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FURDAIIEITOS DE LA INV:ECION

1. Campo de la invencién
La presente invencidén se refiere al campo de com-

puestos farmecéuticos, y al subcampo de los cOmpuéstos de

 actividad sicofarmacolégzica, Los compuestos en cuestibn

muestran wna inhibicién de la extincién del compoxrbamien~ -
to de evasién condicionada, como resultado de lo cusl son ‘
eminen-pemente adecuados para el tratamiento de desdrder}g's.‘
mentales en loz que se desea wn estfmulo de la funcién Zé’e're-'
bral, tal como en el caso de la senilidad. La invencién :sie
refiere ademés a composiciones farmacéuticas 'que contiénéﬁ
estos compuestos péptidos o sus derivados ,‘ si estos .61'1:1-’;-
mos son congbituyente activo. . o
" 2, Descripeibn de la téenica anterior

Por el EUROPEAW JOUXMAL OF PHARKACOLOGY 2, 14 (1967
es sabido que la hoxmona adrenocorbicotrdp‘ica.(HACT)'natu:tjal
y nés éSpecﬁ"icamente ciertos i’régnentoé péptidos de olla,
retardan la extincidn del llamado Ycomportamiento de eva-
sién condicionada". En particular, la sccuencia de aminodci
do 4-10 de la HACT, cue conticne péptido, resulté ser el me-
nor fragmento de péptido que era tan activo como la propia '
HACT en esie resvecto. , _

Sin embargo, de la pabente de log ER,UU., 3.853.836
pafece ser que la secuencia de aminofcido 4-10 completa de
la HACT no es esencial para que heya actividad sicofarmaco-
16gica, sino que un péptido mucho mis corio, concretemente
el 4-6 HACT, es responsable de esta actividad. fa.rece ser _

adenés que la I-Iot de F-ominodeido terminal se puede reem-

plesar sin pérdida de activided por D-let, I~ 6 D-liet (—s-C)

I- 6 D—Lie'b(*—;poz), desam:i.ﬁo-l&et, desamino-Met(—»0), desa~|




tiejn ntm, 2

1 mino-met(__-»oz), o or el gruno H’ZN-uQ-ﬁ‘, donde Q represen~

o

-

ta un resto alcohilideno que tiene de uno a aproximadamente
seis &lomos de carbono, o un resto alcohileno gue tiene de

"5 uno a aproximademente seis &tomos de carbono.

.
v

Adends, se ensefia en la patente de los FE,UU.
3,856,770 que la sustitueién del residuo pépbido en C tormindl
-L—TI‘I)-:Gli-OI{ del péptido 4-10 HACT original, por wno c-lé";l.os
grupos consistente en -:-L-Fen-OH, I~Fen-Gli~0H, wn rast;) Lo
0 nilacohilelamino,.o un resto (3-indolil)-aleohilamino, tiene
como resultado wn awmento de la actividad sicofarmmcoléiica. |

' Se seflala ademés en la patente de los EB.UU. 3,842,464
que se obtiene un considerable amento de actividad sicofar-
macolégica reemplazando por D~lisina (D-Lis) el aminodcidc
15 |I-arginina (L-Arg) del péptido 4-10 HACT original (o de wno |
i-de los péptidos modificados descritos en las memorias des-
criptivas de las patentes antes sgf.ia.ladas)‘. ' ,

Uno de los péptidos més activos citados en las i:a—-
teﬁtes de los i:E.UU. entes indicadas es el péptido represen-
20 tado por la abreviaturas
‘ 4—9 HACT, 4~I-Het(~—s0), a-DbLlu, 9-L-Fen
pépt:.do que he sido cambiado, respecto al 4-9 HACT original,
segﬁn la potenciacién indicada en las memories descr:.pti'wraa
de las patentes, en las posiciones 4y 87 9.

25 Este péptido, comcretamente

: HeTrliet (—p0)  ~Im Glit~LmHi 8~I~Fen-D-Lia-TI-Ten-OH
resulta ser aproximadamente 1000 veces mds activo que el
4-9 HACT sin camb:.ar.

Se ha hallado a.no:ca que el fregmento ;:é tido de ci-
30 - e 4—9 HACT, 4~In—l”1et(-—»0), 8-D—I:15, 9-I~Fen, concretazente
09087 '
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'L-Fen-D-Lis-I-Fen
también ocasiona por si mismo alguha' actividad sicofarmaco-
légica, aungue en forma latente. En base a la patente de los
EE.UU. 3.856.770 y patente de los EE,UU, 3.842.06.4, 8e reco-|
noce por los expertos en la técnica que se obtiene (se .ob:b}z-.
vo) wm pép'i:ido myy activo alargando la ca.dena del peﬁ%idt;
I~Fen-D-Lis-I-Fen por el extremo 2} teminal, _poxr eaemp'.'.o con |
el fragmento de péptido I.-Met(——-O)-L-Glu—In—His'
LﬁI.Te'b(—-»O)-L-Glu-L-His—L-Fen-D—LiS-L-Fen -
Sbrprendentemente, 'bamb:i:én se ha hallado zhora q.1_;.e
se pueden obtener péptidos muy activos alargando la cadena
poxr el extremo C terminal del péptido I;-I-‘en-D-Lis-I.-I-‘en. Es-
ta promuneciada potenciacién (con un factor de al menos 1000)

por alargﬁmiento de la cadena por el extremo C terminal no

. |era de esperar por los expertos en la técnica en base a la

informacién conocida hasta shora. (Después de todo, se ha
mostrado que la prolohgacién de cadena C terminel del 4-~10

0 4-9 HACT original no tenfa como resuvltado ninguna poten-

ciacibn de efecto en absoluto (véase, p.ej., Buropean Jour-

nel of Pharmacology 2, 14 (1967)), mientras que resulté que
la prolongacién de cadena del péptido 7~9 HACT por el C fer-
minal aumentaba la actiﬁdad por un factor de 10 como méxi-
mo). Esta sorprendente actividad se puede ilustrar mediante

el ejemplo que se da en la fabla siguiente:

PABLA I
Relacidn de potencia
Péptido - respecto a 4-10 HACT
1. Fet-Glu-His-Fen-irg-Trn (4-9 HACE) 1
2. . Pen-Arg-Trp ('i-9 HACT) 0,1
3. | Fen-Arg-Trp-Gli-Lis-Pro- -

~Val-Gli-Lis-Tis (7-16 IHAGR) 1
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| Ademés se demostré que el alargamiento de la cadena por. el

i -l S0
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Relacién de potencia

—~ Péptido respecto a 4-10 IACT
4. Fen-D-lis-Fen 0,1
5. Pen-D-Lis-Pen-Gli-Lis-Pro-Val-@i-Lis-

-Lis 100

k)
w vy

extreno ¢ termingl del anterior péptido I-Fen-D-Tis-I-Fen’
‘:g'esulta:ba tener gren significacién, en el sentido de que:. es
esencial wna minime longitud de cadena C berminal, Este mi-
nimo alargémiento de la cadena resulté ser, sorprendentemen
te, el péptido 10-16 HACT; una longitud de cadena més corta
redujo la actividad a uwn nivel correspondiente al que se ve
con T-16 HACT inalterado.

- Los autores de la presente invencién hallaron ade-

mis, sorprendentemente, que se podia conseguir una potencia~

|eién atn més considerablé reeiiplazando el aminodcido L-Iis

(posicidn 11) del minimo alargamiento esencial de cadena de
¢ terminal (10-16 HACT) por el aminodcido D-Lis. Esta modi-
ficacién auwments la actividad del péptido por un factor adi-
cional de 100, Estos hechos se ilustran claramente por el

siguiente ejenplo de la tabla II:

TABLA II
- Relacidén de potencia
. Pépbido regpecto a 4-~10 HACY
1. FetwArgeDrpeli=-Lis=Pro-Val-Gli-Lis-
~Iis (7-16 HACT) 1
2o Fen-D-Lig-Fen-Gli-Tis~Pro-Val-Gli~Lis-
~Lis 100
3. Fen-D-Lig~Fen-Gli-Iis-Pro-Val-Gli~-Lis 1

4o Fen=D-LismFen~@lied-Iig=Pro~Val~Gli~

10.00C




10

15

20

25

. 30
09087

El péptido L-TFen-D-Lis-L-Fen, cuya actividad se puede aumen |

Hloja nam. 5

tar sustencialmente, como se ha indicado antes, alargendo
la cadena de C 'benninal, se puede potenciar més por alar-
gamiento adicional de la cadena de N texrminal, en métodos
descritos en la patente de los EE,UU. 3.853. 836, pa,’cen'be de |
los EB,UU, 3.856, 770 y patente de los EE,UU. 3.842 064, :Los
cuales métodos y longitudes adicionales especificas se .m-— '
corporan aqul por referencia como si se hnbiesen copiade al
pie de la lebtra. Los péptidos resuliantes demumestran poseer
una actividad sicofarmacolbgica que es 10% 2 107 veces més
fuerte gue la del péptido 4~10 HACT original. ]
Se ha hz2llado ademds que el primer aminofcido Fen
de la I-Fen-D-Lis-I~Fen origzinal no %iene que estar' necesa~
riemente presente, sino que también se puede reemplazar por
numeros eminodeidos distintos y Ge menera que las venbajas
primarias de este aminodcido vienen ev:a.dentemenhe de la pre

senc:.a de la longituvd adicional de cadens adecuada. '

RESUNEN DE LA INVENCION

La preparacidn y aplicacién de nuevos compuesfos
biolégicamente activos y estables (y derivados funcionales
de ellos) de férmula A-LeB-D-Lig~I-Pen-li-(L 0 D)-Lig=l- )
~Pro~I-Vel-Gli-I-Tis-I-Iis-X . - (1)‘
donde A es una prolonga.c:l.dn de cadena de N 'l:erm:l.nal eleg:.da
del grupo que consta de (l) h:.ardgeno, ¥ (2) radicales Nezci
lo derivados de (a) éc.«.dos alcohil carboxflicos que tienen
de uno a apro*cmmdqmen'be seis carbonos, (b) écidos aralco-
hilcarboxilicos que tienen de -giete a aproximadamente diez
carbonos, (o) aminofcidos, (&) péptidos, (e) los derivados’

de M-slcohilearuonilo & I-ar:z“.com’.l.evrmm'lo de los aminodi-~

cidos, y (£) los derivados de r»-alcoh:.lcc.roonn.lo é Hearal-
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coliilcarbonilo ae los péptidos; B es un resto de aminoacido
elegido del grupo que consta de Fen, Trp, Tir y -NII-CHR™-
-C0-, donde R™ es hidrogeno o alcohilo de uno a aproximada-
mente seis carbonos;y X es un miembro elegido del grupo que
consta de hidroxilo, radicales hidroxilo esterificado, ra-
dicales amino no sustituido y radicales amino sustituido.

Un objeto de la presente invencidn es preparar es-
tos compuestos para utilizacidén de sus propiedades sicofar-
macolégicas en el tratamiento de desOrdenes mentales en se-
res humanos, cuando se desee el estimulo de la funcidn cere-
bral, tal como en la senilidad.

Otro objeto de la presente invencidén es preparar
composiciones farmacéuticas que tienen uno 0 mas compues-
tos de formula (1), en un vehiculo farmacéuticamente acep-
tado, para el tratamiento de desérdenes mentales, cuando se
desee un estimulo de la funcién cerebral, tal como en la se-
nilidad.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Entre los ejemplos de R™ en la anterior formula 1
se pueden incluir el hidrogeno, metilo, isopropilo, isobu-
tilo y sec-butilo, por ejemplo.

En la definicidn de B, los restos de aminoacido
preferidos son Fen y Ala, estando derivado este ultimo de
-NI'1-CURM-CO-, donde R™ es metilo.

En la definicién de X en la misma férmula I, entre
los ejemplos de un grupo hidroxilo esterificado se pueden
incluir los &asteres derivados de alcoholes alifaticos tales
como metanol, etanol, propanol, butanol, hexanol, alcohol

decilico, alcohol laurilico,.alcohol miriatilico y alcohol

estearilico. En general, el grupo hidroxilo esterificado
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tendrd de uno a aproxn.madamen‘be dieciocho 4 tonos de carbono,
y prefern.blemente de uno a apronmadamente ocho Atomos de
carbono.

“El grupo amino sustituldo mencionado en la defini-
cién de X comprende wn grupo monb- o dialcohilamino en el
que el grupo alcohilo contiene de wmo a aproximadamente seis
&tomos de carbono, tal como metilamino, dimetilamino, dieti
lamino, isopropilamino, butilamino, isobutilam:’t.no, gec-buti-
lamino, n~-pentilamino y n-hexilamino, pero también cdmﬁrende
wn resto de aminodcido o péptido con la secuencia 17,:17-;8,
17-19, eto,’ hasta e inclusive 17-24 HACE, o el correspondien

te éster de C terminal o amida de los mismos, con la salve-

dad de que el resto de aminodcido Arg (presente en las 'Qosi-;

ciones 17 y 18 de;l. fraguento de HACT) puede estar opciohal-
nmente reemplazado por Lis,

En le definicién de 4, el grupo N-zcilo se puede
derivar de cualquier écido alcohilca.rboxil::.co de wno a apro-
ximadamente seis ftomos de carbono, tal como dcido acético,
4cido proﬁi@iéo, eido valérico 'y 4cido caprolco, por ejem- |
plo'.. En uwna alternativa, A puéde ser cualquier grupo' acilo
dexrivado de V‘un :.-.’Lcido _aralcohilcarboxﬂicp s ¥ que tenge de
siete a eproximadamente diez cérbonos, tal como 4cido feni-
1‘acé"tico,‘ dcido fenilpropicinicot ¥ ﬁcicio fenilbu’c:[riéoi, por

ejemplo. Como otra alternabiva, el grupo N—éci_lo se puede.

derivar también de un aminodeido o péptido. -

_ I“ihalménte, A puede ser un derivado de N-aldohilcar
bonilo (el alcohilo tiene de uno a aproximadamente seié car-
bbnos) o de N-aralcohilcarbonilo (el aralcohilo tienen de

siete o aprovimademente diew .carbonos) de dicho resto de

aninodcido o dicho resto de péptido.
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I la anterior fémmula (I), el téxmino

- D-Lic~I-Pon=Glim(L 6 D)=IiswL~Pro-L-Val-Gli-Telis=L-Iis
se puede dénoxﬁinar en 1o sucesivo ¥ en las reivindioaciones
Munidad bisica omitiendo extensién®., In esta umidad bésica
omitiendo extensidn, se observari que hay cuatro unidades

de lisina y que, hablando primero del extremo de N terminal,
hacia el extremo do C termingl, el primer grupo de lisn‘la
ha de estar en su forma D, los grupos tercero y cuarto hen
de estar en sus i‘omas L, mientras que el segundo gru;jo , .'se-

gin la presente invencidn, ha de estar en una forma L o D,

| La nomenclatura A y B se puede denominar en lo sucesive “pro

longacién de cadena de N terminal®, mientras gue X se puede
denominax "prolongacidén del extremo de € terminall,
Tos derivados de N-acilo (en la @efinicién de A)

que se i:refiaren se derivan de un aminodeldo y péptido, y
consisten en wo a ’Eres restos de aminodcido consisbentos
en el grupo U-Ql, U—Qz-Ql y'Q:,,-Qa-Ql-, donde U se elige del
gx;upo que consta é.e hidrdgeno y N-alcohilearbonilo de wo a
'aproximadameni{e sels carbonos o N-araleohilcarbonilo de sie~
te a aproximadamente diez carbonos; Qi sé elige del resto de
aminodcido consistente en IL-His, D~His 6 -NH~Z-~C0-~; Q, se
eligé de los restos de aminodcido consistentes en L-Glu, D-
~Clu, I-Cln, D-Gin 6 -NH-2-00~; y Q3 es el resto 4oido U-I-
~liet, U-I-liet(—e0), U-I~liet(—»0,), U-D-lMet, U-D-Ket(—=0),
U-Ii-r,‘let(-—uoa), desamino;-klet, desamino~jet(—s» 0), desamino-
f-riet(—»o.zl 6 UNH-2~-CO-, % representa un restoe alcohileno o
alcohilideno no sustitu:‘.dc;s s monosustiftufdos con hidroxilo

o monosustituldos con am.{no, de wo a aproxima-.da.mente seis
dﬁomos de carbono,

Je estima que "lors. r;::stos de aminodceido vales comd

Gli, Ala,ﬁ-l\la, (X-¥e)Ala, Val, Leu, Ile, Ser, ©r y Lis,
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pertenecen al resto de aminofcido definido por la férmula

~HI~Z-C0-,

‘Los grupos N-acilo que son ués preferidos son con-~
forme a la representacién esquemédtica Q3-Q2-Ql~,'donde Qg ’
se deriva en este caso de metionine o desamino-metionina {po
ejemplo I-flet, Imliet(—m0), L-liet(—=0,), desamino-liet,.
desamir'xo—rflet(-- 0) ¥ desamino-iet(—s-0,), ¥ donde la <o~ '
cuencia -Q,-Q; representa ¢l resto péptido -CGlu-Hig, o en

ung alternativa un resto péptido construfdo con 2 aminodci-

dos alifdticos natuvrales, preferiblemente idénticos, tal.co-|
Mo =Gli=Gli~, =Val-Val-, -Glu-Ala~-, ¥ en particular —Ale-Als

Un grupo de péphidos segin la férmula general I
que, por tanto, es preferido, 'pu'ede. esbar represen’aé.do ot
la siguiente £éxmulat | |
Q3—Q2-Q1-L-B—D~Lis-L-Fen-Gl:.-(I. 0 D)-Lis-I~Pro-L-Yal-Gli-
~I-Lis-I-Lis-X T (1)

o un derivado funcional de ella, donde Q;L,. Qs Qs ByX
tienen los significados antes asignados.

Por derix.rados funcionales se entiende: (a) sales o
sales de adicién de 4cido” de los péplidos seglin la f6rmule
general I o II, preferiblemente las sales 'de metal alcalino
Y las sales de adicién de 4cido farmacoldgicamen’ce a;eep'ba-
bles, y (b) compleaos metélicos formados poniendo los pép-
'l;:.dos aqui mencionados en contacto con uma sal, hidréxido
u dx:.do, insolubles o ligeramente solubles, de vn metal (pre
feriblemente cine). Naturalmente, por “sales de netal alca.x
no' se quiere decir las sales.de los metales del grupo I de
la tabla periédica. Entre las sales de a..dicién de dcido far-

racolésicanente acentables se incluyen, mor c¢jerplo, la sol

de HCl, la sal de HBr, sal de 4cido fosférico, sal de 4ci-

TS
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1 a0 acético, sal de dcido tartdrico, sal de deido cftrico,
' F—eté.

' Como se ha indicado antes para los compuestos de
f6rmula I, el grupo hidroxilo esterificado de la definicién
] Cx para los compﬁes-l:os de f6rmula II repesenta en genersl wm
| éster derivado de alcoholes aliffticos con uno a aproxims-
damer;tg dieciocho 4tomos de carbono, y en particular aqz::ie»
llos éstercs derivados de alcoholes alifiticos con uno &
aproxiniadmente ocho 4tomos de carbono, tales como metez;iél,
10 etanol, propanol, butanol, etc. El grupo amino sustituido
mencionado en la definicién de Xes generalmen‘l;e un grupo
amino mono- o d:tsusituido con alcohilo, donde el grupe al-
cohilo coniiene wno @ aproximademente seis dtomos de carbo-
no, pero también puede ser un resto de an:moéc:.do 0 péptido
15 con la secuencia 17, 17-18, 17-19, etec, hasta e inclusive

' 17-24 HACT, o el correspondlente éster de G tem:mal 0 ami-
da de los nmismos, donde Arg puede estar Opcionalmenl.e reem-
plazado por Iis. En la definicién de B en la férmula II, los|’
restos de amino4cido preferidos son Fen o Ala.
20 Tos péptidos y derivados de péptido segin la férmuly
general I (y también para la férmula II) se preparan de la
menera usual para tales compuestos. Las maneras mds usuales
para preparar los compuestos de f6rmula I y IT aqui mencio=-
nados se pueden resunir en dog .tipos, como sigue:

25 (a) Condensacién, en presencia de vn agente de condqnsacidn,
de un compuesto (dcido, péptido, por ejemplo) qué posea
‘un grupo carboxilo libre, ¥ en el que se hayan protegi-

do otros grupos reactivos, con un compuesto (aminodeido,

©+ -t péptido o pming, vor cjommle) cue noses v gxvo atiro
30 libre, y en el gue, andlogamente, se hayan protegido

09087
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otros grupo's reactivos, o _

(v) Condensacién de un compuesto (4cido, pé.p'l;‘ido, por ejem-
plo) que posea un grupo carboxilo activado, ¥y en cl gue
se hayen protegido opciohalnzen'bg otros Agrupos reactivos,
con wn compuesto (aminodeido, péptido, amina, por ejem-
plo) que posea wn grupo amino libre, ¥y en el que, anflo-
gamente, se hayan protegido opcionalmente, tras lo cual |
los grupos protectores se puede'n eliminar, si se_é-.fasea.
| Los métodos mds vsuales para los dos tipos antes

indicados de reacciones de condensacién son: el nétodo de

la carbodiimida, el método de la azida, el méfodo del anhie

-drido mixto y el método de los ésteres -activados, segin ge

describe en "The Peptides" (Los péptidos), volumen I, 1965 .
(Academic Press), E, Schrider y K, Ittbke, aqul incorpora‘d;
como si se hubiera escrito al ple de la letra. EL llamado -
método Yen fase sdl;'Lda", "de higrrifield, descrito en J.Am, |
Chem.Soc. 85, 2149 ‘(1963), e incorporado aﬁui, se puede
usar tembién para le preparacién de los péptidos o deriva-
dos de péptido de las Pérmulas I y II agul mencionadas. Co-
mo lo indican esas referencias, entre las uzneras de acti- |
var el grupo carboxile se incluyen la cqnversién del grupo
carboxilo & vn haluro de deido, wne azida, anhidrido, imi-
dazolina o un éster activado (bal como el ésber de N-hidro-
xisuceinimide o éster de p-nitrofenilo). Anélogamente, o8-
tas roferencias muestran que el grupo amino se puede acti-

var por conversién del mismo en una fosfinamida, o por uso

del método "losforazoW, Como se mestra en las referencias

{ citadas, y como serd apreciado por los expertos en la téc-

nica, los grupos rooetives cuya norticipvacidén en 1o resceidn

de condensacién se he de inpedir se protegen eficazmente con
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los llamados grupos protectores, que a su vez se pueden
eliminar facilmente por hidrélisis o reducciéon. Un grupo
carboxilo se puede proteger eficazmente, por ejemplo, por
esterificacioéon con, por ejemplo, metanol, etanol, butanol
terciario, alcohol bencilico o alcohol p-nitrobencilico, o
por conversion a una amida. Sin embargo, esta ultima es muy
dificil de eliminar, de manera que es recomendable el uso
de este grupo solo para proteccioén del grupo carboxilo del
aminoacido de C terminal del poptido final, o el grupo
-carboxilo del acido glutamico. En este caso, la sintesis
del poéptido conduce directamente a la amida del poptido,
segén las formulas 1 o 11.

Los grupos que pueden proteger eficazmente a un

-grupo amino son generalmente grupos &cido, por ejemplo un

grupo acido derivado de (@) un acido carboxilico alifatico,
aromatico, aralifatico o-heterociclico, tal como un grupo
acotilo, benzoilo o piridinocarboxilo, (b) un grupo acido
derivado de acido carbénico, tal como un grupo ctoxicarbo-
nilo, benciloxicarbonilo, t-butiloxicarbonilo o p-metoxiben
ciloxicarbonilo, o (¢) un grupo acido derivado de un acido
sulfénico, tal como bencenosulfonilo o p-toluensulfonilo.
Tambidén se pueden usar otros grupos, tales como
grupos arilo o aralcohilo sustituidos o no sustituidos, por
ejemplo bencilo o trifenilmetilo, o grupos tales como o-ni-
trofenilsulfenilo y 2-benzoil-I-metilvinilo.

Se recomienda mucho proteger tambidon el grupo ¢(T-ani

;no de la lisina, el grupo j["-carboxilo de Glu y, si se de-

,sea, .el grupo iinidazol de la histidina. Los grupos protecto-

res usuales en relacidon con c3to son un grupo tcrc-butilo-

xicarbonilo o un tosilo, para el grupo C-amino de la lisi-
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na, un gIrUVo terc-ioutiloxicarbonilo pars Glu, y wm grupo

.féxido de (L 6 D)-metionina, o su corfespondiente derivado

terminal, se pueden obtener por oxidacién del (desamino)-

.cién de los pép'l::.dos_aqui mencionados con un é.c:l.do farma~

Hoje ntm. 13
beneilo o tritilo para His,

Los grupos protectores se pueden escindir por di-
versos méto_dos usuales rconocidos por los expertos en la tée~
nica, dependiendo de la natu:c;aleza del grupo en cuestidn,
por ejemplo con ayuda de 4cido trifluvoroacético, o ﬁor ro-
ducca.dn suave, por ejemplo con hidrégeno y un catallzadcr
tal como paladio, o con HBr en 4cido feético glac:.al. PN

Entre las maneras de preparar péptidos segun 1a
presente mvenc:|.6n, en los que el resto con N tem:.nal es
(L6 D)het(-——»O) o desamino-llet(—=0), se pueden inqlp.;(;‘
la oxidacién suave, de manera conocida, del correspondiéﬁ;a
péptido de Llet o desamino-liet, por ejemplo con perdx:i.do“d_e
hidrégeno o wn perécido diiuidqs. Pal oxidacién da wma mez-
ola del S- y R—sdlf&xido, que Se ha de resolver en 1os dias-
tereoisdmeros separados por un método conocido, por ejemplo

por cristalizacidn selectiva. Por'copulacién de 5-(6 R)-sul

desamino, con el vesto del fragmento de péptido, tembién

Se pueden obtener directamente los diasterecoisdémeros sepa-
rados. 1 ' . _
' Los péptidos segﬁn la preseante invencidn que tienen
(L 6 D)-ltet(—+0,) & desamino-liet(—n0,) como resto de N

-Met-péptido I, o por copulacibn de liet- 6 desamino-ligt-sul
.Eona con el resto del fragmento de péptido.

Les sales de adicién de 4cido se obt:.enen por reac-

céuticamentc a ccn’l:o,ble, tal como wn .12_'luro <e ;1:.'6 sano,

dcido forférico, 4cido acét:.co, deido tar"é.rlco o feido
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¢

n_ci‘brico.

Los péptido:::» segin la invencién, y los derivados
antes definidos, se pueden administrar tanto por via oral
como parecnteral. Para fines de adminisbracién parenteral
los péptidos se disuelven, suspenden o emulsifican en w. -
fluido adecuado. Cuando se mezclan con excipientes o cargas
adecuados, se pueden tratar para darlos una foxma adecv.a:da
para administracién oral, tal como plldoras, tabletas o grg
geas. Los péptidos aqul mencionados se pueden administrar
también en forma de supositorio o pulverizacidén. Se prefie-
re la fo:m’a de administracién oral. Entre los ejemplos dc
fluidos adecuados para administracién parenteral se inclu-
ven agua esterilizada, hecha isoténice y opcionalmente bam-
‘ponizada & aproximadamente pI—I' = 4, o aceites, tal como acei-
te de cacohuete. Son ejemplos de excipicntes y cargas adecug
dos la lactosa, memitz, almidén, estoarato de megesio, etc.

' Los pépiidos o derivados de péptido segin la inven
.éidn‘se vsan preferiblcmente por via varenteral, en dosis
de'agroximadaﬁénte 0,1 pg & 1 pg por kg de peso del cuerpo
por dia, y oralmente de aproximadamente 1 pg a 1 mg por kg
de peso deli cuerpo por qia, dependiendo del nivel de activi-
dad de los péptidos.

- Se obtienen preparaciénes paﬁ*ticulazﬁente valiosas
si los péptidos gqu:[ mencionados se incorporan en una forma
en la que den wna actividad prolongada, es decir, en las llg
nedas "géﬁsﬁlas.de tiempo", Lios complejos mebdlicos de los
'péptidoé son especificomente adecuados para provocar esta
;ac'l:ividad prolongnda, Estos comple jos metdlicos se pueden
obtener'laollienﬁo los péptidos en conbacto con silon 1efili-

cas, hidréxidos metdlicos u 6xidos metdlicos poco solubles.
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Los metales que se pueden usar en este procedimiento son

aquellos metales que pertenecen al perfodo 4 de la tabla

 periddica, en los "grupos b" (elementos de transicién), por

¢ jemplo 'cobalto, nfquel, cobre, hierro y (preferiblemente)
cine, igual que los metales que pertenecen a los "grupos of
del periodo 3 de la tabla periddica y que son.ca.paces de
formar comnle;jos, tal como magnesio y aluminio, La prera’va-’
cién de es0s complejos meltdlicos tiene lugar de rnaneraa-co-

-

noeildas por los expertos en la téenica.

e,
Y

Como sales metdlicas poco solubles se emplean pre-
feriblemente fosfatos metdlicos, pirofosfatos’ metélicos y.
polifosfatos metdlicos. Se puede obtener un complejo met4ii-

co, por ejemplo, afiadiendo el péptido yun exceso molar de

|una sal metdlica, hidréxido metdlico u éxido metdlico, poco

golubles, a wn medio acuwoso. EL complejo metélico se puede

obtener también afiadiendo un medio alcalino a una solucién

‘| acvosa’ del péptide y un exceso lpoiar de la sal met4lica so-

luble, teniendo como resultado la formacién del complejo .
insoluble péptido-hidr&xiéo met4lico. El complejo metdlico
se puede obtener ademds afiadiendo el péptido, um execeso de
una sal metélica soluble ¥y wna sal soluble’(no una sal “me-
tflica" segin se ha definido an'bes) a un medio acuoso, pre-
feriblemente alcalino , COmo resul'bado -de lo cual se forma
in situ un complejo insoluble de pCp‘b:'.do-sal 11_1e'l=éllca. Los
complejos metdlicos se pue&en'usar directamente como suspen~
siones, o bien, por Vejemp‘lo, se pueden liofilizar y volver
a suspender de nuevo mis tarde.

Las siguientes obsewéciones sé hacen :t_‘especto é.

toda la nemoria deseripbiva, .y en particular a los ejemplos,

las reivindicaciones adjuntas po la presente, y respecto a
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_}as anteriores tablas I y II: ,
1, Si no se da»configuraci6n 6ptica, se trata de
la forma L.

2. Se han asignado las siguientes abreviaturas a

los grupos protectores o activadores usados: 4 2o
Boc = terc-butiloxicarbonilo :
| ¥Bu = butilo terciario ‘
Ile = mefilo
ONF = -p-nitrofeniloxi
Bel = bénei}o
ONB = nitrobenciloxi
OSu = succinimido~N-oxi
2 = benciloxicarbonilo

" 3, Las siguicntes abreviaturas se han asignado a

los disolventes o reactivos usados:

Be - = beneceno

To | ‘= tolueno

ﬁton = ebanol

Bu. = buténbl

Pi = piridina

Ac = 4cido acélico '
EtOAc = acetato de etilo

Agoa = agua

An = g@lcohol amflico

iPro = isoppOpanol .

DI = dimetilformamida

idéiy = tetrahidrofurano

DCCT . = diciclohexilecarbodiimida.
JCEU = diciclohexilures -

TAL = trietilamina




10

15

20

%5

30
09087

Tr

& cido 'bri:t’luo roncético

tioja nGm. 17

3-hidrox:|.-4-o‘.o—3 4-d:|.hidro-l,2 3-benzotriezina

H-e'l::.lmorfolma
N=hidroxibenzotriazol

4. Las siguientes abrev:La'I:urau Se han u..ado pam

ATF =
HOOBt =
NEM =
HOBt =
los grupos
Let =
let(~»0)=
let (402)-
Glu o &
GIn
Ser =
His =
Pen =
Argy =
Lis =
Trp =
@i, =
Val =
Teu =
Ala =
me, .
Ilen '
B-ma =
( L-Lie)- _
42'Ero_ o=
Mr =

5. Las siguicentes abreviaturss se han voando waw

aninodcido:
metionilo
sulféxido de metionilo

sulfona de metionilo

glutamilo (4eido glu‘bémlco) °
pectlvamente

serllo ‘
nistidilo
fenilalanilo
arginilo‘
lisilo
$riptofilo
glicilo
vaiilo

leucilo

alanilo

isoleucilo

‘ ‘8 ~alanilo

W ~-metilalanilo

prolllo
tirosilo

treonilo

-
e >

gluteminilo, ’ res..

13

g&ropos relecionados con restos de aminodcidos
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3.
. ‘4.
. D

6.

8.
S

10,

Ts.

timuacién se conocen por las patentes de los EE.UV.. -

incorp?ran aqul por reforencia.

Boc-!.!e'l:—Glu(O'bBu)-His-Nz_};B:

Rf en AmiiPro:agua (10:4:5) = 0,39'(Si02)

Bo c~lret (——m—ir O 2);(‘:111( 01;13(1)-«1*!3'.3-119_1_13 :
Rf en Aﬁ:iPro:agua (10:4:5) = 0,36
B 0= ValmDeG1u( OB ) =151, Hy 2

Rf en Am:iPro:agua (10:4.25) = 0,33

Boc=(1imGlu(OtBn) Hig=liyll;t

Rf en Am:iProtagua (10:4:5) = 0,32
Boc-D-Hot-Glu(0tPu)-Mig-NoHy:
Bf en Am:iPro:agus (10:4:5) = 0,37
Boc- —Alo-Glu(0bBu)-Hig-N,H,:

R en Am:iProiagua (10:4:5) = 0,42
Boc=( ~-Me)Ala~Glu(CtBu)=His-l Hy¢
Rf en AmeiProzagua (10:4:5) = 0,31
Boc-Ala~ G OtBu)-—His-fH 2g3

Rf en An:iProsagua (10:4:5) = 0,33
Boc-llet= Glu (ot Bu)»D-I’ﬁ.s-nNg_}_{B :

R en Ar'n:iJ?ro:'agua (10:4:5) = 0,35

2ogmVal=Glu(0t3 1.)-2)-Ifis-?‘.’2§§3 :

RY en Am:iPro:agua (10:4:5) = 0,32

= desanino-metionilo

¢

Hoja ntm. 18

sulféxido de desamino-metionilo

desaemino-let
Fdésamino—met(4-a-o) =

(6 4~metilsulfinilbutirilo)
desamino-ﬁet(-a-oa) =

sulfona de desamino-metionilo (6
4-metilsulfonilbutirilo) - . .-
Preparacién de materiales de pariida

A. Tos péptidos de las férmulas estructurales dadas a-}on-

-

3.853.836, 3.856,770 y 3.842.064, cuyas ensefianzas.sg
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Bo c—]‘-.‘x'e't-Gln--His-l‘12§3 :

Bf on Am:iPro:agua (10:4:5) = 0,28
Desanino-tet~Glu(0tBu)~His-l 2}13 :

Rf en ButAc:agua (4:1:1) = 0,52
Desmino-met-alu(Otm1)~b-}r1s-ng3:

Rf en Butdc:agua (4:1: 1) = 0,50

)

.BOO"'L et—me—A].q.—212[I3 . ° Tt

(a) Doc-Ala-Ala-CMe: se disuelven 20, 79 g de BO»-—Ala,-
~OH en 150 ml de DI, Tras enfriar a -109C" se -afia
den 15,84 ml de TAA seguidos por 10,45 ml de. clo

—

roformiato de efilo. La mezcla se agita a -‘;!.Q'{f}
durante 10 minuvtos, f¥ras lo cual se afinde gota a

" gota una solucién de 13,9 g de H-Ala~OKe-HCL en
150 nl de DMPF y 14,4 ml de TAA, La mezcla de réa_g

B cién sé é.gi'l;a ghora por medios qecénicos adecua~- .
dos durante 15 winutos a ~10¢C, 2 horas a 0°C y
finalmente durante 8 horas.a t'e;rlperajzura ambien-
te. Tras énfz_‘iar a -1092C, se separa por filtra-
cidﬁ el TAA-HCL y el ;t‘il'l:rado Se evapora a seque
dad, El reéiduo se disuelve en 250 ml de acetato |
de e'bilo,.y se lava consecoulivamente con agua,
HCL (0,05K), golucién de Icéco3 (5%) ¥ solucién
de NaCl (30%). Tras secar sobre Na2304, el fil-
trado se evapora a sequédad, y el residuo se crig

. ‘taliza con é‘ber/ét;ar de petréleo. Rendimiento
19,3 g, punto de fusién 108/11090. Rf en To:EtOH
(8:2) = 0,50 sobre 51054

(b) E-Ale~Ala-Olie,HCl: se disuelven 18, 75 @ de Boc-

~Ma-Ala-0ie ( Ge.(e)) en 150 nl de cloxuro ce

metileno, y se pasa HCL por la solucién durante
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Hoja nim, ?O
45 minutos, duronte el cual tiempe se mantiene
fresco en agua de hielo. Rendimiento del produe-
to desprotegido: 14,3 . '

Rf en To:EtOH (8:2) = 0,01 sobre Si0,.
Boc~Het~A1a—Ala~0H§: 15,8 g de Boc—Ket-NQHB,”ain

sueltos en 150 nl de DEF, se activan a -208¢ con i
28,0 ml de HC1 4,2 en THF, y 8,10 ml de ni%rito
de isoamilo, Tros 20 minutos de activacidn & ~15
2¢, la solucién se neutraliza con 14,5 aclLuq
tras lo que se afiade wna solucién de 14,3 g de’
B-Ala~-Ala-Ole HCL (de (b)) en 75 mi de DMF y 1 -
eq. de NELL, Tras haber ajustado el pil a 7,2 con
NEM, la mezcla de reaccidén se mentiene a aproxi.—-
madamente 4¢C durante 48 horas., Iuego se separa
por filtracién el NENHCL y el filtrado se eva-
pora a sequedad. El residuo se,d;suelve en 300
ml de acetato de etilo y se léva con agua, HCL
0,05N, NaHC03 al 5%, y finalnente agua de nuevo.
Tras secar sobre Na2804, el filtrado se evapo-
ra a sequedad y el residuo se cristaliza con ace-
tato de etilo:éter de petrdleo (1:l). Rendimion-
to 16,2 g; punto de fusién 128-1292C. Rf en To:
EtOH (8:2) = 0,46 sobre 5i0,e
Boc-hcbuAla~A1a~“2H3. se disuelven 15,9 g de Boce-

“Het-Ala~Ale~Olie de (¢) en 160 ml de metanol, .y
se afiaden 16,0 ml de hidrato de hidrazina. Tras
agitar durante 3,5 horas se afiaden 200 ml de Cuer
seco. Tras enfriar a O°G, 1s sustancia sélida se
separa por Filtracidn, Rendiudento 12,6 g5 puato

de fugidn 207-208¢C¢., RE en fm:iPro:agua (10:4:5)
= 0,41 sobre 5i0,. '
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Tres ponu:l.en’ce e la indicada en 14

Boc~-Ala- Ala~Alo-N 2H3

Hojn nGm. 21

Los siguientes péptidos se preparan de manera co-

Rf en Am:iProsagua (10:4:5) = 0,44
Boc-Val-Ala-Ala-il Jl.¢

Rf en amsiFrosagua (10:4:5) = 0,40

Boc-l‘fleu(-& 0,,) GLi~Alaw} T21~I3
Rf en Am:iProtagua (10:4:5) = 0,37

Boe=Fet-Glu(0tBu)-Ala=N H3:

(a)

" filtrado se cevapora a sequedad. Rf en AmiPitagua
(5:3:2) = 0,89 sobre Si0,.

(b)

te de TAA seguido por una solucibn de 2 g de DCCT
en 20 ml de acotonitrilo, a -108C. Tras agitar du-

.vante 30 minutos a -102C, la mezela de reaccidn se

- rante 2,5 horas (hasta que cesa ¢l deSpr‘fndimien'bd

Z-Glu=0tBu~Ala~Olie: una solucién de 3 37 g de Z-Glum| -
(OtBu)OH en 30 ml de acetonitrilo se afiade a (20 a
una suspensidén de 1,40 g de H-Ala-Olie.HCL en 15 ml

de acetonitrilo, tras lo cual se afiade 1 equivalen-

agita subsiguientemente durante otras 12 horas a
temperatura ambiente, Iuego se aiaden 30 ml de agua, :
se sep:az:a por filtracién la DCHU formada, y el file
trado se evapora a segucdad. EL residuo se disuelve
en 100 ml de acetato de etdlo, y subsiguientemente
se lava con Hy0, solucidn de Nali0y al 5¢, solucidn
de HaCl al 305 y agua. Iras secar sobre Na,30 4r €L

HeG2(05Bu) ~Ala~Olie, HGL: se disuclven 2,53 g de %=
~Glu(0tBu)-Ala-Ole (de (a)) en 30 ml de metanol, Trap
adicién de 3,4 ml de HCL 2§ y 700 mg de P4/C, se pa-

g hidxdgeno a través de la pescla de scaceldn du-
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en 14 (c). Rendimiento 90j% punto de fusién 103-106

(4)

Hoja nim, 22

de 002). E). catalizador se separa por filtracidn K
sobre Hyflo suministrado pof Mansville Company, y
el fildrado se'evapora a sequedad. ' '
Rendimiento: 1,95 g .

Rf on Am:Pitagua (5:3:2) = 0,71 sobve S5i0 . .
Boe~Het=0lu(0tBun)-Ala~0lie: este péptido protegido

Rf en Am:Pitagua (5:3:2) = 0,95 sobre Si0,.

Se prepara de manera correspondiente a la descrita -
eC,

Boc~ﬁet-G1u(0tBu)-Ala~N2§3: liétodo correspondiente

‘R en Am:iProiagua (10:4:5) = 0,70 sobre 3i0,.

2l de 14 (d).

Rendimiento 74,95

19. Boewliet-Lis(Boc )---H:i.s--N,,_};:S

(a)

- =0H en 200 ml de DT, tras lo cual se afinden 8,11 g

"

Z-Lis(Boc)=lis-Olic: 86 disuelven 22,8 g de Z-Jis(Boc

de HOBt., Ia mezcla se enfria a 72290, tras lo cual
se giiade consecutivamente lo siguiente a -2200:

wa golucidn de 14,52 g de H-lis-Olie.2iCl en 200 ml
de DMF, 2 eq. de TAA y 12,36 g de DCCI. Tras agitar
durante 20 minutos & -222C, 2 horas a 08C y 16 ho-
rag a temperatura ambiente, se separan por filtra-
cién DCHU y PAA.HCL, y el filtrado Se evapora a Se-
quedad, El residuo se disuelve en acetato de etilo
¥ se lava con aguas, solucién de NaHC0, (59) y final-
me?te con agua de nuevo, Tras secar sobre Ha2304, 1o,
solucién se evapora a pequefio volumen. Se afiade éter}
¥ la sustoneio se sepere wor erisbalizacidn, Renéie

miento 19,2 g; punto de fusién 138-140%C.
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Rf en ToiBtOH (8:2) = 0,35 sobre SiOg.

(B) H-Ids(Doc)-His-Olle-HCl: se disuelven 19 g de Z-Lis-

(Boc)-His-0l,:e en 210 mi de DHF y 2 eq, de HCI/NIF.

Tras adicion de Pd/C se pasa hidrégeno durante 3

horas. El catalizador se separa por filtracioéon, y

el filtrado se reduce a un volumen de aproximadamen

te 100 mi por evaporacion. Rf en Am:Pi:agua (5:3:2)

=0, 38 sobre SiOg.

(c) Boc-Het-Lis(Boc)-His-OR!e: el método es analogo al

del ejemplo 14 (©).

Rf en Am:Pi:agua (6:3:2) = 0,24 sobre SiOg

(d) Boc-Het-Lis(Boc)-His-NgH-.: el mOtodo es analogo al

del ejemplo 14 (d)
Rf en Am:iPro:agua (100:40:50)
Los siguientes compuestos se
manera analoga:

Desomino-Het-Ala-Ala-NgH":
Rf en Am:iPro:agua (10:4:5) =0, 34
Boc-Lcu-Glu(OtBu)-His-KgH":
Rf en Am:iPro:agua (10:4:5) =0,31
Boc-Het-Ser-His-NgH":
Rf en Am:iPro:agua (10:4:$) =0,28
Boc-Ala-Ala-Ng":

RTf en Am:iPro:agua (10:4:5) =0,47

= 0,42 sobre SiOg.

preparan también

sobre

sobre

sobre

sobre

B. Sintesis de H-Fen-D-Lis(BocC)--Fen-Gli-OH y

101.. H-Fen-D-Lis(Boc)-Fen-di-OH

Si0g.-

Si0g.

Si0g.

Si0g.

analogos

(@) Z-Fen-D-Lis(Boc)-01*e: se disuelven 29,9 C de

Z-Fen-OH y 14,8 g de HOBt en 200 mi de Ki?.

Tras enfriar a -2270, se aliado consecutivamen-

te lo siguiente: (1) una solucidon de 32,6 g de
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1 H-D-Tis(Boe)-Oe. I e 210 ml de D ¥ 1 eq.
" de TA4, ¥ (2) wna solucibn de 22,7 g de DCCI
en 100 ml de D, La totalidad se'agita subsi-~
guientemente por medios mecénicos adecuados du-
-5 | rante 15 minutos a -222C, durante 2 Qoras a 0¢C
y durante aproximadamente 16 horas a temperétur
ra ambiente, | ﬂ A
La mezcla se enfria a ~20¢C, trag Lo cuallla
DCHU formada Se separa por filtracién, y el ril-

10 trado se evapora a sequedad. El residuo se disue]

| &3

ve en acebato de etilo y se lava con agua, solu
cién de deido eftrico al 5%, solucién de NaHCO,
al 5, y de nuevo agua, fras lo cual la solucidn
_ se evapora a sequedad. El residuo se‘cristaliza
15 . en &ter diisopropflico/éter (1:5)7

Rendimiento: 51,6 é; punto de fuéidn 122/123¢C,

RE en o:BtOH (8:2) = 0,60 sobre 510,
(b)-Z—Feﬁ-D—LiS(Boc)-OH: se disuelven 13,7 g de 2~

‘ ~Fen—D—Lis(Boc)—OMe de (a) en 180 ml de dioxano/
20 ' - H0 (9:1). Tras adicién de 15 ml de NaOH 2M, la
| mezcla de reaccidn se agita durante 2 horas a
temperatura ambiente, y luego se ajusta el pH
a 7 con HCL 1N. Ia mezcla'de reaceibn se reduce
‘subsiguientemente en volumen a aproximadamente
25 50 ml (exentos de dioxano) por evaporacidh, Ng
e afiaden 250 ml de acetato de etilo. La mezcla
se lava con agua ¥y se seca Sobré Ea2304. El Ha,-

©

i}

804 se sépara por filtracidn, y el fi;trado
evanora a sequedad, tfas,lp cval se eristelizs

30 . | el residuo en éter/éter de petréleo (1:2). Ren:;
09087
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dimiento: 11,3 g; punto de fusién 72/759C.

“Rf en To:L%0H (8:2) = 0,12 sobre 810,;

Rf en Am:Pi:agua (5:3:2) = 0,69 sobre 5i0,.

Boc-Fen-Gli-0Bcl: se afiade 1 eq. de NIN a una

‘solucién de 12,6 g de H-Gli-OBcl,HCL en 100 ml

. de DIiF, seguido por una solucidén de 25,5 g de

(d)

(o)

Boc~Fen-bHF en 100 ml de DMF, Tras agitar Jaran-

te la noche a temperatura anbiente, la mezcla

de reaccidén se evapora a sequedad. EL residuo

se disuelve en 300 ml de acetato de etilo/zzua

(5:1), ¥ la solucidn resultante se lava con agua
Tras secar sobre Na2304, el volunen del fil-

trado se reduce a aproximadamente 100 ml por

evapdracién; se afiaden gubsiguientemente 50 nl

de éter de petréleo y 250 ml de éter seco. Ren-

dimiento 16,7 g punto de fusién 126-1272C.

BE en To:EtOH (8:2) = 0,56 sobre Si0,.

H-Pen-G1li-0Bcl.HCl: se disuelven 8,25 g de Boc-

-ﬁén—Gli—OBcl en 120 ml de cloruro de mebileno,

¥ se pasa ICl gaseoso con agitacién y enfriamien

to (agua de hielo) durante 1 hora.

La introduccién de HCL se detiene tras 1 hora,
¥ la mezcla de reaécién sé evanora a sequedad,
Rendimiento 6;98 g de un producto.ﬁipo espumna.,
Rf en To:EtOH (8:2) = 0,33 sobre 510,.
Z-Fén—D~Lis(Boc)~Fen-Gli—OBol: el método es and~

logo al método descrito en (a). Réactivos nece-
sarios: 9,25 g de Z-Fen-D-Lis(Boc)-0H (de (b)),
2,92 g de D%, 6,20 g de RPen-(1i-07¢l, 71 ¥

4,12 g de DCCIL. Cristalizacidén en: acetato de
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1 etilo/éfer de petréleo.

. Rendimiento: 12,0 g; punbo de fusién 157-1592C.

(£) H-Fen-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-OH: se disuelven 4,11 7
de Z-Fen-D-Lis(Boc)-Fen-Gli~0Bcl en T5 ml de DLP|’

5 Tras adicién de P4/C se pasa hidrégeno por la
mezcle Gurante 3 horas, El catelizador se sepa-
ra por filtracidn sobre hyflo/amianfo, y el fil.
trado se evapora g sequedad, Rendimiento: 2,9 &.
Rf en ButPitAc:agua (4:0,75:0,2551) = 0,46 80~
10 . bre 510,. T
Los siguientes péptidos.ae prepararon bajo condi-
ciones y de menere idénticas a las dadas en el presents cjem
plo 101: ' '
,‘ 102, HeTro-D-Tis( Boc)—Fen-GLi—OH:
15 REf en ButPi:Aciagua (4:0,75:0,25:1) = 0,52 sobre 510,
103, H-Leu~D-Lis(Boc)-Fen—GLi-OH: o
Rf en Bu:Pi:Ac:agua (4:0,75:0,25:1) ='o,4o sobre Sioé

104, . H-Val-D-Tis(Boc)=Fen—(li-OH:
If en BusPitAc:agua (4:0,75:0,25:1) = 0,42 sobre Si0,
20 105, H-Ala~D-Lis(Boc)=~Fen-Gli-OH: '
Rf en BusPi:Ac:agua (4:0,75:0,25:1) = 0,37 sobre 5i0,
106, H-Tir-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-OHs
Rf en ButPi:Aciagua (4:0,75:0,25:1) = 0,48 sobre 510,
C. Sintesis de N—Lis(Boc)—Pro-Val-Gli—ﬁis(Boc)—Lia(Boc)-OH
. 25 ¥ anélogos . ‘ )
201. B-Lis(Boc)-Pro-Val-Gli-ILis(Boc)-Iis(Boc)Oke (11-16
" HACT); C.A. T2, 13055 (1970);
202, H-Bis(Boe)~Pro-Val-Gli-Tis(Boo)-Tis(Boc)-1l, (11-16

TACTwrica); Cohe 72, 23055 (1370);

30
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203, B=lis(Boc)-Pro-Val-Gli~-Lis(Boe)-Lis(Boe)-Ars-Arp-
=Pro-HH, (11-19 HACT-amida); C.A. 63, 16405a (1965);
204. H-Lis(Boc)-Pro-Val-Gli-Lis(Boe)-Lis(Boc)=Arg—Arg-

=Pro-Val-Lis(Bo¢)-Val-Tir-Pro-0tBu: lelv. 44, 1136
(1961); |
205. H=D-Lis(Boc)-Pro-Val-Gli-Lis(Boc)-Lis(Boc)-NH,:

. (a) H—Pro-Val-Gli—I.is(Boc)—Lis(Boc)-HHQ: se disusle

ven 8,6l g de Z-Pro-Vel-Gli-Iis(Boc)-Lis(Boc)-
~HH, en 110 ml de metanol., Tras adicién de PJ/C,
. se pasa hidrégeno a la mezcla durante 3 hcras.

El catalizador se seﬁéra por filtracién sobhrs
byflo, y el filtrado se evapora a sequedad. Ren
dimiento; 7227 & |
Rf en Am:Pitagua (5:3:2) = (5,36 sobre §10,.

(b) Z=D-Tis(Boe)~Pro-Val-GLi-Tis(doc)-Tis(Boc)=NE,:
se disuelven 4,18 g de Z-D-Lis(Boc)-OH ¥ 1,62 g
de 0Bt en 30 ml de DiIF. ’ -

N

Tras enfriar estz solucibén a -2292C, se aiiade
wna solucidn de 7,26 g de H-Pro-Val-Gli-Lis(Boc)
~Li=s(Boc)-OLle (de (a)) en 30 w1l de DIF, scguido
por 2,47 g de DCCI, Tras agitér duranie ‘15 ninu

tos a =222¢, 2 horas a 09C y 16 horas a tempera |

tura ambiente » la DOHU formada se separa por fil
tracién, y el filtrado se evapora a sequedad.

El residuo se disuelve en acetato de et119 ¥y

se lava consecutivamente con solucién de' ficido

citrico, solucién de NaHC0, (5%) y solucidn de

- WaCl (30%), tras lo cual se seca sobre 1‘!&2564;

Ia solucidn se evanora & scquec‘zéd, v el resicoo

se cristaliza on acetato de etilo.
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Rendimientos 9,1 g; punto de fusin 114-119¢C.
REf en Po:Et0I (8:2) = 0,20 sobre 510,.

(¢) B=D-Lis(Boe)-Pro-~Val-Gli-Lis(Boc)-Lis(Bo c)-NiL,,:
se disuelven en 50 ml de metanol 3,68 g del pép-|

tido protegido obtenido en (b).
Tras adicién de Pd/C, se pasa hidrdgeno duran~
te 4 horas. Iuego se separa el catalizador por 4
£iltracién sobre hyflo, y el filtrado se evaiao-
ra a sequedad., Rendimiento: 3,2 &;
. Rf en Butdc:agua (10:1:3) = 0,56 sobre Sibé,"
Disolviendo este pr&ducto en wna solucién me-
tandlica de HCl se obiiene la correspondiente sal
de HCl de péptido. '
206, H-lis(Boe)=Pro=Yaol-Gli-Lis{Boc)-Ytis{Boc)~0H

Obtenido por hidrélisie alecalina del corresvondiente
.éster metilico, descrito en 201,. | .
De Sin%esis de pénptidos obtenidoé por aéopiamiento de pép=-
tidos indicados en (A.) con péplidos indicados en (B.),
mediante el método de la azida.
301, Boc-lgt-Ala-Alo-Ala~D-Tis(Boc)-Fen-Gli-OH (14 y 105)
Se disuelven 1,62 g de Boc-liet-Ala~Ala~N,H, en 20 ml

de P, Tras enfriar la solucidn a ~-209C se afiaden
1,68 ml de HCL 4,74N/THF, seguidos por 0,60 ml de
nitrito de isoamilo. Tras agitar durante 20 minutos
a -15¢C se afiaden 0,6 ml de NEI, uwna solucién de 2,3
g de H-Ala-D-Lis(Boc)-Pen-Gli~OH en 20 ml de DEF y
1,68 ml de ECL 4,74N/THF, EL pH de la mescla de reac
cién se ajusta a 7,2 con WR, tras lo cual se mon-
tione o ::xpro:&:imgdw.xen'be LG qurante 2. afas, Lueyo

ge separa por filtracién la NEELHCL, y el filirado
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sSe evaﬁora a sequedad. El residuo se disuelve en
125 ml de sec-butanol/CHCL; (2:3) y 25 ml de 1,0,
tras 1o cual se lava consecubivamente con .agua, go-
lucién de 4eido cftrico al 5% ¥ de nuevo con agua,
Tras secar sobre N32804, el filtrado se eﬁapora a

sequedad. El residuo se disuelve en 40 ml de meia-

. hol, a los que se afiaden luego 160 nl de agua, tras’

lo cual la sustancia sélida se separa por filire-
cibn y se seca.

Rendimiento: 2,6 g;

Rf en ButPi:Ac:agua (4:0,75:0,25:1) = Q,62 sobre
8102; punto de fusién 202-2032C con descomposicién,

Los siguientes péptidos se preparan bajo las nies-

mas condiciones que en 301.

302,

- 303,
304.

305

306,

307,

Boc-lict—Ala~Ala~Fen-D-Tis(Boe)~-Fen-Gli~OH (14 y 101)
Rf en Bu:Pi:Ac:aéﬁa (l£0;75:0,25:1) = 0,63 sobre
$i0,; punto de fusién 215-216¢C (descouposicién).
Boc=Ala-ALa~Ala~Fen-D-Lis(Boc)~Fen-GLi-0H (15 y 101)|
RE = 0,59

Boc—Vgl~Ala~Ala~Fen—D~Lis(Boc)-Fen~Gli—0H (16 y 101)
Rf = 0,61

Boc-tiet(——p0,)~Gli-Ala-Fen-D-Yis(Boc)-Fen~Gli-0I
(17 y 101) '
Rf = 'O ] 49

Boce-liet~E.u(0tBu)~Ala~Fen-D~YisBoc)~Fen-GLi-0F (18
y 101) '
Rf = 0,64

Desenino=tiet-Ala~Ala-Pen-D-Tis( Boc )~Fon=i~01 (20

7 101
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308, Boc~Ala-Ala-Fen-D-Tig (Bog)=Pen—-G1i-011 (23 y 101)

Rf = 0,50
" 309, Boc-Ala-Fen-D-Lis(Boc)~Fen-Gli-OH
Rf = 0,51 .
310, Boe-HetmGlu(0tBu)~Ala~Ala-D-Lis(Boc)~Fen-Gli-0H (18
¥ 105) ‘
Rf = 0,64

311, Zog-liot(——m 0,)=Glu(0tBu)~His~Fen-D-Lia(Boc)Pepm
~Gi-04 ( 2 y 101) | '
Se disuelven 2,98 g de BOc~Het(-a-02)-Glu(0;Bu)~
-His4H2H3 (4,82 mmoles) en 20 ml de IIP, y la solu-
cién se enfria a 020, tras lo cual se afiaden 2,65
ml de HCL 5,46l/TUF a la solucién enfriada, Lvego

'se agita la mezcla de reaccién durante wm ratc, tras
lo oual se enfria mds, hasta -200C, y se afiader 0,66
ml de‘nitrito de isoamilo. La mezcla se agita duran—
te 20 minutos a aproximadamente -1590, tras lo cual
se sigue el mismo procedimiento descrito en 301.
Los'siguiéntes péptidos se preparan de manera co-
freapondiente a la descrita en 311:
312, Boc-liot=Glu(0tBu)~11s-Fen-D-Tis(Boe)~Fen~li~0H (1
y-101);
RE = 0,69 ) |
313. Boc-liet-Glu(0tBu)-D-His-Fen-D-Lis(Boc)=Fen-GLi-0H (9
¥ 101); |
_RE = 0,71 o |
314. Boc-Vel-D-Glu(0tBu)~His-Fen-D-Lis(Boc)-Ten—Gli-0H
(3 y201);
Rf = 0,65




1 315. Boc-Gli-Glu(@©tBu)-His-Fen-D-Lis(Boc)-Fen-G1i-01-1 (4
y 101);
Rf =0,60
316. BocD-l,:e-"¢-Glu(OtBu.)-His-Fcn-D-Lis (Boc)-Fen-01i-0OH
5 G y 101); -
Rf =0,68
317. Boc- ~-Ala-GIn.(OtBn)-His-Fen-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-Qi
(6 y 101);

Rf =0,62 "

10

318. Boc-ibC -Het)Ala-Glu(0l1l:Bu)-His-Fen-D-Lis (Boc)-Fen-
-Gli-OH (7 y loi); )
Rf =0,60
319. Boc-Vnl-Glu(Oté&.i)-D-His-Fcn-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-0OH
(10 y 101);
Rf = 0,64
320. Boc-Hct-GIn-His-Fen-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-OH (11 y 101);
" Rf =0,75
321. Desamino-Ket-Glu(CtBu)-His-Fen-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-0OH
(12 y 101);
2 Rf =0,58
322. Boc-Met-Glu.(01:Bu.)-His-Trp-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-OH (1
y 102);
Rf =0,70
323. Boc-1,let-Glu(OtBu)-His-Leu-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-OH (1
2 y 103);
-Rf =0,65 "
324. Boc-Het-GIn(01Bu)-H:i.s-Val-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-OH (1
y 104);

30 "< RI=0,70 -

09087
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325. Boc-Leu-Glu(01Bu)-His-Leu-D-Lis (Boc)-Fcn-01i-01< (21
y 103);
RFf ~ 0,66
326- Boc-l-let-Ser-iRs-Fen-D-LisiBoc )-Fen-Gli-OH (22 y 101)
Rf = 0,76
327. Boc-Het-lis(Boc)-His-Fen-D-Lis(Boc)-Fcn-Gli-OH (19 y
101,
Rf = 0,69
328. K-acetil-Ket-Ala-Ala-Fen-D-Lis(Boc)-Pcn-Gli<-OH
(so0. prepara N-acetil-Het-Ala-Ala-NgH”™ bajo las mis-
mas condiciones y de la manera descrita en 14, con
la salvedad de que en este caso se usa N-acetil-llet-
-HgH™ en vez de Boc-Ket-NgH-").
Rf . 0,55
329. Boc-Het-Glu(OtBu)-His-Tir-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-OH (1 y
.106);
Rf = 0,75
Los valores de Rf de los po6ptidos antes citados
son validos para SiOg, oon. Bu:Pi:Ac:agua (4:0,75:0,25:1) co-
mo eluyente.
Aunque la invencidn se ha descrito con referencia
a las anteriores realizaciones especificas, numerosas varia-
ciones y modificaciones seran evidentes para los expertos en
la técnica sin separarse del ambito y espiritu, de la inven-
cion segan ha sido descrita antes, definida en las reivindi-
caciones adjuntas, y como se muestra en los siguientes ejem-
plos.
Ejemplo 1
Preparacion de IH."dat-Ala-Ala-Fon-B-lis.+enC-li-3-Lis-?ro-Vnl.

-Gli-Lis-Lia-HH"
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(a) Boe-Let-Ale~Ala~Fen—D-Lis(Boc)-Pen-Gli-D-Iis({Boc)-Pro-

~Val-(li-Lis(Boc)-Iis (Boe)=il 112
" Se disuelven en 25 ml de DIAF 2,53 g de Boc-Let-Alat

tes) y 422 mg de HOBt (1,2 eg.). La solucidn se enfria a 0¢C

-Pro-—Val—Gli-Lis(Boc)-Lis(Boc)-NHZ.HCl (2,5 mmoles) en 20 -
ml de DKF (205) ¥ 1,1 eq. de TEA. la temperatura de la moz=
cla de reaccidén se ajusta a apfoximadaménte 35¢C, tras lo.

cual ge afiaden 857 mg de DCCI (1,6 eq.) & esa temperatura,y
la totalidad se agite durante la roche. Subsiguientemente se
enfrfa la mezcla & -202C, se separa por filtracién la DCHU

formada, y el filtrado se evapora a sefuedad, ELl residuo se
disvelve en 200 ml de sec-bu'tanol/021013 (2:3) ¥ 50 ml de HMO,
tras lo cual la solucién se lava con agua, solucién de I'Ta:HCO:

A ad

al 5%, agua de nuevo, y finalmente se seca sobre Na,SO 4 Se
separa ﬁor filtracién el Na,SO R el filtrado se evapora a
sequedad. Rendimiento: 4,2 g.
Rf en ButlAc:agus (10:1:3) = 0,75 sobre 510,.
(o) 'I-I-I(Iet—Ala-Ala»-Fen—D—-Lis-Fen—Gli-D—Lis—Pro-—Val—Gli-Lis-
-Lis-IH-Ié.acetato ' '
3,97 del anterior rendimiento .de 4,2 g de Boc-let-
-Ala-Ala~Fen-D-Tis(Boc)-Fen-@Ei-D-Tis(Boc)~Pro-Val-Gli-Lis (B
-Is:',s(Boc)-NH‘,2 se disuelven en 80 ml de ATF al 90%, ¥ la 80~
lﬁcién se agita bajo nitrégeno y en l'a' oscuridad durante 1,5
horas a temperatura ambiel.ﬂ:g. ' '
Tuego se afiede gota a gota la mezcla -de reaccién a
500 ml de éter seco. La sustancia sélida se separa por filtrg
¢idn, se lava éon éter y se seea, tras lo cuel el residuo -

se disuelve cn t-butanol/Hzo (1:1) ¥ se agita con una resina

tras lo cual se afladen una solucidn de 2,48 g de H-D-Lis(Boc)-

¢)=
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| ~Pro-Val-Gli-Lis-Lis-NH,.acetato (del ejemplo I) se disuel-

| ratura ambiente, tras lo cual se afiaden a la mezcla de reac-

tercambiadora de iones adecuads (Dowex 2 x 8) en fomma ace~
‘ X

| Rendimientos 1,9 g3

tiojn nﬁm.34

intercambiadora dé'iones en forma acetato., Tras agitar du-
rante 1 hora, ‘la resina intercambiadora de iones se separa
por filtracidn y el Ffiltrado se evapora a sequedad. El pro-
ducto crudo se somete a pﬁrificaciﬁn en contracozziente.(sig
tema sec-butanol/0,15 ATF), Las fracciones recogidas se eva
poran a sequedad, y el residuo se disuelve en t—butanol/Hao
f(l:l),.traé 1o cual se vuelve a tratar con la resina intei-
caﬁbiadora de iones en forma acetato, y se filira. El filira
do se evapora a sequedad. Rendimiento 2,27 g (65,8;);

Rf en Bu:P#:Ac:agua (38:24:8:30) = 0,40 sobre Woelm

| | Ejemolo TI
Preparacién de Heliet(—w 0,)-Ala~Ala~Fen-D=Tis-Fen~Gli-D-.

-—I:is-l’ro:-Val—Gli-Lis—I:is-f\IIIz.ace'ba.to

- 2,0 g de H-lietwAla-Ala~Fen-D-Lis—Fen=Gli-D-Dif-

ven en 10 ml de H0, tras lo cual se afiaden 0,25 ml de mo-
libdato eménico 0,5H, 1,25 ml de HC10, 4K y 0,75 ml de H,0,

al 30%. Luego se agita la totalided durante 4 horas a tempe-
cién 50 =l de terc-butanol/Hzo (1:1) vy 1 £ de una resina in-

tato. Tras agitar durante 30 minutos, la resina intercembio-
dora de iones se separa por filtracidén, y el filtrado se

evapora-a sequedad,

Rf en BusPisAciagua (38:24:8:30) = 0,32 sobre Woelm

Ejenwlo IIT
Preveracién de H-lMet(~—0)~lg~Ala~Fen-D-Tis~Fon=Gli-DmTic-

dPro—Val~ﬁli—Lis-Lis—IHngpeﬁaﬁo

0,06 moles del péptido obbenido en el Ejemplo I se
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disuclven en 5 ml de_ dcido acético, tras lo cual se afinden

- 15 ml de p‘e’rd;iido de hidrbgeno al 30%. La solucién 56 agita

+ durante 1 hora a temperatura ambiente, tras lo cual se afia-
de una suspensién de 20 mg de negro de platino en 2,5 ml de
- dcido acético glacial, Iumego se agita la mezcla durante 30
minvtos, tras lo cuval se filtra. El filtrado se evapora a
sequedad bajo vacfo, y el residuo se afiade a 10 ml de %ere-
~butanol/agva. Iuego sc liofiliza la mezcla, ’

Rf en Bu:Pi:fc:agua (38:24:8:30) = 0,29 sobre Woelm.

| Ejemplo IV -
Prépar‘aci&n de H-liet(—> O,,)'-Glu-IIis-Fen—D—Lis-Fen-Gli—D—

~Lis-Pro-Val-Gli-Tis-Iis-HIL,. acetato

4,0 g del péptido preparado a;n‘l:es en 311 se conu-~
len 21 péptido 205, usendo el método de DCCI/HOBY segin se
describe en el Ejémplo I(a). El producto final protegido
tiene un RE en ButAciagva (10:1:3) de 0,73 sobre Sioz;

_ La desproteccibn y posterior ela.'b'oracién se efec~
“bfen. de la manera descrita en el Ejemplo I(b). Rendimierito:
1,55 g; o
Rf cn BusPitdc:ague (38:24:8:30) = 0,19 sobre Woelm
- Ejemmlo V

Los acetatos de los siguientes péptidos se obtiene;

‘oe.jd las mismas condiciongs ¥ de manera correspondiente a

-§I.a descrita en el Ejemplo I:

1o IEHet-Alo-~Ale~Ala-D-Tis-Fen-Gli-D-Lis-Pro-Val-Gli~Lis-
=Lis-NH, (301 y 205) |
RT = 0,20 '

"2, B-Ala~Alo~AlgeReneDelige~Ten- Gli—D—Lis-Pro-—Ve@—-Gli—Lis—-

- midasliy, (de los anteriores 303 y 205);

RT = 0,35
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5

6.

Te

8.

9
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HeValeAla-~A1 a-FeneD-Ti s=PeneGLi=D-Ji 5-Pro-Val-Gli-Tis-
=Lis-1H, ~ (de los anteriores 304 y 205)

Rf = ,42

Heliet ( —» 02)-Gli-Ala.-Fen—D—I:is-Fen-Gli-D—Li S=Pro-Val-

=Gli-Lis-Lis-NH, (de los anteriores 305 y 205);

Rf = 0) 19
H-Met-Glu~Ala~Fen-D-Lis—Fen—(liwDeTis—Pro=Vale(li-Lis-

=Lis-RH, ( de los anteriores 306 y 205); .

Rf = 0,34
Desanino-tet-Ala-Ala~-Fen-D-1is—Fen~Cli-D-Lis-Pro-Val-

~Gli-Tis-Tis-NH, (de los anteriores 307 y 205);

Rf = 0147
Fi-Al o~ Ala~Fen=D-Lis—Fen=GlieDelis-Pro=-Val=Gli~Tis~lig—-

;I_{ga( de los anteriores 308 y 205);

Rf = 0,40 - ' ' ,
H--Ala—-I‘en--D—I':l.s--:ti‘en-GEI.:l.--])-I.:u.s-Z!?:m'o-Vz;:;l.--G:l:L---:l}:Ls-I.is--HH2
(de los anteriores 309 y 205);

Rf = 0,42

Hellebm 11w ALam AL amDeTi5-Fen~Cli-D-Ti8-Pro-Val-Gli-Lis—

~Lis-HH, (de los antoeriores 310 y.205);

“Rf = 0,18

10,

He-ilet-Glu-His—Fen-D-Lig-TFen—(li-D-Lig~Pro=Val—ClLiwlig~

. =Lis-NH, (de los anteriores 312 y 205);
- Rf = 0,29

11,

12I

H=liet=Glu-Hig~leneD=Lis—-Fen=Gli-Tis—Pro=al-Gli-Tig«

-I.is-l\rf{z (de los aenteriores 312 y 202);
Rf = 0’36 A
H--I.Iet-Glu—His—Fén-D-—I.is-—Fen—Gli—Lis-l?ro-Valm(}].:L-—Lis-—

=Lig=Ciie ( de los evberiores 312 y 201);
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4.

15.

17

18.

19.

21,

22,

16,

tHoja nfim. 37

Ml et—ALn Alﬂ—ﬂJaPDuI:3~Pen-Fli-TiJ--ro-vul-Llﬂ-Ll

Olie (de los anteriores 301 y 201),
Rf = 0,30

H—ﬁet-Glu-D—His~Fen—D~Lis-Fen—GlianLis-Pro-Val-Gli—

-

~Iis-Iis-MH, ( de los sntoriores 313 y 205);
Rf = 0,31

HeVal-DeGlu=His-Fen—D-Lis~Fen=GlieD-Tis-Pro-Yal-Cli-

_Lis-]}is-I-H-I2 (de los anteriores 314 Y 205);
Rf = 0,25

HeGli-Glu-His-Fen-D-Tis-Pen-Cli-D-Tigs-Pro-Val-Cli-Iis-

~Lis-HIL, (de los anterioxes 315 y 205);
Rf = 0,20

HADuHet-G1u~Hls-Fen—D~Lls-Fcn-Gll-DuLlu-Pro-v;l-Gls-_

—Lis-Tia-ITH, (de los anteriores 316 ¥ 205);
Rf = 0,33 )
H-( X lie) Al a-Glu-His=Pen—D-Ligs-Fen—Gli-D-Tis-Pro-Val-

. 2Gli-Tis-Tis-NH, (de los snteriores 318 y 205);
' Rf = 0'28

-Hem (3 ~ AL~ Gu~Hig-Fen-D-Ligs=Feri=G1imD-Tis-Pro-~Val—(li-

-Lla-Lls-WH (de los anteriores 317 y 205

RE = 0,10
20.

HFHet—Gln»HiS—Fen-DbLiB-Fen-Gli-D—LiS-PIﬂ-Val-Gli-LiS-

-Lis-NH2 (de ;os anteriores 320 y 205);
Rf = 0,32 '

Desamino-Fet—Glu~P§s-Fen-D~Lis-Fen-Gli—D—Lis—Pro—Val—

-631~L13-Lis-ﬂH9 (de los anteriores 321 ¥ 205),
= 0,37

H—Het—Glu~His~Trn~D~Lis-?en~Gli~ﬁ-Lis—?ro-ValmGli:;isn

' nLis-XHZ (¢e los anteriores 322 y 205);

Rf = 0,31
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23 et Glu~Tlis-Teu~D-Tig=Ten—Gli~D-Lig-Fro-VYaol~Gli-Tis—

=Lis-lH, (de los anteriores 323 y 205);
Rf = 0, 27 . '
24, B-leb-Glu-His-Val-D-TisePen-Gli—DeLis—Pro=ValeGli=-Tig-~

~Lis-NH, (de los anteriores 324 y 205);
Rf = 0,28 | '
25, H-Leu-Glu-His-Teu=D-lig-Fen-0li-D-Tis-Pro=Val-Cli=Tim

=Lis-Il, (de los enteriores 325 y 205);
Rf = 0,25 :

26, H-I'.Ze'l;-Ser—His-Fen—D—Lis—-Fe_n—Gli-D-Lis-d?ro-—Val-—Gli-I.:i.s-

=Lis-lH, (de los anteriores 326 y 205);
R = 0931 ‘

27. Jdiel-TLisellis=Ton-D-Tis-Ten=Gli-t-lis=Pro-Val-Gli-Tise

————————

RE = 0,15

=Jid s-TTH,, (de los anteriores 327 y 205);

28, li=agetil~iiet-Ala~Ala~Pen-D-lis~FeneGli-DeDis=Pro~Vale

AGli—Lis-Lis-NHQ ( de los amberiores 328 y 205);
Rf = 0,50; ¥y

29¢ Meligt=Glu—ilig~Dir=D=lis—Fen—0Glie-Delis-Lro-Val-Gli-Lis-

=Lis-RH, (de los anteriores 329 y 205);
Rf = 0,26 , ,
;Todos los valores Rf en Bu:Pi:lec:agua (36:24:8:30) sobre

Vloelm
EBjenplo VI
Los acetatos de los siguientes pépiidos (en los
que no se ha aplicado prolongacién de cadena de N terminal)
se 'preparml de la misma manera y bajo las nismas con_c‘iiciones
descritas en el Ejemplo I: '

b P U R T 2 & I3 o 7 Y4 e e - .oy
Vo PO e e J 0 D0 e LS Ty, B P00 T 0 ) e UL 7 S 0T
ot SO

=2

(de los anteriores 101 y 202); Rf = 0,11
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{ (de 1os anteriores 101 y 203); Re= 0,01

Holn nam, 39

H=TFen-D-Lig-Fen—Gli=—D-1; 8-—1’1‘0—‘!&1—-(}11-1)’13—]':18—I‘iHZ . W .
| (de 1os anteriores 101 y 205); Rf = 0,13
H-Fen-D-Tis-Fen—Gli-Lis-Pro-Val~G1j-Lis-Tis-0ke _

(de los anteriores 101 y 201); Rf = 0,25

IwI--I-‘en-D--]:'is-I-‘en--C-l:‘L-L:i.s---I?ro--Va:I.-Gl:i.-I.is--Liss--AJL*:«;-—A.I‘g,--l’ro--l‘IH2

H-Pen-D-Tis~PoneCli~Tis-Pro-Val-(li-Tis~Tis-Arc-Ars-Pro-Vol-|

Li8-Vel-Tin-Pro-OH (de los snberiores 101 y 204); Rf = 0,05
H—-Ala-—D-Lia-Fen-Gii—D—-I.is-Pro—Val—Gli-—Lis-—Ifis—NH

2
(de los anteriores 105 y 205), Rf = 0,12

Los valores Rf se midieron sobre Sioz, con Bu:iPi:
Acagoe (2:0,7510,25:1) como eluyente.

. Ejenplo VII .

Los sigu.ientés péptidos, ocuya preparacién se des-
eribe en el Ejerplo V, se oxidan a las correspondicntes sul.-
fonas bajo las mismas condiciones y de la manera descritos
en el Ejemplo II. Estos péptidos se obtienen como acetatos.

H-llet (—0,)-Ala~Ala~Ala-D-Tis-Fen~Gli-D-Tis-Pro-Val-Gli-

w=liiSeTiis=N HZ

Desanino=Liet ( wem 02) ~A1 9~ Alg=Fon—DeLis=FcimGlimDe 11l 2 Pro~

—VaJ.-Gli-—Lis—Lis—HHz Rf = 0,12

Heliet (—==0,)=Glu-Hig~Fen—D=Tig—Fen=GLi-D-lis-Pro~Vol—Cli-
-Lis-Tis-NH, Rf = 0,14

H-ket (——a0,)~Glu-Hig-Fen-D-Tis-Fen-G1i-Tig=Pro~al~Gli~

~Lis-Iis-Olie Rf = 0,22

Desamino-ket (——e 0, )~Glu-Hig-Fen-D-Lis-Fen--Gli-D-Ti5-Pro=

-Va,l—Gli-Lis—Lis-"H'Iz RT = 0,17

Los velores RE se nidicron sobre voolm con Zusldilciosun

(36:24:8:30) como eluyente.
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Los siguientes péptidos, cvya preparacién se des-
oribe en ¢l Ejemplo V, se oxidan a los correspondientes sul-
féxidos bajo lasg mismas condiciones y de la manera descri-

tas en el Ejemplo III. Los péptidos se oblienen como aceta=

Hetigt ( —— 0) = (lueHig=FeneD—1i gmPetne(l.1=Ti8=Pro~Vale (Ll ~T.5 oe

-.-Iais-HHz
H=llet (—0)=CGlu-His-Fen—D=Lig=FenwGli-D-Iis~Tromyal=i]i-

Rf = 0,21

Desanino=lct (=m0 )= Ala~Alo~FenaDaliseRPen=li«D=liteP o=Vl -

—Gli—LiS-LiS—NHa
Rf = 0’10

Los valores Rf se midieron sobre Woelm con BusPi:

Aeiagua (38:24:8:30) como eluyente.
Ejemplo IX

Preparacién de H-let—Ala-Ala~Fen-D-Tis-Fen-Gli-Tis~Pro-Val-
~Gli~Tig=Tiig-0H
' 3,3 & de Boc-llet-Ala~-Ala~Fen-D-Lis{Boc)-Fen-Gli-

01 (302) y 57,0 mg de HOOBt se disuelven en 20 ml de T,
tras lo cuzl la solucidén se enfria a OLC. '

Se afiade DCCI (760 mz) a esta solucidn. La mezcla
se agita durante 1 hora a 02C y aproximadamente 16 horcs a
temperatura ambiente. El preoipitado (DCHU) se sefara por
filtracién, y se evapora el filtrado. El residuo obbenido
(3,8 g), que es el correspondiente éstcr de benztriazina del
eaterior péotido ce paxtica, v 4,06 o cel ﬁéﬁ?i(ﬁof;ﬁiﬂ{ﬁbc)"

~Pro-Val-Gli~Lis(Boc)-Lis(Roe)-0I (206), se dicuelven en 50
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| en 200 ml de sec~-butanol/cloroformo (2:3) y se lava con

| Commlejo de cine

Hbja nam. vl
b}

ml de DEF. Ta mezcla se agita durante aproximadamente 1_6 ho-:

==

ras, ¥ luego se evapora a sequedad, Fl residuo se disuelve

agua, HCl 0,01 y de nuevo zgua. La solucidén se seca sobre
Na,50 4 ¥ luego se filtra y se evapora a sequedad., Rendimien
to 6,7 &.

El péptido obtenido se desprotege de la manera
descrita on el Ejemplo Ib. Rendimiento 4,0 g. Bf en ButPi:

Actagua (38:24:8:30) = 0,35 sobre Woelm. -
Ljemplo X

De wma solucién de cloruro de cinc que contiene

50 mg de cine por nml, se afiaden 1,5 ml a una solucibn de

cipitado de fosfato de cinc foxmado se disuelve de nuevo

afiadiendo HOL 417, Tuego se afiaden a esta mezcla 175 mg de

ta mezcla 1,5 mg del péptido H-Met-Ala-Ala-Fen-D-Lis~Fen-Gli
-—D—I;is—I’ro-—Val-Gli-Lis-Iais-I\!HQ, ¥y luego el hidréxido sbdico
1N suficiente para ajustar el pH de la mezeles a 8,5. Tras
ello se completa el volumen g 50 ml con agua destilada.

1 ml de lo suspensidn contiene:

30 }lg'del péptido
1,5 ‘mg de cine
0,63 mg de Nayilr0,,2H,0

3,5 mg de NaCl
10 ug de alcohol bencilico.
El 1 ml de suspensién se liofiliza y almacena en.

una ampolla. For sdicibn de 1 ml de asva esterilizdda 2 1o

31,5 mg de I-IaZHPO 4.2PI20 en 30 ml de Aag!ia destilada,‘;, Bl pre- |

HaCl ¥ 6,5 de alcohol bencflico. Después se disuclven en es-
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ampolla, la suspensidon esta lista para fines de inyeccioén.
Ejemelo XI

Tableta

Se prepara un granulado consistente en 2,5 mg de
carboximetilcelulosa, 20,0 mg de almidon y 68,5 mg de lac-
tosa. Este granulado se mezcla cuidadosamente con una mez-
cla consistente en 7,5 mg del péptido del Ejemplo I, 1 mg
de talco y 0,5 mg de estearato de magnesio, tras lo cual la
mezcla se oomprime a una tableta do 100 mg.

10 Ejemplo XI11

Preparacioén para inyeccion

Poptido del Ejemplo 1 5,0 jig
NaCl 9,0 mg
Oxibenzoato de metilo 1,2 mg
15 Agua destilada exenta de pirdégenos 1,0 mi
Ejemplo XII1
Capsula

Capsula de gelatina de envolvente, dura, que contiene

Poptido del Ejemplo 1 0,5 mg

20 Estearato de magnesio 1,45 mg
Povidone 5,5 mg
Marmita

25

30
09087
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REIVINDICACICEES

N

Los puntos de invencién propia y nueva, que se
presentén vara que sean objeto de esta solicitud de Eaiau_
te de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los gue e
recogen en las reivindicaciones siguientes:

le,~ Procedimiento para la preparacién de deri-

vedos de péptidos de férmula:

A-L-B-D—Lis-L-Fen~Gli-(L o D)Lis-Li~
~Pro=L=Val=Gli~li=Lig=~L=Lis~=X .

0 un derivado funcional de los mismos, donde 4 8s una pro-
loﬁgacién de cadena de X termingl elegida del grupo que
consfa de (1) hidrbégeno y (2) los radicales N-acilo deri-
vedos de (a) dcidos slcohilcarboxflicos que tienen de uno
s eproximadamente seis &tomos de carboro, (b) dcidos arsl-
cohilcarboxflicos gue tienen de siete a aproximadamente
diez oarbonos, (c¢) aminodcidos, (d) péptidos, (e) los de=-
rivados de Ne-alcohilecarbonilo o N-aralcouileartonilo de .,
dichos aminodcidos, y (f) los derivados de K-alcohilcarbo-
nilo o Nearalcohilcarbonilo de dichos péptidos; B es un
resto de aminodcido slagido del grupo que consta de Fen,
Trp, Tir y -FE-CHR,-CO~-, donde R, es hidrégeno o alcohilo
de uno a aproximadamente seis Adtomos de carbono; y.K es

un miembro elsgido del grupo gue consta de hidroxilo, ra-
dicales hidroxilo esterificado, radical amino no sustitui~
do y radicales amino sustituldos, caracterizado pgrque un

compuesto de férmula:
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—C0~-; ¥ Q3 se elige del grupo de restos de écido consisten

tiogn naw 44‘

A-L-B-D-Lis(Q)-L-Fen-61i(L 6 D)Lis(Q)-L~Pro-L~

~Val-Gli-L-Lis(Q)-L-lis(Q)-Z
en la que (Q) representa un grupo protzctor de amino y 4,
B y £ tienen los significados definidos anteriormente,
con la condicidén de que los restos de aminodecido Lis y
Glu en la definicidn de 4 y X estén provistos de un grupo
protector y los restos de aminodeido de K y/o C termina-
les estén provistos opolonalmente de un srupo protector,
o8 desprotegido por medio de una reduccidn o hidrélisis a
una temperaﬁura comprendide entre -10¢C y 50¢C,

28,~ Procedimisnto segin la reivindicacidn lg,
caracterizado porque se prepara un péptido en el que B re-
presenta Fen o Ala. .

2,~ Procedimiento segin lz reivindicacién 12 o

reiviﬁdicacién 28, caracterizado porque se prepara un pép-
tido en el qus A es un radicel Fe-acilo elegido del grupo
que consta de U=Qy, U~Qy=0; ¥ Q3-QQ—Q1, donde U se elige
del grupo qué consta de hidrégeno, K-glcohilcarbonilo de
uno a gproximadamente sels 'carbonos, y N-aralcohilcarboni-
lo de siete a aproximadamente diez étomos.de carbono; Qg
se elige del grupo de restos aminodcido consistente en
L-Hig, D-lis § NH-Z-CO, donde Z es un resto aloohileno o
aléohilideno no sustituildo, monosﬁstituido con hidroxilo
0 monosustituid& con amino, de uno a aproximadamente seis
dtomos de carbono; Q, se elige del grupo de restos de ami-
nodcido consistente en L~Glu, D-Glu, L-Gln, D~Gln 4§ ~HH-Z-

U-D-lot (~—» 0), U-D-let(—p 0,), desemino-let, desamino-iiet
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-(— N~ 0), desamino-Het(— & 0g) y UKH-zZ-CO-.

48 _- Procedimiento segun la reivindicacién la o
2&, caracterizado porque se prepara un poptido de formula
Q2" A j*"L-B-D-Lis-L-Fen-Gli-D-Dis-L-Pro-L-Val-C-li-L-Lis-
-L-Lis-KHg o un derivado funcional del mismo, donde
Qg Y Qg tienen los significados asignados en la reivindi-
cacion 33 y B y X tienen los significados asignados en la
reivindicacioén 16.

53.- Procedimiento segun la reivindicacién 48§,
caracterizado porque se prepara un poptido en el que Qvy
-Qg-QI representa un resto de poptido elegido del"grupo
que consta de H-Met-Ala-Ala, H-Met(— * 0)-Ala-Ala, H-liet
(- * 0g)-Ala-Ala, H-Met (-~ ~ 0g)-Glu-Eis, desamino-Met(~ 0)-
Ala-Ala, desamino-Met(— * 0)-Ala-Ala y desamino-Met(-— h-Cg)-
-Glu-Eis.

68.- Procedimiento para la preparacidon de deriva
dos de paptidos.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cuarenta y cinco hoja3 es
critas a maquina por una sola cara.

Madrid, 3j.Bg.19y9
P._A.

Fernando de
P.r
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