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MEMORIA TESCRIPTIVA
Objeto de la patente principal ne 2?7.858

es un procedimiento para preperar péptidos de la fdrmig
general

HzN-R-w-NH-R-w NH.R-0O
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en la que
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X representa un grupo hidroxi, alcoxi, amino,
monoalquilamino, dislquilamine ¢ nidrazino
¥y los simbolos
R pignificen csda uno un radical, exento del

gupo alfa-amino y del grupo carboxilo, de un

deido glfa-aminocarboxflico, conteniendo uno

por lo menos de los radicsles R un grupo asmino

¥ llevando un¢ por lo menos de los grupos smino

de la moldoula un radical acilo de un feido

carbox{lico alifdtico, saturado ¢ insaturado.

de cadena larga, 0 bien significando el sfmbolo

X un radicel monoalquilamino o dialquilamino

con un substituyente alquilo de cadena larga. ‘
y sales de sdicidn de 4cido de estos compuestos. Estos pép-
tidos y estas sales de mdicidn de deido se distingen por
su actividad contra los microorgenismos patdgenos y agatdge- .
nos, como las bacterias grampositivas y gramnegativaes, o loé
fermentos. Los compuestos son myy poco tdxicos, Se -descdmpo-
nen por accidn de las enzimas proteolfticas, con 1o que se
forman productos de escisidn que no despliegan ya ninguns
actividad antibacterisna. Estos compuestos tiex}en por lo
tanto importancie como agentes de conservacidn, por ejemplo
en la industrias de la alimentacidn o de los piensos, asi
como en calidad de agentes desinfectantes pars fines mddicos -

¥ no mddicos.
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Se ha descubierto que los péptidos de la
fdrmila I que en lugar de 10s mencionados radiceles acilo .
de cadena larga contienen radicales alcoxicarbonilo o alque-
niloxicarbonilo de cadena larga poseen lgs mismas propiedades
Y en consecuencia son utilizables igualmente como agentes de
conservacidn y de desinfeccidn. Se he descubierto edemds gue
estos derivados de N-.alcc_)xicarboni}o 0 de N-alqueniloxicar-
bonilo presenten tembién, en parte, accidn coccidiostdtica
¥ pvor lo tanto pueden hallar empleo para prevenir, 1imitax"
y curar ls coccidiosis. Estos nuevos péptidos pueden obte- )
nerse por ¢l procedimiento de la patente citada al principio,
ne 297.858. ' |

El invento que aqui se expone se refiere en con-
secuencia & un procedimiento pera preparar péptidos de 1la
formuila I en los que ny, ng, X ¥ R tienen el s?’.gnificado
expuesto an’cés ¥ en los que uno, por 1o menos, de los grupos
amino de la moldcule lleva un radical alquiloxicarbonilo ©
alqueniloxicarbonilo de cadena larga, procedimiento que se

caracteriza por hacerse reaccionsr un compuesto de la fér-

' mle general IT

H N-R-CO KH-R-COH NH-R-CO‘}i Y - {1I)
_ 8
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con un compuesto de la fdrmula general III
HoN~R~CO —f— NH-R-CO NH-R-CO ~—X'  (11I)
d

donde

8, _‘9;, ¢ ¥ 4 representen 0 d ly la suma de estos ine

xi

dices 0, 1 6 2, ‘

significa un 4tomo de haldgeno, un grupo
hidroxi o azido, un grupo fenoxi, eventual-
mente nitrado, un grupo  fenilmercapto 0 el
radical de un anhidrido con un 4cido inor-
gdnico u orgénico. | .

significa un g'upb alcoxi, amino, monoal-
guilamino ¢ dialgquilamince 0 un grupe hidroxi
en forme de una sal con una base orgdnica
terciaria 0 inorgénica y los simbolos

signi'fican cada uno un radical, gxento del grupo
alfa~amino y del grupo carboxilo, de un deido
alfa-aminocarboxilico, conteniendo uno por lo .
menos de los radicales R un grupo amino y estan-
do adenmds todos los grupos amino existentes en
los compuestos IT y III, con exéepcidn del gm-
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po alfa-amino que en la fdrmula III estd situado
en el extremo izquierdo de la cadena, resguarda- .
dos por grupos protectores disocisbles y/o0 radi-
cales alcoxicarbonilo o alqueniloxicarbonilo de
cedena larga.

con disociacidn de HY, para former un dipéptido, tripéptido

o tetrapéptido de la fdrmla general

HoN-R-CO -NH-R-CO +- NH-R-CO H NH-R-CO %X' (IV)
2

donde _
Ry X' tienen el mismo significado que antes,
n, y np representan 0 6 1 y
todos los grupos amino presentes en la
vmole’cula estdn protegidos tal como se ha
indicado antes,
por convertirse los pé’ptidos obtenidos, gue no contienen en
ningdn grupe amino radiceles alcoxicarbonilo o algqueniloxicar-
bonilo de cadena largs, mediante cambio de grupos protectores
disoc;ables selectivamente por uno a 10 menos de tales radi-
cales, en los correspondientes pdptidos substitufdos por

grupos N-alcoxicarbonilo o alqueniloxicarbonilo de cadenz
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larga; por convertirse eventualmente el producto obtenido
en una hidrazida, y por disociar del péptido asf obtenido
los grupos protectores disociables y, eventualments, con-
vertir los compuestos obtenidos en sa.lés de adicidn de dcido.

Los pé'i)tidos de la fdrmula I son dipéptidos,
tripdptidos o tetrapdptidos sintetizados a partir de deidos
alfe-aminocarboxflicos ligados en forma de alfa-smide, Uno
por lo menos de estos dcidos aminicos es un dcido alfa-amino-
carboxflico bdsico, o0 sea un 4cido alfa-aminocarboxilico que,
ademds del grupo alfa-smino, lleva todavia otro grupo bdsico
(como -NH, @ -NH-C (NH)-NHZ)., Ejemplos de tales dcidos amini-
cos bdsicos son: la lisina, la arginina, la ornitina, el
deido alfa, gamma-diaminobutirico y el gcido alfa,beta-dia-
minopropidnico. Ejemplos de dcidos alfa-sminocarboxflicos
no bdsicos son: la serina, la fenilalening, la tirosina o
la leucina. Se prefieren los dipéptidos y, como componentes
estruc'turales, los dcidos eminicos esenciales, en particular
la L-ligina. _El grupo alcoxi, representado entre otros por
el sfmbolo X, es en particuler un grupo alcoxi inferior, como
el grupo metoxi o etoxi, Bl radical alcoxicerbonilo o algue-
niloxicarbonilo de cadena larga contiene ventajosamente en
la cadena de hidrocarburo por l<_> menos 8, y de preferencia
8 a 20, por ejemplo 12, 14 4 lé, dtomos de carbono. Los ra-
dicales representados por los simbolos R pueden deriverse
tanto de 4ecidos slfa-aminocarboxflicos iguales como distin-
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los materiales de partida con grupos Nc<-a1qoxi—
carhbonilo de cadena lérga pueden prepararse, por ejemplo,
haciendo reaccionar un dstor de deido alfa-isocianocarboxf-

lico, preparadoe por métodos conocidos y de la férmula
0=C{-R-C00-~alquilo,

en la que R tieﬂe el significado expuesto antes,

con un alcohol de cadena larga. De maneras correspondiente
pueden introducirse los grupos alcoxicarbonilo o alquenilo:;i-
carbonilo de cadena larga, afn después de efectuszda la for- _
macidn del péptido, en grupos amino liberados. Se pueden ade-
mgs introducir grupos alcoxicarbonilo o alqueniloxicarbonilo
en grupos alfa-amino haciendo actuar un cloruroc de alcoxicar-

bonilo o un clorurc de alqueniloxicarbonilo, obtenible &

partir de fosgeno y un alcohol, sobre un dcido alfa-aminico

0 respectivamente un péptido con un grupo alfa-amino libre. )
Como es corriente en le quimica de los péptidos,
se protegen antes de la condensacidn los grupos reactivos
que no participen en la formacidn del enlace péptido. Para
el grupo carboxilico, esto se logrs de manera sencills em-
pleando el é€ster o la emida correspondientes o bien formendo
sal con una base orgdnica terciaria o inorgdgnics. Los grupos
amino libres pueden protegerse, por ojemplo, mediente tre_ans-

formacidn en los correspondientes derivados carbobenszoxi,
verbigracia por accidn de carbobenzoxicloruro segin Schotten-
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Baumenn. E1 grupo protector carbobenzoxi puede, despuds de
efectuada la condensacidn, volverse a desdoblar por hidro-
genacidn catalftica. En todo caso, los grupos N-slcoxicar-
bonilo ¢ N-alqueniloxicarbonilo de cgdena larga ya existen-
tes en el materisl de partida actdan igualmente de grupos
protectores en la condensscidn. Otra posibilidaed de protec-
cidn de los grupos emino consiste en transformarlos en de-
rivados ftalflicos, por ejemplo mediante calentemiento del
dcido aminico o del péptido con anhidride de écido‘ftélico.
Una vez efectuada la condensacidn, se obtiene, despuds de
afiadir hidrazidas y de tratar con 4cido clorhidrico, la
liberacidn de los grupos emino. Los gupos amino pueden
protegerse también con radicales formilo, para lo cual se
hace actusr sobre los deidos aminicos o los pdptidos deido
férmico en presencis de anhidrido acético. |
Cuando existen en la moldcula grupos amino pro-
tegidos tanto por radicales formilo como por radicales car-
bobenzoxi, puede lograx/glgna disociscidn selectiva desdo-
blando por hidrogenacidn catalftica o con decido bromhidrico/-
deido acético sdlo los grupos carbobenzoxi, por ejemplo, y
dejando as? incdlumes los grupos formilo. Pero también se '
pueden disociar selectivemente los grupos formilo, por ejem-
plo mediante 4cidos minerales en frio, on cuyo caso quedan
incdlumes los grupos carbobenzoxi. De este modo es posible

introducir los radicales N-.alcoxicarbonilo o N-alqueniloxi-
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carbonilo édh después de efectuada la condensacidn de los
péptidos, por ejemplo mediante reaccidn con los correspon-
dientes cloruros, como el cloruro de cetiloxicarbonilo.

A cdntinuacidn se explican con mgyor deiéalle

algunas modalidades de realizacidn del procedimiento de este

invento:

M£todo de la carbodiimida:

Este método puede emplearse cuando se utiliza
Eomo meterial de partida un compuesto de la férmula II con
Y = OH, es decir, un 4cido aminocarboxilico o un dipéptido
0 tripdptido con grupo carboxilo terminal libre., Consiste
on proceder a la condensacidn de los dos componentes estruc-
turales del péptido, de las fdrmulas II y III, en presencia
fe un agente de condensacidn, como una carbodiimida, por
ejemplo diciclohexilcarbodiimida, o carbonildiimidazol. i.a.
reaccidn se efectfa ventajosamente a temperatura baja y en
un disolvente, como por ejemplo cloroformo, dimetilformamida
0 éster acético, en cuyo caso se elimine por filtracio'n'la
ures originada, pero debe quedar en solucidn el péptido,

que luego puede aislarse del filtrado.

Mdtodo de la azida:

En este método el enlace péptido se forma por
accidn reciproca de una dzida de deido (Y = Nzl con un grupo
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amino. La azida se obtiene por accidn de dcido nitroso
gobre la correspondiente hidrazida de dcido. La reaccidn se
efecta mds convenientemente en solucidn, por ejemplo en
éster acético, dimetilformamida, etc. eventualmente en pre-

sencia de 4cido acético, a temperatura baja.

Mgtodo del cloruro de dcido:

Este mé€todo consiste en formar el enlace péptido
por reaccidn de un cloruro de deido (Y = C1l) con un grupo
amino. Es conveniente partir de cloruros de deido carboben-
zoxiaminicos obtenidos por medio de cloruro de tiomilo, los
cuales se hacen reaccionar con un éster de dcido aminico

(X' = alcoxi) en presencia de una base y con refrigeracidn.

Sintesis cdn emplep de anhfdridos mixtos:

Esta sintesis consiste en que la funcidn carboxi-
lica -COY que en le condensacidn pase & formar parte del en-
lace péptido aparece en forma de un gnhidrido mixto, corriente
en la quimica de los péptidos, con un dcido orgdnico o0 inor-
génico. Se procede de ls maners mds conveniente tratando un
compuesto de la fdrmula II con ¥ = OH, en un disolvente inerte
como por ejemplo te‘crahidromrano, con una base, por ejemplo
trietileming; hatiendo sctuer sobre la sal asi formads, &
temperstura baja, un Ester de deido clorocarbo:;i’lico; ¥y ha-

ciendo reaccionar el anhidrido mixto originado, 8in aisla-
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miento, con un compuesto de . la fdrmula III, por ejemplo con
un €ster de deide aminocarbox¥lico (X' = alcoxi), o con la
sel 8ddica de un deido aminocarboxilico (X' = ONa). En con-
cepto de dsf_;er de dcido clorocarboxilico pueden emplesarse,
por ejemplo, el d€ster metflico, el dster .etflico o el &ster
butilico tercierio, Para la preparacidn de emhidridos reac-
tivos sob utilizables 1:a:mbién2 entre otros, el anhfdrido
sulfifrico en dimetilformamida, esi como el clorofosfito de

dietilo /CoHg0),P-L17 o el pirofosfito:.de tetraetilo

[TCHO JoP~0-P 0C,H, 5].

Sintesis con empleo de €ster activado:

. Esta sintesis:: consiste en que la funcidn carboe
lica (-COY) del compuesto de la fdrmla IT aparece en forms
de 1o que se llams "éster activado", por ejemplo en forms de
dster Qe p-nitrofenilo. Este puede qbtenerse & partir de _
un égido aminocarboxflico protegido, en presencia de piri-
dina, por medio de bisulfito de p-niti-ofenilo {NOQ-CGH4~SO-
¢ 6H4"N02) ¥ pesa a formar el enlace péptido por reaccidn
con un dster de deido emfnico (X' de le £drmule ITI = slcoxi)
a temperatura ambiente. E1 producto de la reaccidn puede de-
purerse por cristelizacidn. En concepto de €ster activado
pueden hallar empleo, por ejemplo, el €ster de p-nitrofenilo,
el €ater de 3,5-dinitrofenilo o el &ster de tiofenilo.

En los ejemplos que siguen se utiligen las

abreviaturas signientes:
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En los ejemplos que signen se utilizen las abre-
viaturas siguientes:
Z= = carbobenzoxi = 06H5-C‘H2000-
dab = alfa, gannma-dieanino-
De butirilo =-EN-CH-C0~
(CHy )2
NH,
lys = lisilo = —HN-f]JH-CO-
(Chp)y
10. ' NH,
orn = ornitilo = -HN-(‘}H-OO-
(GHp )y

Ny



5.

10.

15.

20.

25.

D

>
4
t‘S‘}_ 3

[N
i

EJEMPL O 1

Q( cetlloxlcarboml-(Né -Z)-L-Lys-(Ne —Z)«L:}ys-ocﬁ

18,3 g (33,3 milimoles) de N -.cetiloxicarbonu-
(Ne -Z)-L-]ys-OH se disuelven en 150 ce de tetrahidrofureno
absoluto y se mezelen a -10¢ C con 5,4 g (33,3 milimoles)
de carbonildiimidazol. Se agita la mgzcla a 99 ¢ duwrante 20
mimutos todavia, y luego se afiaden 9,8 g (33,3 milimoles)
de H—(N€ -Z2)-L-1ys-~OCHz en 50 c¢c¢ de tetrshidrofurano ghsoluto
¥y se agita o temperaturs smbiente durante 4 horas mds. Se
cocentre en vacio la mezcls reaccional y se recoge en dster
acético el residuo. Le solucidn de éstér acdtico se lava
por tres veces con dcido clorhfdrico 1l-n, por dos veces con
egie y una vez con solucidn saturada de cloruro sddico, se
seca sobre sulfato sddico y se concentra en vacfo. Los 26 g
de residuo dan en ls recl_ristalizaciq’n a partir de €ster ac':e‘-‘
tico/éter de petrdleo 15,1 g de N -cetiloxicarbonil-(N¢ &)-
L-lys-(N® ~2)L-lys-0CH;, de panto de fusidn 93-101¢ C. La
ulterior recristalizacidn'wmenta ei punto de fusidn a

105-1069C; [Elf_q?%l = 10,12 (¢ = 1,0 en motanol).

N% cetiloxicarbonil-L-lys-L-lys-OCH. . 2HC1

15,1 g (18,2 milimoles) dm N~ ~cetiloxicerbonil-
(8¢ -2)-1-lys-(N* 2)-L-lys-OCH, se hidrogenolizen en 200 cc
de deido acdtico glacial con 3,5 g de carbdn paladiedo al 5 %.

Dospués de absorbidos 930 cc de hidrdgeno no se sbsorbe ya

mds hidrdgeno y se procede & filtrar la mezclas Despu{s de
concentrar en vacio, queda un residuo soluble en agua, que
es disuelto en 22 cc de deido clorhidrico 2,3-n/metonol y
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a gontinuacidh concentrado hasta sequedad. E1 residio sdlido
da, deSpqéb de la seganda cristalizacidn, 6,9 g de N —cetiloxi-
carbonil-L-lys-L-lys-OCHz » 2HC1l, de punto de fusgidn 190;1929
C; 1;13§7§f = ~13, 3e {c =0,99 en metanol). '

E1 N¥ -cetzloxlcarbonil-—mé -Z)-L-lys—OH empleado
como material de partida puede_obtenerse asi: se disuelven
en 1000 cc de benceno 121 g (0,5 moles) de alcohol cetilico.
Agitando, se destils benceno hasta que ya no pssa més agua.
Luego se baja la temperatura a 55-609C y se introducen por
destilacidn 70 cc (99 g = 1 mol) de fosgeno condensado, lo
que dura unes 6 horas. Duégp Se separa por destilacidn la '
mitad del benceno al mismo tiempo que se sopla sobre la so-
iucidn una ligera corriente de nitrdgeno. E1 residuo, exento
de fosgeno y de deido clorhfdrico, se libera todavia en ve-
cto del benceno, por completo, y se obtienen gef unos 150 ¢
de cloruro de cetiloxicarbonilo.

28,0 g (0,1 mo1) de (N€ _Z)-L-lys..oH finamente
pulverizado se afiaden a 120 cc de lejfe sddica l-n y 50 cc¢
de acetona y a esta mezcla se agregan a gotas, a8 unos 5¢C
y sgitando, simultdneamente 30,5 g (0,1 mol) de cloruro de
cetiloxicerbonilo y 100 cc de lejfa sddica l-n, 1o que dure
unos 35 minutos. Se agita la mezela durente 20 minutos toda~
via y luego s¢ la acidifica a reaccidn congo con deido clor-
hidrico 3-n y se la extrae dos veces con &ster acético. El
extracto t‘ie-éster acdtico se lava dos veces con acido clor-
hidrico 1-n, dos veces con agua y una vez con solucidn sa-

turada de cloruro sddico, se seca sobre sulfato sddico y se
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concentra en vacio. Del hexano cristalizan 41;7 & de un na-
terial que contiene todavia algo de balcohol cetflico y pre-
senta un punto de fusidn de 55-682C. La gecris‘calizacidn '
en éter/_é?er de getrdleo proporciona N ~cetiloxicarbonil~
(Né'-Z)-L-lys._-OH, de punto gde fue:vi.dn 59-~69¢C; @fg? =
+11,62 (¢ = 0,96 en cloroforrmp).

EJEMPLO 2

N x ~octiloxicarbonil ~{N é -%) -L-orn-NH-NH,

31,7 g (0,1 mol) Qe (N‘S ~%)-L-orn-0CHz . HC1l fina~-
mente pulverizado se suspenden en 300 cc de benceno y se'li-
beran del agua azeotrdpicamente. Ineg, en reflujo y agi-
tendo, se introduce fosgeno hasta que t0do se halla en so-
lucidn (sl cebo de unas 5 horas). A continuacidn se desti-
len en corriente de nitrdgeno los 2/3 del benceno y se con-
centra el residio en vacio. Se obtienen 26,4 g de carbonil~
(N9 -2)-L-orn-0CHz (éster metf1ico del doido alfa-isocianato-
delta-cerbobenzoxiamino-valeridnico) en forma oleosa.

| De 400 cc de benceno se separan por destilacjjo’n‘
100 cc y al residuo se afiaden 15,1 cc (96 milimoles) de n-oc-
tenol. Luegp, agitando y a 2¢C, se instilen 26,4 ¢ (86 mili-
moles) de carbonil(N¢ --Z)-l.--or'x‘x--oCH5 en 50 cc de benceno ab-
soluto y a continuacidn se deja reposaxr a temperatura am-
biente durante 16 horas. Después de evaporar en vacio, que-

S

den 38,8 g de N -octiloxicarbonil-(N® -3)-L-orn-OCH; en forme



5.

15.

20,

de aceite incoloro, que no cristeliza.

Se disuelve este aceite en 200 cc de metano} y
se le mezcla con 8,5 cc (175 milimoles) de hidrato de hi-
drazine. Se deja reposar la mezcla a temperatura ambiente _
durente 20 horas y luego se la concentre en vacio. I}l resi-
éuo se recristaliza en alcohql/agua. Se obtienen 32,2 g de
N“-—oe‘tiloxicarbonil—(lf!‘g _~%)-L-orn-NH-NH,, de punto de fusidn
110-120°C; @fg%')’ = ~7,23° (1,03 en metemol).

- NG . ¢ . .
§>:-octiloxicearbonil- (¥ § ~2)-L-orn-(N® .%}-L-orn-OCH
z

31,6 g (72,3 milimoles) de la hidrazida obtenida
se deslien en 200 ce de decido clorhfdrico 2-n y 200 cc de
deido acdtico y se disuelven con 15 cc de deido acético gla-
cial. Iuego se instils, & 59 y agitando, solucidn de ni-
trito addico sl 50% hasta que un pepel de almiddn y yoduro
de potasio no se decolora en 5 minutos (unos 10 cc). A con-
tinuacidén se separa la fase acuosa. La fase orgénica se 1ava
con agua helada y dos veces con solucicn al 10% de hidro-
carbonato potdsico y con hielo, se filtra, se seca éobre
sulfato sddico y se efiade = una solucidn de 20,5 g (72,3
milimoles) de H- (N‘r-ZD-L-orn-OCHS. Se deje reposer la mezcla
durente 18 horas g temperatqrg ambiente, se 1z leva dos ve-
ces con 4cido clorhidrico 3-n, dos veces cOn sgue ¥y uns ves )
con solucidn saturada de cloruro sddico, se la seca y ge la
concentra en vecfo. E1 residno sdlido se recr:.s‘tal:.za en

benceno/dter de petrdleo Se obtienen 30 g {61%) de No/-octil-
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oxi-carbonil- (N s -%)-b-orn-(N" Z}-L-orn-OCH,, de punto de
fusidn 83-932.C; @fg%‘s = =6,55 (0,99 en metencl).

NO{wctiloxicarbonilql.-orn-l,-Om-OCHq v 2HC1

27 9 g (40 8 milmoles) de No{-octiloxicarbonll-
(N‘g -Z)-L-orn-(N" -Z)<L-orn-0CH, se hidrogenolizen en 200 cc
de dcido ecético glacial con 5 g de carbdn palsdiado al 104.
Despu€s de sbsorbidos 2,1 litros de hidrdgeno cesa la
hidrogenacién. Entonces se filtra la mezcla y se concentra
en vacio el filtrado. El1 residuo se disuelve en 100 cc de
deido clorhidrico metendlico 2-n y se vuelve e concentrar
la solucidn en vacio, Después de recristalizer en metanol/-
éter se obtienen 9,2 g de N\ -octiloxicarbonil-L-orn-L-orn-

OCH 5 ¢ « 2HCL, Ge punto de fusidn 206-211°C (descomposicidn);
@2@-726 = 16,82 (0,99 en metanol).

EJEMPLO 3

Nd-lwriloxicarboml- [N<r & } =D-dab-OH

Se disuelven en 250 cc de benceno 28,7 g (0,154
moles) de alcohol ldurico y se exime el agua por destilacidn
azeotrdp@ca.'lnego se introducen por dest ilacidn, a 60C ¥
agitando, 21,2 cc (0,3 moles) de fosgeno licuefacto, y a
continuacidn se agita la megcla durante 4 horas todevia, a

la misma temperatura. Se destila en corriente de nitrdgeno
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la mitad del benceno! para eliminar el exceso de fosgeno y
de dcido clorhidrico, y por ¥ltimo se concentre ‘el residuo
en vacio hasta constancia de peso. Se obtiemen 36,2 g de .
cloruro de lamriloxicarbonile, en forma de residuo oleoso,

que no se depure ulteriormente.

36,6 g {145 milimoles) de H-(N"\'(—Z)-D-dab—OH

disueltos en 160 cc de_lena sdaica y 50 cc de acetona,

se mezclan gota & gota, agitando y a unos 5¢C, s:‘mmlténeg—
mente con 36,2 g (145 milimoles} Ge cloruro de lamriloxi-
carbonilo y 145 cc de lejie sddica 1-n (@ure unos 35 winu-
tos). Se agita la mezcla durante 30 minutos mds y luego se

la acidifica con deido clorhidrico 3-n y se la extrae dos
veces con &ster acdtico. La solucidn de dater acdtico se

lava por dos veces con deido clorhidrico 1-n y por dos veces
con agua, se seca sobre sulfato sddico y por ltimo se concen-
tra en vacio. E1 residuo de la concentracidn cristalize al
nalgxarlo con un poco de agia y es recrlstallzado en hexano.
Se obtienen 53,5 g de N -1aur110x1carbon1l-m 3/-Z)~D-dab-0H
de punto de fusidn 69-'72-0, [_’élf_a_n_?%”' = 47,882 (1,00 en me-

tanol).

8 Jeuriloxs carbonil-(8¢ -2)-p-asb-( ¥ 2 )~D-dab-OCH-

23 g {76 milimoles) de H--(Nk -Z)-D-da'b—OCHs fme.-
mente pulveriza.ao se suspenden en 50 cc de c¢loroformo, se
mezclan con 11,2 cc (76 milimoles) de trietileamina, se sacu-

den enérgicamente y se mezclan con 200 cc de Ster. Se man-
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tiene esta mezcla 20 minutos en bafio de hielo y luego se

separa, filtrando por succidn, el cloruro de trietilamonio

l precipitado.

En 150 cc de tetrahidrofuranc absoluto se di-
suelven 35 g {76 milimoles) de N -lemrllgx:.carbc.vml-mz -ZB-
D-dsb-OH, sé onfria esta solucidn hasta 5-10°C y se le
afiaden, agitendo, 13 g {76 milimoles) de carbonildiimidazol
al 95%. Al csbo de 30 minutos de agitacidn se asgrega la
solucidn obtenida segin el pdrrafo anterior ¥ se deja repo-

gar la mezcla durante 4 horas 8 temperatura ambiente. Des-

" pues de concentrar en vacio, se recoge el. residuo en €ster

acético ¥y se lava la so}ucidn de €ster acdtico tres veces

con geido clorhidrico 1-n ¥ une vez con agna (afimdiendo un

poco de metanol pare mejor seperacidn de las fases). Iuego

se seca sobre sulfato sddico y se concentra en vacfo. Con

la cristalizacidn en cloroformO/e"ber de petrdleo se obtienen
18,9 g de N deuriloxicarbonil~ (M -3)-D-dab- (Y -Z)-D—dab-OCHs
de punto de fusidn 107-1099C; @fgg'* = 18,72 (0,99 en

metanoll).

= ~lenriloxicarbonil-D-dab-D-deb-OCH, . 2HCL

17, 5 g (24 ,5 milimoles) de N ..lwmloxicarbonil;
(89 _2)<D-dsb- (N9 _2)-Dodab-0CH; se dismelven en 200 cc de
doido acético glacisl mediante ligero calentamiento y se
hidmgenolizan!’ en presencia d 5 g de carbdn paladiade al
5 %, hasta que, una vez absorbidos 1,2 litros de hidrdgeno,
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cesa lé hidrogenacidn. Se separa el cetalizador por filtra-
cidn, se concentra el filtrado en vacio, se sgregen al resi-
duo oleoso 60 cc de deido clorhidrico metandlico 2-n y se
vuelve a concentrar. En metamol/étar cristalizan 8,1 g de .
NO( -laurilpxicerbonil-D-dab-D-dab-OGH3 . 2HCY cromatogré:?ica-—
mente puro, con punto de fusidn 188-194°C; zﬁlfgzgs = +17,4°
(1,00 en metanol),

EJEMPLO 4

Nd -formil-(Né-Z )-L-l&s- (N6 &) ~L-1y_s-OCH3

_ ?6;3 g de Nd;formil;(Nf -'Z)-L-lys-OH (3. Amer.
chem, Soc. 82, 3727, 1960} se disuelven en 150 cc de tetra-
higrofurano absoluto y se mezclan, a - 0¢C y agitando,
con 13,8 g de carbonildiimidazol. Al cabo de 30 minutos se
afiade una solucidn de H-(N® -2)-L-lys-OCHz (liberado con
trietilemine a partir de 28 g de clo:hidrato) en 50 cc de
tetrahidrofurano y se prosigue: la egitacion durante 4 horas
todsvie, a temperstura embiente. Se concentra la mezcle en
vacfo, se recoge el residuo en dster acdtico y se lava la
solucidn de dster acético con solweidn l-molar de deido
tartdrico, helada, con agua helada, con solucidn al 10%
de hidrocarbonato potdsico y con solucidn saturada de clo-
ruro sddico. Luego se seca la solucidn de €ster acético

sobre sulfato sddico y se la concentra en vacio. Recrista-
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"’(-formil- (Né <Z)=L-lys~(N € -2}

lizaéc; de acetona/éter, el N
L-lys-OCH; funde @ 147-1495C; /ELfs/2% = -16,9¢ (o = 1,0

en metanol).

Desformilacidn del N -formil-(N € ~2)-L-lys-(N€ 2 )-I~1ys-OCH,

. Se disuelven 40 g de N™* -fqrmil-'(Ne ~Z)<L-lys-
lNé --Z)-L--lyx';s--OCH3 en 150 ce de.metanol, se enfrfa la sdu-
cidn hasta temperstura ambiente, se la mezcle con unos 300
ce de gas clorhidrico/metanol (4-n) y se la deja en repose
durente 6 horas, Imego se concentra la solucidn a 40C, se
disuelve el residuo en metanol y se vuelve a concentrarla
solucidn. Se ropite este operacidn por tres veces todavia
¥ se obtiene, por Ultimo, un producto bruto oleoso, que Lo

pasa directamente a la ulterior elaboracidn.

¥ niristiloxcarbonil-(N¢ -2) L-1ys-@1°2)-L-1ys-ocH,

40,5 g del producto bruto obtenido antes se
disuelven en unos 200 cc de tetrashidrofurano y, parsa poner la
base en liberted, se mezclan con 22 cc de trietilamina. Des-
pués de breve enfrigmiento, se aspira parse separar del clor-

hidrato de trietilamina precipitado. Se vuelve a mezclar el

. filtrado'con 22 cc de trietilamina y se. enfria hasta -10¢C.

Agitendo, se instila una solucidn de 18,7 g de cloruro de
miristiloxicarbonilo en 20 c¢c de tetrahidz_'oﬁzranp y, des-
pués de proseguir la agitacidn a unos 0%, se concentra

la mezcla reaccional bajo presidn reducida, . se recoge el
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residiio en dter acdtico y se le lava con deido clorhfdrico
O,l-ih_..La solucidn de dster acético, una vez secada, se con-
centra, con lo que se precipita el N _miristiloxicerbonil-
(¥ '2)-L-1ys-(N¢ 3)-L-lys-OCHz. Después de recristalizecidn
en dstér acdtico, esta substamcia funde a 110-113¢C.

N ¥ miristiloxicarbonil-L-lys-L-lys-OCHz

16 g ael ¥ miristiloxicarbonil-(8 € 5)-i-lys-
(N‘"C _Z)-I..lys-OCH5 obtenido se disuelven en 200 cc de écldo
ace'tlco_glao:x.al ¥y se hidrogensn con unos 2 g de carbdn pa-
ladiado, reemplazando wna vez el catalizador pera lograr )
una hidrogenacidn completa. Iuego se elimina el dster acd-
tico bajo presiJn reducida y, para transformar el acetato
en clorhidrato, se mezcla el resido con dcido clqu;ifdr:}co/-
metenol. Se obtiene N™“-miristiloxicarbonil-L-lys-L-lys-OCH;.
2HC1, de punto de fusidn 171-1732C (en me‘l:anol/éi:er);[t?].)i’_§7]2)l
=16¢? (c = 1 en agua).

EJENPLO 5

Los productos del procedimiento pueden ponerse
en forma de goluciones acuosag, tinturas o pomadas de la

manera, por ejemplo, que & continuacidn se expone:
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b)

c)
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Solucidn al 0,1 ¢ 1%:
Materia active

ague destilada

_ Pintura en etanol:
Materie activa
agua destdlada
etanol (al 94 %)

Pomada micilaginosa:
Materia activa
Methocel 4000
ague destilada

32441

0,161 ¢g
hesta 100 cc

lg
2 g
hasta 100 cc

Ozl g
1,2 g
hasta 100 cc
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REIVINDICACIONES

Descrito el objeto del presente invento, se de-
claren nuevas las signientes reivindicaeciones, con prioridad
fe la solicitud de patente suiza n° 12007/52 del 12 de Octu-
bre de 1962.

1. Mejores en el objeto de la patente principal
ne 277.858, por un procedimiento para la fabricacidn de pép-

tidos, de la férmula general

-

HoN -R-CO-NH-R-CO +— NH-R-CO NH-R-CO X (1)

1L 2

en la que )
n, y ny, representan 0 d1, . _ ‘
X representa un grupo hidroxi, alcoxi, amino,
monoglquilamino, dialquilaminoc o hidrazino
y los simbolos )

R significan ceda uno un radical, exento del
2rupo a;l.fa-amj.no ¥y-del _grupo carboxilo, de
un deido elfa-aminoccarboxflico, conteniendo
uno por lo menos de los radicales R un grupo

amino y llevando uno por 1o menos de los



‘8

1o

Se

10.

15.

0.

"
—
Ay eisasa,,

25

.
NmE Ay v A

28244

grupos emino de la moldculsa un redical
alcoxicarbonilo o alqueniloxicarbonilo de

cedena largs,

y sales de adicidn de dcido de estos compuestos, caracteri-

zados por hacerse reaccionar un compuesto de la fdrmle ge-

HQN-R-CO NH-R-CO 1—-{ NH-—R-CO% Y (11)
- Ja b

con un compuesto de la férmula general

HoN-R-(O %NH—-R-GO H\ NH-R-CO ‘%‘ Xt (I11)
L c d

neral

representan 0 d 1y 1la suma de estos indices
es 0, 1 4 2,

significa un étqmo de haldgeno, un grupo
hidroxi o azic_io, un grupo fenoxi, eventual-
mente nitredo, un grupo fenilmercapto o el
radicel de un anhfdrido con un dcido inor-
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génico u orgdnico, ' . 4
significa un grupo alcoxi, amino, monoslquil-.
amino, dialquilamine o hidroxi en forma de
una sal con una base orgdnica terciaris o
inorgiica y los simbolos

'éigniﬁcan_cada uno un radical, exento del
grapo alfa—amj_.no ¥y del grupo carboxilo, de
un deido alfa-aminocarboxflico, conteniendo
uno por 1o menos de los radicales R un grupo
amino y estando adends todos los grupos amino
existentes en los compuestos II y III, con
excepcidn del grupo. alfa-amino que en le
fdrmule III estd situado en el extremo is-
quierdo de la cadena, resguardads por grupos
protectores disociables y/o radicales alcoxi-
carbonilo o alqueniloxicarbonilo de cadens

larga,

con disociacidén de HY, para formar un dipéptido, tripéptido

o tetrapéptido de la fdrmula general

20. HoN-R-CO-NH-R~CO L‘[ NH-R-CO

XY (Iv)
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en que R, X', n ¥, significan 1o mismo que aﬁtes y todos
1os grupos amino presentes en la molécula estdn protegidos
tal como se ha indicado entes, )

por convertirse los péptidos obtenidos, que no contienen en
ningfn grupo amino radiceles alcoxicarbonilo o slgueniloxi-
carbonilo de cadena larga, mediante cambio de grupos proteé-
tores disociables‘ selectivamente por uno a lo menos de tales
radicales, en los correspondientes pdptidos substituidos por
grupos N-aglcoxiecarbonilo o alqueniloxicarbonilo de cadena
larga; por convertirse eventuslmente el producto obtenido

en una hidrazida, y por disociarse del péptido asi obtenido
los grupos protectores disocisbles y, eventualmente, conver-

tirse los compuestos obtenidos en sales de adieidn de Zeido.

2. Mejoras segdn la reivindicacidn 1, carac-
terizadas por emplearse compuestos de partida de las fdrmalas

IT y 1IIT que se derivan respectivemente de un decido alfa,ome-

" ga~-disminocarboxflico, en particular de la lisina.

3. Mejoras segln una de las reivindicaciones
anteriores, ceracterizadas por el hecho de que los radicales
alcoxicarbonilo o alqueniloxicarbonilo de cadena larga en
la cadena de hidrocarburc contienen por lo menos 8 dtomos

de carbono,

4. Mejoras segdn una de las reivindicaciones

enteriores, caracterizadas por el hecho de gue los radicales
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alcoxicarbonilo 0 alqueniloxicarbonilo de cadens larga en

la cedena de hidrocarburo contienen por 10 menos 8 a 20 gto-

mos de carbono.

5. Méjoras segfn una de las reivindicaciones '
5. enteriores, caracterizadas por egplearse compuestos de¢ par-
tida de las férmulas II y IIT que se deriven de dcidos
aminocarboxilicos dpticamente activos, y en particular de

los de configuracidn L.

6. Mejoras en el objeto de la patente principal
10. ne 277.858, por un procediniento para la fabricacidn de

péptidos,

SegLin'se describe y reivindica en la presente
memoria descriptiva que consta de 28 péginas foliadas y

escritas a mdgquine por una sola cara.

15. Madrid, a 11 Octubre 1963
P, HOFFMANN-LA ROCHE Y CIE. S.A.

PeBao
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