MINISTERIO DE INDUSTRIA | s 7 N

. REGISTRO DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL : ® ES @ 4%60.620
) - : e, @ FECHA DR PRESENTAGION
11.7.77
i PATENTE DE INVENCION
ESP ANA
@ PRIORIDADES: . ) .
@Nuu:no . / @rsan @rms
@"-:cru DE PUBLICIOAD (E)oLABIFICACION INTERNAGIONAL €3) PATENTE DE LA QUE £3 DIVISIONARIA

LOC 561K

@‘m’ul.o DE LA INVENCION

"PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE PEPTIDOS Y DERIVADOS DE
PEPTIDOS"

@ SOLICITANYE (1)

AKZO N.V. o 7 (3.01.2 0A/8392-972

10 DEL 201 TC

IJdssellaan 82, Arnhem, Holanda

@ INVENTOR (E85}

Hendrlk Marie Greven y Prof. Dr. Dav:Ld de Wied:

@ TITULAR (EH)

G REPRESENTANTE .
. D. OSCAR DE ELZABURU I‘ERNANDEZ o (P.~ 66.438)

i N
\

%

UNE A-4  MOD. 3108 . : . UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA

c ..

IFG



F- 66.438

10

15

20

30
27087

se trata poseen valiosas propiedades sicofarmacolégicas.

| ciertos fragmentos péptidos de las hormonas adrenocortico-

dosis baja de un péptido con actividad MSH ain no se conoce

e . Hoja ntm. ]

Los péptidos y derivados de péptido de que aqui

En particu;ar, inhiben la extincién de la respuesta de eva-
8ién condicionada, coﬁo resultado de.lo cual son eminente-
’mente adecuados para el tratamiento de ciertos desdrdenes
mentales en los que es deseable el estimulo de la funcién
cerebral, tal .como para la senilidad u otras'enfermedaéééﬂ

3

de la edad avanzada. » o ’ “;f

(23

Por Fur,J.Pharmacol. 2, 14 (1967) s¢ sabe qué'“'

tréficas (HACT) naturales retardan la extinéidn de la rés—
puesta de evasién condicionada. Especificamente, el pdpii..
do consistente en la secuencia 4-10 de aminogcido de la
HACT resultd ser el menor fragmento péptido activé en este
sentido. o

Aﬁemés de las propiedades sicofarmacoldgicas in-
dicadas, el péptido con la secuencia de amipoécido 4-10 de
HAC?T fambién posee una iigera éctividad MSH, como es usual

en este tipo de fragmentos de HACT. Aungue el efecto de una

tidos con el gl menos la misma actividad sicofarmacolégica
pero sin actividad MSH, o con actividad MSH muy reducida. --
En la memoria descriptiva de la patente de los
EE.UU. 3.853.836 se revéla que la secuencia de aminqécido
4-10 de HACT no es esencial para que haya actividad sicofar
macolégica, y que esta actividad- se puede atribuir a un.pép-
tido mucho més corto,.conoretamenté 46 HACT. Ademés resuld
ta que el aminodcido I-let dé.N.terminal sevpuede‘reémpla_

Zar sin péfdida de actividad por D-Met, L~ & D-Met(-»0),

del todo, se ha hecho, de todas formas,'una bisqueda de pép4

A ]
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I-Fen G1i-OH, un grupo fenilalcohilamino o un grupo (3-ine-

'féstos de aminodcido Glu e His, hasta ahora considerados

tHoja ntm. 2

(I~ 6 D-Met(->0,), desamino-Met, desamino-Met(—»0) 6 desamit
no-Met(-»0,), o por el grupo HéN-g-c-, donde B representa

un grupo alcohileno de cadena ramificada o recta, con 1-6
dtomos de carbono.

( En la memoria descriptiva de la patente de los
EE.UU. 3.856.770 se seflala ademis due el reemplazar el rec-
to de péptido de ¢ terminal ~L-Trp-Gli—OH;'en el péptiqun

de HACT 4-10 original, por uno de los grupos -L-Fen-~OH,: ,

dolil)-alcohil-amino, tiene como resultado un aumento de la
actividad sicofarmacolégica. | »
En la memoria descriptiva de la patente de los
EE.UU. 3.842.064 se sefiala ademds que se obtiene un consi;
derable aumento de la actividad sicofarmacolégica reempla-
zando la L-arginina del péptido de HACT 4710'origina1, o de
uno de los péptidos modificados descritos en las memorias
descriptivas de las patentés antes indicadag, por D-lisina.
En tha Wltima memoria descriptiva de patente se
dbécriben los péptidos més activos, conéretamente aquellos
Segun ia férmula genersal: _ ) t
A—L—GquL-His-L—Fen-D-Lis-L-Fen—(Gli)—OH,
donde A tiene ei significado indicado mds adelante. Estos
péptidos demuestran poseer una actividad que es aproximada-

mente 1000 veces mds fuerte que la del HACT 4-10 original.

Sorprendentemente, se ha hallado ehora que los

esenciales para que hubiese actividad, pueden ser reempla-
zados sin pérdida alguna de actividad por restos de amino-

écido alifdtico inferior tal como Ala, Leu, Val e Ile, que
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[ se puede utilizar de manera mucho mds simple y baféta que

»

Hoja ntm. 3

el Glu e His en la sint331s de péptidos.

 También se ha verificado que el aminoécido L-Fen

en la posicidén 7 del HACT 4-10 original se podia reempla-

zar por otros aminodcidos levorrotatorios, incluyendo los|

aminoicidos all[atlcos inferiores antes cltados. .

. Por tanto, la invencién se refiere a péptldos y
derlvados de péptido de férmula general:

ArNH-CHR1-CO—NH—CHR2~CO-L-Q—D—L13~Z I

donde A representa H-(L & D)Met, H-(L 6 D)Met(>0), H-(L 6
D)Met(—ioz), désamino-&et, desamino-ﬁet
(=0), desamino-Met(aﬁoa), ) el grupo
HyN-B_CO-; ' ,

B representa un grupo alcohileno (C1-C6) 0 alcohllj-
deno (01706) de cadeng ramificada o rec-
ta; - |

' Q representa el reét6 de aminodcido ~NH-CHR~CO-;

R representa alcohilo (G,-C¢), p-hidroxifenilmetilo,

| 3-indolilmetilo o fenilmetilo;

R1 y R2 represéntan hidrégeno o un grupo alcohilo
(1-6 C); ¥ ,

Z representa N—(feqilalcohil)amino, N-( ¢ -indolilal-

' cohil)-amino, I-Trp-OH, L-Fen-OH, L-Trp-
~G1i-0H 6 L-Fen~-Gli-OH, 3
asi{ como los derivados funcionales de los mismos, y'al uso
de estos compuesios en una formulacién farmacéutica.
| Los grupos nombrados como grupos terminsles en
la definicién de 2, concretamente N-(fenilaleohil)-amino y

N—(|§~indplilaleohi1)-amino, son grupos que difieren prin-'
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por la ausencia éel grupo carboxilo.

Hojn nfm. 4

”Eipalmente de los restos de aminodcido semejantes a ellos

Por grupos N;(fenilalcohil)—amino 0, segin losg
casos, H—(@-dndolilalcohil)—amino, se entienden los gru-

pos:

' ‘ R, . respectivamente,
3y -NH-Ale .
-NH-Alc@ - | | L
. / i '.QA !

donde Alc represehta un grupo alcohileno de 1~-6 C, y préfe—

riblemente etilo, y R3 representa hidrégeno, halégeno, ni=

droxilo, un grupo alcohilo con 1-4 4tomos de carbono, o un
grupo alcoxi con 1-4 dtomos de carbono. '

| " Los péptidos y derivados de péptido segin la fér
mula general I se preparan de maneras usuales para tales
compuestos. Los métodos més frecuenﬁemente usados para pre-
parar los pépfidos aqui mencionados se pueden resumir como
sigue:

() condensacidn, en presencia de un agente de condensacidn
de un'compuesto (aminodcido, péptidb) que contiene un
grupo carboxilo libre, y en el que los otros grupos
reactivos.han éido‘protegidos, con un éompuesfo'(amino-
4cido, péptido o amina) que contiene un grupo amino li-
bre; y en el que los otros érupos reactivos han .sido
igualmente protegidos, | '

(v) condenéacién de un compuesto (aminodcido, péptido) que

" contiene un grupo carboxilo activado, en el'Que los
otros grﬁpos resctivos hén gido protégidos opcionalmens—

te, con un compuesto (aminodcido, péptido, amina) due'
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| Merrifield, descrito en J .Am.Chem.Soc. 85, 2149 (1963) se

protector es muy dificil de Eliminar,'de maners que es re-

.. ~ Hoja ntm. 5

, contieng un grupo aminp'iibreg ¥y en 91 que los:otros

~ grupos reactivos han’sido.prbtegidos, ‘ |
tras lo cual los grupoé protectores, si se deseé, pugden
ser eliminados. ' . | '

Métodos para éetivar el grupo carboxilo.incluyen

la conVersién de este grupo en un haluro de éeido; una azi-
da, anﬁidrido, jmidazolida o un éster activado,.tal como?él
éster de N-hidroxisuccinimida o el éster de p-nitrofeniio:
este grupo'en una amida de fosfitd, o por ﬁso del método, ’
"fosforazo". | ) | ff
| Los métodos mids usuales para las reacciones de
condensacién antes indicadas son: el método de la carbodll-
mida, método de la azida, método del anhidrido mixto y mé-
todo del éster activado, como se describe en "The Peptides"
(Los péptidos), volumen I, 1965 (Academic Press), E. Schro-
der y K. Llibke. El método llamado de la "fase sdlida“ de

puede usar, ademds, para la preparécidn de los péptidos o
derivados de péptido segin la invencién.

' Los grupos reactivos cuya participacidén en la res
cién de condeﬁsacién se ha de evitar sg‘prqtegen eficazmenw
te con los llamados grupos'protectores, que se puedén eli~
minar fdcilmente deAguevo, por ejemplo por hidrélisis o re~
duceidén. Por ejemplo, un grupo carboxilo se puede proteger
eficazmente por esterificacién con metanol, etanol, butanol
terciario, .alcohol bencilico o alcohol p—hitrobenciiico, o

por conversién en una amida. Sin embargo, este Wltimo grupo

comendable'qde solo seAuse este grupo para proteger el gru-

-E1 grﬁpo amino se puede activar por;conversién‘ée

145
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~“po carboxilo del aminodcido de C terminal en el péptido fi-

nilo, benciloxicarbonilo, t-butiloxicarbonilo o p-metoxiben

| res usuales en relacidn con esto son un grupo terc-butilo-

-iisina, y un grupo bencilo para el grupo hidroxilo fendlico

¢ ' . ’ . Hojn nam. 6

nal. .
- En este caso, la sintesis del péptido conduce di-
rectamente a la amida del péptido segin la férmula I,

Los grupos qﬁe pueden pnoteger eficazmente a un
grupo aminodcidq son usualmente grupos dcidos, por ejemplo
un grupo dcido Zerivado de un #4cido carboxilico alifftico,
aromético, aralifitico o heterociclico, tal como acetild,‘
benzodilo 0 un grupo piridino~carboxilo, o un grupo écidd!i

defivado del deido. carbdnico, tal como el grupo etoxicarbo-

ciloxicarbonilo, o un grupo derivado de un dcido sulfénico,
tai como el grupo'beneenosulfonilo 0 p«toluensulfonilc,fﬁe-
ro tamhidn se pueden usar otros grupos, tal como grupos
arilo o aralcohilo sustitufdos o no sustitufdos, por ejem~
plo los grupos bencilo y trifenilmetilo, o grupos taleé co-]
mo los grupos o-nitrofenilsu]fenilo ¥y 2-benzoil- -netilvi- ;
nilo. .

‘ A menudo es recomendable que también se proiejan
ios grupos E-amino de la lisinz, y opcionalmente el grupo
hidroxilo fendlico de la tirosina. Sinfembargo, esta Wlti-

ma proteccidén no siempre es esencial. Los grupos protecto-
xicarboniio o un grupo tosilo, para el gru.po' & -amino de lg

de la tirosina.
Loé grupos protecfores se pueden escindir por di-
versos métodos usuales, dependlendo de la naturaleza del

grupo en cuestlén, por eaemplo con ayuda de dcido trifluorp
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acético o por reduccidn suave, por ejemplo con hidrégeno y

1 te por copulacién de 8(6 R-)-sulféxido de (I 6 D)-metioni- |

: —péptido I o por copulacidn de (desamlno)vet-sulfona con la

Hoja ‘ntm. 7

un catalizador, tal como paladio, o con HBr en dcido acéti-
co glaeial ‘
Tos péptidos segin la presente invencidn que tlej

nen (I o D)Met(-»0) 0 desamlno—het(-»o) como resto de N

~

2l

termlnal se pueden preparar a partir del correspondlente

péptldo Met o dZsamino-Mét, por oxidacidn suave de manera
conocida, por ejemplo con peréxido de hidrégeno dlluido o
un peré01do. Tal oxidacién da .como resultado una mezcla de
los sulfdxldos S y R, que se puede resolver para dar los

diastereoisémeros sepafados, de manera conocida por.si nis~
ma, por ejemplo por cristalizacién seiectiva. Los diaste~’

reoisémeros separados también se pueden obtener directizmen~

na, o su correspondiente derivado desgming, con la parte
restante del fragmento de péptido. ' '

Los péptidos segtin la presente invencidn que tie-
nen (L 0 D)—Met(—%o ) o desamino-Met(->0,) como resto de N

terminal se pueden obtener por oxidacién del (desamlno)het-

parte restante del fragmento de péptido.

Por derivados funcionales de los péptidos segin

la féfmula general I se entiende:

1. Sales de adicién de dcido o sales de metal,'preferible-
mente sales de metal alealino, téies como las sales -86di-

cagy

2. Péptldos segun la férmula.general I donde unoé o més gru

pos amino libre han S1do sustltuidos por un grupo acilo
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-, farmacéuticamente aceptable, tal como un haluro de kidr{

antes definidos, se pueden administrar tanto oral como

Hoja nam. 8

derivado de un 4cido carboxflico alifético con 1-6 4to-
mos de carbono, p.ej. acetilo, propionile, butirilo,
ete; O

Amidas,‘Opcionaﬁménte sustituidas con alcohilo, de los.
presentes péptidos, tal como las amidas no sustitufdas
o las mono~ o dialcohil (1-6 C) amidas, p. ej. las mono-

o dimetllamldas'

ul

Esteres de los presentes péptldos, derivados de alcohole
alifdticos o aralifétlcos de 1-18 4tomos de C; l,
Complejos metdlicos formados poniendo en contacto loz
péptidos aqui mencionados con una sal, hidréxido u éxido
poco solubles de un metal, preferiblemente cinc.

Las sales de adicién de 4cido se obtienen por-

reaccién de los péptidos aqui mencionados con un gcido |

geno, 4cido fosférico, deido acético, Acido maleico, 4ei
do tartdrico o 4cido eitrico.

Los 'péptidos segin la invencidn, y los derivados|

parenteralmente. Los péptidoé se usan preferiblemente
como preparaciones para inyeccién, péra lo cual se di~
suelven, suspenden o emulsifican en un medio liguido ade
cuado. Cuando se mezclan con excipientes o cargas adecua
dos, también se pueden tratar para dar una forms adecua-
da bara adminisfracién oral, tal como p{ldoras, tabletas
o grageaé. Los péptidos aqui mencionadqsitambién se pue-
den administrar en forma de supositorio o pulverizacidn.
- Dos péptidos o derivados de péptido ségin la in-
vencién se usan de preferéncia parentéra;mente, en dosis

diaria~dé 0,01)mg a 1 mg, y oralmente en dosis diaria de
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~0,1 mg a 56 ng, por kg de pesb del cuerpo; dependiendo del

.8as cuando los preseﬂtes péptidos se tratan para dar una

1 La preparacidén de estos complejos metdlicos tiene lugar de

. . 7 Hoja niun, 9

nivel de actividad del péptido. _ P

Se obtienen preparaciones particularmente valio+

forma en la que la actividad sea prolongada. En este con-
texto se alude especificamente a los cbmplejos metdlicos

de los péptidos. Estos complejoé metdlicos se pueden obte;

ner.poniendo los péptidos en contacto con sales métélicas,

hidréxidos metéllcos v 6xidos metdlicos poco solubles. Co—
mo sales metélicas poco solubles se usan generalmente los: '
fosfatos metéllcqs, pirofosfatos metéllcos y pollfosfatos
metdlicos. '

Los metales que se pueden usaren este'proéedi;
miento son los metales que pertenecen a los elementos de
transicién, por ejemplo cobalto, niguel, cobre, hierro y
preferiblemente cinc; asi como los metales qué pertenecen
a los grupos principales del sistema peridédico y que sean

capaces de formar complejos, tales como magnesio y aluminio

la manera usual. .
_ Se pueden obtener un complejo metdlico, por ejem
plo, afiadiendo el péptido y una sel metdlica, hidréxido me-
téiico u 6xido metdlico poco solubles, a-un medio acuoso.
El complejo metdlico se puede obtener también afiadiendo un

medio alcalino & una solucién acuosa del péptido ¥y una sal

metdlica soluble, como resultado de 10 cual se forma el com .

plejo 1nsolub1e de péptldo-hldréxldo metdlico.
El complejo metdlico se puede obtenef ademds afig
diendo el péptldo, una sal metéllca soluble y otra sal 80~

luble a un medio acuoso, preferlblemente alcallno, lo que
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“tiene como resultado la formacién in situ de un complejo

1 (1=4 C) esﬁecialmente Ala (R = CH3).

Hoja ntim. 10

insoluble de péptido-sal metdlica.

“Los complejos metdlicos se pﬁeden usar inmedia-
tamente como susﬁé%siones, o, por ejemplo, se pueden liofi-
lizar y volver a suspender mds tarde.

La definicidén de A incluye los restos Met, desa-
mino-Met, los correspondientes sulféxido y sulfona de Net
y desamino-Met, pero también el resto de aminodcido H,N-B-
€0, donde B es un resto alcohileno o aicohilideno ramificar
do o no ramificado con 1 a 6 &tomos de carbono, ¥y preferi—
blemente con 1 a 5 4tomos de carbono. Los dltimos restos-
aminodcido incluyen preferiblemente los restos de ol-amito-
dcido natural Gli, Ala, Val, Leu e Ile, pero también pueden
ineluir otros restos tales como @-Ala 6 (ol -He)Ala.

Los restos de aminodcido HN-CHR,-CO y HN-CdRz—GD
de los péptidos segin la invencién representan los mismos d
diferentes restos de of/-aminodcido alifdtico. Los restos de
aminodcido preferidos en este contexto son aquellos en los
que R; ¥ Ry representan hldrégeno o aleohilo (1-4 C), y es~
pecialmente los restos de amlnoécido natural Gl1i, Val, Leu,
Ile y especialmente Ala.~ )

El resto Q de ®-amino, definido como HN-CHR-CO,
‘on los péptidos de la'invencién,.abarca ﬁreferiblemente losg| -
aminodcidos naturales Ala, Val, Leu, Ile, Tif, Trp y Fen.
Se prefieren los restos de aminodcido Fen, ILeu, y aquellos

restos en los que R representa un gfupo alcohilo inferior

Los ésteres de los péptidos de la invencién se
derivan preferiblemente de alcanoles de 1 a 8 4tomos de cay

bono, y especdialmente de 1 a 4 dtomos de carbono, tales co-
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[ mo.metanol, etanol, propanol y butanol, y se pueden prepa-

resto de éster puede servir como grupo protector durante

prefieren son aquellos péptidos en los que R1 ¥y R rep*a-
resultado el resto de aminodeido Ala), isopropilo (teniendo

_lo:(teniendo como resultado el resto de aminodcido Leu).

* |trata, se prefiereﬁ particularmente los péptidos siguientes:

. : . _ Hoja atm. 11

rar por estefificagidn del péptido final o por esterifica-

cién del aminodcido de partida en cuestidn, con lo que el

la sintesis del péptido.

Las dmidas se preparan de manera similar, por
aminolisis del Zster final o empezando la sintesis del pép—
tido a partir de la amida del aminodcido en cuestlén. e

Los péptidos segin la £érmula general I que se
sentan grupos idénticos, por ejemplo metilo (teniendo ¢éniio
como resultado ¢l resto de aminodcido Val), o 2—metilpr§hi—

A" en la férmula general I es preferiblemente
I-Met o desamino-Met, o los sulféxidos o Sulfonasvderivados
de estos dos restos 4cidos. -
El.simbolo Q" de la férmula general I represen-
ta preferiblemente uno de los restos de aminodcido L-Fen o
I-Ala. T
El simbolo "Z" de la férmula general I es prefe-
riblemente el resto de aminodcido L-Fen-OH, u opcionalmen~
fe el resto de péptido IL-Fen-Gli~OH, aunque esta tltima op-|
cin representa un aumento de la longitud de’cadéna‘sin au-
mento adicional en la actividad.

En.el contexto de la invencidén de que aqui se

H-L-Met-IL-Ala-T~Ala-L-Pen-D-Lig~L-Fon-OH, °
H-I-Het(0)-L-Ala~L-Ala-L-Pen-D-Lis-L-Fen-OH,
H-LPMGt(02)-L-Ala-L-Ala-L—FénfD-Lis-L-Fen-OH,
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R  H-Met-I-Ala-I-Ala-I-Ala-D-Lis-L-Fen-G1i-OH,
H-I-Met(0)-I~Ala-I-Ala-L-Ala-D-Lis-I-Fen~Gli-OH,
H-L-Met(0, )-L-Atla-I.—Ala-L—Ala—lD-Lis-L-Fe n-OH,
desamnino-Met-LI-Ala-I-Ala-L-Fen-D-Lis~I-Fen-0H,
’ : - desamino-lMet(0,)-L-Ala=L~Ala-L-Fen-D-Lis-L-Fen-OH,
" desamino-Met(0)-Ala~-L-Ala-I-Fen-D-Lis-I-TFen-G1li-OH.
' Las Lbservaciopes siguientes se hacen respecto
a los ejemplos que siguen.
I. Si no se da configuracién opficé, se quiere decir la
10 forma ﬁ. |
IT. Se han asignado las siguientes abreviaturas a los gru-
pos protectores y activadores usados: ‘
Boe = terc-butiloxicarbonilo
tBu = butilo terciario
15 E : e = metilo
ONT = p-nitrofeniloxi
Bel = bencilo ‘
ONB- © = nitrobenciloxi
OSu . = succinimido-N-oxi
20 2 . = penciloxicarbonilo
III. Se han asignado las siguientes abreviaturas a los di-
solvénteé o reactivos usados:
Be : = benceno
To : = tolueno
25 "Et0H = etanol
Bu = butanol
Pi ) = piridingl
Ao C= 4cido acético
EtOAc =-écetato de etilo
"3 - Fo = 4eido férmico
27087 | " |
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alcohol amflico

Am =
iPro = isopropanol

DMF = dimetilformamida

THF = tetrahidrofurano

‘DeCT = diciclohexilcarbodiinida

DCHU = diciclohexilurea

TAA = trietilamina . B
TFA = geido trifluoroacético ’ '“;fh
e dma
NEm ! = N-etilmorfolina |

HOBt = N-hidroxibenzotriazol

IV. Se han usado las siguientes abreviaturas para los gru-

pos aminodcido:

let = metionilo _

« Met(-+0) = sulféxido de metionilo
Met(-»0,) = sulfona de metionilo _
Pen = fenilalanilo
Tir = {irosilo
Lis = lisilo
- Trp B = triptofiio .
cli = glicilo '

Val = valilo
Tew - = leucilo
Ala © = aglanilo
Ile _'= isoleucilo
@ -Ala = (-alanilo .

(ot -Me)ala =&-metilalanilo.
V. Se han usado las siguientes abreviaturas pard los gru-
‘pos semejantes a los restos aminoéciGO{

- FPA = N=(3~fenilpropil)-amino
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FEA = N-(2-feniletil)-amino
HFEA . = N-(p~hidroxifeniletil)-ami
o no _

Anf ' =_N-(2-fenilisopropil)—amino
derivado de la anfetamina

Tra = Nf(@-—indoliletil)-amino,
derivaao de la triptamina

Desamino-Ket = desaminometionilo

Depamin?uMet(—>0) = sulféxido de desaﬁinomefig
nilo (o 4-metilsulfinilbu-
tirilo)

Desaminq—Met(—»Oa) = sulfona de desaminometioni}

lo (o 4-metilsulfonilbuti-~

rilo)

Preparacién de los materiales de partida

I. Parte de N terminal -
1. Boe-Met-Ala-Ala-NoHy . _
(a) Boe-Ala~Ala-OMe: Se disuelven 20,79 g de Boc-Ala-OH en
150 ml de DMF. Tras enfriar a —109C sg afiaden 15,84 ml|
de TAA, seguidos por 10,45 ml de cloroformiato de etilo.

Se agita la totalidad durante 10 minutos a -102C, tras
1o cual se afiade una solucién de 13,9 g de H-Ala-OMe.
.HCL en 150 ml de DMF y 14;4 ml de TAA a la mezcla de
reaccidn, y la totalidad se agite durante otros 15 mi-
nutos g -1090; durante 2 horas a 02C y finalmente du-
rante 8 horas a ﬁemperatura ampiente. Tras enfriar a
~102C se sebara el TAA.HCL por filtracidn,'y el filtra-
do se evapora a sequedaé. ELl residuo ég disuelve en

250 ml dé'acetato de etilo y se lava consecutivamente
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(1)

' ~OMe (de (2)) en 150 ml de cloruro de metileno, y se

(c)

en 150 ml de DMF, se activan a -202C con 28,0 ml de HCL

ol de DMF y 1 eq. de NEM. Tras haber ajustado el pH a

 etilo/éter de petré;eor(1:1).

t{oja nfim. 15

con agua,.Hdl (0,0SN); solucién de ﬁéco3 (5%) y solu~
cién de NaCl (30%4). Tras secar sobre Nap30, el filtra-
do se evapora g sequedad, y el residuo se eristaliza.
con éter/éter de ‘petréleo.
Rendlmjento 19,3 g; punto de fusién 108/1102C
~ Rf en To:EtO0H (8:2) = 0,50 sobre Si0,.
H=Ala-Ala-OMe .HCLl: se disuelven 18,75 & de Boc-Ala—Alér,

pasa HCl por la solucién durante 4% minutbs bajo enfr;§

miento constante en agua helada. |
Rendimiento de producto desprotégido 14,3 g
.Rf en To:Et0H (8:2) =,O;01 sobre Si0,

Boc-liet—Ala-Ala-Olle: 15,8 g de Boc-Met-N2H3{ disueltos

a sequedad y el residuo se cristaliza con acetato de

4,2N en THF y 8,10 ml de nitrito de isoamilo. Tras ac-
tivar durante 20 minutos a -159C, la SOlgcidn se neu-
traliza con 14,5 ml de NEm; tras lo cual se afiade una
solucién de 14,3 g de H-Ala-Ala-OHe.HCL (de (b)) en 75

7,2 con NEM, la mezcla de¢ reaccién se mantiene durante
48 horas a aproximadamente 42C. Tras 48 horas se sepa~-
ra por filtracidén el NEM,HC1l, y elffiltrado Se evapora
a sequedad. El residuo se disuelve en 300 ml de aceta~-
to de etilo, tras lo cual se lava con agua, HCL 0 » O5N,

NaHC03 al 5%, y 3e nuevo con agua.

Tras secar sobre NayS0,, el filtrado se evapora

Rendimiento 16,2 g; punto de fusién 128-1292C
Rf en To:EtOH (8:2) = 0,46 sobre 5i0,,
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((4a) Boc-let~Ala~Ala-NoH3: se disuelven 15,9 g de Boc-Met~

~Ala-Ala-OMe (de (c)) en 160 ml de metanol, y se afiaden
16,0 ml de h;dr to de hidrazina. Tras aggitar durante
3;5 horas se afiaden 200 ml de éter seco. Trés enfriar
a 00C la sustanbia s6lida se separa por filtracidn.
Rendimiento 12,6 g; punto de fusién 207-2082C
Rf en Am:iPro:Agua (10:4:5) = 0,41 sobre Siozr
Los siguientes péptidos se preparan de manera andloga a la
indicada en I.1: ‘
2. Boc;Ala—Ala—Ala—N2H3;

_ Rf en Am:iProsagua (1034:5) = 0,44
3. ZBoc—-Val--Ala—-Ala,-N2 3;'
Rf en Am:iPro:agua (10:4:5) = 0,40
4. Boc-Ala-Leu-Leu-N,Hy3
Rf en Am:iPro:agua (10:4:5) = 0,38
5. Boc—Met—Ala—LeueN2H3; ’
Rf en Am:iProtagua (10:4:5) = 0,39
6. Boc-Met-Val-Val-NyHy; |
"Rf en Aﬁ:iPro:agua (10:4:5) = 0,38
7. Boc-Met(02)—Ala~Ala—N2H3; .
 Rf en Am: iPro:agua (10:4:5) =0, 30
8. Desamino-Met-Ala-Ala-NpHj;. |
Rf en Am:iProtagua (10:4:5) = 0,34
9. Desamino-let-(0p)-Ala-Ala-NpHy; =
Rf en Am:iPro:agua (10:4:5) = 0,23

ITI. Parte de C terminal

1. Sintesis de H-Fen-D-Lis(Boc)-Fen-0tBu

(1) 2-D-Lis(Boc)-Fen-0tBu .
Se disuelven 10,03 g de Z-D-Lis(Boc)-ONF en 50 ml de|

DMF, y la solucidn, tras enfriar a -202C, se aliade a
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(2)

(3)

. Tras adicién de paladio al 10% en carbén orgdnico, se

. el residuo se disuelve en 15 ml de acetato de etilo,

. : Hoja nam. | 7

una solucién de 4,1 g de H-Pen-OtBu en 75 ml de DNF.
Tras agitar durante 1 hora a 02C y otras 20 horas a
2090; la mezclal de reaccidn se evapora a sequedad. El
residuo amarillp se disuelve en acetato de etilo-agua
¥y se lava con carbonato pgtésico al 5%, agua, écidQ,Ei‘
trico al 5% y de nuevo con agua. La fase orgdnica se
seca y se evapora a sequedad. El residuo se_disueivéhen
acetato de etilo y luego se afiade éter de petroleg.£40-
60) hasta que la solucién se hace turﬁia{ El precipita-
do resultante se separa subsiguientemente por filtra-
cidn. | L
Rf en To:EtOH (9:1) = 0,63 (S10,)
H-D-Lis{Boc)-Fen-01tBu
3 g del dipéptido se disuelven en 60 ml de metanol., . .

pasa hidrégeno hasta que cesa el desprendimiento de COs
(é horas). Tras filtracidn sobre hyflo, el filtrado se
evapora a sequedad, dando com§ resultado una espuma.
REf en To:EtOH (9:1) = 0,21 (Sioz)

Z-Fen-D-Lis (Boec)-Fen-0tBu

2,18 g de Z-Pen-ONF se disuelven en 15 ml de DMF; Tras
adicién de una solucién de 2,24 °g de H-D-Lis(Boc)-Fen-
-0tBu (de 2) en 30 ml de DMF, la totalidad se agita du-|
rante-is horas a 209C. ‘ '

Tras evaporar la solucién amarilla a sequedad,

tras lo cual se afiaden 50 ml de éter de petréleo. Sub-
siguientemente se deja que la mezela repose durante 8
horas a 02C, tras lo cuai el preciéitado formado se se-

Para por filtraecidn., Punfo:de fusidén 135-138¢C.
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(4) H-Fen-D-Lis(Boc)-Fen-0tBu _
2,5 g del trlpéptido obtenido en (3) se hldrogenan de

la manera descrita en (2).

2., H-Leu-D-Lis(Bo¢)-Pen-0tBu

Hoja nGm. 18

REf en To:EtOH (8:2) = 0,38 (Si0,).

(1)

"~ 4cido eftrico al 30% y de nuevo con solucidn de NaCl

lo, y se reduce de volumen por evaboraeidn, tras lo

(2)

- II.1.2.

3. H-Ala-DuLls(Boc)-Fen—OtBu

" resultante se lava con solucién de K GO3 al 10%, 30~

El tripéptido obtenido en (1) se hidrogena con P3/C

Z-Leu-D- is(Boe )-Fen-0tBu

‘Se dlsuejve Z2-Leu~-ONF (3,2 g) en 40 ml de DMF. Lue-~
go se sfiaden a la solucién 3,6 g de H-D-Lis(Boc)-Fen
-OtBu, tras lo cual la mezcla se agita durante 20
horas a temperatura ambiente. Tras evaporacién de
la mezcla de reaccidén a sequedad, el residuo se di-

suelve en 100 ml de acetato de etilo, y la solucién
lucién de NaCl al 30% y de nuevo con solucién de

al 30%. Luego se seca la solucién en acetato de eti-
cual se aflade &ter de petréleo al concentrado. E1
precipitado formado se separaApor filtracién. Punto
de fusién 102-1052C,

Rendimiento 4,8 g.

H-Leu-D-Lis(Boc)~Fen-0tBu

(10%) como catelizador, de la mgnera descrita en

Rf en To:EtOH (8:2) = 0,41 sobre 810,

Se copulan 2,8 g de Z-Ala~ONF con 3,6 g de H-D~Lis(Boe)
Fen-0tBu, de manera anéloga a la descrita en 2, y el

tripéptido protégido resultante se hidrogena luego.
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1 B 'Rf en To:EtOH (8:2) = 0,37 sobre Si0,.
4. H-Leu~D-Lis({Boec)-Tra

1. Z—Leu—D—Lia(ﬁoc)-Tra _

Se obtienc ZjLeu—D—Lis(Boc) ~Ire de la manera deseri-
5 ta en I1.1.3., partiendo de 3,1 g de Z-Leu-ONF y 3 g
| de H-D-Lis(Boc)~Tra (preparado a partir de Z-D—Lls

(Boe)-Tra) Rendimiento 65%;

Rf en To:Et0H (8 2) = 0 72 sobre 5102.

2. H-Leu-D-Lis(Boc)-Tra " 10
10 2 g del péptido (de 1) se disuelven en 25 ml de meta-
nol y se hidrogenan en presencia de paladio al 10%°
sobre carbén orgénico; de la manera descrita en XI.1.

. 2. La evaporacidn a sequedad da una espuma. -Rendimien

to 95%. :
16 ' i . Rf en To:EtOH (8:2) = 0;47 (Si02).
5. H-Fen-D-Lis(Boe)-Tra .
Andlogo a 4. Rf en To:EtOH (8:2) = 0,33~
6. H-Ala-D-Lis(Boc)-Tra
Andlogo a 4. Rf en To:E40H (8:2) = 0,35
20 7. B=Tir-D-Lis(Boc)-Tra
— Anflogo a 4. Rf en To:EtOH (8:2) = 0,24

8. H—Leu—D~Lis(Ebc)-Trp—OMe; H-Leu-D-Lis(Boc)-Trp-0H

1, Z—Leu—D-Lls(Boc)-Trp—OMe

Se disuelven 5,57 g de 2-Leu~OH en 50 ml de DMF, tras
25 A enfriar la solucidn a 092C se afiaden 3,0 ml de TAA ¥y
' ' 2;0 ml de cloroformiato de atilo} La mezcla de reac-
cién se agita durante 15 minutos, tras lo cual se afia
den 8;64 g de H;D-Lis(Boc)—Trﬁ-OMe'en 50 ml de DMP a
~-102C, y la mezcla se égita a esta tgmperatura dura§-

30 te 30 minutos. Tras agitar durante otras 2 horas a
27087 -
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02C, y subsiguientemente durante aproximadamente 5 ho-
ras_a‘temperatura ambiente, la mezcla se filtra y el
filtrado se evaﬁora a sequedad. Luego se disuelve'el
residio en acetato de etilo, y la solucién resultan-
te se lava consecutivamente con sgua, solucién de
NaHCO, al /5%, agua, HC1 0,1N y solucién de NaCl al
30%. / | |
Luego se seca la solucibn y se .evapora é<ée;
quedad (aceite).
Rf en To:EtOH (9: 1) = 0,41 sobre $i0p. Rendi-
miento 10,5 g.
2. Z-Leu—D—Lls(Boc)-Trp-OH
- E1 éster tripéptido de 1 (5 g) se disuelve en 10 ml
de dioxano, tras lo cual se afiaden 15,3 ml de NaCH
0,94N. La mezéla de reaccién se agita durante 2 ho-
ras a temperatura ambiente, y luego se acidifica a
" pH 7 con HCL 2N. Subsigulentemente se elimina el digq -
Xano por evaporacién y se afiade el residuo acetato
de etilo/agua. La mezcla (capa acuosa) se hace lue~
go écida (pH 2) sin separar las capas. La fase orgé-
nica se lava con solucién de NaCl al 1034, y luego se
seca. La ellminaclén del disolvente por destilacidn
da una espuma. _ ‘ '
Rf en To:Et0H(8: 2) = 0,38 éobré 810,. Rendi~-
miento 3,8 g. |
3. H—LeﬁnD-Lis(Boc)-Trp—OH
315 g del tripéptido obtenido en 2 se disuelven en
50 m1 de DMF y 1;67 ml de HCL 4N, Luégo se afiaden
50 mg de PA/C (10%) a la solucién, y se pasa hidrége-

no a través de ella durante 4 horas. Luego se separa
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el catalizador por filtraciébn, y el filtrado se eva-
pora a sequedad (aceite) Bf en To:E40H (9:1) .= 0,10
sobre 8102 .

4. H-Leu~D~Lis(Boc)-Trp-OMe
El éster péptido de 1 se hidrogena de manera anéloga
a la descrita en 3, dando como resultado un aceite.

Rf en Am:Pi:agua (5:3: 2) = 0,29 sobre 810
9. Preparacién de H-Leu-D-Lis(Boc)-fenilalcohilamidas 1

1. Z-D-Lis(Boc)-FPA : .

10,33 & (26,6 mmoles) de Z-D-Lis(Boe)-~ONP se disuel-

ven en 80 ml de ¢loruro de metileno a aproximadamen~
te 02C. Luego se afladen a esta éolucién 2,7 g de 3-
-fenilpropiiamina, tras lo cual la mezcla se aggita
durante 1;5 horas a 02C y durante otras 18 horas Q'
temperatura ambiente. E1l disolvente se elimina por
evaporacibn, y el residuo se disuelve en 200 ml de
‘acetato de etilo. Ls solucién en acetato de etilo se
lava ahora consecutivamente con soldcidn de carbonatc
sédico (10%), solucién de NaCl (30%), HC1l 0,1N y una
solucién de NaCl al 307, tras lo cual la capa de ace-
- tato de etilo se seeca ¥y reduce por evaporacién hasta
un volumen de aproximadamente 80 ml. Luggo se aflade
el éter suficiente para causarAturbidaz, ¥y la mezéla
-—ge@ pone en un refrigerador. El precipifado formado se
separa por filtfacidn tras 2 horas.
Rf en Be:EtOH (9:1) = 0,50 sobre 8102
2. H—D—Lls(Boc)~FPA '
8,75 g del compuesto obtenido en 1 se dlsuelven en

120 - ml de metanol a los que se han afiadido 1,2 g de

paladio al 10%-carbén 6rgénico, Luego se pasa.hidrdag
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5.

"Z-Leu—D-Lis(Boc)-FPA

de NaCl al 30%. Luego Se seca la capa de acetato de

do 4 ml de HCL 4N.y 1,5 g de paladio al 10f-carbén

. ’ Hoja nim. 22

no con agitacién durante 3{5 horas, tras lo cual el
catalizador se separa por filtracién. La evaporacién
del filtrado a sequedad tiene como resultado un acei-
te casi incoloro, que se usa inmediatamente para ..
otras reacciones.

Rf en Am:Foiagua (7:2:1) = 0,54 sobre SiO;

6,39 g del derlvado de amlnoécido protegido obtenido
en 2 se disuelven en 68 ml de dimetilformamlda, y se
afiade una solucldn de 7,0 g de Z-Leu-ONF en 20 ml de
dimetilformamida. ILa mezcla se agita a temperatura

ambiente durante 20 horas; &ras lo cual el disolven~
te se elimiﬁa por evaporacién bajo vaclo. El residuo
se disuelve en 170 ml de acetato de etilo, y se lava
consecutivamente con solucién de carbonato potésico

al 5%, solucién de NaCl al 30%, HCL 0,1H, y solucién

etilo sobre Na,S0,, y se evapora a sequedad.
" Rf en Bo:EtOH (8:2) = 0,64 sobre S5i0,

H-Leu-D-Lis(Boc)-FPA .

9,0 g del derivado péptido obtenido en 3 se disuelven

en 300 ml de dimetilformamida a los que se han afiadi-

~vegetal. Luego Se pasa hidrégeno durante 3,5 horas
con agitacién; tras lo cual se separa el catalizador
por filtraei6n; yel filtrado se evapora a sequedad,
dando un aceite casi incoloro.

Rf en ButAciagua (4:1:1) = o 55 sobie 8105.
Lo siguiente se prepara de manera co:respondlente.

1. H-Leu~-D-Lis(Boc )~L~Anf
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@

Rf en To:EtOH (8:2)
2, H-Leu-D-Lis(Boc)~-FEA

Rf en To:EtOH (8:2)
3. H«LeupDuLis(Boi);HFEA ,

Rf en To:EtOH (8:2) 0;34'sobre 510,
10. Sintesis de H-Fen-D-Lis(Boc)-Fen-Gli-OH

0,50 sobre Si0, |

0,42 sobre 8102

(a) Z-Fen-D-Lis(Boc)-OMe: 29,9 g de Z-Fen-OH y 14,8 g de.

- HOBt se disuelven en 200 ml de DMP. Pras enfriar a |
.-222C ge aflade l§ siguiente consecutivamente: una‘épluq
cién de 32,6 g de H-D-Lis(Boc)-OMe.HCL en 210 ml de
DKF y 1 eq. de TAA, y una solucién de 22,7 g de- DCCI
en 100 ml de DMF. Luego se agita la totalidad durante
-15 minutos a -222C, 2-horas a 02C y-aproximadamente i6

horas a temperatura ambiente. Tras enfriar; la DCHU for
mada sSe separa por filtragidn; y el filtrado se evapo-
ra a sequedad. El residuo se diéuelvé en acetato de eti
1o y se lava con agua, 4cido citrico al 5%, bicarbona-
to sédico al 5% y de nuevo con agua, tras lo cual la
solucién se evapora a sequedad y se eristaliza.
Rendimiento: 51,6 g; punto de.fusién: 122-1232C.

(b) -Z-Fon-D-Lis(Boc)-OH: 13,7 g de Z-Fen-D-Lis(Boc)-OMe de
(a) se disuelven en 180 ml de dioxanp/Hao (9:1) y se
“afiaden 15 ml~de NaOH"2N. Luego ée agita la totalidad

-durante 2 horas a temperatura ambiente, tras lo-cual se
ajusta el pﬁ de la mezclg de reaccién a 7 con HCl N.
‘La mezcla de reaccidn se reduce subsiguientemente de vol
lumen hasta aproximadamente 50 ml (exenta de.dioxano)
¥y se afiaden 250 ml de aéetato de etilo. La mezcla se lat
va con égua.y se seca sobre Nazsoi. El Na,50, se sepere

4
por filtracibn, y el filtrado se evapora a sequedad.
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El residuo se cristaliza ooh éter/éter de petréleo
(1:2). . . ' | .
Rendimiento: 11,3 g; punto de fusi&n 72/7590
Rf en To:EtOH (8:2) = 0;12 sobre 510,
Am:Piiagua (5:3:2) = 0,69 sobre 5i0,

(¢) Boe-Fen-Gli-OBcl: 1 eq. de NEM, seguido por wna solu-
cibn de 25, é g de Boc-Fen—ONF en 100 ml de DMF, se afia
den a una solucidn de 12,6 g de H;Gli-OBcl HC1 en 100

v en

ol de DNF. Tras agitar durante la noche a temperatura
ambiente, la mezcla de reaccién se evapora a sequedad.
El residuo se disuelve en 300 ml de acetato de etilo/
agua (5:1) y se lava con agua.

Tras secar sobre Na2304,“e1 filtrado se reduce
por evaporacidén hasta un volumen de aproximadamente
100 ml, tras lo cual se afladen 50 ml de éter de petrd-
leo y 250 ml de éter seco.

Rendimiento: 16‘7 g; punto de fusiébn 126-1272C
Rf en To:EtOH (8:2) = 0,56 sobre 8102
(d) H-Pen-Gli-0Bcl.HCl: se disuelven 8,25 g de Boc-Fen-Gll-

0Bel en 120 ml de cloruro de metileno, y se pasa HC1
--gaseoso por- la solucibn, con agitaeién y enfriamiento
(hielo/agua) durante 1 -hora. |
V - Tras 1 hora se corta el suministro de HCl y la

mezcla de reaccibén se evapora a sequedad.
Rendimiento: 6,98 g de un producto tipo espuma
Rf en To:EtOH (8:2) = 0,33 sobre 510,.

(e) Z-Pen~D-Lis(Boc)-Fen=Gli-0Becl: el método era andlogo al

método descrito en (a). Reactivos necesarios: 9,25 g de
Z~Pen-D-Lis(Boc)-0H (de (b)), 2,92 g de HOBt, 6,98 g de
H-Fen-G1i~0Bcl.HCl y 4,12 g de DCCI. '
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11.
12.
13.
14.

15.

H-Met-Ala~Ala~Ala~D-Lis—Fen-Gli-OH

. Hoja nﬂm. 25

Cristalizacidn con: acetato de etilo/éter de pgtréleo.
Rendimiento: 12,0 g; punto de fusidén 157-1592C.

RE en To:EtOH (8:2) = 0,39 sobre §10,.
H-Fen-D-Iis(Boc)-Fen-G1i-OH: 4,11 g de Z~Fen-D-Lis(Boc]
~Fen~-Gli-0Becl se disuelven en 75 ml de DLF. Tres a61»

cién de PA/C se pasa hidrégeno durante 3 horas. El ca-

talizador Je separa por filtracién sobre hyflo/amiantol,

y el £iltrado Se evapora a sequedad.

Rendlmiento 2,9 8.

Rf en Bu'Pl Ac:agua (4:0,75: 0 25:1) = 0 46 sobre S¢02.
Los siguientes péptidos se preparan de manera,

andloga a la descrita en el ejempio anterior:

H-Trp-D-Lis(Boc )-Fen-G1i-~0H;

Rf en Bﬁ:Pi:Ac:agua (4:0.75:0 25:1)

H—Leu—Dles(Boc)-Fen-Gll-OH-

Rf en Bu:Pi:Ac:agua (4:0,75:0, 25 1)

H—Val-D—Lis(Boc)-Fen—Gli—OH;

Rf en BusPi:Ac:agua (4:0;75;0,25:1)

H-Ala-D-Lis(Boc)-Fen-G1i-OH;

Rf en Bu:Pi:Ac:agua (4:0,75:0,25: 1)

H-Tir-D-Lis(Boc)-Fen-GLi-OH;

Rf en Bu:Pi:Ac:agua (4:0,75:0,25:1)

0,52 sobre 8102

LR

0,40 sobre S5i0,

]

0,42 sobre SiO2

0,37 sobre Si0y

i

0,48 sobre SiO2

Ejemplo I.

(2)

'BCL 4,74N/THF, seguidos por 0,60 ml de nitrito de iso-

Bbc;Met-AlapAia—AlapD-Lis(Boc)—Fen—éli—OH (.1 &+ II.14)
Se disuelven 1,62 g de Boc-Mbt—Ala—Ala—N2ﬁ3‘en 20 ml
de DMF., Tras enfriar hasta -20°C se affaden 1,68 ml de
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Camilo, y la totalidad se agita durante 20 minutos a -152C;

~

()

filtrado se evapora a sequedad. Luego se somete el re-

Hoja nm. 20

tras lo cual se anaden 0,6 ml de NEM seguidos por una
solucidén de 2,3 g de H-Ala—D-Lis(Boo)-Fen~Gll-OH en 20
ml de DVF, y 1,68 ml de HC1 4,74N/THE. El pH de la mez+
¢la de reaccién se ajusta a 7,2 con NEM, tras lo cual
la mezela de¢ reaccién se mantiene durante 2 dias a;éﬁpg
xiﬁadamentef490. ﬁuego se separa por filtracidn el NEH|
JICl, y el filtrad6 se evapora a-seguedad. El residqo
se disuelve en.125 ml de sec-butanol/CHCl3 (2:3) y 25
ml de Hy0, y la solucidén resultante se lava consecuti-
vamente con agua, solgci&n de dcido citrico al 5% y de
nuevo con agua. Tras éecar sobre Na2804, el filtrado se
evapora a sequedad. El residuo se disuelve en 40 ml de
metanol a los que se afiaden luego 160 ml de agua, tras
lo cual la sustancia sélida se separa por filtracién y
se seca. Rendimiento 2,6 g; -~

Rf en Bu:Pi:Ac:agua (4:0,75:0,25:1) = 0,62 sobre SiOy;
Punto de fusién 202-203°C (desc.)
H—Met—Ala-Ala~Ala-D—Lis-Fen—Gli-OH.acetato

2,6 g del péptido obtenido en (a) se disuelven en 26 ml
de TFA al 90%. Tras agitar durante 45 minutos a tempe-
ratura ambiente bajo atmésfera de nitrégeno, la solu~
cibén se afiade gota a gota a 250 ml de éter 'seco. El pre
cipitado formado se separa por flltracldn ¥ se seca,
tras lo cual la sustancia sélida se disuelve en 40 ml
de terc-butanol/agua (1:1), y la solucién resultante se
agita con una resina intereambiadora de iones en forma
de acetato. Trés agitar durante 30 minutos, la resina

intercambiadora de ioneé'se-separa por filtracidn, y el
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1.

2.

3.

9.

10.
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siduo a purificacién mediante distribucién en contraco-

rriente; rendimiento 78%.

Rf en Bu:Pi:Ac:agua (4:0,75:0,25:1) = 0,25 sobre 5i0,.

Ejemple II

Los siguientes péptldcs Se preparan como sus sa~

H-Me t-Ala-Ala~-Fen-D-Iis-Fen-G1i-0H
Rf = 0,24 '
H-Met-Ala~Ala-Trp-D-Iig-Fen-GLi-OH

Rf = 0,27
H-Met-Ala-Ala-Leu-D-Lis-Fen-Gli~OH
 Rf = 0,22 .
H-Met-Ala-Ala-Val-D-Lis-Pen-Gli-OH

o Rf = 0,18 |
H-Yet-Ala~Ala~Tir-D-Lis-Fen-Gli-OH
Rf = 0,23

'H-Ala-Ala-Ala-Fen~D-Lis-Fen-Gli-OH

Rf = 0,21
H-Val~Ala—Ala—Fen~D~Lls-Fen—G11~0H
Rf = 0,26 _
H-Ala-Ala-Ala-Alg-D-Lis-Fen-Gli-0H

Rf = 0,20
H-Ala-Leu-Leu-Leu~D-Lis-Fen-Gli-0H
Rf = 0,19
H—Net~Ala—Leu—FenrD-Lls—Fen-Gl1-0H
Rf = 0,18 '

11. H-llet-Val-Val-Fen-D-Lig-Fen-Gli-OH

Rf = 0,22

les aoetato, de manhera correspondiente a la descrlta en el

Ejemplo I:

(1;1 + II.10)
k1.1 + IT.11)
(I.1 4+ II.52)
(I.1 4 II.13)

(I.1 4+ II.15)

(I.2 4 II.10)

(I.3 4 II.10)
(I.2 4+ II.14)
(T.4 + II.12)

(1.5 %+ II.10)

(1.6 + 1I.10)
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12, H-liet(0,)-Ala-Ala-Fen-D-Lis-Fen-Gli-OH  (I.7 + II.10)
Rf =0,16 _ S
13. desamino-Net-Ala-Ala-Fen-D-Lis-Fen-G1i-OH (I.8 + II.10)
. CRE = 0,36 ' ' ‘
14. desamino-liet-(0,)-Ala-Ala~Pen~D-Lis-GLi-OH
RE = 0,28

. Bjemplo IIT

{
ol

Los siguiéntes péptidos se preparan como sus Sg-

les acetato, de manera correspondiente a la descrita en el

1. B-Fet-Ala-Ala-Fen-D-Iis-Fen-OH . -(I.1 4 II.1)
Rf = 0,27 _ '

2, H-¥et-Ala~Ala-Leu-D-Lis-Pen-OH (I.1 + I1.2)
Rf = 0,28 ~

3. H-¥et(0,)-Ala-Ala-Ala-D-Lis-Fen-OH (I.7 4 I1.3)
Bf = 0,18

4. H-Met(0,)-Ala-Ala-Leu-D-Lis-Tra (I.7 4 II.4)
Rf = 0,11 .

5«~desamiﬁo-Met-AlapAla—Fen-D—Lis-Tra' (I.8 + II.5)

_  Rf = 0,14 |

6.desamino-Met(0p)-Ala-Ala-Ala-D-Lis-Tra  (I.9 & II.6)
RE = 0,18 ' |

7. H-Met-Ala-Leu~Tir-D-Lis-Tra (I.5 + II.7)
Rf = 0,17

8. B-Met-Ala~Ala-Leu-D-Lis-Trp-OMe (;.1 + II.8)°
RE = 0,31 - |

9. H-Met-Ala-Ala-Lew-D-Iis-Trp-OH - (I.1 & II.8.3)
Rf = 0,18 '
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Sulféxidos

dcido acético, y se afieden 15 pl de peréxido de hidrégeno

a ) Hojnb nam. 29

10, B-Met-Ala-Ala-Leu-D-Lis-FPA (I.1 4 II.94)
RE = 0,22 .

11. H-Met-Ala-Ala-Leu~D-Lis-I-Anf (I.1 4 I1.9.5.1)
RE = 0,24 . '

12. H-Met-Ala-Ala-Leu-D-Lis-FE4 (1.1 % 11.9.5.2)
Rf = 0,21 , - ,

13. H-Met-Ala-Ala-Leu~D-Lis-HFEA (I.1 4 II.9.5.3)

~ Rf = 0;26 S | B ) '

14.AH—Met(Q2)-Ala;Ala;Féﬁ-D—Lis-Fen~0H (1.7 + II.1)‘
Rf = 0,19 )

15. HeAla-Leu~Leu~Fen-D-Lis-Fen—OH (I.4 4+ II.1)
R = 0,32 -

16. desamino-Net-Ala-Ala-Fen-D-Lis-Fen-OH  (I.8 4 IL.7)
RE = 0,35 | ' '

A no ser que se indique otra cosa, los valores de
RE dahos en los ejemplos II y III son para el eluyente Bu:
PitAc:agua (4:0,75:0,25:1) sobre Si0,.

' Ejemplo v .

Se disuelven 0,06 mmoles del péptido en 5 ml de

al 30% a la solucién, que luego se agita durante 1 hora a
temperatura ambiente. Luego se allade una suspensién de 20
ng de negro de platino en 2,5 ml de deido acético glacial.
La mezcla'se agita durante 30 minutos, tras 1o'cual se f£il
tra. El filtrado se evapora’a sequedad bajo Vécio,Ay el re-

siduo se -afiade a 10 pl_de terc-butanol/agua. Luego se lio-
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) Rf = 0,12 _
2. Heliet(0)-Ala-Ala-Fen-D-Lis-Fen-G1i-OH
Rf = 0;10
3. HeMot(0)-Ala-Teu-Pen-D-Lis-Fen~G1i-OH
L mE=011
4. desamino-Yet(0)-Ala-Ala~Fen-D-Lis-Fen~G1i-OH
" R£ =0,26
5. H-Met(0)-Ala-Ala-Pen~D-Lis-Fen-OH
Rf = 0,13
1 6. desamino-Met(0)-Ala-Ala-Fen-D-Lis—Tra
RE = 0,15 |
7. H-Met(0)~Ala-Ala-Leu-D-Lis-FPA
R = 0,08
8. desamino-Met(0)-Ala~Ala-Fen-D-Lis-Fen~OH
'Rf = 0,19
9. H-Met(0)-Ala~-Ala-Leu~D-Lig-Trp-Oife
Rf = 0,21 ‘

Hoja nam, 30

T £iliza la mezcla. Los acetatos de los siguientes péptidos

se preparan de esta manera:
1. H-Met(0)-Ala-Ala-Ala-D-Lis-Fen-Gli-OH

Los valores de Rf dados son para Bu:Pi:Ac:agua (4:0,75:0,2%

1) sobre 810, .

Ejemplo V
Sulfohas

0,2 mmoleg del péptido se disuelven en una mezcla
de 0,5 ml de aguae, 0,1 ml dé deido perclérico 4N y 0,02 ml
de molibdato aménico 0,5M, tras lo cual se afiaden & csta

mezcla 0,06 ml de peréxido de hidrégeno al 30%. La mezcla
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se agita durante 2 horas a una températura de aproximada-

2, H-Met(02)-Ala—Ala-Fen-D—Lis-Fen—OH

" |suelven en esta mezcla 1,5 mg'del hexapéptido H-Met-Ala-Alaj
'|-Pen~D-Lis-Pen~OH (ejemplo III.1), y se afiade subsiguiente-

‘llojn”' nam, 31

mente 102C, tras lo cual se diluye con 25 ml de terc-buta~
pol/hgua..Luego se jafiade una resina 1ntercamb1adora de 10-

nes (Dowex X-8 en |forma de acetato) a la mezcla, que se

agita durante 30 mihutos., La mezcla se filtra subsiguiente-
mente, y el filtrado se liofiliza. o
' Los siguientes acetatos se preparan dg esta'iane4
ra: | o '
1. H—Met(02)—Ala-Ala—Fen—D—Lis-Fen—Gll-OH
Rf = 0,18

Rf = 0,20
3. desamino—met(o )—Ala-Ala-Fen-DbLis-Fen-OH .
Rf = 0 23 '

Los valores de Rf dados son para Bu:Pi:Actagua (4:0,75:0,25}
1) sobre Si0,. A ' ‘ -

Ejémplo VI

Complejos de cine

: 1;5 ml de una solucién de cloruro de cinc gque
contiene 50 mg de cine por ml, se aflade a una solucidn de.
31,5 mg de NaZHP04;2H20 en 30 ml de agua destilada. EL pre-
cipitado de fosfato de cine asi formado se disuelve de nue-

vo por adicién de HCl 4N, tras lo cual se aﬁaden a la mez~

175 mg de NaCl y 0,5 g de alcohol bencilico. Luego se di-

mente el hidréxido sédico N suficiente'para ajustar el pH

de la mez¢la a 8,5. Luego se'lleva el volumen hasta 50 ml
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- [Tcon agua destilaga.

1 ml de suspensién contienes: 30 pg de hexapéptido
' 1,5 mg de einc
0?63 ng de NazHPO4.2H20
3,5 mg de NaCl
' / E 10 mg de alcohol bencilico’

- Ejemplo VII

i
Preparacidn para inveccién

'pépﬁido del ejemplo I ' 145 ng
NaCl : 9,0 mg
metiloiibenzoato _ 1;2 ng
agua destilada exenta de pirédgenos 1,0 mg

Ejemplo VIII -.

s

Cépsula

Cépsula dé gelatina de envolvente dura, que contiene:
péptido del ejemplo III.14 (= Bj.V.2) . 2,5 mg
estearato de magnesio o .‘ ' 1,4 mg
povidona g . " 5,5 mg
mannita 137,0 mg
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-0 un derivado funcional de los mismos, donde A representa

férmula:

. : b Hola ném. 33

RETVINDICACIONES

o
4

Los puntos de invencidén propia y nueva qué‘se
presentan para que sean objeto de esta solicitué de’Paten~
te de Invencién, eh Espafia, por VEINTE aﬁos; son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

18.- Procedimiento para la preparaclén de pépti-
dos y derivados de péptido de férmula general.
ApNH;?H—GO-NH—?H-CO—L—Q-D-Lis—Z

R1 R, .

B=(L o D)Met, H-(L § D)Met(—0), H~(L ¢ D)Met(—» 0,), fa'esa-.
mino-Met, desamino-MNet(—»0), degamino-MetG—>02), o el gru-
bo HoN-B-CO-, B representa un grupo alcohileno (01'06) 0
alcohilideno (C,-Cg) de cadena ramificada o recta, Q repre-
senta el resto aminodcido -NH-CHR-CO—; R representa aloohi-
lo (01-06), p;hidroxifenilhetilo, 3~indolilmetilo o fenil-
metilo, R1 y R2 ;eprgsenta hidrégeno o un grupo alcohilo
(1-6 C), y 2 representa N-(fenilalcohil)-amino, N-( @ -indo~
1ilalcohil)-amino; IL-Trp-OH, IL-Fen-OH, LTrp-G1i-OH o
I-Fen~Gli~-OH, caracterizado porque el péptidb o derivado de
péptido se prepara de manera bien conocida en la quinioa de
los péptldos. . - |
28 .~ Procedimiento segﬁn la relvindlcacldn 18,

caracterizado porque se desprotege un péptldo protegido de

A-NE=0H-CO-NH~GA-00--Q-D-Lis~2
R, R, .

0 un derivado funcional del mismo, donde al menos el resto

76
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de aminodcido Iis ha sido protegido con un grupo protector,
Jtras lo cual el péptido obtenido se puede convertir en un

derivado funcional del mismo.

32, P;o%edimiento segin la reivindicacién 12 o
2§, donde el resto de aminodcido Q representa Fen o Ala.
 48.- Procedimiento segin la reivindicacién 18 o
22, donde A representa L-Met, L«Met(—+0), L-het(oz), desa,
mino-Net, desamino-liet(0) o desamino-Net(Oz) o
58.- Procedimiento segin la reivindicacién 12 o
28, donde R1 y R2 son ambos metilo..
) 68, "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE PEP-
TIDOS Y DERIVADOS DE PEPTIDOS".
-Tal- y-como -se ha deécrito en la Memoria que an-
tecede, y para los fines que se han especificado. '
Esta Memoria consta de treinta ¥y cuatro hojas
escritas a miquina por una sola cara.

' . Madrid, 14, SEL10T7
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