtsniue por

ejemplo seguu la prienve cuicional We 231.337 ) ¥y 800 ng

L.

de Di-{(p-nitrolenilo)=suliito s¢ tejei reposer en 1,5 ml,

de piriding sbezoluis durante 20 hocas a Tempeil vure de

. . . .2 . I L
smbiente. Lo mezcle uve recccion se diluye enivoncss con
k4 A E) . - e e N A
éster acetico, se aglita wres veces con unt -o0lucidii ce
’ . o~ £, . ’ ) _ . - s ez PR RN 2
doido citrico, uespuls con cgus, se scceo sobre sulicsto de
sodio y se veporizu cu veclo nasts secele. La reslis resigurl

gusca
T - N, Y L N A . /'} Aot g e

se i."o C& QI £ LC=Paul Olc TEY 1-1 CcOwl LO qd-c’ ch esTey 1.‘..!.{_._1_'0_

-

(i

. . 7 - s T v o= O8g
tendlico 861lido. F1 rouGimiznio €8s deo 5uU0 mge = 90 G

lico sel obteni o ge

[ )
'_’I
@]

435 mg. el éuter mitrolen
disuwelven e 10 ml. de Scico trirluoroccdiico y & =52 C,

se mezcle lentemenite con 1llule de agus. Se 10TNe Uns
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totelmente eir alt

residuo Verics vecsu coun ¢ter—petrolétver 1il y éiver vbeu. Como
procivitacibi sdlice se obticuen 340 mge ae trifluoro-

oo e e
acebato.

. . LR T N <oy R N P -~ - Fi
Degorive swflciecuvencate le uovuicleza del

- e I e 7 e
invento,csi como la wruera de reslizmarlo en ls prictica,
debe hacerse consbur gue les ulgposicloues cuterilorumente

indicades son suscentibles e modificsclouass e detolle,
eri cusito no cliveren su priccipilo fundime..val. Lombien

Ge peteute vprese.iads en Bulze cou feche 19 de Diciembre

de 1956 n® 40869, scosiéndosc, por lo tanto a los Lencficlosz
que couceden los Lonveuios Imternaclicouales en vigor y
siendo lo que constituye la eseicls ael referido iwvento ¥y

sor Lo Gue Lo so0licite Seguniuo Certiiicsdgfie Auicidi en

N e

Bepofes "lejoras dlnvroducidas cn gl objelo ds la nevente

princinpsl af 219.642 concedlu: en 15 de novicubre de 1955,
por “WHUSVO PuComDIuiz wo Fadda DA OBUENCICH L. jliDAS"; carec—
fevicdudose aiches usjoras por Lo giguicutes

[FR

12.- Hejoras en el procediamlsnto pars le obbtencidn

m

Ge smidas, objeto de lsz petente priuncipal, caractericdndose

. r . . P . . .
porgue uns ol de wr éster uel deido L-valilo=l—ornitilo—Le-

1eucilo—D—fenilalanilo—L—prolinb»carbéniuo, CuUyo &rupo

c{ —aminico del resto ornitinico est! protegico ¥ que en

¢l couponente slcondlico presec.is ua sustituyente alrayente
e elzectronos, se 1T con tgentes bidsicos y ¢ comtinuscidn

los grupos A-:zminicos protegiuos e irsiusiormen en ETUPOS

amino librese
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28, - llejoras, segun lo especificado en g reivindiceo

Ny

’
én 128, carzcterizdnuose porque se euwplesn saleg de un

&)
[

[ 4
éster que en el componente alcohdlico preseute un E1UPO
cliasno.
5e 3%.~ Mejoras, seglm reivindicacidu e 3ol
. Sy S84 aclou 18, cagrescterizan-—

dose porgue se cuplesn sales de ui éoter que ep el coupo-
nenve alcohdlico nrosente uwa grupo nitro.

O — Tie e v i A e s £ L

42,~ Mejoras, segun reivindicscidn l8, carscterizdn-

ose porquec se emplesn scles de un éster que en el componeiite

[o]

107 lcohblico presente uu grupo sulionilico.

o

52,- Mejoras,segun reivindicociones 18 y ca,
caracteriufndose porque se emplean ssles del’dster cisno-
netilico.

62.~ liejoras, segun reivincdicccioneg 18 v 38,
15. caracterizénaose porque se emplesn sules del éster p-nitro-
fenilico.
72,~ Hejoras segln reiviandicsciones 18 y 48,
sracterizdindose porque se enplezn sales del éster p~ueteno—
sulfonilo-fenilico.

20, 82.- llejoras,segun relvindiceciones 18 - 78,
carceterizéndose porgue ¢l sustituyeunte en el componene
alconolico estd seperaco uel épter -oxigeno por uus cadensa
de nitrdgeno de 1-5 {tomos we carbono.

92,~ ilejoras, segun relivindicaciones 12 -~ 58,

25, cerscterizéndose porque el grupo cg-aminico del resto

ornitinico se vrotege por ¢l resto tosilico.

102.~ Mejoras,segun reivindicszciones 18 - 88,
caracterizdindose vporgue el grupo cf’ sminico uel resto
ornitinico se protege por el resto tritilico.

3G, 112.- Mejoras, segun reiviandicaciones 18 - 38,



10.

15.

20,

caracterizdndose porque el grupo ’s-aminico del resto
ornitinico se protege pordl resto carbobenzoxi.

12¢,~ lejorass, segun relvindicaciones 18 -~ 58,
caracierizdndose porque el grupo y-aminico uel resto
ornitinico se protegefor el resto triflucrogcetilico.

132.-~ Hejoras sesdn reivinaicaciones 18 - 128,
carecherizdéndose porque como sl del éster pentapeptidico
ge emplea el trifluoroacetato.

1l42.- llejoras seguwi reivindiceciones 1€ - 138,
carsciterizdéndose porque como sgenies bésicos se emplesn
bases orgdnicas tercicrias,

158,- Mejores segui reivindicuciones 18 -148,
caracterizéndose porque se resccionsz en preseuncia de
uwn catalizador.

16¢2,.,~- Mejoras introducides en sl objeto de la
patente principal n 219,642 concedida en 15 de Hoviembre
Ge 1956, por MUsVO PROCEDIMILNIC <ara LA OBLLHNCION UK
LHIDASY; tal y como gqueda substancislmente descrito en

la preseunie memoria, que consta de nue&e hojas escritas

a mdquina por une sola ca
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