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Esta invencidn se relaciﬁna con un procedimiento para
preparar los tetradecapéptidos Y-GlvaPst—L-Lys-L—Asn—L—Phe
L-Phe-D-TrpI-Iys-I-Thr-L-Phe~I~Thi-I-Ser-I-C)s-OH, férmule
I, en donde Y e¢ D-Vai o D-Ala, asi como con sus sales de
adicidn de &cido farmacéuticamente aceptables .y con los in=~
termedlarlos producldos durante la sintesis de los tetlradecsy
peptldos.

f La somatostatina (también conocida como factor que in]
hibella llberaclén de la somatotroplna) es un tetraaecapeptn
do de la férmula LrAla-Gly-L-Cys-L—Lys—L—Asn-L—Phe«LpPhe-L-
mrp-anws-L~ThrsL-Phe-mehr-LpéZEZE:E%s-OH Este tetradsca-
péptldo es alslado de extractos hipotalamicos ovinos 7 se ha
encontrado que es activo en la inhibicidén de la secracidn de
la hormona del crecimiento (GH), también conocida como soma-

totropina. A este reépecto, véase P. Brazeau, W. Vale, R.

Burgus, N. Ling, M. Butcher, J. Rivier, y R. Guillemin, Sciep-

g, 179, 77 (1973).

Ademas, el compuesto convenientenente designado como
D-Trps-somatostatlna.fue dado a conocer anterlormegte por
Brawn y colaboradores, Endocrinology, 98, Né. 2, 33%6-343
(1976).

Los tetradecapéptidos bioldgicamente activos de la

férmula I tienen la férmulas definida anteriormente e inclu-
yen las sales de adicidn‘de &cido no tdxicas de los mismos.
Sus estructuras difieren de la de la somztostatina por la
preéencia de un resto de D-triptdéfano en la posicidén 8 en 1u
gar de un resto de L—triptéfano ¥y un resto de D-valina o un
resto de D-alanina en la posicibn 1, en 1ﬁgarrde un resto de
i—aianiné. Por razones de conveniencia, los ‘aetradecapéptii

dos de la férmula I pueden denominarse como D-Vall, DnTrps—
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l, D-Trpansomatostatina.

somatostatina; y D-Ala

" De esta manera, esta invencién se relaciona con un
procedimiento para preparar un compuesto seleécionado de
aquellos de la férmula H-Y~Gly-L—Gys-L~Igs—LﬁAsn-L-Phe—L—Phe
~D-Trp-TImIy8~L-Thr~I~Phe~I-ThrLf ms-ori 7 con sus sa-
les de adlclon de acido no tdxicas farmacéutlcamente aGEpta—
bles y, como intermediaries, R-Y-Gly-L~Cys(Rl)-L—LyélRéD-L~
A=n-L-Phe-L—Phe-D-Trp(R5) L-Ly.;(R?)-L—‘['hr(R3)—-L—Phe-I;—Thr(R3)
~L~Sér (Rq)-Iprs(Rl)-x, férmula IT; en donde

! Y es D-Val o DeAlag '

/ R es hidrégeno o un grupo piotector'déoc—amin0°g'
k-‘Rl es hidrégeno o un grupo protector de tio; -

R, es hidrégeng,o un grupo p;otectbf de £ ~amino;

/ ‘RB.y R, son tada uno de ellos hidrogeno o un;g?upo

protector de hidroxi;
R5 es hidrdégeno 6 formilo; ¥

X es hidroxi o

. —— Resina
-0~CH, \" 7

en*@onde la resina es poliestireno; con la condicién de qQue,
cuendo X es hidroxi, cads una de R, R1» Ro, Ra,‘Ra'y Rg son

hidrbgeno y, cueando X es’

cada una de By Ry, Ry, Ry y By son diferentes de hidrégeno.
Los tetradecapéptidos nuevos de la férmula I, H-Y-Gly

T
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L~Cys—L~Lyé—L~Ans-LnPhe—LwPhe-D—Trp-L—Lys—L~Thr~L~Phe—LwThr-

L-.........._..., .
| L-Ser-1-Cys~OH, en donde Y es D-Val o D-Ala, se preparan ha-

ciendo reaccionar los tetradecapéptidos de cadena lineal co-
rrespondientes de la féfmula I1I, . -
Y—Gly—L-Cys—L—Lys-L—Asn—IrPhe-L~Phe—D—Trp—L~bJs—L~Thr~L-Phe—
L«Thr-L~Ser~L~Cys-0H
en donde ¥ es D-Val o D~Ala, con un agente de oxidaciﬁn; Es~
ta reaceibn convierte los dos grupos sulfhidrilo en un puen~
te de dlsulfuro.

Ias sales de adicidén de &cido no toéxicas farmacéutics)

me%te aceptables 1ncluyen las sales de adicidén de &cido orgd

nlco e 1norgan1co, por ejemplo, aquellas preparadas a partir
de acldos tales como &cidos clorhidricoy sulfdrico, sulféni-
co, tartérlco, fumérico, bromhldrlco, gllcollco, citrico, mal
leico, fosférico, succinico, acético, nitrico, benzoico, os-
cér?iéb, p-toluensulfénico, bencensulfénico, naftalensulféni
60 ¥ propidnico. De preferencia, las sales de adicién de 4ci]

do son aquellas que se preparan a partir de &cido acético.

Gualesquiera de las sales anteriores se preparan por medlo
de los métodos convencionales.
También se consideran dentro del zalcance de esta in-~

vencidén los intermediarios de f£érmula II R-Y-Gly-LFCys(Rl)—u

',-Lgs(RZ) L—Asn-L—Phe-L—Phe-D—Trp(Rs)-LrIgs(Ra)-LrThr(Ra)-L-

Phe-L~Thr(R5)~L-Ser(Rq)-Ircys(Rl)-X, en donde los diversos

simbolos son como se define anterlormente. Ljemplos de estos

lntermedlarlos son;:

RrD-Val—Gly-L~Cys(Rl)-L—st(Rz)~L;Asn-L~Phe?i-Phe~D-Trp(RS)-
L—Lys-(Ra)fi~Thr(R5)—L-Phe-L~Thr(R3)9L~Ser(R4)~L;Cys(Rl)-X;

¥

R-D-Ala-Gly-IrCys(Rl)L—Lys(R2)~L-Asn~L~Phe-I~Phe—D Trp(?5)-

fe v ot
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L~Lys(R2);L~Thr(RB)-L~Phe-L-Thr(RB)-L~Ser(R4)-I~Cys(Rl)~X.
Un intermediario preferido es el siguiente intermedig

rio de la férmula III, -

Y-G1y~I~Cys-I-1ys-I-Asn-I-Phe-L-Phe-D=Trp=InIys=~L-Thr~I~Phe-

L-Thr-I~Ser-I~Cys~0H,

en donde Y se define como antes.
Otros intermediarios preferidos son los'siguiéﬁkész
H—D-Va1—Gly—L~Cys-L~Lys—L~A5n—L—P@e4-'
L-Phe-D-Trp-I~Lys-I-Thr~I-Phe-I-Thr-
I~Ser-I~Cys-OH; '
H-D-Ala-G1y-I-Cys-I-Lys-I-Asn-I-Phe- - - ...
I~Phe-D-Trp-L-Lys~I=Thr=I~Phe~I~Thr= .. ’
L-Ser-L-~Cys~0H; | L s
N-(BOC)-D-Val-Gly~-L(PMB)Cys~I~-(CBzOC)- . - . ..

- Lys-I-Asn-I~Phe-I~Phe-D-Trp~L-(CBz0C) - ' \ '
Lys-I~(Bzl)Thr~I=Phe=IL=(Bzl)Thr-L~

-
’

esina
(Bzl)Ser-I-(PMB)Cys-0-CH, @/R .

N-(BOC)-D-Ala-Gly-L-(PMB)Cys—Iw(GBzOG)n
Lys~L-Asn-I~Phe-I-Phe-D-Trp-I-(CBa0C) Lys-
L-(Bz1)Thr-I-Phe-I~(Bz1) Thr~I~(Bzl)Ser-L-

in
(PMB)cys-o-c>H2—<\3’m’sl 2

Las férmulas anteriores que definen los intermedia-
rios incluyen los grupos de profeccién'para las funciones
amlno, hidroxi y tio (sulfhldrilo) Las propledades de un
grupo de protecclon como se define en la presente, son do-
bles. En primer lugar, el grupo de proteccidén evita que una
porcién reactiva presente en una molécula particuiar sufra
reacciéﬁ durante el sometimiento de la molécula- a condicio-
hes que pudieran causar la ruptura de la pofcién de otra fﬁg'

ma activa. Eﬁ segundo lugar, el grupo de proteccidn es tal

we eV
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que puede separarse fécilmente con la restauracién de la por

cibn ac%ﬁvé.original ¥ bajo condiciones que no afectarian in
deseablemeﬁte otras porciones de la molécula. Los grupos que
son ﬁtiléS'para eétos propbsitos, es decir, para proteger
los- grupos amino, hidroxi y tio, son bien conocldos por los
expe;tos en la tecnlca. Indudablemente, se han editado vold-
menes“completos dlrlgldos especificamente a una descripcién
y discusidn -de los métodos para utilizar dichos grupos. Uno

de dichos volimenes es el tratado Protective Groups in Orga-

nic Chemistry, J.F.W. McOmie, Editor, Plenum Press, New York
[ . t ’

1975 |

) ! . .

En las férmulas anteriores que definen los intermedi%

Jriosg, R/ resenta ya sea el hldrogeno en el £-amino 0 un

grupo‘de proteccidén de L-amino. Los grupos de proteccidu de

.|<=amino, considerados para R son bien conocidos por aquellos

+

con EYperleDCIa o6rdinaria en la tecnlca de los peptldos Mu-
chos de éstos se detallan en McOmle, cltado anteriormente,

Gapitulo 2, escrito por J.W. Barton. Son ilustrativos de ta-
les.grupbé de proteqcion los siguientes: benciloxicarbonilo,

i .
p-clorobenciloxicarbonilo, p-tromobenciloxicartonilo, o-clor

benciloxidarbonilo, 2,6-diclorobenciloxicartonilo, 2,4-diclo

robenciloxicarbonilo, o-tromobenciloxicartonilo, p-metoxiben|

'cllox¢carbonllo, Efnltroben01loxlcarbonllo, t-butiloxicarbto-

nilo (BOu), t—amllox1carbon110, 2-(p-bifenilil)isopropiloxi-

carbogllo (Bp0C), adamantiloxicarbonilo, 1soproplloxlcarboql

1o, ciclopentiloxicartonilo, ciclohexiloxicarbonilo, ciclo-

heptiloiiéérbonilo, trifenilmetilo (fritilo) ¥ p~toluensulfo

” nllo. De prefe*encLa, el grupo protector de «-amino definido

x
.

por R es t—butlloxlcarbonllo.'

Rl representa ya sea el hldrogeno del grupo sulfhidri

@2

"
1 2
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| to por R.G. Hickey, V.R. Reo y W.G. Rhodes. Son ejemplos ade

-7 -

lo de la cisteina o un grupo de proteccidn para el sustitu-
yente sulfhidrilo. Muchos de estos grupos de proteccidn se

describen en McOmie, citado anteriormente, Capitulo 7, escri

cuados de tales grupos de profeccién . los siguientes: p-meto-
,‘D

xibencilo, bencilo, p-tolilo, benzhidrilo, acetamidometilo,

tritilo, P-nitrobenciloy ggbutilo,'isobutiloximetilog*;éi co

ol

mo también cualesquiera de un nimero de-derivados de tritilo

l - » . ) ° )
Paralgrupos adicionales, véase, por ejemplo, Houben-We¥l, Meg-

thod%s der Organischen’Chemie, "Synthese von Peptiden", Vol
memes 15/1 y 15/2, (197%4), Stuttgart, Aiemania._De preféren-
cia,'el grupo de proteccibn de sulfhidrilo definido‘pg?;Rl
es p-metoxibencilo. ) , ;,_f

' [ R_2 representa ya sea.el hidrégeno en la funciéné -
amino del resto de lisina o un grupo de protecciém &-amino
adecuado. Son ilustrativos de tales grupos la mayoria de los
menéiohados anteriormente como adecuados ﬁa:a usafsé~éomo un
grupo de proteccidn «L-amino. e incluyen como tipicos de ta-
les grupos los siguientes: benciloxicarbonilo, t-butiloxicaxy
tonilo, t-amiloxicarbonilo, ciclopentiloxicarbonile, adaman-
tiloxicarbonilo, Ermetoxibenciloxicaibonilo, p~clorobencilo~
xicarbonilo, p-bromobenciloxicarbonilo, o-clorobenciloxicars
bonilo, 2,G-diclorobenciloxicarbonilo, 2,4~-diclorobenciloxi-
cartonilo, o=-bromobenciloxicarbonilo, p~-nitrobenciloxicarbo-
nilo, isopropiioxicarbonilo, ciclohexiloxicartonilo, ciclo~
hepfiloxicarbonilo ¥y p~toluensulfonilo.
§ Como se hard evidente posteriormente, el procedi-
miento para la preparacibén de los tetradecapéptidos de féfmg
ia I inecluye un clivaje periddico-del grupé protector-c-ami-

no a partir del &cido amino presente en la cadena péptida.

I
.
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1 De esta forma,-la Gnica’' limitacidn con respectoa la identidad
lel grupo protector £-amino en el residuo de lisinaes tal que
ho se efectuard su cllvaae en condlclones empleadas para el c¢li-|

vaje selectlvo del grupo protector cc-am1no Ia seleccidn apro-

8 piada de los grupos protectores «-amino y E-—amJ.no es algo conocl

jo por el quimico y. depende de la relativa fac:.l:.dad con. la que

m g;rupo protector en particular puedeser clivado. Am,_g;rgpos

ales como 2-(p-bifenil)isopropiloxicarbonil(Bp0OC) y trietilo
n m{y a@aptables ¥ pueden clivarse aunen presenciade un acidd
uave'. Un 4cido moderadamente fuerts tal como el &cido clorhidril
c;, trifluoréc_éi:ico o trifloruro ée‘boro en 4cido acético es
1 que se requiere para clivar obtros grupos tales como p-‘}_mtilo—'
icarbonilo, t-amiloxicarbonilo, adamsntiloxicarbonilo, y p-
eto:gibenciloxicarbqnilq - 8e requieren co_ndiciones acidas mas
15 ertespara efectuar el clivaje de otros grupos p‘rotectbies ta-
les como el benciloxicarbonilo, alobenciloxicarhoniio, p-nitrg
enciloxicarbonilo, ciéloalquiloxicarbonilo e isopropiloxiéag
onilo. El clivaje de estos ﬁlti{nos grupes requiere unas condi-
ciones &cidas muy fuertes.tales como eluso de bromuro de hidrd
20 geno, fluorurode hidrégeno o trifluoracetato de boro en &cido
Jtriflupracético. Por supues"'o:o, cualquiei‘a de los grupos anterig
mes‘.‘puedé clivarseen coqdidiones écidas mnés fuertes. Ia selec-
cién apropiadade los grupos protectores amino incluirén el usq

. {de los gmipos en la funcidn <-zmino que es néds adaptable que la

28 empleada en el grupo protector E-amino conjuntemente con las

condiciones de clivaje designadas para separar selectivamente
unicamente la funcidén <-amino. En este contexto, R2 es preferi-
blemen’ce o-ciorobenciloxicarbonilo o ciclopentiloxicarbonilo

’ y, en con,junc:.én con esto, el grupo protector a~amino que se eln.;*

30 para usar en cada uno de los 4cidos amino que se agregan a 1a cadg

~—..
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un grupo de proteccidén. EL empleo de dicho grupode protecc:.én es

'

na de péptido -es preferiblemente t-butiloxicarbonilo.
Los grupos R3 y R, representan el hidrbgenodel hidroxile o
in grupo de proteccidn para el hidroxilo alcohdlico de ia 1;reon_i1
hay la serina, I;espectivamente. Muchos de tales gnipos ﬁe pi'oteg
ridn se describen en McOnie, citado anteriormente, .Capitulo 3,'

scritopor C.B.Reese. Son tipicos de tales gru;os de proteceidn
‘Fos siguientes, por ejemplo, alquilo-deCya Cy, té-lesrcoin‘g"rgeti-

lo, etiloy t-butilo; bencilo; bencilo sustituido, tal como p-mg

oxibén’cilo, p-nitrobencilo, p-clorobencilo y o-cloroberypilo;

lcano;lo de Cl a 03, tal como formllo, acetiloy prop:.onzl.lo' tri-

-~

englmetllo (tritilo). De preferencia, cuando R3 ¥ R, son grupog

roteccion, el grupo de proteccidn de eleccidn en ambpos’cams |

-

es benc:.lo. h S

Yo

El grupo R5 representa ya sea hidrbgeno o formiloy ge’fine

la porcic’m P 5del resto de triptdfano. El1 formilo si';"v"é comqg

opeional y, por lo tanto, R5 puede ser apropiadamente hidrége-
no (N-no protegido) o formilo (N-protegido). | -
El grupo X se refiere al extremo cartoxilico de la-cadena de

tetradecapéptido; puede ser hidroxilo, en cuyo caso se define un

grupo cartoxilo libre. Ademds Xrepresenfa el soporte de la resin
sélida al cual se une el extremo carboxilico del péptido durante s
sintesis.Esta resina sélida se representa por medio de la férmula

4

[ -

\ ~Resina
-0~CH2

' En cualquiera de los anteriores, cuando X representa hi- -
drox:.lo, cada una de R, Ry, Ry, R 39 R, ¥ Rg es- hidrbgeno.
Cuando X representa el soporte de la resina solmda, cada una

de R, Rl’ R2’ R3 y R4 es un grupo de prot?c:'c':.én.,

ST e, s

B
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Se emplean aqui las siguientes abreviaturas, la mayo-
ria de las cuales son tien conocidas y cominmente utilizadas
en la técnica:

Ala - Alanina

Asn - Asparagina

Cys--~ Cisteina . : v

Gly - Glicina

* Lys - Iisina

Qhe - Fenilalanina

Ser - Serina
{ Thr - Treonina
- Trp - Triptdéfano .
Val - Valina ' '
-] DCCG - N,N"-diciclohexilcarbodiimida
DMF - N?N-dimetilfqrmamida '
~BOC - t-butiloxicarbonilo
PMB -~ p-metoxibencilo
CBz0C - gfciorqbencilogicarbonilo
CPOC - ciclopentiloxicarbonilo
Bzl -~ Bencilo
For - Formilo
“\ BpOC - 2-(p-bifenilil)isopropiloxicarbonilo
. Aunque la seleccién de los grupos de proteccién parti
culéres que deben emplearse en la preparacidén de los compueg]
tos de la férmula I es materia bien conocida dentro de la.ex
periencia ordinaria de un quimico en la técnica de los pépti]

dos sintéticos,-es- conveniente reconocer que la secuencia de

“| reacciones que debe llevarse a cato da lugar a una seleccidn

{ de_los grupos de proteccién particulares. En otras palabras,

el grupo de proteccidén de eleccién debe ser uno que sea estg

-




10

15

20

25

30

primeramente se une en su funcidn carboxilo a la resina por

Tee JY -

ble tanto a los reactivos como a las condiciones empleadas
en las etapas sucesivas de la secuvencia de reaccién. Por
ejemplo, como ya se discutid en cierto-grado.éﬁ lo que ante-
cede, el grupo de proteccidn ﬁarticular que se emplea débe |
ser uno que pertenezca intacto bajé las'congéciones utiliza-
das para disociar el grupo de pfoteccién de ot=amino del..res-|
to de aminodcido terminal ‘del €ragmento de péptido eﬁfia pre
paracién para la copulacién del subsiguiente fragmento de
amin%éc%@o con la cadena de péptido. También es importanfé
seleécionar, como grupo de protecéién, uno que permanezca in|
tacto durante la formacidén de la cadena de péptido y, que se
pueda separar ficilmente al completarse- la sinteéis del-pro-
ducta de tetradecapéptido deséado. Todas estas,materigé que-|
dan dentro del conocimiento y entendimiento de un qu?mi?o del
péptidos con experiencia ordinaria en la técnica. o

Como es evidente de la discusibn anterior, los tetra-'
decépéptidos de la férmula I pueden prepararse por‘mediq de
sintesis de fase sélida. Este, sintesis involucra una forma-

cién secuencial de la cadena de péptido empezando en el ex-

tremo C-terminal del péptido. Especificamente, la cisteina

medio de la.reaccién de una cisteina amino-protegida, S-pro-
tegida con una resina clorometilada o una resina hidroximeti
lada. La preparacidn de tna resina de hidroximetilo estd des
crite por Bodonszky y colaboradores, Chem. Ind. (Londres),
38 i597-98 (1966). Ia resina clorometilada se puede conse-
guir comercialmente de lab. Systems, Inc., San Mateo, Cali-
fornia, E.U.A, ‘
' Al llevar a cabo la unifn de la cisteina C;terminal}a

la resina, la cisteina protegida primeramente se convierte

>

5
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en su sal de cesio. Esta sal se hace reaccionar después con

la resina de acuerdo con el método descrito por B.F, Gisin,

Helv. Chim. Acta, 56, 1476 (1973). Alternativamente, la cis-
teina puede unirse a la resina mediante la activacién de la
funcién carboxilo de la molécula de cisteini.mediante la
aplicacibén de técnicas ficilmente conocidas. Por ejemplo, la
cisteina puede hacerse reaééionar con la resina en presencia
de un compuesto activador del grupo carboxilo %tal como N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC). et
U#a vez que la ¢isteina con.el carboxilo libre ha si-
do'unida;apropiédamente al soporte dé resina, el resto de la
secuéncia @z formacidén del péptido involucra la adicién en
etapaé e cada aminodcido a la porcién N-terminal de la cade
na de pﬁptido. Por lo tanto, necesariamente la secuencia pag|
ticular. que se involucra comprende una disociacidn déitgrupo

de proteccibébn de'e{-amino del aminoécido gyue representa la

porcién N-terminal del fragmento de péptidc seguido por la

|l copulacién del subsiguiente resto de aminoicido con el aming

dcido, N-terminal ahora libre y reactivo. Ia disociacién del |
érupo&dé proteccidbn de ocvamino puede efectuarse en presencia
de un écido tal como &cido bromhidrico, &cido clorhidrico,
dcido trifluorcacético, Acido p-toluensulfénico, &cido ben-
densglfénico, &cido naftalensulfénico y &cido acético, con
la formacidén del producto resPectivb de sal de adicidn de
écido. Otro método que hay disponible para llevar a cabo la
disociacidén del grupo de proteccidén de amino involucra el exm

pleo de trifluoruro de boro. Por ejemplo, el eterato de die-

tilo de trifluoruro de toro en &cido acético glacial conver-

tiréd el fragmento de péptido amino protegido en un compleja

de BF; que luego puede convertirse en el fragmento de pépti-
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terminal libre mediante tratamiento con una base moderada,

do destloqueado mediante tratamiento con una base tal como
bicarﬁonato de'potasio acuoso, Cualesquiera de estos m€tod9s'
puede emplearse siempre que se'tenga presente que el método
de eleccién debe ser uno que lleve a cabo la disociacién dell
grupo de protecc1on deeC-amlno, N~terminal 51n la ruptura de
ningunos otro& grupos de proteccidn presentes eh ‘la sedena
de péptido. A este respecto, se prefiere que la dﬁsbciabién
del grupo dk proteccidén con N-terminalrsellleve a cabo utili
zando dcido trifluoroacético. Generalmente, la disociacidn

se lleva ré a cato a una temperatura de 02C. a la temperatura

-

amblentelaprox1madamente. o

A B

?na vez que se ha efectuado la ruptura N-termig%i, el
product% gue resulta normalmente estari em la formafdggla~ .
sal de_édicién de acido del 4dcido que se ha empleada péra
llevar -a cato la disociacidn del grupo de proteccién.‘il Pro

ducto entonces puede convertirse en el compuesto amino . -

tipicamente una amina terciaria tal como piridina o trietils
mina.:

: La cazdena de péptido, después, estd lista para la reac
cion con el subsiguiente ahinoécido. ésta puede llevarse a
cato empleando cualesquiera de las diversas técnicas conoci-
das. Con objeto de lograr la copulacién del subsiguiente amij
nodcido con la cadena de’ péptido N-terminal, se emplea un
aminodcido que tiene un carboxilo libre pero- que estéd adecual
damente protegido en la funcién L-amino asi éomo también.en
cualquier otra porcién activa. Después, el aminoidcido se so-
mete a condiciones que harén activa a la funcién'carboxilé

A
en la reaccibén de copulacidn. Una de tales técnicas de acti-

vacidén que pueden emplearse en la sintesis involucra la con-
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‘1 1a funcibdn carboxilo libre dél aminodcido se activa mediante

‘mixtos apropiados son cloroformiatod etilo, cloroformiato

.gilbn del Iamlnoéciuo en su derivado de éster activo. Ejemplos

- ]_q - ’

versidn del aminodcido en un anhidrido mixto. Por lo tanto,

reaccidn con otro écido, tipicamente un &cido carténico en
la forma de su cloruro dé¢ 4cido. Ejemplos de tales cloruros

de &cido que pueden utilizarse para formar }ps anhidridos

de fenilo, cloroformiato de butilo secunderio, cloroformiato
de isobutilo y cloruro de pivaloilo.

' Ctro método de activacién de la funcidn cartoxilo dell
aminoécido paﬁa lograr la'copulécién consiste en la conver-

de tél é ésteres activos son, por ejemplo; un éster de¢ 2,4,5-
trlcloréfenilo, un éster de pentaclorofenllo, un éster de p-
nluEOfeullO, un 8ster fqrmado a partir de l-hidroxiberszotrig
zol-j un éster formedo a partir de H-hidroxisuccinimidg. Otxp
método para efectuar la copulacién del awinodcido C-terminal
con el fragmento de péptido involucra llevar a cabo la reace
cidn de copuJacién en presehcié de por lo menos una cantidad
equlmolar de W,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) Se prefie-
re eate ultlmo método para preparar el tetradecapeptldo de

la féormula II en donde X es

esina
'-O—CHé

Una vez que se ha preparado la secuencia de aminoici-
do deseada, el péptido resultante puede separarse del sopor-

te de resina. Esto se logra mediante tratamiento del tetradg

capéptido soportado en la resina protegida con fluoruro de

hidrdgeno., El tratamiento con fluoruro de hidrdgeno disocia

3

e
.
- - %
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¢idén potencial de ciertos restos de aminodcido presentes en

obtener el producto final de la férmula I, es necesario tra-

¢l péptido de la resina; ademis, sin embargo, disocia todos
los grupos de proteccidn restantes presentes en las poreio-
nes reactivas localizadas en la cadena de péptido asi como
teubién el grupo de proteccién de <-amino presente en el amif-
nodcido N-terminal. Cuando se emplea fluoruig de hidrbgeno
para efectuar la disociacidn del péptido de la resina a3i cg
mo también para separar los grupos de proteccidnm, se'bééfie—
re que la reaccibén se lleve a cabo en presencia de anisol.

Se ha encontrado gque la presencia de anisol inhibe la alquil

(344

la caden? de péptido. Ademis, se prefiere cue la disppiéciém
se lleVﬁ!a cabo en presencia de mercaptano de etilo,k@@;merﬂ
captanofde etilo sirve para proteger el anillo de indol del
resto dé triptdfano y, ademds, facilita la conversiép;éé-las
cigteinas bloqueadas en éus'formas tiol. Asimismo, cﬁéﬁdo 35
ege formilo, la presencia'de mercaptand de etilo facilita la
disociacidn del grupo formilo con fluoruro de hidrbgeno.

Una vez que se ha llevado a cato la reaccién de diso=

ciacidn, el producto que se obtiene es un péptido de cadena

lineal que contiene 14 restos de aminocécido. Con objeto de

taer el tetradecapéptido de cadena lineal en condiciones que

efectier su oxidacidén convirtiendo los dos grupos éulfhidri-
lo presentes en la molécula, uno en cada porcidn cisteinilo,
en un puente de disulfuro. Esto puede llevarse a cabo tfatqg
do una solucidn diluida de tetradecapéptido lineal con cua=~
lesquiera de una variedad de agentes de oxidacidén incluyendoj,
por ejemplo, yodo y ferricianuro de potasio. También puedé

A Y
emplearse aire como agente de oxidacidn, siendo generalmente

el pH de la mezcla de aproximadamente 2.5 a aproximadamente
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te 7.2. Cuando se utiliza aire como agente de oxidacidén, la
concentracidén de la solucidn de péptido generalmentc no es :.
mayor de aproximadamente 0.4 mg. del péptido por mililitro
de solucidén, y usualmente es de aproximadamgyte 50 ug.yiml.

Los compuéstos-de la férmula T pueden administrarse a

¥y son partlcularmente Gtiles para relajar el misculo liso.
EsPecificamente{ puede relajarse el tracto gasStrointestinal

mediante la administracibn parenteral de pequefias cantidades

4 de Fstos compuestos, ¥ de preferencia, de D—Vall, D—Trr -50~

matbstatlna. Esta accibén, que da por resultado la reducsidn
de 1a movilidad del 1ntest1no, es particularmente dﬁS°acle
en la radlografla gastr01ntest1nal hipotonica. Esto’,cempuec

tos, ademas, son utlles en el tratamiento del colon espastl-

jfco, piloroespasmo y de otros estados espésticos del tracto

gastrointestinal, asi como tamtién para célico ureteral y ti
i
Normalmente, con objeto de efectuar el relajamiento

‘|del misculo liso, estos compuestos se administran en una do-

sis de aproximadamente 0.1 ug. a aproximadamente 3 ng.-por

_kiiggramo de peso de cuerpo del receptor y de preferencia de

aproiimadémente 0.3 ug. a aproximadamente 1.5 hg. por kilo-
gramo de peso de cuerpo. ILa administracién es parenteral y
puede ser intramuscular, subcﬁténea o intravenosa; de prefe~
rencia, los compuestos se administran por la via intravenosa

0 intramuscular.

Para la administracidn parenteral,. las formas de dosi

\

ficacmon de unidad de fluido generalmente se preparan utili-

>3

9.0, y de preferencia de aproximadamente 6.2 a aproximadamen

mamiferos de sangre callente, incluyendo a los seres hu"anos'

b
Fon

zando el compuesto en asociacidén con un portador farmaceutlc%,

. 3 8

T N I ' ™
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tal como, por ejemplo, solucién salina isotdnica, glicina

isoténica, lactosa, menitol, écidb acético diluido, agua bac
teriostdtica, por ejemplo, agua que contiene aproximadamente
1% de slcohol bencilico y soluciones amor tiguadoras de fosﬁg
to, ‘asi como combinaciones apropiadas de cue}esquiera‘porta—
dores normales. El portador, con relacién 2l compuestowhcti-
vo, generalmente estd presente en una relacién en peé&sae

25:1 a 1000:1, aproximadamente.

El compuesto, dependiendo del portador y de'laacbncqg

2

tracidén que se utilice, puede o bien suspenderse o bien di-
solverse en un vehiculo estéril adecuado, prefiriéndgse;el
agua: En ls preparacidén de soluciones, el compuesto'yféi pox
tador pueden disolverse en el vehiculo seleccionadoj,la soluy
cidn;se filtra y se aflade 2 un frasco o ampolla adecusdos,
el frasco o ampolla se sella. Ventajosamente, pueden diqol—
verse en el vehiculo adyuvantes, tales como un preservativo
anestésico local o un agente amoriiguador. Para mejorar la
eétabilidad, el compuesto en asociacién con el portador.puev
de disolverse en agua y colocarse la svlucién acuosa en un
frasco y luego liofilizarse. Después, el sdélido liofilizado
seco se introduce herméticamente en el frasco y se acompaiia
un-frasco del vehiculo suministrado para reconstituir la conmf
pogiéién.antes de su uso. Pueden prepavarse suspensiones pa-
ra administracién parenteral sustancilamente del mismo modo
excepto que el compuesto se suspende en el portador en vez
de disolverse.

Los compuestos de foérmula T también son activos, aun-
que no necesariamente en grado equivalente, en la inhibicién
de la liberacidén de la hormona del crecimiento. Este efectg

inhibtidor es beneficioso en los casos en que el huésped que

L3

Sy -
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‘dor de 50 a 100 ug/kg. de peso corporal. Es evidente, que

| plo, carbonato de magnesio o lactosa, junto con los agentes

'?d de magnesio. Tipicamente, la cantidad de portédor o dily-

{

estéd siendo tratado requiere un tratamiento terapéutico por
el exceso de secrecién de somatotropina, secrecidén que va

asociada a condiciones adversas tales como diabetes “juvenil
y acromegalia. Estos compuestos también ejercen otros efec-
tos fisiolégicos, como inhibicién de la secpecién de 4cidos
gastricos, ﬁtilven el tratamiento de las Ulceras; inhibicidn
de lg secrectdn de exocrina por el péncreas, pbtencialmeﬁte
0til en el tpatamiéﬁto de la pancreatitis e inhibicién de la
seqrecién de inéulina ¥ glucagén. Los compuestos pueden admil
nigtrarse por cuaiquiera de los métodos actuales, como via
oraP sublingual, subcuténea, intramuscular e intraveznosa.
Pre&erlblemente la dosis para la administracién sublingial u|
oral es alrededor de 1 mg a 100 mg/kg. de peso-corporzi..En
general, la dosis intravenosa, subcuténea o intramuscular pg
ré estas Ultimas indicaciones oscila aproximadamente entre

1l ug y 1 mg/kg. de peso corporal y preferitlemente es alrede

1as dosis varian entre amplios llmltes de acuerdo con el es—

tado particular en tratamiento y con la gravedad de dlcho es

tado. . S

Los compuestos de la férmula I pueden administrarse
oral o sublingualmente en asociacién con un portador farma-

céutico, por ejemplo, en la forma de tabletas o cépsulas.

Pueden utilizarse diluyeﬁtes ) portadores'inertes, por ejem-

desintegradores convencionales, por ejemplo, almiddén de maigzl

y. acido élginico J agentes lubricantes, por ejemplo esteara-

yente variard de. aproximadamente 5 a aproximedamente 95 Poi

ciento de la composicién_final ¥, de preferencia, de aproxi-

"
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“|la resina y se lava alternativamente tres veces, cada vez

~19 -

medamente 50 a aproximadamente 85 por ciento de la composi~-
cién final. También pueden emplearse agentes aromatizantes .
adecuados en la preparacidn final haciendo a la composicidn
m4s agradable para su administracidn.

Cuando los compuestos de la férmula E}van a ser admi-
ﬁistrados parenteralménfe, pueden emplearse portadores. 2de-
cuados, tales comb, por ejemplo, cualesquiera de aquéiiés
descritos anteriormente con referencia al'empleo de estos
compuestos para relajar.el miscilo liso. =~ = ...

TLos siguientes ejemplos son ilustrativos de la prepa-
racién d? los compuestos de la férquia I y de los intermedia

ios paré los mismos. : . ‘ Xffj

]
! EJEMPIO 1 . Yo

/ .
RESINA ﬁE‘POIJESTIRENO METILADA DE N?ﬁrBUTILOXICARBoglbfLé
CISTEINIL(S-p-METOXI BENCILO) o
‘A 1000 ml: de N,N-~dimetilformamida (DMF) conteniendo
la sel de cesio de N-t-butiloxicarbonil-{S-p-metoxibencil)-
cisteins (preparada a partir de 17.5 gramos del Acido libre)

ge agregan 100 gramos de resina de poliestireno clorometila-

Jdo (Léb Systems, Inc., 0.75 mmoles Cl/grauwo). La mezcla se

agita a temperatura ambienﬁe dursnte cinco dias. Iuego se
filtra.ia resina y se lava alternativamente tres vecés, cada
vez con una mezcla de 85 por ciento de DMF y 15 por ciento
de agus y con DMF, y luego dos veces con DMF. A la resina
suspendids en 1000 ml. de DMF se agrega una solucidén de -16
gramos (83.4 mmoles) de acetato de cesio. La mezcla se agita

durante nueve dias a temperatura ambiente. Iuego se filtra

A}

I con una mezcla de 85 por ciento de DMF y 15 por ciento de s

égua ¥ con DMF, La resina se lava con CHCl5 ¥ luego se sus-

L3
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pende cuatro veces en CHC:L3 en un embudo de separacidn, se

extrae el liquido cada vez para separar los trozos. La resi-

na se filtre, se lava con etanol al 95% y luego alternativa-
mente tres veces, cada vez con benceno y efanol al 95 por
ciento. Iuego la nesina se seca a vacio a tfpperatura de 302
C.,-féra obtener 115.3 gramos del producto del titule. Un
analisis de aminoacidos muestra 0.254 mmoles de Cys por gra-
mo de resina. La cisteina se determina como acido cisteico
defuna hidrélisis 4dcida que se lleva a cabo utilizando una
meécla 1:1 de dioxano y 4cido clorhidrico concentrado a la
cu%l se ha agregado una pequefia cantidad de sulféxido dé di-
me%’io. _ ] -

!

EJEMPIO 2

’

RESINA DE POLIESTIRENO METILADA DE N-%-BUTIIOXICARBONIL~D-
VALIL-GLICL I~ L- (S-p-METOXI BENCIL)CISTEINT I- L (¢ ~o~CLOKOBEN
CILOXIGARBONIT,) IISII~L-ASPARAGINT I~I~FENITATANIL-L-FENITALA

| NI L-D~TRIPTOFIL-I-(N¢-0-CLOROBENCI LOXLCARBONI L)~ LI SI LI (O~

,BENCIL)TREONIL~L—FENILALANIL—L—(O~BENGIL)-TREONIL-L—(0-3E§
CIL)SERIL—L—(S-BrﬂETOXIBENCIL)CISTEINILO.

El producto del Ejemplo 1 (S.Q gramos)-se coloca en
el recipiente de reaccidén de un sinte%izador de péptido auto)
mét;co Beckman 990, y se agregan doce de los trece aminodci-
dos Testantes empleando el sintetizador automatico. La resi-
na de tridecapéptido protegida resultante se divide en dos
porciones iguales, y el :esto.final se introduce en una-de
las porciones. Los aminodcidos que se emplean asi como la se
cuencia de su empieo son como sigge: (1) ¥-t-butiloxicarbo-
nil-(0-tencil)-I~serina; (2) N-Erbutiloxiéarbpnil-(O—bencil)
;4-£reonina;-(3) N-t-butiloxicartonil-I-fenilalanina; (4) N-

Eyhutiloxicarbonil-(O-bencil)-Lftreonina; (5) N‘-Erbutiloxi-

——
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na) de tres minutos cada uno con una mezcla dé 90 por ciento

carbonil-Nf-o-clorobenciloxicarbonil-I-1isina; (6) N*-t-buti
loxicartonil-D-triptoéfano; (7) N-t~butiloxicarbopil-I-fenilg
lanina; (8) N-Erbutiloxicarbonil~L~fenilalaniné; (9) éster
p-nitrofenilico de N-t—butiloxicarbonii-L-asparagina; (io)
N“~t~butiloxicarbonil-Nefgfclorobenciloxicg;bonil—L-lisina;
(11} N-t—butiloxicarbonil~(S~p~metoxibencil)-L-ciéteina;
(12) N-t-butiloxicarbonil-glicina; y (13) N—t~butilo§ié5rhg
nil-D-valina. La secuencia de desproteccidn, neutralizacién,
copu&acién y récopulacién para la introduccidn dé cada‘émiqg
écidé en el péptido es la siguiente: (1) tres lavados (10 ml

/gramo de resina) de tres minutos cada uno con clorofermo;

(2) separacién del grupo BOC mediante tratamiento dos vaces |

durante veinte minutos cada vez con 10 ml./gramo de'reg?na
de upa mezcla de 29 por ciento de 4cido trifluorocacétice, 48
por ciento de cloroformo, 6 por ciento de trietilsilano y 17
por clento de cloruro de metileno; (3) dos lavados (10 ml./
graéo de resins) de tres minutos csda uno con‘cloroformg;

(4) un lavado (10 ml./gramo de resina) de tres minutos éon

cloruro de metileno; (5) tres lavados (10 ml./gramo de resi-

de alcohol t-~butilico y 10 por ciento de alecohol t-amilico;
(€), tres lavados (10 ml./gramo de resina) de tres minutos cg
da uno con cloruro de metileno; (7) neutralizacién mediante
tres tratamientos de tres minutos cadas uno con 10 ml./gramo
de resina de trietilamine en clorurc de metileno al 3 por

cieﬁto; (8) tres lavados (10 ml./gramo de resina) de tres mi
nutos cada uno con clorurc de metileno; (9) tres lavados (}0

nl./gramo de resina) de tres minutos csda uno con una mezcla

Al

de 90 por ciento de alcohol-t-butilico y 10 por ciento de él -

cohol t-amilico; (10) tres lavados (10 m{./gramo de resina)

Mas O
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de tres minutos cada uno con cloruro de metileno; (11) adi-
cién de 1.0 mmol/gramo de resina del aminodcido protegido y
1.0 mmol/gramo de resina de N,N°-diciclohexilcartodiimida
(DCG) en 10 wl./gramo de resina con cloruro de metileno'segq
do pof mezclado dursnte 120 minutos; (12) tres lavados (10
ml./gramo de resina) de tres minutos cada u;; con cloruro de
metileno; (13) tres lavados‘(lo nml./gramo de resina) .de tres
minntos cada uno con ura mezcla de 90 por'ciento de alcohol
t-butilico y-10 por ciento de alcohol t#amilico; (14) tres
lavados glo nl./gramo de resina) de tres minutos cada uno
con cloriro de metileno; (15) neutraiizacién mediante tres
tratémieptos de tres minutos cada uno con -10 ml./gramo de re|
sina de/trietilam;na en clorurc de metileno al 3% por ciento;
(16) tr%s,lavados (10 ml./grame de resina) de tres mimmbos
cada uno coﬁ cloruro de metileno; (17) tres lavados (10 ml./
gramo de resina)'de tres minutos cada uno coﬁ una mezcla de
90 por. ciento de aleohol t-butilico y 10 por ciento de alco-
hol t-amilico; (18) tres lava@os,(lo_ml./gramo de resina) de
tres éinutq% cada uno‘con cloruro de metileno; (19) tres la-
vados{(io
DM?;-(ZO)

ﬁl./gramo de -resina) de tres minutos cada uno con
adicidén de 1.0 mmol/gramo de resina.del aminodcido
protegido ¥y 1.0 mmol/graﬁo de resina de N,N'-diciclohexilcar
bodiimida (DCC) en 10 l./gramo de resina de una mezcla de

1:1 de DMF ytéloruro de metileno seguido por mezcledo duran-
te 1éo minutos; (21) tres lavados (10 ml./gramo de resina)

de tres minutos cada uno con DMF; (22) tres lavados (10 ml./]
gramo e resina) de tres minutos cada uno con cloruro de me~
tileho;-(2§) tres lavados (10 ml./gramo de :esina) de tres

ginutos cada uno con una mezcls de‘90 por ciento de alcohol

t=tutilico y 10 por ciento de alconol t-amilico; (24) tres

s

L

.....
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producto se hidroliza mediante reflujo durante 72 horas en

lavados. (10 ml./grgmo de resina),de\tres mioutos cada uno col
cloruro de metileno:(25) neutralizacién mediante tres tratar
mientos de tres minutos cada uno con 10 ml./gram6 de resina
de trietilamina en cloruro de metileno al 3 por ciento;‘(26)
tres lavados (10 ml./gramo de'resina) de trgg minutos cada

uno con c¢loruro de meﬁileno; (27) tres lavados (10 ml:/gramo

de resina) de tres minutos cada.uno con una mezcla de-SO. por

ciento de aleohol t-butilico y 10 por ciento de alcohol t-amf

lico% vy (28) tres lavados (10 ml./gramo de fesiné) de- t5es
minuéos cada uno con cloruro de metilenc. ‘

{ Ta secuencia de tratamiento anterior se emplea,péra
la adicién de cada uno de los aminodcidos con la excepcién
de los restos ée glicina y asparagina. Ia adic¢idén deﬂlq;gli-
cina/se lleva a cabo utilizando solamente las etapas:1-18.

El resto de asparagina se incorpora por medio de su ésfier ac|

tivo de p-nitrofenilo. Al hacerlo asi, la etapa (1ll) anteriof -

se ﬁodifica en la siguiente secuencia de tres etapas: (g)
tres lavados (10 ml./gramo de resina) de tres minutos cada
uno con DMF; (b) adicidén de 1.0 mmol/gramo de resina del és-
ter de p-nitrofenilo de N-t-tutiloxicartonil-I~asparagina en
10 ml./gramo de resina de uﬁa mezéla 1:3 de DMF ¥y cloruro de
metileno seguido por mezclado durante 720 minutos; y (c¢) trep
lavados (10 mi./gramo de resina) de tres minutos cada uno
con DMF. Asimismo, la etapa (20) anterior se modifica al em-
pleo del éster de p-nitrofenilo dé ﬁ—t—buti1oxicarboni1£L-g§
parégina en una mgzcla 3:1 de DMF y cloruro de metileno se-
guido por mezélado durante 720 minutos. -

.

La resina de péptido terminada se seca a vacio. El

AS

una mezcla 1:1 de &cido clorhidrico concentrado y dioxano.
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I cién de color smarillo, limpia, y la solucién se aplica a

- T

El anélisis de aminodcidos del producto-resultante da los si|
guientes resultados, empledndose la lisina como norma; Asn,
1.00; 2Thr, 2:18; Ser, 0.95; Gly, 1.00; Val, 0.99; 3Phe,
3.45; 2Lys, 2.00. ' ’

N EJEMPIO 3 .
D—VAIIL—GLICIL—-L-GIS‘J_EEINIL—L—LISIIr-L-ASPARAGINIL—L—FEHILAI_d}_
NI Ir-L-FENI TALANT L~D=-TRIPTOFI i~ L~LISIL~L~TREONT L~ L~ FENT T LANI
L~TREONI L-L-SERII~L~CISTEINA. -

A una mezcla de 7.2 ml. de anisol y 7.2 ml. de rereap)
tgnopde etilo se agregan 3;914 gramos (al nivel de sustitu-
cién/de 0.155 mmoles/gramo) .de la resina de tetradecspéptido
ﬁrot;gida del ejemplo'Z. La megq}a se enfria en nitrégeuo 1i]
quido, J se égregan me&iante,destilacién 80 ml. de fluoruro
de hidrdgeno liquido. La mezcla resultante se deja calentar
‘a temperatura de 09C., y se agita durante 2 horas. El fluoruy
To de’hidrégéno se separa después mediante destilacidén. Se-
agrega éter a la mezcla restante y se enfria,a‘temperatgra
.de 02C. E1 sblido resultante se recoge mediante filtracién
¥ se lava con éter. El producto se seca y el‘tetfadecapépti-
do desprotegido se extrae de la mezcla de resina utilizando
acido acético 1M y écido acébico al 50%. La solucién de &ci-
‘do~acético se liofiliza inmediztamente después hastalseque-
dad en 1a oscuridad. E1 sélido ligeramente amarillo resultan
te se suspende en una mezcla de 10 ml. de &cido acético 0.2V
desgasificado y 4 ml. de acido acético glacial. ILa suspen-
siéﬁ resultante se calierte ligeramente con 6 ml. de &cido
acético al 50% hasta que se obtiene como resultado una solu-
una columna de Sephadex G-25 F. Ias condiciones cromatogréii
| cas son: disolvéﬁte, écido'acétiéolo.2M desgasificado; tama-

-
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fio de la columna, 7.5 x 150 cm.; temperatura, 269C.; régimen
de flujo, 1670 ml./hora; volumen de la fraccién, 25.05 ml.

El grafico de la absorbancia.a 280 mp-de cada frac-
cién frente al nimero de la fraccidn, mestra un pico aﬁcho
y amplio seguido de un hombro. ILa espectroscopia ov revelé -
que la parte principal del pico es el produ;;o. Las fraccio~
nes que se combinan‘ﬁ sus volimenes de elucién son ldémqi—'
gulentes:

Fracciones 207-233 (5160-5837 ml.,_ﬁico = 5515 ml.)

| Esta coleccién de fracciones no incluyen el hombro defl

lado /posterior. La espectroscopia UV indica que hay presen-
tes 470 mg. del producto. (Rendimiento = 46.4%). Una titula-

cién de Ellman de una alicuota indica un contenido de sulfhi

~ -

drilp libre de 95% del tedrico. S,
EJEMPIO 4 o

OXIDACION & D-VALY, D-TrpC-SOMATOSTATINA

8_somatostatina reduci

La solucidn de 1a,D«Vall, D-Trp
da (677 ml.) del Ejemplo 3 se diluye con agua destilada pars
obtener una concentracién de 50 pg./mg. Se agrega hidrdxido
de amonio concentrado para ajustar el pH de la mezcla a 6.7
La solucién se agita a temperatura de 49C., en la oscuridad
durante 64 horas, después de lo cual una titulacién de Fll-
man indica que la oxidacidén estd complefa.

La mezcla se concentra a vacio hasta un volumen de
45 ml., y se agregan 45 ml. de &cido acético glacial. La me2|
cla’luego se desala en una columna de Sephadex G-25 f. Las
condiciones cromatograficas sonblas siguientes: disolvente,
4dcido acético gl 50% desgasificado; tamafio de la'columna,‘
5.0 x 215 cm.; temperatura, 262C.; régimen de flujo, 148 ml/

hora; volimen de la fracecién, 17.3 ml.

e
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El gridfico de la absofbancia.a 280 m1 de cada frac-
cién frente al nGmero de la fraccién muestra dos piqos gran-
des. El primer-pico representa las formas agregadas del pro-
ducto ¥y el segundo pico representa el producto monomérico.
El maﬁerial representado por el segundo picgﬁse recoge [frqg

cioneé 116-155 (2000-2685 mi.)). La espectroscopia UV indica

lque hay presentes 279 mg. de producto en la muestra (rendi-

miento = 59.4%). La solucidén se liofiliza hasta sequedad en
la oscuridad.
El =6lido blanco resultante se vuelve a cromatogra-

fiar en dos porciones aproximadamente iguales. La primera

porcidén jse disuelve en 25 ml. de 4cido acético al 50% desga-
sificadj/s

y se absorbe en una columna de Sephadex G-25 F. lLas

sl . o . a- s e .
lcondiciones cromatogréficas son: disolvente, &cido acébico

al 50% dcsgasificado; tamafio de la columna, 5.0 x 215 cm.;
temperatura, 262C.; régimén de flujo, 148 ml;/hora; volimen
de la fraceiém, 17.3 uml. . .

’ El grafico de la abéor@ancia a 280 mu de cada fréc—

! }
cién frente al nimero de la fraccidén muestra dos picos gran-

des. ée hace un'corte conservador del sggundo pico. Se combi
nan las fracciomes 119 a 125 (volﬁmenés de efluente de 2128~
225§'ml.). La espectroscopia UV indica que hay presentes
65.3‘mg. de broducto en esta miestra. Ia solucién se liofili
za hasta sequedad en la oscuridad para obtener el producto
ééseado.

La-éegunda porcidén se vuelve a cromatografiar de la
misma manera que la primera con fesultados similares. Los
dos_produdtos tuenos se combinan haciendo un total de 126 mg
ﬁediante espectroscopia UV (recuperacidn de 45.2% de produé—

to purificado). El producto combinado se disuelve en 15 ml.

b
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de &cido acético 0.2M desgasificado y se aplica a una colum-
na de Sephadex G-25 F. Las condiciones cromatogréficas son:
disolvente, dcido acético 0.2M desgasificado; tamafio de la
columna, 5.0 x 150 cm.; temperatura, 269C.; régimen de flujo
466 ml./hora; voltmen de la fraccién, 16.3 ml. |
El grafico de la absorbancia a 280 mﬁrde cada.frac-
cién frente al mimero de la fraccién mestra un picofé@%nde.
La espectroscopia UV indica que la porcién principal del pi-
co es un producto excelente. Las fracciones 160-180 (2592-

2934<ml;, pico = 2685 ml.) se combinan'y se liofilizan hasta
}

seiuedad en la oscuridad. La espectroscopia uv indica la pre

senpla de 90.4 mg. de producto (71.7% de recuperacién).
1 Rotacidn Optica [d] = -56.12.(4cido acética al 1%) .
Andlisis de aminodcidos: Val, 1.0; Gly, 0.97; ?Gys,
1.62; 2Lys, 2.00; Asn, 1.01; 3Phe, 2.87; Trp,_ll02; éThf,
1.8%; Ser, 0.81.

Los resultados anteriores se expresan como relaciones

de Lys/2 = 1.0. Todos los val?res son promédibs de-dos ﬁidng
lisis de 21 horas sin eliminadores. El triptéfano se determi

na de espectroscopia UV (como una relacién a Iys/2); la seri

na no estd corregida por las pérdidas durante la hidrélisis.
‘ El producto anterior contiene cantidades menores de
impﬁrezas. 51 se desea, el producto puede purificarse sdi~-
cionalmente-sometiéndoloig cromatografia preparativa de 1li- .
quido a p£esién elevada (HPIC). . '
Un método alternativo para oxidar a la D-Vall, D-Trp8
~-somatostatina reducida a D-Val, D—Trpa-somatostatina es me-
diante tratamiento con ferricianuro deApotasio. La oxidacién
se lleva a'cabo en una solucidn acuosa a un'pH de 6.7 comoy

se describe anteriormente en este ejemplo{ Se agrega a la
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mezcla una solucidén acuosa de ferricisnuro de potasio para

{producir una concentracidén final que representa aproximada-

8—somatostatina

.mgnte'B.B'veces aquella de la D—Vall, D-Trp
reducida. La solucldn se agita en la_oscuridad a temperatura
ambiente durante aproximadamente dos horas./pa terminacién
de la oxidacién se verifica mediante titulacidén de Ellmen.
EJEMPLO 5

RESINA DE POLIESTIRENO METILADA DE N-t-BUTILOXICARBONII~D~
ALAN}EL—QLICIL-L-(s-p-METOXI BENCIL)~CISTEINII~I~ (N $-0<0T0RQ
BENC&LOiIOARBONIL)LISIL—L—ASPARAGINIL—L~FENILALANIL-L-FEN;
LALANY L~D~TRIPTOFI L~ L~ (N ¢~ 0--CLOROBENCILOXICARBONI L) LISIT~L
(0-BENCI L)TREONI I~L~FENI LALANI L~TI~( O~ BENCI L) TREONI L~i-{ O-
BENCIL)SERI L-I~(S~p-METOXI BENCIL)CISTEINILO.

/ Este compuesto se prepara utilizando la segunda por-
ciéﬁ del tridecapéptido que se prepara en en Ejemplo 2 y co-

pulando: N-t~butiloxicartonil~D-alanina con ella en lugar de

- §1a N-t-butiloxicartonil-D-valina.

El ahélisis de aminoédcidos &el producto resultanée
después de la hidrdlisis mediante reflujo durante 21 horas
en una mezcla 1:1 de dcido clorhidrico concentrado y dioxano
da los siguientes resultados, empledndose la lisina como nog|
mai Asn, 1.16; 2Thr, 2.14; Ser, 1.04; Gly, 1.09; Ala, 1.17;
3Phe;.2.88; 2Lys, 2.00.

. “EJEMPIO_6
D—ALANIL—GLICIL—L-CISTEINIL—L~LISIL~L7ASPARAGINIL-L—FENILAL&
NIL;LPFEﬂiLALANIL-D-TRIPTOFIL—L—DISILfLPTBEONIL~L-EENILALANI

| ~I~-TREONIL~L-SERI I~-L-CISTEINA~

El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el

| método del Ejemplo 3 utilizando 3.772'gramos (en el nivel 3e

sustitucidén de 0.156 mmoles/gramo) del producto del Ejemplo

i
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5. La purificacién del producto se lleva a cabo mediante cro|

matografia sobre una columna de Sephadex G-25'F. Las condi-
ciones cromatogréficas son: disolvente, écidé acético Q;ZM
desgasificado; tamafio de la columna, 7.5:x 150 cm. temﬁefa—
tura, 262C.; régimen de flujo, 1658 ml./hora; volémen de la
fraccidn, 24.87 ml. - i

E1l gréfico de 1la ebsorbancia a 280 mp de caéh}ﬁna de
las fracciones frente al nlimero de la fraccidn muestra un pi]
co grande y amplio seguido de un hombro. La espectroscopia
uv: muestra que la parte principal del pico representa'al PTo
Las fracciones que se combinan y.sus volﬁmeneﬁjde elg
cidén son los siguientes: .

Fracciones 206-230 (5098-5720 ml.).

Esta coleccién de fracciomes no incluye el hombro pos

e

&

terior. La espectroscqﬁia UV indica que estd presente en la
muestra una cantidad tebdrica de 403.9 ng. (rendimiento =
41.9%). Una titulacidn de Ellmen de una alicuota indica:un
contenido de sulfhidrilo libre de 9%% del tedrico.
EJEMPIO 7 .
OXIDACION A D-Alél, D-Trps;SOMATOSTATINA

. La D-Alal, D-Trps-somatostatlna reduclda del Ejemplo
6 se trata de acuerdo con el método del Ejemplo 4. La solu-
cién (622 ml.; tedricamente 403.9 mg.) se diluye con agua
destilada para obtener una concentracién de 50 pg/ml. y lued
go se ajusta a un pH de 6.7 con hidréxido de amonio concen-
#;ado. La mezcla se agita a temperatura amhiente en la oscu;
ridad dursnte 41 horas. La mezcla se concentra & vacio hasts
aproximadamente 40 ml. y luego se diluye con 40-m1. de 4cido

acético glacial. La mezcla se absorbe después sobre una co--
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Jiguales;. La primera porcidn se disuelve en 22 ml. de acido

des. Se hace un corié conservador del segundo pico comtinan-

'do las Fracciones 121-127 (volimenes de efluente de 2142-

A Y
misma manera que la primera. Los productos se combinan (126.%

lumna de Sephadex G-25 F. Ias condiciones cromatogrificas
son las siguientes: disolveﬁte, dcido acético al 50% desgasi
ficado; tamaiio de-la columna, 5.0 x 215 cm.; temperatura,
269C.; régimen de flujo, 151 mwl./hora; volimen de la fr;c-
cién, 17.61 ml. P
El grafico de la absorbancia a 280 mp para cada frac-

cion frente al nimero de la. fraccidén muestra dos picos grén-
des y amplios. El primer pico representa ias formas agrega-
das del producto y el segundo pico representa el proaucto mo|
nomérico;bueno. El producto representado por el segundo pico
[Francioﬁe53113—155 (1971-2728 ml.)] se recoge y se 2iofili-
za hast | sequedad en la oscuridad. El sélido resulbuutc se
vuelve j_cromatografiar en aproximadamente dos,borcicnes
acético M al 50% desgasificado y la solucién ce aplica a una
columna de Sephadex G-25 F. Las condiciones éromatogréficas
son: disolvente, &cido acético al 50% desgasificado; tamaiio
de la{columna, 5.0 x 215 cm.;, temperatura, 262C.; régimén de
#lujo; 153 ml./hora; vollmen de la fraccidén, 17.85 ml.

E Bl grafico de la atsorbancia a 280 zu para cada frac-

cion frente al nuimero de la fraccidn muestra dos picos gran-

2267 ml.). La espectroscopia UV indica la presencia de 56.7
mg. de producto en esta muestra. La solucidén se liofiliza

hasta sequedad en la oscuridad para otiener el producto dese
do. .

T

- Ta segunda porcidén se vuelvé a cremzbografiar de la

1g. mediante espectroscopia UV -~ 31.3%% de rendimiento de la
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la osc¢ﬂ1dad La espectroscopla UV indica la presenc19 “de

10.5 pg./kg.~hora. Cada perro sirve como su propié control.

forma reducida). El producto se disuelve en 21 ml. de &acido
acético 0.2M désgasificado y se aplica a una columna de Se~-
phadex G-25 F. Las condiciones cromatogréficas son: disolven
te, écido acético Q2M desgasificado; tamaiio de la columna,
5.6 %z 150 cm.; temperatura, 269C.; régimen de fluao, 449 ml/
hora; volimen de la fracc1on, 15.71 mi. ..

El gréfico de la absorbancia a 280 mu de cada” frac-
c¢ién frente al nimero de la fraccidn muestra un pico grande.
Ta espectroscopia UV indica que la porcidn prinéipéi"éél pi-
co es el producto. Las fracciones 169-188 (2640-2953 ml., pi

co = 2”OP ml.) se combinan y se liofilizan hasta sedﬁééad en

85.2 mg, de producto (67. 5% de recuperacidn).
Rotdcion bptica UQ = -54,9¢ (4cido acético ai 1%).
Anélisis de aminodcidos: Ala, 1.05; Gly, 1.0; 2Cys,
1.58; 2Lys, 2.0; Asn, 1.10; 3Phe, 2.92; Trp, 1.02; 2Thr, 1.9B;

Los resultados anteriores se expresan como relaciones

a Lys/2 = 1.0. Todos los valores son promedios de dos hidrd-

lieis de 21 heras sin eliminadores. El triptéfano seé determi

ra en espectroscopia ov ( como una relacién a Lys/2); la se~

rina no estd corregida por las pérdidas durante la hidrélisif.'
" La D-Vall, D-TrpB-somatostatina se prueba en perros

con respecto a su inhibicién in vivo de la secrecidn de &ci-
do gastrico. En seis perros con fistula crénics y bolsa de
Eeidenhain, se induce la secrecién de HCL gastrico mediante
lz infusidn del tetrapéptido con C-terminal de gastrina a
a

Después de una hora de secrecidén de estado estable de HC1,

se administra por infusidn la D-Vall, DwirPB-somatostatina a
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. |Su actividad con relacién a la de la somatostatina, po» lo

. 01166 Y O+138 ng./kg.~hora inhibe la secreccidén de &cido de

| somatostatina. Su actividad con relacién a la de la somatos-

tatina por *lo tanto es de 275%.

-

-32 -

0.15 ug./kg.-hora durante una hera. La coleccidénide muestras
de .&cido géstrico se continfa durante 1.5 horas adicionales|
a intervalos de-15 minutos. Las muestras se titulan a un pH

de 7 con un titulador automdtico. El efecto inhibitorio méxi

1 8

mo de la D-Val -somatostatina ss extrapolado contra

A -~
la curva de dosis-respuesta de la somatostatina, y la poten-

cia relativa del andlogo con respecto a aguella de la soma-
tostatina se expresa como porcentaje de actividad. Ia D-Val%
D—Tr#s—gpmatostatina inhite la secrecidn de acido Ge estado
estaﬁle inducida por el tetrapéptido C-terminal de gastrina-
en 48.22 % 6.45% (error tipico de promedio). Este efecto es

equivalente a aquel de 0.175 psg./kg.~hora-de somatostasina.

tant?,-es de 116%. Una.muestra‘gumamente»més purificgda de
D-Vall, D-Trps-soﬁatostatina admini strada é—dosis de 0.200,
estado estable inducida por el tgtrapéptido C-terminal de
géstrina en 77.63, 71.57 y 67T8°, respectivamente. Esta acti]
vidad con relacidén a la de la somatostatina es de 3%02-325%.
V,La D-Alal, D-Trp8—somatostatina, protada a 0.20 ng./
kg.~hora en las mismas condiciones inﬁibe la secreciédn de
écigo de estado estable inducida por el tetraﬁéptido C-termi
nal &e;sastrina en 73.61 ¥ 3.66% (error tipico en promedio).

Este efecto es equivalente a aquel de 0.550 ug./kg.-hora de

1 1
2

La D-Val D-Trpa-somatostatina ¥ la D-Ala—, D—Trpgr
somatostatina tamtién se prueban con reépectora su aceidn so
bre la movilidad de los intestinos en perrcs conscientes. Se

utilizan tres perros que tienen sondas intralumenales coloca




10

20

28

30

das en el antro, duodeno y piloro. Los cambios de presién en

gl lumen del intestino se registran en un Vlclcorder ut111~
zando exuenulmetros ¥ galvanémetros de haz lumlnoso en mlnla
tura. Después de que se establece un control de estado esta—
bie, el compuesto de prueta se administra mediante infusi6n
por via intravenosa durante un periodo de dg;z minutos, El
compuecto de prueba inicialmente incrementa la presién,intpg
lumenal en el piloro y luego la éisminuye.mientras la pre-
sién en el duodeno y el antro permanece rebajada durante la
prueba, La dosis efectiva miniﬁg requerida para incrementar
la p:esién del piloro y para disminuir las presiones,del duo
deno 'y e& antro es de aproximadamente 0.05 ng. /kg.-.O minu-
tos pa:J le D- Vall, D—Trps-somatostatlna y de aproxamadamen—

1 8

/
te Q1 pg./kg.-lo minutos para la D-Ala™, D-Trp somatootat1~

na. Esta se compara ‘eon un valoxr para la somatostatlna misma

de 0.125-0.25 pg./kg.~-10 minutos.

La D—Vall, D—Trpa—somatostatina y la D-Alal, D—Trps-

somatostatina también se prue?an con relacidn a su actividad

con respecto a la literacién de la hormona del crecimiento.

El procedimiento que se emplea se lleva a catbo utilizando ra

tas macho normales de la raza Sprague;Dawley que pesan de

100 a 120 gramos (Laboratory Supply Company, Indianapolis,

Inéiana, E.U.A.). Ia prueba es una modificacién del método

de P. Brazeau, W. Vale y R. Guilleman, Endocrinology, 94 184

(1974). En esta prueta, se emplea un total de cinco grupos

de ocho ratas cada uno para probar cada uno de los compues-
tos. Se administra intraperitonealmente bentobarpital sbédico
a.todas las ratas para estimular la secrecidén de la hormona
del crecimiento. Un grupo sirve como el control y recite so-

lamente solucidn salina. Dos de los grupos reciten somatosta
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‘sobre el control, respectivamente.

N . e wana s . . 2
in vivo en la inhibicidn de la secrecidn de glucagon y de in
- - -1

tina, uno a é ng./rata, pbr la via subcuténea, y el otro a
50 pmg./rsta, subcuténeamente. Los otros dos grupos‘recibeﬁ
el compuesto de prueta, uno a 10 ug./rata, subcutineaments,-
y el otro a 0.4 ng./rata, subcutineamente. ILa concentracién
dél suero de la hormona de.crecimiento se mi?e 20 minutos
después de la administracidn simulténea del pentobarbital sd)
dico y del compuesto de prueba.'Luego se determina =i grado
dé inhibicién de la concentracién de suero de la hormona de
crecimiento congrespecto al grupo dé control, y se cozparan
lag actividades relativas del compuesto de prueba y de la so
na 6§tatina misma. .

Y niveles de dosis de O.Q‘Ng./rafa~y de 10 pg./rata,
la b—Vall,,D-Trps-somatostatina inhite el incrementc ea la
secrecién de la hormona de crecimiento en 14% y en 42% sobre|
el control, respectivamente. La écmatostatina, a un nivel de
dosis de 2 ng./rata no tiene efecto sobre el incremento en
la secrecién de la hormona de crecimiento mientras que‘a 50
pé./rata inhite el incremento‘en la secrecién de la hormora
ae crécimiento en 56% sobre el control.

A niveles de dosis de 0.4 pg./rata y de 10 ug./rata,
la D-Alal, D—Trpa-somatostatina inhiﬂé el incremento en la
seq;ecién de la hormona de crecimiento en 54% y en 91% sobre
el cobntrol, respectivamente. La sométostatina, a niveles de
dosié de 2 pg./rata y de 50 pg./rata inhibe el inénemento en)

la secrecién de la hormona del crecimiento en 40% y en 87%

.- 1a D—Vall, D-Trps-somatostatina y la DfAlal, D—Trpa—

somatostatina también se prueban con respecto a .su actividad

sulina a la estimulacidén con L-alanina. Perros normales de
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-| ticamente aceptables del mismo, cuyo procedimiento consiste

- 35

raza indeiinida de cualquier sexo se ponen en ayuno durante
la noche, Se obtienen muestras de sangre de conbtrol y luego
se empieza una infusién intravenosa de solucién salina, soma
tostatina, o del compuesto de prueba. Después de 30 minubos,
se administra adicionalmente por la via intravenosa IL-alani-
na, durante un periodo de 15 minutos. La infisién de.sélucién
salina, somatostatina o del compuesto de prueba se 6§£binua
durante 15 minutos después de completarse la infusidn de I-
alanTna. La infusidn de Lualanlna ocasiona un ‘incremerto
brusce en la concenbraclon de glucagon y de insulina en el
Euero que regresa a la concenbracibn de control al bterminar-
se 1a in usién de L-alanina, De lo anterior se determina que
la dosis minima de D—Vall, Dmmrpsésomatostatipg.para-lé inhj
bici?n de la secrecibén de glucagon es de 0,04 a 0.11. yg./ke/|
ninuto y para la inhibicidn de la secrecibn de’insulihé es
menor de 0,004 pg./kg/minuto, La dosis minima de D—Alal, D~
Trps;somatoStatina para le inhibicién de la secrecidén tanto
de glucagon como de insulines ?s menor de 0.03 pg./kg./minu-
to/.

En resumen, la Patente de Invencidn que se.éblicita,.
deberd recaer sobre'ias siguientes: ‘

REILVINDICACIONES

“_l.— Un procedimiento para la preparacidn de nuevos de-
risados de somatostatina de férmula (I)
Y-Gly-I~Cys-I-Lys-I-Asn-I~Phe~D+Trp~I~Liys—IL~Thr-I~The-
IFThr—L~$ér-L-Cys-OH, de la férmula I, en donde Y es D~Val 6
D-Ala; v las sales de adicidn de 4cildo no téxicas farmaceus
en hacer reaccionar un compuesto de férmula: +

R~Y~G1y-I~Cys (R )-I~Iys (R, )~I~Asn-I~Phe=I~Phe-DeTrp-
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(R 5)-‘Iu-Lys (RZ)-_L-J.hr (R 3 )~L~Phe~L-Thr (R5 )-I-Sen(R 4)-—1'-0;75 (Rl)
~-X, de la férmula II, en donde :

Y es D-Val & D-Ala; =

R es hidrégeno d'uh‘gfui)o protector de € -amino;

R, es hidrdgeno o un grupo protector de tio;

'Rz es hidrdgeno o un grupo protector ,d’e € ~amino;

By 3. Ry, cada una son hidrégeno o un grupo profsctor
de hidroxi; |

125 es hiarégen'q o formilo; 'y
X es hidroxi o
o - s Resina
—0~CH,, -

/

en donde la resina &s pc;liestireno; con la condicién de aie,
cuando X es hiﬁroxi, cada una de Ry Ryy Bpy Bgy By 7 Bges

hidrdgeno y, cuando X es

\
; Resina

~~0-CH,

‘cada una de R, R, Ry, R5 y Ry es diferente de hidrbgeno,

con un agente de oxidacidén y; en el caso en que X sea
Resina

-0-CH,

AS
-

- .
N . * - . .
» .

someter a reacccidn de eliminacidn de los grupos probtectores
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antes de efectuar la reaccibn de oxidacién.
2.~ Un procedimiento segﬁﬁ la reivindicacién 1, donde
Y es D-Val.
3.~ Un procedimiento segin la reivindicaéién 2, en don
de el agente de oxi.dacibn és aife.’ ~
4.~ Un procedimiento segin la reivindggacién ;? donde
Y es D-Ala. L
- 5.~ Un procedimiento segfin la reivindicacién 3, en dog
de e# agente oxidanbte es aire. , nena
! 6.- Un procedimiento :segin la reivindicacién 1, donde
el compuesto de partida tiene la férmula ReD~Val-Gly-I-Cys
(Rl)—L-Lys(Rg)-L—Asn—L-Phe-L-Phe—D~Trp(R5)—LnLys(Ra)-InThr
(RB)-L~Phe—L—Thr(R5)—LPSer(R4)-L—GJx(R1)qX
4 7.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn G,laonde
X es hidroxi.
8.~ Un procedimiento segin la reivindicacibén 6, donde

X es

Resina

e 9.~ Un procedimiento segin ia reivindicacidn 8, donde
el compuesto de partida tiene la férmula N;tBOC)-DTVal—Glya
L-(PI1B)-Cys-L~(CB20C)~Lys-I~-Asn~L~Phe-L-Phe-D-Trp-I-(0B20C)-
Lys—L—-(le)Thr—L—Phe-L— (Bz1)Thr-L-(Bz3 )Ser-I~(PHB)Cys~0-CH,-

— Reeina

\ )
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‘tde-X es nidroxi.
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10.- Un procedimiento segin la reivindicacién 1 donde

el compuesto de partida tiene la formula R-D-Ala-Gly-L-Cys

s (Rl)-L—Lys(R2)-L-Asn—L_Phe-L-Phe-D—TrD(R )-L~Lys(R2)-L~an
| (Rg)~I-Pho-T~Thr(Ry)-T-Ser (R, )-I-Cys~(R, )-X.

11.- Un procedimiento segin la reivindicacién 10, don~-
-~

" 12,~ Un procedimiento segfin la reivindicacidn iO, don-
de X es |

Resina

13 Un procealmlento segun la re1v1ndlcaclon 12, dond

. el compuesto de partlda tiene 1a f£6rmula N-(BOC)-D-Ala-Gly-L;

(PMB)Cys—Ip(GBzOC)~Lys—L—Asn—L—Phe—L—Phe-D—Trp-L—(CszC)Lys—
I(Bz1)ThreL~Phe~I-(Bzl)Thr~L-(Bz1)Ser-L-(PHB)Cys=0=

Resina

! B CHy

‘«>14.7 Se reivindicac por Gltimo como objeto sobre el

que ha de recaer la patente de invencién por: "UN PROCEDIMIEH

170 PARA IA PREPARACION DE NUEVOS DERIVADOS DE SOMATOSTATINA®M

*

e g
.
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pre-
sente Memoria descriptiva que consta de treinbta y nueve pigi-

nas mecanografiadas. V ) -

Madrid, 20 de abril de 1,978
BERNARDO U@QRIA

P.Ds
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