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‘mo el enunciado indica, se trata de "PROCEDIMIENTO PARA LA FA-
BRICAGION DE PEPTIDOS".

dimiento para la fabricacidn de péptidos en presencia de pepsi;

na. Mds en particular, se refiere a un procedimiento para la

-2 -

Ia presente memoria degeriptiva tiene como
fin le declaracidn del objeto sobre el que ha de recaer el pri]
Vilégio.de exﬁlotacién industrial y comercial, exclusivo en el
territorio nacional, de una Patente de Invencidn de acuerdo

con la vigente ILegislacidn sobre Propiedad Tndustrial que, co-

La presente invencidn se refiere a un proce]

fabricacidn de un péptido que presenta 1a7f6rmula:
‘X -A-B-C-Y , donde:
- A representa Ala., Gln., Asn., W-BOC-Iys., Leu.,
&ly., Giu., Glu., o Pro.;

|
OMe

A puede ser Al-A2 vy én este caso:
- Al represanta un residuo aminodcido hidrg
filico, ¥y
- A2 representa Val., Met., Leu., o Gln.;

~ B representa Phe., Tyr., Leu., Met., Glu., Asp.,
Gln., Asn., o Trp.;

- C representa Phe., Leu., Ilen., Tyr., Cis-SBzl.,
Ser-0Bzl., Trp., o Mgt.;

- X representa un grupo protector d—aminoécido;_un re]
siduo aminodcido gue incluye un grupo protector acg
bado en W, o un residuo péptido que incluye un gru-
po protector acabado en N; 7

-~ Y representa un grupo protector carboxilico, un re-
siduo aminodcido que incluye un grupo protector acg

bado en C, o un residuo péptido que incluye un gru-
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po protector acabado en C.

Bl residuo aminodcido hidrofilico de Aq puede ser -

Ala., Gln., Asn., w-BOC~Lys., ILeu., Gly., Glu., Glu
§ Pro. | OMe
‘E1l citado procedimiento consiste en la reag
cidn de:
-~ un péptido que presenta la férmula:
X -A -8 -0H (1)
~ con un aminodcido o un péptido, de fdrmula:
H-C~-Y (I1)
en presencia de la enzima pepsina.

En época reciente se han descubierto una se

ldebidos a la racemizacidn - una reaccidn lateral - el dificil

rie de péptidos que presentan una  actividad fisiolégica; y se
han desarrollado varios métodos de obtengién sintética de pép~
tidos.

Los procedimientos tipicos de obtencidn de
péptidos incluyen:

- el método de la azida;

- un método mixto decido-anhidrido;

- un método a base de la diciclohexil carbo
di-imida; y

un método a base de un ester activo,

Sin embargo, de acuerdo con estos procesops

convencionales, se han encontrado una serie de inconvenientes

control de la temperatura, al exceslvo tiempo de reaccidn, ete.
Bspecialmente en el método de condensacién
fragmentada, ha aparecido el inconveniente de una racemizacidn
inevitable. 7

En la sintesis de los péptidos, el problema
T .
l
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de la racemigacidn constituye un serio inconveniente.

| Al producirse la racemizacién, disminuye la
pureza del producto, y la eliminacidn de la impureza de un isd
mero constituye una seria desventaja en plan industrial.

| Ademds de los procesos quimicos orgdnicos,
se han descubierto varios procedimientos de sintesis ubiligzan-~
do la enzima papaina._(Por ejemplo, 0.K. Behrens y M. Bergmann
3. Biol. Chem., 129,587 (1939) y H.B. Milne y Warren Kilday;
J. Org. Che., 30,64 (1965)).

El término "péptido" significa la defini-

cidn’ dada por Hary D. Iaw; "The Org. Chem. of Peptides™ (Willy

Interscience 1970) pdgina 6, y es preferible utilizar péptidos
(incluyendo polipéptidos y oligopéptidos) que tengan una lige-
ra solubilidad en un medio, como producto inieial, a la wutili~
zacién de un péptido que, al ser insoluble, es inactive en el
citado medio. .

El término de "pepsina", y en particular la
valoracidn de la pepsina, se ilustran en Anson, M., "J. Gen.
Physiol. "Vol. 22, P. 19, 1938,

El problema de la racemizacidn se ha resuel
to, pues ya existen preparados de di- § tri-péptidos.

Al sintetizar un tetra- o mayor péptido,
i#utilizando papaina, se presentan reacciones laterales consis-
tentes en la hidrdlisis del péptido, la transpeptidizacidn y
la formacidn de plasteina.

Wo existe ningin procedimiento industrial
de sintesis de péptidos.

Los inventores han estudiado la formacidn
de un enlace péptido con vistas a vencer los inconvenientes, y

han completado la sintesis de polipéptidos de constitucidn, es

Med. 7
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turales, como la insulina. Ia pepsina se clagifica dentro de

que presenta considerables ventajas en relacidén con el método

peoialmente, mayor que los tripéptidos. Esto lo han conseguido
utilizéndo la enzime pepsiné, lo que diferencia a este procedi
miento de los utilizados hasta el momento.
Ias enzimas proteoliticas (proteasa) presen|
tan la propiedad caracteristica de hidrolizar los péptidos en
condiciones fdeilmente reproducibleés y sin una reaccidn late-
ral. De acuerdo con ésto, se han utilizado las enzimas proteo-
1iticas en diferentes investigaciones acerca de la estructura.
quimica de polipéptidos y proteinas. Se ha podido determinar,

asi, la estructura preliminar de una serie de polipéptidos na~-

las enzimas digestivas de las endopeptidasas (enzimas que son
activas frente a un enlace interno de la cadena péptida) como
una enzima proteolitica.

Hasba ahora no se habia empleado la pepsina
en la sintesis de pdptidos utilizables en gran escals, con una
operacidn simple y con elevada concéntracién; por lo que la
preéente invencidn es notabie en este sentido.

En particular, el procedimiento de la invep
cién puede aplicarse segin el método secuencial y en el método
de condensacidn fragmentada, en las condiciones descritas mds
adelante. '

Cuando el procedimiento de la presente in-

vencidn se aplica segin el método de condensacién fragmentada,

gecuencial, las ventajas del proceso se hacen particularmenté
significativas, En el procedimiento de la invencidn, los pépti
dos que presentan la férmula (I) (a loé que se denominard en
lo gucesivo componente -C) se utilizan como material de parti-

da.

i
|
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Bl componente -C habrd de poseer una estrug
tura parcial de condensacidn de dos o tres aminodcidos especi-
ficos, unidos entre si de forma especifica, que consiste en el
enlace FA-B— de la férmula (I) en posicidn reactiva.

Mientras exista la estructura parcial espe-
cifica, podrdn utilizarse una serie de péptidos. EL grupo ter-

minal del componente -C, es decir, la posicidén % del grupo ami

no, debe estar protegido por un grupc protector del grupo ami-
no, tal como el grupo. carbobenzoxi (Z); grupo carbobenzoxi sus

tituido, por ejemplo, grupo p-metoxibenziloxicarbonil (pMZ);

- grupo t-butiloxicarbonil (BOC) 6 grupo tosil (T08), ete.

El aminodeido o péptido que presenta la fér

mula (II) (a los que se denominard en lo sucesivo componente -

IN), que constituye el otro producto de partida, deberd presen-

tar, en la posicidn reactiva, el aminodcido especifico, tal co

mo la fenilalanina, leucina, isoleucina, tirosina, S-bencil
cisteina, O-bencil serina, triptofanoc o metionina.
E1l grupo terminal carboxilico del componen-—

te -N debe estar protegido por un grupo protector del grupo

carboxilico, tal como el grupo del ester metflico, ester etili
co, bencil ester, t-butil ester o el p-nitro-bencil ester; &
ien por un grupo amida, un grupo de amida sustituida, por
jemplo el grupo 2,4,6-trimetil bencilamida (TMB), el grupo hi
dracida 6§ un derivado de éstos.

El componente -N puede ser de constitucidn
libre, o bien una sal, del tipo de un clorhidrato, bromohidra—'
to, trifluoracetato, p-toluensulfonato, u otra sal orgdnica o
inorgenica.

E1 componente -N y el componente -C pueden

seleccionarse dentro del marco arriba indicado, como una uni-

- ﬂ_ud. 7 x
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dad de péptida.

Los péptidos pueden obtenerse por condensa~
cidn fragmentaﬁa.

En el procedimiento de la invencidn, el com
ponente ~C y el componente -N pueden ubtilizarse en cantidades
estequiométricamente equivalentes, pero es posible la reaccidn
con exgeso de uno de ellos.

. La relacidén molar del componente -N con re~
lacidn al componente -C puede oscilar entre 1l:5 a 5:1, prefe-
rentemente de 1:2 hasta 2:1.

BEn reaccidn, es preferible usar el componen
te -N disolviéndolo en un medio alcalino que contiene un alca~
1i tal como un hidrdéxido de un me#al alecalino, o un hidrdxido
nlcalino-térreo.

Es necesario hacerlos reaccionar en una so-
lucidn amortiguadora que presenﬁa un pH de 2-6& a 20-502C.

La solucidn amortiguadora puede ser una 8o~
lucidn de deido cftrico, una solucién'amortigugdora Michaelis,
una solucidn amortiguadora Mc Ilvainé, u otra solucidn amorti~
guadora que tenga un pH de 2-6.

No es conveniente usar una solucidén amorti~
guadora que tenga un pH inferior a 2 ni superior a 6, pués el
rendimiento es bajo. EL pH preferible es 3a 5, y el valor Sp=-
timo es pH = 4. '
Cuando la temperatura es inferior a 202C.,
se necesita una gran duracidn para finalizar la reaccién. Si
la temperatura es superior a 508(C., la actividad de la pepsina
desciende notablemente, y el rendimiento es bajo. ILa temperatu
ra. preferente es de 30-402C.

La pepsina ubtilizada en la invencidn es la

Mod. 7
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enzima digestiva de las endopeptidasas. Ia pepsina que tiene

medio acuoso, o en un medio miscible en agua, tal como el metg

N, v el grupc terminal protector del componente -C, pueden eli

fse desea.

tiguadora de dcido citrico (pH=4'0) se afiadid a una solucién

una valoracidn en pepsina del 1:5.000; 1:10.000; y 1:60.000
puede obtenerse fdcilmente.

Para conseguir una actividad elevada, puede
ugarse pepsina en bruto.

Se utiliza una proporcidén catalitica de pep
sina, y con preferencia 0'4-400 mg. de pepsina por 1 mol del
material inicial.

Ta reaccidn se realiza gradualmente en un

nol, etanol, dioxanc, dimetilformamida, etc. E1l producto es
muy poco soluble en agua o en €l medio miscible con agua, por
lo que consiguientemente precipita del sistema reactivo, en
forma de cristales. Los cristales precipitados se filtfan>a
continuacidén y se lavan con una disolucién acuosa alcalina dé-
bil, solucidn acucsa decids débii y agua, obteniendo el produc-
to final en estado puro.

E1l grupo terminal protector del componente-
minarse del producto final, -segin una manera convencional, si

A continuacidn se ilustrard la presente in-|
vencidn con la ayuda de cierftos ejemplos.
| EgEMPIO 1
Una solucidén de 0'735 g. (1'5 mlmol) de
HClH—Phe—Gly—-ieu—Met-NH2 (MW 502'1) en 40 ml. de solucidn amoy

de 1'26 g. (2'5 m‘mol) de «,w-BOC-Lys-Phe-0H (MW 505'6) en 5ml
de NaQH-1N; a continuacidn se afiadieron 30 ml, de agua, con

agitacidn, y entonces se afladié 0'2 g. de pepsina (1:5.000 fa-

" Mod. 7
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bricada por Mikuni Kagaku Sangyo K.X.) a la mezcla, bajo agital
cién, a 40eC. y durante 24 horas, haciéndola reaccionar, '
El precipitado blanco resultante se filtrs
con un filtro de vidrio (G-3) y se 1avé con agua amoniacal al
4%, una solucidn acuosa de dcido citrico al 5% y agua, en un
orden secuencial, y a continuacidn se secd el producto sobre
P205, bajo una presidn reducida y a 50¢C, obteniéndose 1'25 g.
de «,w—BOC-Lys—Phe—Phe—Gly—Leu—Met4NH?, que presenta un punto

de fusidn de 207-2169C (descomposicién) y una rotacidn esféri-

ca de ox)%S = =38'8 (C=0'5; DMF).

Bl rendimiento fué 88'2%.
indlisis elemental (047H72010NBS=941,210).

, C H N 8
Oalculado (%) 59198 T7'7L 11'91 3'41f.
Hallado (%) 59'74 T7'71 11'74 3'42

OBSERVACION _

Una cantidad de 4'C g. de u,w—BOC;Lys—Phe—
![Phe—Gly-Leu—Met-]_\TH2 se disolvid en 100 ml. de écido acético
glacial, y se inyectd ClH gas en la anterior splucidn, some-
tidndola a agitado durante 40 minutos, para eliminar el grupo

iprotector de BOC. Despuéds de la reaccidn, la mezcla de reac-

cidn se afladié a 500 ml. de éter refrigerado, para formar un
recipitado.
Bl precipitado se filtro y secd sobre NaOH,

5. presidén reducida, obteniendo 2'70 g. de 2HC1H-Iys-Phe-Phe-
Gly-LeueMetéNHE, que tiene una temperatura de fusidén de 168~
1702C (descomposicidn) y (N)SS = =16'0 (0=0'5; 50% MeOH).

El rendimiento fué 78'0%. _
" Andlisis elemental (037H56O6N88.2HC1.1 1/é

H,0 = 841,915).

2

Mod. 7




10

15

20

25

30

- 10 -

C H N 3 Cl
Calculado (%) 52'97 T'04 13'31 3'52 8'66
Hallado (%) 52'84 7'35 13'33 3'81 8'42
EJEMPLO 2
Una solucidn de 0'753 g. (1'5 m mol) de

HO1H~Phe-Gly-Leu~Met-NH, (Peso molecular 502'1) en 40 ml. de
solucidn amortiguadora de dcido citrico (pH=4'0), se afladid a
una solucién de 1'0 g. (2'5 m mol) de pMZ-Ala-Phe-OH (Peso mo-
lecular 400'4) en 5 ml. de NaOH,1N, y entonces se adieciond 30
ml, de agua, agitando la mezcla, y a continuacidn se afiadid
0'2 g. de pepsiné (1:5.000 fabricada por Mikuni Kagaku Sangyo
K.K,) a la mezcla anterior, sometiéndola a agitacién en un in-
cubador a 402C. durante 24 horas, hacidndola reaccionar.

El precipitado blanco resultante se filtr§,
vy se lavd con 5% agua NH4OH, solucién acuosa al 5% de decido ci
trico y agua, en orden seouenciél, y se secd entonces el pro-
duéto gobre P205, a presidn reducida y 500C., obteniéndo 1'14
g. de pMZfAla—Phe-Phe—Gly—Leu~Met—NH2, que preéenta una tempe-
ratura de fusién de 229-2339C. y ()37 = -55'0 (0=0'5; DMF).

El rendimiento fué 89'24%.

Bl andlisis elemental (043H57O9S = 847,031)

C H N S
Calculado (%) - 60'81 6'92 11'43 3'92
Hallado (%) 60'90 6'77 11'56 3'78

EJEMPLO 3

En todo de acuerdo con el procedimiento dely

ejemplo 1. se usaron 1'14 g. (2'5 m mol) de pMz-GIn-Phe-OH (Pe
50 molecular 457,5) y 0'75 g. (1'5 m mol) de HO1H-Phe~Gly-Leu-—
Aet—NHé (peso molecular 502'1), desarrolldndose la reaccidn a

Q9C. durante 24 horas, obteniéndose asf: 1'05 g. de pMZ~Gln-

Mod. 7
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Phe~PhQ—Gly~Leu—Met—NHé, gque presenta una temperatura de fu-
sién de 236-2379C., y (x)5° = -22'8 (C=1; DNSO). '

El rendimiento fué 77'5%.

Andlisis elemental7(045H60010NBS=905,092).

c H N S
Calculado (%) 59'71 6'68 12'38 3'54
Hallado (%) 59'89 6'58 12'31 3'46
EJEMPLO 4

En todo de acuerdo con el procedimiento del
ejemplo 1, se usaron 1 g. (2'5 m mol) de pMZ-Ala-Phe~OH (peso
molecular 400'4) y 0'9% g. (1'5S m mol) de HClH-Ileu-Gly-Leu-
Met-NHDmB (peso molecular 618'2), obteniéndose después de la
reaceidn 1'30 g. de pMZ-Ala-Phe~Ileu~Gly-Leu-Met-NHDmB, que

presenta una temperatura de fusidén de 225-227¢C., ¥y Gx)%s =

-25'4 (C=1; DMF), donde (DmB) representa 2,4-dimetoxibencil.

En este ejemplo se utilizaron 0;4 g. de pepsina. |

El rendimiento fué 82'2%.

Andlisis elemental (049H69N7011S = 964,192)
C H N 8

Oalculado (%) 61'04 T'21 10'17 3'33

Eellado (%) 61'17 7'35 10'09 3'33

EJEMPTO 5 - 7

De acuerdo con el procedimiento del ejemplo
1, arexcebcién de que los elementos en reaccidn fueron el cbm-
ponente ~C (2'5 m mol) y el componente -N (2'5 m mol) de la Ta
bla 1, se obtuvieron los correspondientes péptidos,

Los resultados se representan en la siguien

te Tabla 1.

Mod. 7
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EJEMPLO 12
Una solucidn de 0'5%9 g. (2'5 m mol) de
HClH—Phe-OCH3 (peso molecular 215‘67) en 4orml. de solucidn
amortiguadora de dcido citrico (pH=4'0), se adiciond a una so-
lucién de 1'00 g. (2'5 m mol) de PMZ-Ala-Phe-OH (peso molecu~

lar 400'42) en 5 ml, de NaQH-1N, afiadiéndose a continuacidn 20

flm1l. de agua bajo fuerte agitacidn, y entonces se afiadid 0'2 g.

de pepsiﬁa (1:5.000) a la mezcla, bajo agitacién de la misma,

durante 24 horas y manteniéndola a 402C. para hacerla reaccio=-
nar.lEl préecipitado blanco resultante se filtrd con un filtro

de vidrio (G-3%), se lavd a continuacidén con agua amoniacal al

4% y posteriormente con agua, en orden secuencial, y luego se

secd el producto a bajarpresién y se recristalizd a partir del
meténol obteniendo pMZ~Ala~Phe—Phe—OOH3, que tiene un punto de
fusidn de 189-1920C. y ()20 = -17'2 (c=1; DuP).

7 Bl rendimienfo fué 59'3%.

El andlisis elemental produjo (C3lH35N3O7 =
561,641)
| C H N
Calculado (%) 66'20 6'28 T7'48
Hallado (%) 66'23 6'23 T7'5%

EJEMPTOS 13%-21

De acuerdo con el procedimiento del ejemplo
12, a excepcidén de la reaccidn de 2'5 m mol del componente -C

con 2'5 m mol del componente -, se obtuvieron los correspon-

[dientes péptidos.

Los resultados se presentan en la Tabla 2.
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TABIA 2 (12 parte)

ﬁjj_s& Componente - C | Componente ~N Producto
13 | pMZ-Ala-Phe-OH | HC1H-Tyr-OCH, pMZ-Ala-Phe-Tyr-0CHs;
HC1H-Cys—OCH pMZ-Ala~Phe~Cys-0CH
14 - i 3 . 3
S-Bzl S~Bzl
15 " H’ClH'-—Ileu—OCH3 pMZ-Ala——Phe-—Ileu—OCH3
f HO1E-Ser-0CH; | pMz-Ala-Phe-Ser-0CH,
16 ! " | i
| OCH, § | OCH, §
TosQH~H-Phe~
l 1" 7 - - -
7 008, § PMZ-4la-Phe-Phe-0CH, |
18 " HBrH-Phe-NH, pMZ-Ala~Phe~Phe-NH,
TFAH-Phe~ pMZ~Ala~Phe~-Phe~
19 " NHOCH, § NHOCH, §
PMZ~Ala-Phe~Phe~
20 v 2HBrH-Phe-NHNH,
NHNH,
HC1H-Phe~Gly- pMZ-Ale~Phe~Phe-Gly~
21 " :
NH, NH,

Nota:

Bzl = grupo bencilo;

$§ = grupo fenilo
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TABIA 2 (Continuacidn)
Ejem— |Rendi| o ¢, 20 Andlisis elemental Recristali
plo %11en— (w)D acié -
. Q zaclion.
B0yt (2021 B ¥ 8
179~ {+3'78 |A. [ ' ) i
13 | 45%6 |1g5 (om0'5 | 021806716 TUIO0 DMF-HeOH-H,0|
. 164~ 127'8% |01 63'24 6'14 6'91 5'28
14 8'4 |1¢ " MeOH
o etase | () g 65005108, 697 5115
S R zéffg : 64'156'98  8'08 etil acetato
© |75 |pwp) |H: 63'997'00 8'22 petréleo étent
— v v
158~ (52 % lo: 64196 6'30  7'10 AcQES - pe-
1
16 -18'8 163 MGOH) ; 65'09 6'45 7141 tréleo éter
14160
158~(Cil :69'696'16 6'59 D¥F-éter~pe-
o
17 90'4 1163 | DMF) : 6976 5'99  6'49 tréleo éter
| 556 241~36'12|0: 65792 6'27 10'25 | DMF-MeOH-
8. 242 | (") IH:65'646'23 10'14 Et,0
2642~ Téf(;?; . 68'086'18 8'58 DMF-MeOH~
1 ' =
% 113'9 s DMF) |H: 68'006'29 8'T9 H,0
_21'8¢
20 52’9 228~(C=l :64116 6128 12147 DMPF-MeOH~
, -7 1230 | pyp) IH: 63'936'29 12'69 E$,0
3418 |
21 |51 232ns : 63'696'18 11'60 DMF-MeOH-
1] :
23% (") 63'4%36'14 11'43 éter
C = calculado
H = hallado
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EJEMPTO 22
Se repitid el procedimiento del ejemplo‘12;
con la diferencia de utilizarse 30 ml. de agua y 0'l g. de vep
sina (1:10.000), y la duracidn de la reaccidn de ahora fué de
18 horas, obbeniéndose;
pMZ—Ala—Phe—Phe—OCHB, de p.f.=189-193¢°C,
El rendimiento fué del 51'3%.

BJEMPLO 23

Se repitid el procedimiento del ejemplo 12,]

Eon la diferencia de utilizarse 30 ml. de agua, y la duracidén

le la reaccidn fué de 18 horas, obteniéndose:

PMZ-Ala~-Phe-Phe~0CH,, de p.f.=187-192¢C,

El rendimiento fué del 59%.

EJEMPLO 24

Se repitid el procedimiento del ejemplo 22,
con la diferencia de utilizarse 0'2 g. de pepsina (1:1.000),
cbteniéndose:

pMZ—Ala—Phe~Phe—OCH3, de punto de fusidn
1188~193%¢2(C,

El rendimiento fué del 65'8%.

BJEMPLO 25

Se repitid el procedimiento del ejempio 12,
Fon la diferencia de utilizarse 30 ml. de agua y la duracidn
de la reaccidn, que ahora fué de 10 horas, obbteniéndose el mig
mo producto final.
El rendimiento fué del 50 '0%.

BJEMPLO 26 '

Una solucidén de 2'5 m mol de HOlH-Leu-Met-
%Hé en 40 ml., de solucidn amortiguadora de deido acético (pH=
4'0), se afladidé a una solucidn de 2'5 m mol de pMZ~Ala€Phe—OH

Mod. 7
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en 5 ml, de NaOH-1N, a continuacidn de lo cual se afiadié 0'2 g
de pepsina del ejemplo 8, manteniéndose la memcle durante 24
horas-al4090., produciendo la reaccidén de la misma.

El precipitado blanco resultante se sometid
a lavado y secado, segin elrprocediﬁiento del ejemplo 8, y se
recristalizé a partir de MeOH-H,0, obteniéndose 1'02 g. de
pMZ—Ala—Phe-Leu—Met—NHz, que presenta un punto de fusidn de
218-2192¢ y (%)50 = 351'6 (0=0'5; DMP).

El rendimiento fué del 63'3%.

Andlisis elemental (032H45N5O7S=643,809).

c H N s
Calculado (%) 59'70 7'05 10'88 4'98

Hallado (%) 59'94 7'19 10'78 4'92
BJEMPLO 27

Una solucidn de 0'995 g. (2'5 m mol) de
2HBfH€Phe~Gly4NHNH2 (peso molecuiar;398,105) en 40 ml. de solu
cidén amortiguadora de dcido cftrico del ejemplo 12, se afiadid
a una solucidén de 1'50 g. (3'75 m mol) de pMZ-Ala-Phe-0H en
'7’5 ml. de NaOH-1N, y a continuacién se afiadié a la mezcla 30
ml. de agua, sometiendo la mezcla a agitacién; la reaccidn tu-
vo lugar, a continuacidén, de acuerdo con el procedimiento del
ejemplo 12,

El precipitado resultante se lavé y secd, y
se recristalizd a partir de DMF-MeOH-Et,0, obteniéndose 0'945
g. de:

' pMZ-Ala-Phe-Phe-Gly-NHNE,,
que presenfa un punto de fssidn de 208-210¢C, y 0x)§3 = =31'8
(c<1; DuF).
. El rendimiento fué del 61'2%.
Andlisis elemental (032H 8N607'1/3H20 =

3
624,701).

* Mod. 7
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c H N

Calculado (%) 61'52 6'23 13'45
Hallado (%) 61'38 6'25 13'38

EJEMPLO 28
Una solucidn de 2'5 m mol de HGlH-Phe-OCH3
en 40 ml. de solucidn amortiguadora de decido cftrico del ejem-
plo 8, se afladid a una solucidn de 1'47 g. (40 m mol)'de pMZ-
Ala~Teu-0H (pesd molecular=366,4), desarrolldndose el procedi-
miento, a continuacidn, de acuerdo con el ejemplo 26.

El precipitado resultante fué lavado y seca

to de fusidn de 187-1919C, y (%)3° = -18'0 (C=0'5; DMF).
El rendimiento fu€ del 22'9%,
Andlisis elemental (028H37N307.1/3H20 =
533,628)

¢ H N
Calculado (%) 63'02 7'11 7'87
Hallado (%) 62'90 6'97 7'97

BEJEMPTO 29

Una solucidn de 0'793 g. (2'5 m mol) de HBr|
H—Phe—Gly—OCH3_(peso molecular=317'18) en una solucidén amorti- |
uadora de deido citrico del ejemplo 8, se aﬁadidza una solu~
cidn de 1'50 g. (3'75 m mol) de pMZ-Ala-Phe-OH en 5 ml. de
NaOH-1N, afladiéndose a continuacién 20 ml. de agua.

La reaccidn tuvo lugar de acuerdo. con el

rocedimiento del ejemplo 8. El precipitado resultante se lavéd

Eecd ¥ recristalizd, obteniéndose 1'46 g. de pMZ-Ala-Phe-Phe~ .

(1y-0CH, de un punto de fusién 227-2295C, y (u)§3 = -26'7

(C=1; DMF). '
FL rendimiento fué del 94'9g,

Mod. 7
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Andlisis elemental (033H35N408=618,693).
c H W
Calculado (%) 64'04  6'19  9'06
Hallado (%)  63'79 = 6'32  8'96
EJEMPIO 30

De acuerdo con el procedimiento del ejemplo

28, se realizd la reaccidén utilizando 4'0 m mol de pMZ-Ala-Met

OHy 2'5 m mol de HClH—Phe—OCH3, obteniéndose 0'3413 g. de

pMzﬁAla—Met-Phe—OCHB, de un punto de fusidn de 153-16728C, y

A3 = —174 (c=0'5; DiE).

El rendimiento fud 24‘6%.

El andlisis elemental did (027H35N307S =
.o 545,660).,
C H N S
, Calculado (%) 59'43 6'47 T'70 5'88
Hallado (%) ~  59'82 6'38 7'78 5'54

EJEMPIO 31

Se repitid la reaccidén del ejemplo 28, a ex
cepcidn de utilizar HC1H-Phe-G1ly-OEt (2'5 m mol) en lugar de
HClH—Phe—OCHg (2'5 m mol). E1 producto se lavd, en primer lu-
car, con agua amoniacal al 5% y luego con agua, secdndose a
continuacidn sobre P 05, obteniéndose 0'8153 g. de pszAla—Leu-
Phe-Gly-OEt, que presenta un punto de fusidén de 175-192¢ C., y
(‘x)23 = -23'4 (C=0'5; DMG).

E1l rendimiento fué 54'5%,

El andlisis elemental d4id (031 HyoN,0g =
598,703).
c H N
Calculado (%) 62'19  T7'07  9'36
Hallédo (%) 62'06 7'01 9'20

Mod. 7
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BJEMPLO 32
Una solucidn de 1'5 m mol de HC1H-Ileu-Gly-

Leu—Met—NHé (peso molecular=468'1l) en 40 ml. de solucién amor-
tiguadora de dcido citrico del ejemplorl2, se afiladié a una so-
lucién de 2'5 m mol de pMZ-Ala-Phe-0H en 5 ml. de NaOH-1N, y
la, reaccién se mantuvo durante 48 horas, a 402C., en presencia
de 0'2 g. de pepsina del ejemplo 12, .

7 El precipitado resultante se secd sobre
P205, a 60°C y durante 18 horas, obteniéndose 1'10 g. de pMZ~

Ala~Phe-Ileu-Gly-Leu-Met-NH,, que presenta un punto de fusidén

E1l rendimiento fué 90%.
EJEMPLO 33

Una solucidén de 0'702 g. (1'5 m mol) de
HC1H-Ileu~Gly-Leu-Met-NH, (peso molecular=468'1l) en 40 ml. de
solucidn amortiguadora de dcido citrico del ejemplo 12, se afig)
did a una solucidén de 1'15 g. (2'5 m mol) de BOC-Asn-Ala-Phe-
0H (MW=450'5) en 5 ml. de NaOH-1N, de la misma forma que en el
ejemplo 22 y, a continuacidn, se lavdé el precipitado con agua
gmoniacal al 5%, una solucién acuosa de decido citrico al 5% y
agua, en un orden secuencial, secdndose posteriormente el pro-
ducto sobre P205, obteniéndose 1'052 g. de BOC-Asanla—Pheé '
Ileu-Gly—Leu—Met—NHé, gue presenta un punto de fusidén de 256~
2608C., y ()3’ = ~36'2 (C=0'5; DMF).
| El rendimiento fué 81'0%.
El andlisis eiemental dié (040Hé5N90118 =

864,082),
G H N 8

Calculado (%) 55'60 7'58 14'59 3'71
Hellado; (%) 55'43 T7'69 14'31 3'65

Mod. 7
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EJEMPLO 34

Se repitid el procedimiento del ejemplo 28,
a excepcidn de utilizar 1'32 g. (2'5 m mol) de pMZ-Gln-Ala-
Phe-OH (peso molecular=528'5), y 0'702 g. (1'5 m mol) de 2HC1H
Ileu-Gly—Leu—Met—NHé (MW=468'1) en sustitucidn de pMZ-Ala-Leu-
OH y HClﬁ—Phe—OCHB, obteniendo 1'04 g. de pMZ-Gln-Ala-Phe-Ileu
G1y~Leu—Mef—NH2, gue presenta un punto de fusidén de 258-260°Q.
(descomposicidn).

El rendimiento fué 74 '5%.

Andlisis elemental (074H67N7Olls=930,142).

c I N ]
Calculado (%) 56'82 T'26 13'55 3'45
Hallado (%) 56'56 T'16 13'49 3'25
EJEMPLO_35 '

, Se disolvié 1'60 g. (4 m mol) de pMZ-Ala-—
Phe-0H en NaOH-IN y, por otra parte, 0'54 g. (2'5 m mol) de
HClH—Phe—OCH3 se disolvid en wna serie de soluciones amortigua
doras de dcido citrico, teniendo cada una de ellas 40 ml., pe~
ro diferente pH. Se mezclaron ambas soluciones y se afiadid 30
ml. de agua, adiciondndose a continuacidn 0'2 g. de pepsina
del ejemplo 12, manteniendo la mezcla durante 24 horas a 402Q,
hasta censeguir @0 reaccidn. T precipilade resultante ne 1nv6
con ugus amenjacal al 5%, vna solucién ncuosa de dcido citrico
al 5% y agua, en orden secuencial, y acto seguido se secd el
producto sgbre Pé05 a 502C., obteniéndose pMZ-Ala-Phe—Phe-OCH3

En la tabla 3, a conbtinuacidn, sé represen-
ta la relacidn de pH de las soluciones amortiguadoras de dcido

citrieo, y el rendimiento correspondiente.

C Mod. 7
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TABLA %
s 25

- Rendimiento p.T. GX)D

P!

' (%) (e0) (c=1; DMF)
2138 61'1 170-173 ~18'4¢
3128 7416 185-189 ~16'79
4'08 99'9 186-189 : -18'pe -
5102 ' 6410 189-190 -17120

BJEMPLO 36

Una solucién de 2 m mol de 2HBrH~Phe-Gln-
VINH, en 40 ml. de solucidn amortiguadora de deido citrico
(pH=4'0), se afiadid a una solucidn de 3'75 m mol de pMzZ-Ala-
Tyr-OH en NaOH-1N y, a continuacidén, se afiadid 0'2 g. de pepsi
ne a la mezcla, manteniéndola a 25¢C durante 48 horag, hacién-
dola reaccionar de acuerdo con el procedimiento del ejemplo 8,
obteniéndose pMZ—Ala—Tyr—Phe—Gln-NHNHé que presenta un punto
de. fusidn de 245-248¢(¢. (descomposicidén), y una robacidén espe-
cifica en solucidn de (u)%g = -4'62 (C=1; DMSO).
El rendimiento fué de 57'8%.
Andlisis elemental (033H45N708Hé0=725,806),
C H- N
Calculado (%). 57t92  6'52  13'52
Hallado (%) 57'98 6'35 13'54
EJEMPLO 37
Se repitié el procedimiento del ejemplo 12,
n. excepcidn de ﬁtilizar 2'5 m mol de pMZ-Ala-Phe~Ala-Phe~OH y
2'5 m mol de HClH-Leu-Met-NH-DMB, menteniendo la reaccidn du~
rante 14 horas, obteniéndose asi pMZ-Ala-Phe-Ala-Phe-Leu-Met-

NH-DMB, que presenta un punto de fusidn de 250-2682C., y una

T
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rotaeidn especifica en solucidn de @x)%B = =21'0 (C=0'4; DMF).
‘ Bl rendimiento fué 70%.
EJEMPLO 38
Se repitid el procedimiento del ejemplo 12,
a excepcidn de utilizar 2'5 m mol de pMZ-Ala-Phe-Ala-Phe-OH,
v 2'5 m mol de HC1H-Ileu~Gly-OEt, manteniendo la reaccidn du-
rante 9 horas, obteniéndose pMZ-Ala-Phe-Ala-Phe-Ileu-~-Gly-~OEt,
gue presénta p.f. de 248-252¢9C,
Bl rendimiento fué 63%.
EJEMPLO 39
Una sclucidn de 0'216 g. (10 m mol) de HC1H
Phe--OCI—I3 (peso molecular 215'5) en 40 ml. de solucidn amorti-

guadora de dcido citrico (pH=4'0), se afiadid = una solucidn de

101495 g. (10 m mol) de Z-Pro-Val-Phe~OH (peso molecular 495)

en 10 ml. de NaOH—;N,raﬁadiéndose a continuacidn 30 ml. de
agua y sometiendo la mezcla a agitacidn y, posteriormente, se
afladid 0'l g. de pepsina (1:10.000) a la mezcla, sometiendo a
esta Ultima a agitacidén durante 24 horas, a una temperatura de
A02(C., haciéndola reaccionar.

El precipitado blanco resultante se filtrd
con filtro de vidrio (G-3), y se lavd con agua amoniacal al
5%, una solucién acuosa de deido citrico al 5% y agua, en or-

den secuencial, secdndose después el producto sobre P20

50 &

lpresidn reducida y 509C., obteniéndose 0'244 g. de Z~Pro-Val-

Phe—Phe-OCHs,'que presenta un punto de fusién’de 199~201leC. y
ﬁna rotacidén especifica en solucidn de (q)go = =3%'2 (C=1; DMF)
El rendimiento fué 37'2%.

EJEMPIO 40
Una solucidn de 0'216 g. (10m mol) de HC1H-
Phe—OCHﬁ (peso molecular de 215'5) en 40 ml. de solucién amor-—

N Mod 7
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tiguadora de dcido citrico (pH=4'0), se afiadid a una solucién
de 0'421 g. de BOC-Gly-Val-Phe-OH (peso molecular 421) en 10 '
ml. de NaOH-1N, afiadiéndose a continuacidén 30 ml. de agua, ¥y -
sometiendo a la mezcla a agitacidn, adiciondndose posteriormen
te 0'l g. de pepsina (1:10.000) a la mezcla, sometiendo a esta
Ultima a agitacidn permanente en un incubador a 409C. y duran-
te 24 horas, haciéndola reaccionar. Se obtuve 0'414 g. de BOC~
Gly—Val—Phe—Phe;OCHB, que presenta un punto de fusidén de 193-

1969C, y una rotacidn especifica en solucidn de (a)go = -14'8

EJEMPLO 41 _
Se repitié el procedimiento del ejemple 39,
a excepcidn de modificar a 2:1 la relacidén molar de Z~Pro-Val-
Phe—OH:HClH;Phe—QCHB, obteniéndose 0'297 g. del mismo producto
final que en el ejemplo 39.
El rendimiento fué 51%.
BIBNPLO 42
Se repitid el procedimiento_del ejemplo 40,
a excepcidn de ubilizar una solucidn amortiguadora de &dcido
tartdrico (pH=4), en lugar de la solucidn amortiguadora de dci
do citrico, obteniéndose 0'426 g. del mismo producto que en el
ejemplo 40.
Bl rendimiento fud T3'3%.

EJEMPLO 43

Se repitid el procedimiento del ejemplo 40,

disddico~dcido citrico (pH=4), en lugar de la solucién amorti-
guadora de dcido citrico, obteniéndose 0'93%6 g. del mismo pro-

ducto que en el ejemplo 10.

El rendimiento fué 68%.

Mod. 7
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EJEMETQ 44
Se repitid el procedimiento del ejemplo %9,
a excepcidn de que la reaccidn tuvo lugar con 0'2 g. de pepsi-
ma (1:5.000) y durante 20 horas, obteniéndose el mismo produc-

to final que en el ejemplo 35. El rendimiento fué 3%5%.

EJEMPIOS 45-65

De acuerdo con el procedimiento seguido en
el ejemplo 39, se hicieron reaccionar 10 m mol del componente~
C, con 10 m mo.l del componente-N que aparecen en la siguiente
Tabla 4, obteniéndose los correspondientes péptidos.

Los resultados se representan en la Tabla 4

Mod 7
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EIBIPLO 66

Una solucidn de 0'47 g. (10 m mol) de HClﬁ—

Ileu~Gly-Leu-Met-NH, (peso molecular=468'1) en 40 ml. de solu-

cidén amortiguadora de dcido citrico, se afladid a una solucidn

de 0'38 g. (10m mol) de pMzﬁAla—G%u—OH (peso molecular=3%82'4)
oH

[0'68 g. del mismo producto final que en el caso del ejemplo 66,

en 10 ml, de NaOH~1N, afiadiéndose a continuacidn 30 ml. de
agua y sometiendo la mezclas a agitacidn, después de lo cual se!
afladid 0'l g. de pepsina (1:10.000) a la @ezcla, sometidndola |
o agitacidn durante 24 horas a 402C, al objeto de hacerla reag?

cionar.

! El precipitado blanco resultante se filtrd

con filtro de vidrio (G-3), y se 1lavé con agua amoniacal al 5%

una solucidn acuosa de dcido citrico al 5% y agua, en orden se
cuencial. A continuacidn se secd el producto sobre P205, a re=-
ducida presidn y a una temperatura de 509C, obteniéndose 0'48

2. de pMzﬁAla—G}u—Ileu—Gly—Leu—Met—NHé, gue presenta un punto
OH

de fusidn de 214-2172C. y una robacidn dptica especifica en sg
iucidn de ()30 = -23'8¢ (0=0'5; DNF).

El rendimiento fué 60'3%. El andlisis ele-
mental del producto final, correspondidé con los valores tebri-j
cos, dentro de las desviaciones permisibles.

EJEMPLO 67

Se repitidé el procedimiento del e jemplo 66,
con la excepcidn de cambiar la relacidén molar de pMZ-Ala-Glu-

on

OH respecto a HClH~Ileu—Gly—Leu—Met-NH2 a 2:1; obtenidndose

El rendimiento fué 85'3%.

Mod. 7
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RJEMPLO 68

Se repitié el procedimiento del ejemplo 67,

con la excepcidén de utilizar una solucidén amortiguadora de fog
fato disddico~dcido citrico (pﬁ=4), en lugar de la solucién

amortiguadora de dcido cftrico, obteniéndose el mismo producto

84%.
EJEMPLOS 69-75

De acuerdo con el procedimiento del ejemplo
66, se hicieron reaccionar 10 m mol del componente-C con 10 m °

mol del componente-N, obteniéndose los correspondientes pépti—:

dos.

Los resultados se representan en la Tabla 5:
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Descrita suficientemente la naturaleza del
presente invento, asi como su realizacidn industrial, sélo ca-
be afiadir que en su conjunto y partes constitutivas es posible
introducir cambios de forma, materia y disposicidn, sin salir-
se del cuadro del invento, en cuanto tales alteraciones no deg|
virtuen su fundamento.

" E1 solicitante, al amparo de los Convenios
Internacionales sobre Propiedad Industrial, se reserva el dere
cho de extender la presente demanda a los paiées extranjeros,
éi fuera posible, reivindicandoc la misma pridfidad de 1la pre-
sente solicitud.

Tgualmente, el solicitante se reserva el de
recho de solicitar los adecuados Certificados de Adicidn, en
la forma sefialada por la Ley, al introducir en el presente in-
vento cuantos perfeccionamientos se deriven del mismo,

NOTA
La Patente de Invencidn que se solicita pdr
veinte afios para Espafia, de acuerdo con la vigente Legislacidn
sobre Propiedad Industrial, deberd recaer sobre "PROCEDIMIENTO
PARA TA FABRICACION DE PEPTIDOS", en todo de acuerdo con las
siguientes:

REIVINDICACIONES

1) Procedimiento para la fabricacidn de
péptidos, que presentan la férmula:

X¥-A-B-C-7Y, donde

A representa Ala,, Gln., Asn., w-BOC-Iys., Leu., Gly., Glu.,

@Glu., 6 Pro.
!

QMe

A puede ser también Al—A2, representando:

Al a un residuo aminodgecido hidrofflico, y

Mad. 7
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A, a uno de los aminodecidog Val., Met., Leu. & Gln;

2
B representa Phe., Tyr., Leu., Met., Glu., Asp., Gln., Asn. $
Trp;

C representa Phe., Leu., Ileu., Tyr., bys—Sle., Ser-0Bzl.,
Trp. 6 Met;

X representa un grupo protector ¥-aminodeido;

un residuo aminoééido que tiene un grupo terminal-N protector,
o un residuo péptido que tiene un grupo protector terminal-N;
Y representa un grupo protector carboxilico;

un residuo aminodeido que tiene un grupo protector terminal-C,
o un residuo péptido que tiene un grupo protector terminal-C;
caracterizado porque el citado procedimiento comprende la reac

cién de un péptido, que tiene de férmulas:

B representa Phe., Tyr., Leu. & Met;

. © X -A-B-o0H

con un aminodcido o un péptido, que tiene de fdérmula:
H~C~-Y

1llevdndose a cabo la citada reaccidﬁ en presenéia de la enzima
pepsina. -

22) Procedimiento para la fabricacidn de
péptidos, en todo de acuerdo con la primera reivindicacidn, cg
racterizado porque incluye la uﬁilizacidh de un péptido que
tiene de fdérmula: -

X ~-~A-3B~ 0H , donde: 7

A representa Ala., Gln., Asn., w-BOC-Lys., Leu. 6 Gly.; ¥

X estd definido en la reivindicacién primera.

32) Procedimiento para la fabricacidén de
péptidos, en todo de acuerdo con la primera reivindicacidn, ca
racterizado porque incluye la utilizacidn de un péptido que.

tiene de fdérmula:
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X-A~-3B~0H, donde:
A representa Glu., Glu. & Pro.;

‘OMe
B ¥ X estdn definidos en la reivindicacién primera.

42) Procedimiento para la fabricacidn de
péptidos, en todo de acuerdo con la primera reivindicacién, ca,
racterizado porque incluye la utilizacidn de un péptido que
tiene de férmula:

X - Al - A2 - B ~ 0H , donde:

Al representa un residuo aminodecido hidrofilico;

éQ representa Val,, Met., Ieu. & Gln.;

g y X estdn definidos en la reivindicacién primera.

58) Procedimiento para la fabricacidn de
péptidos, en todo de acuerdo com la primera reivindicacién, ca
racterizado porgue:incluye la utilizacidn de un aminodcido o

un péptido que tiene de férmula:

H-C~-Y , donde:

[[#)

representa Phe., Leu., Ileu., Tyr., Cys-SBzl. 6 Ser-0Bzl; e

estd definido en la reivindicacidén primera.

<

6%) Procedimiento para la fabricacidén de

péptidos, en todo 'de acuerdo con la primera reivindicacién, ca

racterizado porque la reaccidn se realiza a una temperatura def
veinte-cincuenta grados centigrados, y en una solucidn amorti-~
guadora que presenta un pH de dos-seis.

7¢) "PROCEDIMIENTO PARA LA FABRICACION DE
PEPTIDOS".

' Segun queda sustancialmerite descrito en la
presente memoria descriptiva que consta de treinta y siete ho-|

jas, mecanografiadas por una sdla cara.

s
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MIGUEL FERNANDEX-LOAYS 2
P.P.
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