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REP: AJW/DGS/B489

Esta invencién se refiere a ciertos péptidos ftiles
para la-ﬁerapia de desensibilizacidn y a composiciones desern

sibilizantes gue los contienen. .
an0on?

Es sabido que muchas sustancias son capaces de libe-
. . s 7

-

rar histamina de las cé&lulas mastoideas. Esta liberacidn es

oa

frecuentemente debida a la rotura de la membrana celu%gr.y

. '.:
los reactivos que se comportan de esta manera se dice que

son no selectivos. Uno de los sistemas fisiolbgicos gue ‘pro-
duce.la liberacién de histamina implica la unién de un anti-

cuerpo a la superficie de la célula. Cuando elranticuer§3°”

n

2@ ®

% a

reacciona con su antigeno apropiado, se inicia un proceso

-

P
2

que conduce a la liberacién de histamina. Se ha postuladé’:”
gue esta reaccidn antigeno—anticuerpo produce deformacidn
de la molécula de anticuerpo'de manera que una parte de la
misma se pone en contacto con la superficie de-la célula,
iniciando con elloc la respuesta. La liberacidn de histamina
desencadenada de esta manera no implica la ruptura de la
membrana célular y se dice que es selectiva (véése D.R.
Stanworth, "Immediate Hypersensitivity", capitulo 8, North
Holland Publishing Company, London, 1973).
Egperimentalmente, las liberaciones no selectiva y se-
lectiva de la histamina pueden distinguirée respectivamente
por la presencia o ausencia de enzimas intracelulares libera

das simultineamente o de cromo radiactivo previamente absor-

bido por la célula. .

Ahora creemos gue pueden utilizarse sustancias capaces
de producir la liberacidn selectiva de histamina en la tera-
pia de desensibilizacidn de pacientes humanos alérgicos.

. Un objelo de esta invencidén cs proporcionar una nueva

clase de péptidos que poseen esta propiedad y composiciones
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desensibilizantes, especialmente yacunas que contienen estos

neutros no hidrbfobos y/o aminodcidos hidréfobos; X es hidrd

.geno o un grupo protector del N e Y es hidroxilo o un grupo

_guracidn L.

péptidos.
Por consiguiente, esta invencidén proporciona un pﬁptidc

de f6rnula (I):

X~ R~ R ~ R, - Y (1)

17 By = Ry
y sales del mismo, constitufdo por 6 a 12 restos de aminodci
dos naturales, donde R es un grupo obcionalmente presente,
capaz de comunicar a un péptidd resistencia a la descomposi-
cién por enzimas; R, representa un resto de un aminoécido
bésico, opcionalmente ligado a uno o més restos de aminodci-
dos neutros o hidrdfobos y/o aminodcidos bdsicos; R, repre-
senta un resto de un aminodcido neutro no hidréfobo, opcic-
nalmente ligado a uno o mis restos de amino&cidos neutros no

hidr6fobos; R, representa un resto de un aminofcido hidr6fo-

bo, cpcionalmente ligado a uno o més restos de aminodcidos

protector del C terminal. !
Salvo indicacidén en contrario, los aminodcidos a los’

que nos referiremos mis adelante se encuentran en la confi-

Cuando estd presente. el grupo R, es un.gfupo capaz de
comﬁnicar a un péptido resistencia a la descomposicién por
enzimas. Son ejemplos dé_grupos R adecuados los inclufdos
en la obra de J. Rudinger, "The Deéing of Peptide Horxmone Analo-
gues", capftulo 9, in Drug Design, volumen II, editado bajo la di-
reccidn de E.J.Ari;ns , Academic Press, New York y Londres,
1971.

. Asi, entre los ejemplos adecuados del grupo R, cuando

estd presente, se encuentran prolilo, hidroxipropilo, la for

i
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| te adecuados de R, Lis—~Tre—Lis, Arg—Lis—Tre-Lis y éiﬁi—

ma D de un resto de un aminodcido comfin o un resto de un ami-
nodcido con omisidn del grupo amino terminal..

Son ejemplos adecuados de Rl los siguientes: apgigilo,

-~

lisilo y ormitilo v combinaciones de estos restos, opcional-
mente con uno o varios restos de aminodcidos neutros no.hidrg-
fobos tales como trecnilo y serilo. Son ejemplos especialmen-

" s

N

lares. Normalmente Ry estd constituido por 1L a 5 restos-de
aminodcidos, adecuadamente 3 a 5 restos. Frecuentemente?iii~

-

contiene por lo menos dos restos de aminodcidos bésicos.y ™’

A ~

por lo menos un resto de un' aminodcido neutro no hidréfdbo;:

Son egemplos adecuados de aminoicidos neutros no hiﬁfé;
fobos Ry los siguientes: glicilo, alanilo,'serilo y treeoniloe
y combinaciones de estos restos.; Un ejemﬁlo eépecialmeﬁ£e
adecuado de R2 es Gli—-Ser—-Gli. Preferiblemente Ré esta
constitufdo por 1 a 5 restos de aminodcidos, ﬁof ejemple 3
restos de amino&cidos. 7

Son ejemplos adecuados de los aminodcidos hidr&fobos
Rq los restos de aminodcidos nocionalmente derivados de ala~
nina B-sustituida con un grupo hidr&fobo arométicé o alifdti~
co, tales como fenilalanilo, valilo y leucilo y combinaciones
de estos restos. Son ejemélosrespecialmente'adecuados,de Ry
Phe—Phe y Phe~—Phe-—Val—Phe. Preferiblemente Rq estd cons-
titufdo por 1 a 4 restos'dg amihbécidos, por ejemplo 2 o 4
restos. ' . o

X.es'hidrégeno o un grupo N-protector. Sbn ejemplos
adecuados de los grupos X N-protectores los conocidos conven-
cionalmente para esta aplicacién en la quimica de los pébti—
dos. .Son ejemplos de estos grupos los_grubos 5cido carboxfli-

co como acetilo, cloroacetilo, trifluoracetilo, butirilo, bent

]
v
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_grupo &cido derivado de un &dcido sulfdénico o p-toluensuilfé-

~das ‘con uno o dos grupos alquilo C1-6 0 ©on un grupo acilo

'C,_g) v restos hidrazino. Los“grupos_Y_prefefidos son hidro-

zéilo, fenilacetilo, pifidincarbonilo; o un grupo &cido deri-
vado Fel dcido carbdnico tal como etoxicarbonilo, benciloxi~

Carbdnilo, ter-butiloxicarbonilo, bifénilisopropoxicarboni10,
p~metoxi-beneciloxicarbonilo, p-nitrobenciloxicarbonilo, p-bug
mobenciloxicarboniio, p-fenilazobenciloxicarbonilo, p-{p'-me-

toxifenilazo)benciloxicarbonilo, ter-amiloxicarbonilo; o un

nico; ufotrps.grupos como bencilo, tritilo, formilo, ftaloilo),
o—nf%rofenilsulfénilo, bencilideno o nitroc. Los grupos X N-
protectores preferidos son ter-butiloxicarbonilo © bencilexi-
carbonilo.

Los grupos Y.pfotectores del C terminal adeéuados son
los resfgs éster, por ejemplo restos de ésteres alguflicos

Cl—6 como metoxi, etoxi y ter-butoxi; bemciloxi, p-nitrobenci

| Kad

oxi, p-metoxibenciloxi; restos de ésteres trimetilsililicos

y restos de amidas, amidas sustituidas (v.g. amidas sustitui-

xilo y metoxi.

Los péptidos de la invencidn contienen 6 a 12 restos-
de aminodcidos. Preferiblemente contienéﬁ 8 a 10 restos de
aminodcidos. |

‘.Un‘grupo especialmente adecuado de.peﬁtidos es el de
férmula (II): ‘

X - R ~[b-c-d-e] - [f~g-b] = [i-3-k-1} -y (1)
donde X, Y y R son los definidos anteriormente; c y-e son
lisilo, arginilo u ornitilo; d es treonilo o serilo; b es
un grupo arginilo, lisilo u ornitilo opcionalmente éresentc;

£ y h son glicilo o alanilo; g es serilo o treonilo; y vy jJ

son fenilalanilo, valilo o leucilo y k¥ y 1 son fenilalanilo,
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valilo o leucilo opcionalmente presentes; y sales de los

mismos.

Preferiblemente en la férmula (II), X es hidrégeng e

PR

Y es hidroxilo, ~NH, o alcoxi C]_4 tal como metoxi y,.cuan~’

an

do R estd presente, es prolilo o hidroxipropilo.

Son ejemplos de péptidos ‘dentro de esta invencién:los

siguientes: : o
Lis Tre Lis Gli Sexr Gli Phe Phe - Yl . -

Arg Lis Tre Lis Gli Ser Gli Phe Phe - y! “‘:}

Lis Tre Lis Gli Ser Gli Phé Phe Val Phe - Y1

Arg Lis Tre Lis Gli Ser Gli ‘Phe Phe Val Phe - YT

'Pro Arg Lis Tre Lis Gli Ser Gli Phe Phe - Y;

Pro Arg Lis Tre Lis Gli Ser Gli Phe Phe Val Pﬂe - Yl
donde.Y% es hidroxilo, ~NH, o metéxi.

Los peptidos de esta invencidn pueden prepararse por
métodos conocidos en el campo de la sintesis de los péptidos
gque consistenen copular ios aminodcidos de los que deriva el
péptido secuencialmente para construir el péptido deseado.

Los métodos de copulacidn seCuenciai de aminodcidos pa-
ra formar péptidos por formacidén de uniones amida son muy
cgnocidos. En general, 165 aminofcidos, provistos de grupos
protectores ‘cuando sed necesario, se copulan en el orden
correcto o se combinan péptidos més pequéﬁos en upidades ma-
yores. La unidn amida se prepara habitualmente condensando
un aminodcido, o péptido, con un grupo G-amino protegido y
un grupo carboxilo terminal libre o activado; con ﬁn amino-
Scido o péptido con un grupo carboxilo protegido y un grupo
G-aminc libre.

, La activacién del grupo carboxilo puede efectuarse, por

ejemplo, convirtiendo el grupo carboxilo en un haluro de &ci
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_gido mediante cualguiera 'de los grupos N-protectores o gru-

.gﬁientes: hidrogenacién en presencia de catalizador de pala-

-xifenilazo)benciloxicarbonilo y tritilo gue protegen el ex-

~mobenciloxicarbonilo, p-fenilazobenciloxicarbonilo y t-butily

do; ﬁna azida, anhidrido o imidazolida o en un dster activo
tai como el éster cianometilico, éster p-nitrofenilico, éstel
2,4%5~triclorofenilico, éster de N-hidroxisuccinimida Yy
éstér de benzotriazol. '

Los métodos mds ampliamente utilizados de condensecitn
de aminodcidos o péptidos son el método de la carbodiimida,
el mdtodo de la azida, el método del anhidrido y el méiodb
de los ésteres activados, como describen, por ejemplo,
Schfoder y Lubke en “The Peptides", volumen 1 (1969), (Aca-
demic Press). Otro método posible es el método en fase s6li~
da de Merrifield (J.Am.Chem.Soc., 85, 2149 (1963)).

‘;Cualquier_grupo reactivo en el amino&cido o péptido gue

no tome parte en la reaccifn de condensacién debe ser prote-
i _ :

poé protectores del carboxilo antes descritos, que pueden
ser fécilmente separados después de la condensacidn.

La separécién del;gfupo o.gru?os protectores presentes
en el péptido resultante puedg'efectuapse mediante un pro-
cedimiento apropiado que depeﬁde del tipo o tipos de grupos

protectores. Algunos procedimientos tipicos son los si-

dio (v.g. paladio en carbfn, negro de paladio} para los gru-
pos benciloxicarbonilo, p~nitrobenciloxicarbonilo, p-bromo-

benciloxicarbonilo, p-fenilazobenciloxicarbonilo, p~-(p'-meto

tremo amino; tratamiento con bromuro de hidrdgeno en &cido

acétiéo.glacial para los grupos benciloxicarbonilo, p-bro-

oxicarbonilo que protegen el extremo amino; tratamiento con

sodio metdlico en amoniaco liguido para los grupos bencil-
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oxicarbonilo, p-bromobenciloxicarbonilo y tosilo que prote-
gen el extremo amino; tratamiento con &cido clorhfdrico y/o
4cido acético para los grupos tritilo, t—butiloxicarbonilof

formilo y bencilideno que protegen el extremo amino; trata-

miento con un alcali para los ésteres metfiico, etflido y

.3 ®

bencflico que protegen el extremo carboxilo; tratamiento

con un &cido para los ésteres metilico, etflico, bencitico,

av®

p-metoxibencflico y t-butilico que protegen el extremo- car-
boxilo; e hidrogenacidn en presencia de catalizador de “pala-

dio para los ésteres bencilico y'p-nitrdbencilico que pfékg—

-, -

_gen el extremo carboxilo. : . ST

an

Estén incluidas dentro de esta invencién‘laé sales Ea;é
adicidn de &cidos de los compuestos de férmuia;ﬂl), por ejen
plo las sales de &cidos farmacguticamente aceptables como
los hidrohaluros, especialmente el hidrocloruro o hidrobro-
muro o los fosfatos, acetatos, fenilpropionatos, maleatos,
tartratos y citratos.

‘ Los péptidos y sales de.esta invencién pueden emplearsq
como agentes activos en vacunas de desensibilizacibn. Estas
vacunas son muy cohocidas por los expertos en este campo y
‘comprenden un vehfculo liguido estéril en el que el agente
activo estd disuelto o suspendido. Si esté suspéndido, las
particulas de agente activo deben ser suficientemenﬁe peque
fas para no bloqﬁear el orificio de una aguja de inyeccidn.
Frecuentemente se incluyen en estas composiciones:de vacuna
algunos coadyuvantes como tirosina y se cree querproporciona
un soporte y una liberacidn .lenta ﬁrolongada del material .
activo in vivo. Habitualmente se administran al paciente gue

estd recibiendo el tratamiento con estas vacunas desensibi-

lizantes varias inyecciones, extendidas sobre un periodo de

i
'
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semanas o dias, conteniéndo cada inyeccidn una concentra-
cifn de agente activo mayor que la precedente. De esta formal,
él paciente es desensibilizado de manera gue su reaccidn
alérgica a los alergenos es reducida o eliminada.

Otra forma posible de administracidn de los agentés
desensibilizantés consiste en aplicar a la mucosa nasal, zo-

mo pulverizacibn liguida o como polvo seco aspirado por la

nariz. ’

Todavia otra posible via de administracidn es la aplica
cibn a la mucosa bucal, de nuevo como composicidn liquida
0 seca,
\fPog consiguiente, esta invencidn inclu&e una composi-
¢idén, farmacéutica adecuada pata uso en la terapié de desensit
bilizacifén, que comprende un péptido o una sal farmacéutica-
mente aceptable de férmula (I) junto con un vehiculo farma-
céuticamente aceptable adecuado para administracién parente-
ral, intranasal o bucal.

Una composicién preferida de la invencidn es una vacu-
na desensibilizante.

Las combosiciones de la invencidn pueden ser administra-
das de forma convencional para la terapia desensibilizante,

La preparacidn y propiedades de algupos dé los péptidos
ae'ésta invencién estédn ilustradas en los siguientes ejemplos

Los péptidos se sintetizan por métodos clidgicos de la
sintesis de péptidos descritos en la bibliografia de la qui~
mica de los péptidos, por ejemplo mediante la clésica sinte-
sis en solucidn o sintesis de pdptidos en fase sélida (SFPS)
o empleandc una combinacién de estos métodos.

» Cuando sea apropiado los aminodcidos se refieren a la

configuracién L salve indicacidn en contrario y se utilizan

.
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las siguientes abreviaturas:

Boc
1
Bzl
A
OTcP
DMFE
Et3N
DCCI
THP
0Su
OBz

M.D.C.

MeOH
Leoln
-OMe
ApOH
HC1

CCF

p.£.

RE

C
{0}25
D

RN
TFA"

p-Tsa

Ter-butiloxicarbonilo
Bencilo

Benciloxicarbonilo (carbobenzoxi)
Ester 2,4,5-triclorofenilico
Dimetilformamida
Trietilamina
Diciclohexilcarbodiimida
Tetrahidrofurano ‘

Ester de N-hidroxisuccinimida ' -
Ester bencilico

Dicloruro de metileno

Butanol/dcido acético/agua

Cloroformo -

Acido morfolinetilsulfdnico

Acetato de etilo

Metanol

Etanol [

Ester metflico

Acido acético

Acido clorhidrico

Cromaépgrafia en capa fina

Punto -de fusidn

Relacidén de la distancia del producfo a distancia del
frente de disolvente desde el punto de aplicacidn

Nimero de gramos por 100 mililitros

Rotacidn especffica a 25°C empleando luz de sodio
(la linea D)

Resonancia mognética nuclear
Acido trifluoracético

p-Toluensulfonato
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~11 ~
T A. Teméeratura ambiente
" EJEMPLO 1 -
Preparacidn ge LisTreBisGliSerGliPhePthgg

El éster metilico del Octapéptido se Prepara medianin
una estrategia de condensacidn de 4+4 fragmentos, siendo pre
parado un fragmento (1) por sfintesis de Péptidos en fase s~

lida (sppg) (de acuerdo con el SPPS Manual bor J.M. Stewart

(I) BOC-Lisg (Z) Tre (Bz1)Lis (2) Gli—NzHB

Este intermediario Se prepara por SPPS, empleando pro-
cedimienﬁos'de Copulacién médiada por DCCI habituales, con
una resina Me;rifield sustituida con glicina a razén de 0,47
milimoles/g. El tetrapéptido—resina totalmente protegido ge

escinde: por tratamiento con lOO'equivalentes de hidrato de

de etilo; p.f. 132-134°c; CCF homogénea en CHC13:MeOH 9:1/ma2

cha de 12 con REf 0,44; rRuN concordante con 1a estructura;
{0‘}35 ==1,3°(C = 1, pup).
Andlisis de aminodcidos:

Requerido: 1,00 Tre: 1,00 Gii: 2,00 Lis

Encontrado:l,OO Tre: 1,05 Gli: 2,01 Lis,

(I1) Ser(le)GliPhePheOMe.HCl

El hidrocloruro del éster metilico del tetrapéptido se

Prepara mediapte sintesis en solucidn en ¢ etapas,

A em vy arocsmay

D T T NN ey ey e g B — R T T T ————
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Siguiendo un tratamiento similar al descrito para el aisla-

-12 .

(i) BOC~PhePheOMe:

Se ‘copula BOC-Phe-0Su (5,25 g, 0,0145 moles) con PheOMe

HC1 (3,13 g, 0,0145 moles) en DMF (25 ml), en presencia de

un equivalente de EtBN,(2,03 ml) a la temperatura amﬁignte

o

durante 3 dfias. La mezcla de reaccildn se vierte en agﬁél

(250 ml) y el producto se extrae en EtAc (100 ml). Se aiSla

con un rendimiento del 81 % (5,00 g) y por cristalizaci6b~de

A

éter de petrblec (p.e. 80-100°C) da un p.f; de 123-124°C;

©}2% = -11,0° (c = 1, DMP). v

(ii) PhePheCM=.HCl:

.

El intermediario (i) (4,65 g} se BOC—desérotgge empiéﬁﬁ
do una solucién de HCL 2N en EtAc (30 ml) Qurante 2 horaszf;
a la temperatura ambiente. El producto precibita'de la solu-
cién con un rendimiento del 78 % (3,10 g) y tiene unrp.f.
de 205°c;{a}§5 = 43,3° (C = 1, AcOH). '

(iii) BOC.GliPhePheOMe:

Se copula BOC.Gliosu (2,18 g, 0,008 moles) con (ii)
(2,90 g, 0,008 moles) en DMF en breSencia de un equivalente

de Et3N (1,2 ml) a la temperatura ambiente durahte 3 dilas.

miento de (i), ée obtiene el producto con un rendimiento del
67.% (2,60 q); p.f. 159-161°C después de cristalizérlo de
EtAc (40 ml); {a} 2° = -9,5° (C =1, DMF).

Andlisis de amino&cidos: ‘

Requerido : 1,00 Gli:2,00 Phe

Encontrado: 1,00 Gli:2,02 Phe

{(iv) GliPhePheOMe.HCl:

El intermediario (iii) (2,60 g) se BOC-desprotege de
forma similar a la descrita para (ii). Bl producto se deposi-

ta como un aceite que se tritura con éter para dar un sélido
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cristalino blanco con rendimiento casi cuantitativo. El ma-
terial se purifica en una columna de Sephadex LH20, eluyen-
do con agua y ticne un p.f. de 196-199°C; CCI en C”C13:MﬁOH
9:1 presenta una mancha con I, a RE 0,22.

Andlisis de aminofcidos:

Requerido : 1,00 Gli: 2,00 Phe

‘Encontrado: 1,00 Gli: 1,94 Phe.

{(v) BOC.Ser(Bzl)GliPhePheOMe:

Se copula BOC.Ser(Bzl)oH (1,66 g, 0,0056 moles) con
(iv) (2,36 g, 0,0056 moles) en MDC (20 ml) a 0°C, empleando
DCCI-(l,lG‘g,.d,OOSG moles) y Et3N (0,79 ml: 1 equivalente).
La ﬁezcla de reaccibén se agita a 0°C durante media hora y
a la temperatura ambiente durante 2 horas, se filtra y el
filtrado se evapora a vacio. Por cristalizacién del residuo
de EtAc/éter de petrdleo (80-100°C) se obtiene un rendimien-
to del 67 % (2,50 g) del producto, p.f. 163-167°C. CCF en
CHCl3:MeOH-9:1 (mancha de IZ) muestra el producto a Rf 0,68;
{a} ;s-= -13,0°(C =-1, DMF) . Elnespectro de RMN concuerda con
la estructura. | |
_ Andlisis de aminodcidos: -
Requerido : 1,00 Ser: 1,00 Gli: 2,00 Me
“. Encontrado: 0,94 Ser: 1,12 Gli: 2,00 Phe.

(vi) Ser(Bzl)GliPhePheOMe.HCl (II):

El intermediario (v) (1,75 g) anterior se BOC-despro-
tege de forma similar a la descrita para (ii). Por adicién
de éter a la mezgla de reaccidn se obtiene el producto en
forma de sdlido 6on un rendimiento del 96 % (1,52 g),

{o} ;5 = 21,0° (C = 1, AcOH). Se purifica sobre Sephades LH20|
eluyendo con AcOH 1M, {a}g5 = 21,06° (C = 1, AcOH). El exa-

men por CCF en CHC13:Me0H 9:1 (mancha de 12) muestra el pro-
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ducto (sal de acctato) como una mancha a Rf 0,27. El espec-
tré de RMN concuerda con la estructura.
Andlisis de aminodcidos:
Requerido : 1,00 Ser: l,QO Gli: 2;00 Phe
" Encontrado: 1,00 Ser: 1,11 Gli: 1,92 Phe.

(III) BOC.Lis (Z)Tre (Bz1l)Lis (%)GliSex (Bzl) GliPhePheOMe

Se afade nitrito de ter-butilo (0,32 ml, 0,00266 ﬁo?“

les) con intensa agitacidén a uwna solucidn de (I) (1,60 éf

0,00177 moles) en DMF (30 ml) qde contiene 60 equivalentés

de HCL 2N en THF (5,5 ml, 0,001l moles) a -20°C. Al cabo

de 30 minutos, se afade (II) ﬂl;OS.g, 0,00177 moles) en

o

DMF' (5 ml) con EtéN (2,11 ml) suficiénte para neutralizar-.l.
todo el HC1l presente y la mézcla de reaccidn se agita du-
ranée 18 horas a 4°C, se filtra y el filtrado se concentra
a vacio. Por adiciénrde agua‘fria-se forma el producto que
se obtiene con un rendimiento del 50 % (1,28_g) después de
cristalizarlo de EtOH. Lé CCF en CHCl3:MeOH 9: 1 (mancha
de 12) es hbmpgénea y presenta el ?roducto aREO,6, p.£.
202-203°C; {a} 2> =-5,9°-(C = 1, DMF). El espectro de RN
concuerda con la estructura.
\ Andlisis de amino&cidos:
Requerido : é,OO Lis: 2,00 Phe:-2,00 Gli: 1,00 Tre:
7 1,00 Ser
Ehconfrado:.Z,OO Iis: 1,94 Phe: 2,06 Gli: 0;99'Ser:
. 7 0:96 Tre

(IV) Lis(2)Tre (Bzl)Lis (2)GliSer (Bz1)GliPhePheOMe.HCL

" El octapéptido totalmente protegido (II) (1,20 g) es
BoC-desprotegido en solucidn de HCL 2N en una mezcla disol-
vente de DMF/EtAc 6:14 (20 ml). Se utiliza un periodo de

reaccidn prolongado de 4 horas a la temperatura ambiente y

L
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" por adicibn de Gter se deposita el producto. Por recristuli-

zaci?n de MeOH/étcer se obtiene el producto con un rendiwmien-
to dél 52 % (0,60 g). La CCF en CHC13:MeOH 9:1 (mancha de
Iz) presenta una mancha principal a RE 0,4; {o} %5 = 10,1°
(C = 1, AcOH).
Andlisis de aminodcidos:
Requerido : l,Od Tre: 1,00 Sef: 2,00 Gii: 2,00 Phe:
| 2,00 Lis
Enqontrado: 1,00 Tre: 1,00 Ser: 2,17 Gli: 2,19;?he:
) 2,32 Lis

(V) LisTrelisGliSerGliPhePheOMe

"Bl octapéptido parcialmente protegido (IV) (0,10 g)
se hidrogena en AcOH al 85 % (70 ml) con-cétalizador de pa-
ladio al 10 %'en cérbén (0,20 g) sobre una corriente conti-
nua de hidrdgeno durante 20 horas. Se filtra la mezcla, se
evapora a vacio y el residuo se filtra sobre Sephédex'LHZO,
eluyendo con agua para dar el &ster metflico del octapépti-
do desca éd(v) (0,03 g, rendimiento 46 %). El examen por
CCF muestra una mancha a Rf 0,2 en BAA 5:2:2 (t-BuOCl/mancha
de KI-almiddn) y Rf 0,5 en BAA 5:2:3 (mancha de ninhidrina).
Andlisis de aminodcidos: .
Requerido : 1,00 Ser: 1,00 Tre: 2,00 Gli: 2,00 Phe:
. 2,00 Lis
Encontrade: 1,00 Ser: 1,03 Tre: 2,02 Gli: 2,06 Phe:
1,98 Lis.
El examen isotacoforético muestra una banda en una can-
tidad superior al 95 % (electrolito inicial KOH 10 mM + MES
pH 6,0 y électrolito final B-alanina 10 mM y HC1 pé 4,23).

El éspectro de RMN 80 HzIFT concuerda con la estructura.
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EJEMPLO 2

Prepﬁraciéh de ArgLisTreLisGliSerGliPhePheOMe

Este nonapéptido se prepara por copulacién de (IV) con
ZArg(Z)zosu, sequido de hidrogenolisis del nonapéptido to-

talmente protegido resultante.

(1) 7-Arg (2) ,Lis (Z) Tre (Bzl) Lis (%) GliSer (Bz1l) GliPhePheOMe:

Al octapéptido (IV) (0,344 g, 0,30025 moles) en.DNF
(3 ml) a 0°C se aﬁade‘(l equivalente) Et3N {0,025 gignql ml
de DMF) y Z-Arg(2),0Su (0,17 g, 0,00025M en 2 ml de.DMP) .
La, solucidn se deja a 4°C durante 65 horas,-éexdiluygﬁﬁon
agua (8 ml} y el producto depositédo se separaqur filtra-

-~

cidn y se seca (0,37 g; rendimiento 78 %). Por cristaliza-

“naa

cién de DMF/EtOH se obtiene el producto con un.p.f..§¢-204—
210°C (Qescomposicién). El examen por CCF en CHC13:ééEH 9:1
{mancha de Iz) muestra por visualizacién U.V. unha mancﬁa:a
Rf 0,69. El espectro de RMN concuérda con la estruéfﬁfé.
7 _Anélisis de aminodcidos:
Requerido : 1,00 Tre: 1,00 Ser: 2,00 Gli; 2,00 Phe:
' _ 2,00 Lis: 1,00 Arg.
Encontrado: 1,00 Tre: 1,00 Ser: 2,10 Gli: 2,01 Phe:
' 2,04 Lis: 1,04 Arg.

(ii) ArgLisTreLisGliSerGliPhePheOMe:

Il nonapéptido totalmente protegido (i) (0,07 g) se
disuelve en una cantidad minima de DMF y se afiadén 5 volGme-
nes de AcOH. La mezcla se_hidrogena,en preséncia dé,catali-
zador de paladio al 10 % en carbén (2,5 veces el peso del
compuesto) durante 19 horas a la temperatura ambieqte, ém—
pleando una corriente continua de hidfégeno. Se agrega agua

para formar una solucidn acuosa al 15 % y la mezcla se hi-

drogena durante 3 horas mis. Por filtracidn y evaporacidn a

v
v
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_v;cfo a 45°C se obtiene el producto en forma de sblido vi-
tréd. La purificacidn se realiza en una columna de Sephadex
LH20, eluyendo con AcOH 1M y el broducto se aisla con un ‘
rendimiento del 26 % (0,01819); La CCP en BAA 5:3:5 (mancha
de ninhidrina) muestra el froducto a Rf 0,34.
» An&lisis de aminodcidos:
Requerido : 1,00 Tre: 1,00 Ser: 2,00 Gli: 2,00 Phe:

' 2,00 Lis: 1,00 Arg
Encontrado: 1,00 Tre: 1,01 Sea: 2,07 Gli: 2,00 Phe:

2,07 Lis: 1,00 Azg.

" EJEMPLO 3 .

Preﬁérécién de LisTreLisGliSerGliPhePheValPheOMe
- ; E1 éster metilico del decapéptido se sintetiza median-
te uha estrategia de condensacidn ﬁe 4 + 2 + 4 fragmertos
como sigue:' ‘ 7
BOC.Ser (Bz1)G1i0OSu + PhePheValPheOMe
vi) (VII)

(goéulacién y BOC—desproteccién)

(I) +|Ser(Bzl)GliPhePheValPheOMe!

(Preparacién
descrita en (YII;)

el Ejemplo 1)

* | (copulacidn y desproteccidén selectiva)

Y
Producto (Ejemplo 3)

(VI) BOC.Ser(Bzl)GlioSu |

Se prepara en tres etapas:

(i) BOC.Ser(Bzl)GliOMe:

Se copula BOC.Sex(Bzl)OH (5,0 g, 0,017 moles) a GliOMaiC:
(2,13 g, 0,017 moles) en MDC (100 ml) a la temperatura ambien
te duranté 3,5 horas, en presencia de un equivalente de Et3N

y empleando DCCI (3,5 g, 0,017 moles) .como agente condensan-
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te. El precipitado se separa por filtracidn y la solucidn
se lava dos veces con agua, bicarbonato sédico acuoso y agua

se seca y se evapora a vacio para dar un aceite (7,1 g). La’

§

CCF en CHC13:MeOH 9:1 (mancha de 12) muestra una mancha a
950
RE 0,64;{a}é5 C = 4,7° (C =1, MeOH).

(ii) BOC.Ser(Bzl)GliOH:

El compuesto (i) anterior (7,0 g) se disuvelye en dioxa-

LR N

no (25 ml) y se trata con un volumen igual de NaOH 1N (25 ml

s = a e

y la solucidn se agita durante media hora a la tempexatura
ampiente. Se . afade HCl 1N LZS.ml) hasta un ligero exceso

§ el aceite que se fé;ma'se extfae?en EtAc. La capaudigénica
se retroextrae en NaHCO, y se acidula a pH 3,8 con ééido ci-
tric? al 20 %, se extrae con EtAc, se lava la qapajbfgénica
con agua y salmuera, se seca y se evaboiarbara dar ﬁﬁ'?ro—
ducto en forma de jarabe (4,0 g). La CCF en CHC13:EtOH 1:1
(mancha de I,) muestra el §rodueto a Rf 0,59. El eépectro

de RMN concuerda con la estructura.

(iii) BOC.Ser(Bzl)GliOSu:

El compuesto (ii) anterior (4 g, 0,01135 moles) se tra-
ta con HOSu-(l,3.g,-0,011 moles) y DCCI (2,34 g, 0,011 mo-
lés) en dioxano (50 ml) a'la temperatura ambiente durante
la noche. El preCipitadd que se forma se'sebéra por filtra-
ciéh, se elimina el disolvente'y el éroducto se cristaliza
de IPA (100 ml) con un rendimiento del 59 % (3,00 g). La
CCF en CHCl;:MeOH 9:1 (mancha de I,) presenta una mancha prins
cipal a Rf 0,57; P.f. 132—134°C;{a}12)5 =~1,8°(C = i, MeOH) .

(vim) PhePheVaiPheOMe

Se prepard en seis etapas:

(i) ,BOC.valPheOMa:

Se copula BOC.ValOSu (10,0 g, 0,0328 moles) con
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" lava con HClL 1N y solucidn saturada de NaCl, se seca y se
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PheOMe .HC1 (6,85 g, 0,0318 moles) en 2,00 ml de tolueno, a
la temperatura ambiente durante la noche y en presencia de
Et3N (lrequivalente). Se fiitrafla mezcla y el filtrado se
evapora a vacio para dar el producto (11,31 g) en forma de
compuesto cristalino blanco con un rendimiento del 94 %.
La CCF en CHC13:MeOH—9:1 (mancha de IZ) presenta una mancha
a RE 0,67; {a} 2% = -27,4° (C = 1, MeOH).

(ii) VvalPheOMe.HC1:

El compuesto (i) (9,25 g) es BOC~desprotégido en HC1
2& en BEtAc (100 ml), durante 24 horas a la temperatura
ambiente,con lo que &l producto precdipita. La mezcla se diluye
con EtAc seco y elrproducto se separa por filt;acibn con
un rendimiento del 78 % (6,0 g). El producto se purifica
finalmente sobre Sephadex LH20, p.f. 193-193,5°; la CCF
en CHClB:MeOH 9:1 (mancha de I,) muestra una mancha a Rf
0,60; [}2> = 73,3% (c = 1, Acon).

(iii) BOC.PheValPheQOMe:

1

El compuesto (ii) (5,34 g, 0,017 moles) se copula con
BOC.PheOSu (6,15 g, 0,017 molgs) en DMF al 25 % en tolueno
(250 ml), a la temperatura ambiente durante 65 hoias en pre-
sgncia de Bt4N (1 equivﬁlente). Después la mezclq se fil-
tra, se separa el disolvente a vacfo y el jarabe se enfria
con agua. El precipitado blanco (8,5 g) se separa por fil-
tracidn vy se recristaliza de EtAc/8ter de petrdleo {80~100°);
rendimiento 80 %. La CCF en CHC13:MeOH>9:1 (mancha de I,)
muestra una mancha a RE 0,69;{@}35 = ~31,0° (C = 1, MeOH).

El espectro de RMN concuerda con la estructura.

(iv) PheValPheOMe .HC1:

El compuesto (iii) (6,87 g) es BOC-desprotegido en
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HCl 2N en EtAc.(lOO ml) durante'Z horas‘a la temperatura
ambiente, con lo que precipita un s6lido blanco (5,84 q)
que reéresenta un réndimiento del 97 % del prodgcto, p.£.
243-245° (descomposicifén). La CCF en CHCl,:MeOH 9:1 (mancha

25¢

de I ) muestra una mancha a RE 0,59; {a} = §,8° (C =1,

AcOH) .

{(v) BOC.PhePheValPheOMe:

a
LI WY

Se copula BOC.PheOSu (4,30 g} 0,0119 moles) cor el com-

naa

puesto (iv) (5,5 g, 0,0119 moles) en tolueno (100 mll a la

o

temperatura ambiente durante 65 horas, en presencila. de DMF

v e e

suficiente para producir la disolucidn y Et3N (1 equ1valen~

te) . El disolvente se evapora a vacio y el jarabe sé:énfria
con agua y el producto se separa pér filtracién. Déééﬁés

el producto se trltura con etanol callente, se enfria y se
recoce (6,38 g, rendlmlento 80 %), p £. 218-219°C. La CCF
en CHCl,:MeOH 9:1 (mancha de iz) muestra una mancha'a RE
0,62 {m}gz = -15,9° (C = 1, DMF). El espectro ae RMN con-

cuerda con la estructura.

{vi) PhePheValPheOMe.Tfa:

El compuesto (v) (5 g) es BOC-desprotegido en TFA (25
ml) a 0°C durante media hor; y a lé teméeratura ambiente du-
ramente media hora. Después la solucidén se enfria con &ter
(75'm1) y el producto se separa por filtracién (4,48 g, ren-
dimiento 88 %), p.f. 224-226° (descomposicidn). La CCF en
CHCl3:MeOH 9:1 (mancha de Iz) muestra una mancha a'Rf 0,49;

{a}gs = 10,6 (C = 1, AcOH). El eébectro de RMN concuerda con

la estructura.

(VIII) Ser(Bzl)GliPhePheValPheOMe

Se prepara en dos étapas:

(1) BOC.Ser (Bzl)GliPhePheValPheOMe:
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.BtOH (4,42 g, rendimiento 93 %). La CCF en CHC13:MeOH 9:1
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Se copula el interﬁediario‘VI {2,37 g; 0,00528 moles)
con él intermediario VII (3,62 g, 0,00528 moles) en tolueno
(506 ml) durante la noche, a la temperatura ambiente y en
presencia de Et3N (0,74 ml, 0,00528 moles). La mezcla se la-

va con agua y el disolvente se evapora a vacfo. El s&lido

obtenido se tritura con agua, se seca y se recristaliza de

(mancha de I,) muestra una mancha a Rf 0,61;{u}§5 = -13,5°
(C =1, DMF). El espectro de RMN concuerda con la estxuc-
tyra.

(1i) Ser(Bzl)GliPhePheValPheOMe:

El compuesto (i) (2,8 g) es BOC-desprotegido en TFA
(30 mI) durante 40 minutos a 0°C. La soludién.se enfria
con éter (200 ml).y el producto érecipifado se obtiene con
rendimiento cuantitativo. La CCF en CHCL,:MeOH 9:1 (mancha
de Iz) muestra una mancha a Rf 0,2; p.f. 214-216°C (descom-
. ,
}2°

posicidn); {a = 3,7° (C = 1, AcOH). El espectro de RMN

concuerda con la estructura. |

BOC.Lis(Z)Tre(le)Lis(Z)GiiSer(le)GliPhePheValPheOMe

El pépéido I (2,25 g) (véase el Ejemplo 1) se copula
Eon VIII (2,19 g) mediante la modificacidn de-Henzyl~Ru—
dinger del método de la ézida, como se ha descrito ahterior—
mente para el octapéptido. El producto se recristaliza de
EtOH y se obtiene con uﬁ iendimiento del 61 % (2,5 g), p.£.
243-244°, | |

Andlisis de aminﬁécidcs:

Requerido : 1Tre: lSer: 2Gli: 1Val: 3Phe: 2Lis

Encontrado: 1,13Tre: 1,1l1S8er: 2,15Gli: 1,00vVal: 3,04Pheg

1,98Lis.

o
{a}gs = =7,5° (C =1, DMF). El espectro de RMN concucr
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El intermediario anterior (0,18 g) es BOC-, Z- y.Bzl-
desprotegido por tratamiento con HBr al 33 % en dioxano
(5 ml) a la temperatura ambiente duranﬁe una hora, con lo
que se forma un precipitado; 6espués se ;afiaden HBr/dioxano
adicional (5 ml) y agua (1 ml) éara,efectuar la disolucidn

y se prosigue la reaccidn durante media hora més. A conti~-

L

nuacidén se anaden 50 ml.de acetona y la solucién se enfria

-

con &ter (100 ml). El liquido gque sobrenada se decanéa,y
el s6lido se disuelve en agua (7 ml) y se liofiliza‘éafa
darso,i45_g del producto en forma de la sal trihidrobromuro.

-

iAnélisis de amino&cidos: L .
Requerido : 1Tre: l1lSer: 2Gli: lval: 3§hé: 2Lié“;
Encontrado: 1,05Tre: 1,0PSer: 2,14Gli: 1,02vals 3,13phed

2,00Lis. |
Una parte alicuota del producto se purifica sobre
Sephadex LH20 eluyendo con agua hasta obtener un material
de una sola mancha con una Rf de 0,384 (BAA 5:2:2, rociada
con ninhidrina).

EJEMPLO 4

Preparacidn de LisTrelisGliSerGliPhePheVal,.PheOH

Bl decapéptido en forma de dcido libre se sintetiza
mediante una estrategia de condensacidén de 4 + 2 + 4 fragmen
tos como sigue:

BOC.Ser(Bz1)G1liOSu + PhePheValPheOBz
(VI: preparacidn (1x)

como en el Ejempio 3)

(copulacidn y BOC-desproteccidn)

- ¥
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ZLis (Z)Tre(Bz1l)Lis (Z2) GliOTcp + Ser(le)GliPheEheValPheOBz
(XTY ) (x)

{copulacibn y desproteccibn
completa)

V
(Producto (Ejemplo 4)

(IX) PhePheValPheOBz

Se prepara en seis etapas:

(i) BOC.ValPheOBz:

Se copula BOC.valOSu (15,7 g, 0;950 moles) con PheOBz.
pésa.{Zl,BS_g,_0,0SO moles) en dioxaﬁo (200 ml) a la témpera
tura ambiente durante 4,5 horas, en presqncia de un equiva-
lente de Et3N. La mezcla de reaccidn se evapora a presidén

reducida y el residuo resultante se disuelve en EtAc y la

* solucibn se lava con agua, se seca y evapora a, vacio para

dar un s6lido cristalino (21,3 g). La CCF en CHC13:MéOH 9:1
(mancha de I,) muestra una mancha a RE 0,93;{a}35o = -31,8°
(C = 1, MeOH). ' \

(ii) ValPheOBz.HCL:

ElrcoméueSto (1) (21,3 g). es BOC-desprotegido en HC1
2N en EtAc (240 ml) durante 4,5 horas a la temperatura
ambiente, con lo que precipita el producto. Lalmezcla se di-
luyé con éter seco y el producto se separa por filtracidn
con un rendimiento del 78 % (15,25 g), b.f. 180-182°; la
CCF en CHCl4:MeOH 9:1 (mancha de Iz) muestra una mancha a
RE 0,44; (}2°° = 24,4° (C = 1, Acom).

(iii) BOC.PheValPheOBz:

El compuesto (ii) (15,25 g, 0,039 moles) se copula con
BOC.PheOSu (14,13 g, 0,039 moles) en dioxano al 50 % en DNF

(450 ml) a la temperatura ambiente durante 4 horas, en pre-

[}
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sencia de EtsN (1 equivalente). ILa mezcla se vierte en agua
de hielo y el precipitado blanco resultante (20,0 g) se se-
para por filtracidén y se recrisfaliza de EBtAc/éter de petrs-
leo (40;60°);_rendimiento 85 %; p.f. 160-162°. La CCF en
CHC13:MeOH 9:1 (mancha de 12) muestra una mancha a Rf 0,72;
{@}2>" = -36,0° (C =1, MeOH).

(iv) PheValPheOBz.HCl:

)
t2 995

El compuésto (iii) (20,0 g, 0,033 moles) es BOQ—:despro-~

tegido en HCl 2N en EtAc (240 ml) durante 2 horas a la
temperatura ambiente, formindose un précipitado s6lido  °

(15,23 g) que fepresenta un rendimiento del 85 % dégﬁﬁro-

LITIEY

ducto, p.f. 228-229° (Jescomposicién). La CCF en CHCX 5 :MeOH

259,
9:1 {(mancha de IZ) muestra una mancha a Rf 0,63;{a}3 = ~6,9p

(C = 1, AcOH). ' R

(v) BOC.PhePheValPheOBz:

Se copula BOC.PheOSu (10,26 g, 0,0283 moles) bdﬁ?un
compuesto (iv) (15,23 g, 0,0283 moles) en dioxano al 50 %
en DMF (250 ml) a la temperatpna aﬁbiente durante 4 hbras,
en presencia de Et3N'(l equiv;lente). La mezcla se vierte en
agua de hielo y el precipitado blanco resultante se separa
por filtracién y se recristali;a de EtAc/éter de petréleo
(40-60°) con rendimiento cuantitativo (21,41 g), p.f. 191-
193°. La CCF en CHCl3:MeOH 9:1 (mancha de I2) muestra una

°

12>

mancha a Rf 0,72; {a = 12,8°(C = 1, DMF).

(vi) PhePheValPheOBz.HCl:

El compuesto (v) (21,15 g, 0,028 moles) es BOC-desprd—
tegido en HC1 2N en EtAc (500 ml) durante 2 horas a la tempe-
ratura ambiente. El producto (17,9 g) precipita con un ren-
dimiento del 92 ¢ por adicidn de &ter seco; p.f. 242°(descom

posicidn) . La CCF en CHClB:MGOH 9:1 (mancha de I,) muestra
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_gido en HCl 2N en EtAc (150 ml) durante 2 horas a la tempe-

i
" dimiento del 94 % por adicidén de éter seco; p.f. 232-234°

-23 .

no
una mancha a Rf 0,74;{u}go .= -5,9° (C = 1, AcOH). Ll espec|

tro de RMN concuerda con la estructura.

{X) Ser(Bzl)GliPhePheValPheOBz
Se prepara en dos etapas:

(i) BOC.Ser(Bzl)GliPhePheValPheOBz:

Se copula el intermediario (VI).(4,49'g, 0,010 moles)
con el intermediario (IX) (6,85 g, 0,010 moles) en DMF al
35 %-en dioxano (75 ml) a la temperatura ambiente duraﬁte
4 horas, en presencia de Et3N. (1 equivalente). La mezcla se
vierte en agua de hielo y el producto precipitado (9,39 g)
se recristaliza de metanol con un rendimiento dgl 91 %; ».f.
226v228°. La CCF en CHCl5:MeOH 9:1 (manéha de I,) mucstra

. ¢ .
una mancha a RE 0,74; 0} 2°° = -13,0% (C = 1, DMF). E1 RN
F.T. 'H concuerda con la estrucfura. '

(ii) Ser(Bzl)GliPhePheValPheOBz.HCl:

El compuesto (i) (5,0 g, 0,0051 moles)es BOC-dasprote-
ratura ambiente. El producto (4,42.g) precipita con un ren-

(descomposicibén) . La CCF en CHC13:MeOH-9:1 (mancha de I,)
o ©o

muesitra una mancha a Rf 0,44;{(1};J = -4,3° (C = 1, AcOH).

El RMN concuerda con la estructura.

(XI) 2Lis(%)Tre(Bzl)Lis(Z)GliOTcp

Se prepara en siete etapas:

(i) BOC.Lis(Z)GliOMe:

Se copula BOC.Lis(%)0OSu (23,85 g, 0,050 moles) con
GliOMe ,HC1 (6,25ig, 0,050 moles) en dioxano al 50 % en DMF,
'a la temperatura ambiente durante 4,5 horas, en preéencia de
Vunrequivalente de Et3N. La mezcla de reaccifn se evapora a

vaciv v el residuo se disuelve en EtAc. La solucidn se lava,
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se seca, se filtra y evapora hasta un aceite incoloro que
soiigifica al permanecer en reposo con un rendimiento del
89 %1 La CCF eﬁ CHCl,:MeOH 9:1 (muestra de 12) presenta una
mancha a Rf 0,54.

(ii) Lis(2)GliOMe.HCl:

El compuesto (i) (20,00 g, 0,0443 molés) es BOC-desprot

tegido en HCl 2N en EtAc (250 ml) durante 2 horas a la, tempet

LI Y

ratura ambiente, cuando precipita el producto. La.mezcla se

diluye con éter seco y el producto se separa por filtracién

LI

con un rendimiento del 96 % (15,67 g); p.E. 158-1592. Ta

ol
a®
P Y

CCF en EtAc (mancha de Iz) muestra una mancha a Rf 0,52,

LN

(iii) BOC.Tre (Bzl)Lis (2)GliOMe:

Se copula  BOC.Tre(Bzl)OH (6,18 g, 0L020,moles)5§on

el compuesto (ii) (7,76 g, 0,020 moles) en DMF al 39M%ien
dioxano (75 ml) en agua de hielo durante una hora y‘aéspués
a la teméeratura ambiente durante 2 horas més, ‘en piéséncia
deEDCCI (1 equivalente) y Et N (1 equivalente)..Se filtra la
mezcla de reaccién; se evapora a vacio y el reéiduo se puri-
fica por cromatograffa en columna de sflice eluyeﬁdo con clot
roformo. El éroducto se aisla como sblido incoloro con un
fendimiento del 49 %, p.f. 135-136°. La CCF en CHClé:MeOH
931 (mancha de-Iz) muestfa una mancha a Rf 0,57. E1 RMH F.T.

3 -
C concuerda con la estructura.

(iv) Tre(Bzl)Lis (%)GliOMe.HC1:

L1l compuesto (iii) (3,48 g, 0,0054 moles) es BOC-despx
tegido en HCl 2N en EtAc (100 ml) durante 2 horas a la tempe-

ratura ambiente. El producto (2,88 g) precipita con un ren-

dimiento del 91 % por adicidn de &ter seco; p.f. 100-101°,

&

La GCF en CHCl,;:MeOH 9:1 (mancha de I,) muestra una mancha

a e 0,52, {0)2°% = ~13,5° (c = 1, Acom).
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.(2,5 ml) y se agita a la temperatura ambiente durante 1 ho-

. la mezcla de reaccién y el producto (0,60 ¢) se aisla como

ZLis (Z) Tre (Bzl) Lis (Z) GliSer(Bzl) GliPhePheValPheOByz

(v) 2Lis(2)Tre(Bzl)Lis(Z)GliOMe:

/ Se copula zLis(Z)OTcp (1,80 g, 0,003 moleé) con el com
pueéto (iv) (1,72 g, 0,003 moles) en dioxano (45 ml) a la
temperatura ambiente durante 4 horas, en presencia de Et3N
(1 equivalente). El producto se separa por'filtrécién, se
lava con agua y se séca a vacio (1,36 g, reﬁdimiento 50 3);
p.f. 185~188°, La CCF en CHCl4:MeOH 9:1 (mancha de I,) mues-
tra una mancha a Rf 0,76.

(vi)' %Lis (%) Tre (Bzl) Lis (%) G1i0H:

Una solucién del compuesto (v) (0,92 g, 0,001 moies)

en DMF al 50 % en metanol se trata con solucidn de NaOH 1IN

ra. Después de acidular, el producto precipitédo (0,45 g)

se recristaliza de metanol con un rendimiento del 49 %:; p.£.
171-173°, La CCF en CHClS:MeOH 2:1 (cloroformiato de ter-bu-
tilo/rociada de NéI—almidén) muestra una mancha a REf 0,50;
{a} ;50 = -5,4° (C = 1, AcOH). E1 RMN F.T. L3¢ concuerda con
la estructura. 1 |

(vii) 2Lis (%) Tre (Bzl)Lis (%)GliOTcp:

Una solucidén de TcpOH (0,10 g, 0,0005 moles) y com-
ﬁuesto (vi) (0,46 g, 0,0005 moles) en DMF se trata con DCCI
(O,llvg, 0,0005 moles) y'se agita a 5° durante una hora y

después . a la temperatura ambiente durante la noche. Se filtr{

sb6lido frdgil bor evaporacién a vacio; p.f. 176-178°. La
CCF en CHCl3:MeOH 9:1 (mancha de Iz) muestra una mancha a

RE o,71;{a}55 = -6,0° (C= 1, ACOH).

El péptide (XI) (0,55 g, 0,0005 moles) se copula con

el compuesto (X) (0,46 g, 0,0005 moles) en DMF a la tempera-
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tura ambiente durante 4 horas, en pfeséncia de Et3N (1 equi~
valente). La mezéla de reacciéh.se'vierte en agua de hielo
y el pre01p1tado resultante se separa poxr filtracién y se
seca a vacio. Mediante purificacién por cromatografia en co-
lumna de silice, eluyendo con CHC13, 'se obtiene el producto
(0,92;g) con un rendimiento del 85 %. La CCF en CHCl3:MeOH'
9:1 (mancha de I,) muestra una mancha a Rf 0,34. El1 RMN F.T.
13 _ vaa i

C concuerda con la estructura. ) -

LisTreLisGliSerGliPhePheValPheOH

. El intermediario anterior (0,76 g, 0,0003 moles) .es

desprotegido por hidrogenacién continua en &cido aééﬁiéo al

85 ¢ con HCL IN (1 milimol) durante 18 horas, en presencia

-
Avaan

de paladio al 10 % en carbdn (0,80 g). EL producto se _puri-
fica en una columna de Biogel P2 eluyendo con acetato gménl—
co lM;y posteriormente”en una columna de celulosa. Cﬁ§2:elu—
yendo con acetato aménico 0, 1M, a pH 5 El aislamienxko final
del producto con un rendimiento del 23 % se realiza por lio-
filizacién. La CCF en butanol/dcido acético/agua (5:2:2)
(rociada con ninhidrina) muestra una mancha a Rf 0,22,
Andlisis de aminodcidos:
Réqperido : 2ﬁis: 1Tre: 2Gli: 1Ser: 3Phe: 1lval
Encontrado: 1,80Lis: 0,92 Tre: 2,00Gli: 1,07Ser: 3,24Ph
0,91val.
" EJEMPLO 5

" Preparacién de ProArgLisTrelisGliSerGliPhePheOMe

Este decapéptido se sintetiza mediante una estrategia
de condensacifn de 1 + 1 + 4 + 4 fragmentos como siqgue:
BOC.Arg(NOZ)OSu + Lis(2)Tre(Bzl)Lis (%Z)GliCMe

(XIT)

4 copulacidn y BOC-desproteccidn
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- peratura ambiente. El producto (3,30:g) precipita con un

ZPro0Su + Arg(NO,)Lis(%)Tre (Bzl)Lis (Z)GLliOMe

(XIIT)

{(copulacidén e hidrdlisis)

v
ZProArg(NO,) Lis (%) Tre (Bzl) Lis (4) GLiOH + Ser (Bzl) GlirhePheOM
(VIII) (preparacidn
descrita en
el Ej. 3)

(@

covulacidn y desproteccitn completa

\2

Producto (BEjemplo 5)

(XII) Lis{%)Tre(Bzl)Lis (Z)GCliOMe

Se prepara en dos etapas a partir de Tre(Bzl)Lis(Z)Gli
OMe descrito en el Ejemplo 4.

(i) BOC.Lis(Z)Tre(Bzl)Lis(Z)GliOMe:

Se copula BOC.Lis(Z)OSu (2,38 g, 0,005 moles) con Tre
(le)Lis(Z)GliOMe.HCl (2,87 g, 0,005 molés) en dioxano (60
ml) a la temperatura ambiente durante 4 horas, en presencia
de Et3N‘(l equivalente). La meicla de reaccién se vierte en
agua de_hieio para dar el producto requerido (3,80 g) como
s6lido blanéo cristalino con un rendimiento del 84 %; p.f.
103~105°., La CCF en CHC13:MéOH 9:1 (mancha de Iz)'mﬁeétra
una mancha a Rf 0,55;'{oc]]2)50 = -10,4° (C = 1,.AcOH).

(ii) Lis(Z)Tre(Bzl)Lis(Z) GliOMe.HC1:

El compuesto (i) (3,80 g, 0,0042 moles) es BOC-despro-

tegido con HCL 2N en EtAc (100 ml) durante 2 horas a la tem

rendimiento del 93 % por adicidén de éter seco; p.f. 184-1864,

La CCF en CHC13:MeOH 9:1 (mancha de 12) muestra una mancha

. )
a RE 0,30;{a}g5 = 5,6° (C = 1, AcOH).
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~tegido en HCl 2N en EtAc (50 ml) durante 2 horas a la tempe-

(XI1T1) Arg (NO,) Lis (2) Tre(Bzl) Lis (2) GLiOMe

Se prepara en dos etapas: -

(1). BOC.Axg(NO,) Lis (Z) Tre (Bz1)Lis (%) GLiOMe:

- Se copula BOC.A;g(NOZ)OSu (1,40 g, 0,0033 moles) con

el compuesto (XII) (3,30 g , 0,004 moles) en DMF al 10 $%

0

X

en dioxano (55 ml}, a la temperatura ambiente durante 3 ho-
ras, en presencia de EtBN-(l equivalente). El1 compué%%g

-

{XITI) que no ha reaccionado se separa por filtracién 'y la

“

mezcla de reaccidn se vierte en agua de hielo, se extrae

con EtAc para dar el producto (2,60 g) que se recristaliza

de IPA con un rendimiento del 71 %, p.f. 133-135°. La. CCF
en CHC13:MeOH 9:1 (mancha de 12) muestra una mancha 'a" RE

0,42.{a}§5° = -6,7° (C = 1, AcOH).

(ii). Arg(NO,)Lis (Z) Tre (Bz1) Lis(Z) GLiQMe -.HCL:

El compuesto (i) (2,0 g, 0,0018 moles) es BOC-despro-

ratura ambiente. El producto (1,75 g) es precipitado con un
rendimiento del 92 % por adicién de &ter seco; p.f. 157°
(descomppsicién). La CCF en CHCl,:MeOH 2;1 (mancha de I,)
muestra una mahcha a Rf 0,53;{a}35° = -5,6° (C = 1, MeOH).

(XIV). ZProArg(NO,)Lis (Z) Tre (Bz1)Lis (Z) GLiOH

- Se prepara en dos etapas:

(). ZProArg (NO,)Lis (%) Tre (Bz1)Lis (%) GLiOMe:

Se copula ZProOSu (0,57 g, 0,0016 moles) con el com-
puesto (XIII) (1,71 g, 0,0016 moles) en DMF al 20 % en dio-
xano (30 ml) a la temperatura ambignte dﬁrante 2 horas, en
presencia de Et,N (1 equivalente). La mezcla de reaccibn se

vierte en agua de hielo y se extrae con EtAc para dar el pro-

ducto (1,11_9) con un rendimiento del 54 %. La CCF en CHCI ,:
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MeOH 9:1 (mancha de Iz) muestra una mancha a Rf 0,36.

(ii) ZProA;g(NOz)Lis(Z)Tre(le)Lis(Z)GliOH:

Una solucitn del compuesto (i) (0,87 g, 0,0007 moles)

en DMF al 50 $ en metanol (30 ml) se trata con una solucidn

. de NaOH IN (1,7 ml) y se agita a la temperatura ambiente

durante 2 horas. Por acidulacién precipita el producto

(0,43 g) con un rendimiento del 50 %. La CCF en CHCl3:MeOH
' 250
}D

2:1 (mancha de Iz) muestra una mancha a RE 0,77; {o
-4,1° (C = 1, AcOH). El RMN concuerda con la estructura.

ZProArg (NO,)Lis.(Z) Tre (Bzl) Lis (2) GliSer (Bzl) GliPheFheCMe

Se copula el péptido(XIV) (0,40 g, 0,0033 moles) con

N L

el compuesto (VIII) (0,20 g, 0,0034 moles) en DMF (5 ml),

. en presencia de Et, N {1 equivalente), DCCI (0,07 g, G,0035

moles) e hidroxibenzotriazol (0,044 g, 0,0035 moles), a

5° durante una hora Y después a la'temperatura'ambiente du~
ranfe una hora. La urea precipitada se separa por filtra-
cidén y el producto requerido (0,50 g) se aisla vertiendo la
mezcla de reaccién en agua de hielo y aislando por filtra-
¢idn, cén:up rendimiento del 88 %. La CCf en CHCl3:MeOH 9;1
{mancha de ;2) muestra una mancha a Rf 0,52. El RMN concuer-
da con la estructura.

PfoArgLisTreLisGliSerGliPhePheOMe.

El intermediario anterior (0,40 g, 0,0022 moles) se
desérotege por hidrogenacidén continua eﬁ dcido acético al
85 % durante 18 horas, en presencia de catalizador de paladi
al 10 % en carbén (0,40 g). El producto se purifica en una
columna de Biogel P2 eluyendo con agua y posteriormente en
una columna de Sephadex LH20, de nuevo eluyendo con agua.
El aislamiento final del producto'con un rendimiento del

34 % se realiza por liofilizacidn. La CCL en butanol/dcido
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" (i) BOC.PhePheOBz:

‘gt p.£. 123,5-124,5°, CCF en EtAc:éter de petrbleo (80-100°

32

acético/agua (5:2:2) (rociada de ninhidrina) presenta una
mancha a REf 0,34.
Anélisis de aminodcidos:
Requerido : 1Pro: lArg: 2Lis: 1Tre: 2Gli: 1Ser: 2 Phe
Encontrado: 0,95Pro: 0,99Argi 1,88Lis: 1,00Tre: 2,00Glk:.
1,01l8er: 1,96Phe. -
EJEMPLO 6

111111

" Preparacidn de LisTreLisGliSerGliPhePheOH

nnnnn

mediante una estrategia de condensacidén de 4 + 4 fragmentos

como sigue; : e

BOC-.Lis (2) Tre (Bz1)Lis (2) G1i0Su + Ser(le}GliPhePheOBé‘
(XVI) xvy T

(copulacién y desproteccifn

completa)

v

“Producto (Ejemplo 6)

(XV) Ser(Bzl)GliPhePheOBz

Se prepara en seis etapas:

Se copula BOC.PheOH (11;88_g, 0,045 moles) con PheOBz.
éTsa (19,4 g, 0,045 moles) en MDC (200 ml) a 0° durante una
héra vy despﬁés a la temperatura ambiente durante la noche,
en éresencia de Et,N (1jeqﬁivalente) y DCCI (1 equivalente).
Se filtra la mezcla de reaccién j el producto_(l4,92.g) se '
aisla con un rendimiento del 64 %‘por evaporacibén a vacfo y

recristalizacién de EtOAc/éter de petrbleo (80-100°) (14,92

(-]
1:1 (mancha de I,) muestra una mancha a Rf 0,68;{a};5 =

-16,7° (C = 1, MeOH).
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(ii) PhePheOBz.Tfa:

El compuesto (i) (14,0 g, 0,028 moles) es BOC-despro-
tegido en Tfa al 50 % en MDC (100 ml) durante media hora
a 0°. La solucidn se enfria con &éter seco y el producto

(14,23 g) se separa por filtracién con rendimiento cuantita-

tivo; p.f. 180° (descomposicidn). La CCF en CHCl4:MeOH 9:1

©
(mancha de I,) muestra una mancha a Rf 0,73; {a} 12)5 = 17,59
(C = 1, AcOH).

(iii) BOC.GliPhePheOBz:

Se copula BOC.GliOSu (9,6 g,.0,0353 moles) con él com
puesto (ii) (18,20 g, 0,0353 moles) en tolueno, MDC y DMF
(125'ml) a la temperatura ambiente durante la noche, en pre-
sencia de Et3N (1 equivalénte). La mezcla de rggccibn se evg
pora a presidn reducida y el residuo resultante se disuelve
en EtAc, se lava, se seca y evapora a vacio para dar un s&-
lido cristalino (19,71 g) con rendimiento cﬁantitativo; p.£.
127-1305.7La CCF.én CHClg:MeOH 9:1 (mapcha de Iz) muestra

o
} 20

una mancha a Rf 0,81; {o = -17,4° (C = 1, MeOH).

(iv) GlirhePheOBz.Tfa:

El compuesto (iii) (19,3 g, 0,0346 moles).es BOC-des-
protegido en Tfa al 50 % en MDC (130.ml) durante hora y me-
dia a 0°. La solucién se enfrfia con éter y el producto

(17,797g) se separa por filtracidn con un rendimiento del

.90 %, La CCF en CHCl;:MeOH 9:1 (mancha de I,) muestra una

) °
sola mancha a Rf 0,35;{&}25 = 6,0° {C =1, AcOH).
D N

(v) BOC.Ser(Bzl)GliPhePheOBz:

Se copula BOC.Ser (Bzl)0Su (11,03 g, 0,0282 moles) con
un compuesto (iv) (16,13 g, 0,0282 moles) en DMF al 15 %
en ﬁolueno (350 ml) a la temperatura ambiente durante la

noéhe, en presencia de Et3N (1 equivalente). La mezcla de
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reaccidn se evapora a p:esién reducida y el residuo resul-
tante se disuelve en EtAc, se lava, se seca y se evapora a
vacfo para dar el producto (14,88 g) con un rendimiento del
72 % por recristalizacidn de EtAc/8ter de petrdleo; p.Ef.
149-151°. La CCrF en CHCl3:MeOH 9:1- (mancha-de I2) muestra

' (q125° :
una sola mancha a Rf 0,65; {oc}D =-11,2° (C = 1, MeOH).

(vi) Ser(Bzl)GliPhePheOBz:

El compuesto (v) (14,45 g, 0,0196 moles) es:BOC:aes-
protegido en Tfa al 50 % en MDC (140 ml) durante unaZﬁOra a
0°. La solucidn se enfria con &ter y.el producto (15;11g)
se separa por filtracién con un rendimiento dgl 89 %fﬁ@if.
185~-187° (descomposicién). La CCF en CHCl3:MeOH 9:1 {mancha
de I,) muestra una mancha a Rf 0,43; &ﬂgso = 10,1° (c = 1,
AcOH) . . : B

(XVI) BOC.Lis(Z)Tre(Bzl)Lis(%)G1iOSu

Se prepara en cuatro etapas a partir de BOC.Txec (Bzl)-

Lis (2)GliOMe descrito en el Ejemplo 5.

(1) Tre(Bzl)Lis(Z)GliOMe,Tfa:

EL BOC.Tre(le)Lis(Z)GiiOMe (2,87 g, 0,0045 moles)
es BOC-desprotegido en Tfa al 50 % en MDC (50 ml) durante
una hora a 0°. La sclucidén se apaga con éter y el producto
(2,10 g) se se?ara por filtracidn con un. rendimiento del

72 %. CCF en CHC13:MeOH 9:1 (mancha de 12) muestra'ﬁna man-

- cha a Rf 0,26.

(ii) BOC.Lis (2)Tre(Bzl)Lis (2)GliOMe:

Se copula BOC.Lis(Z)O5u (2,00 g, 0,003 molesx con un
compuesto (i) (1,45 g, 0,003 moles) en DMF al 10 % en tolue-
no, a la temperatura ambiente dqrante la noche. Lalmgzcla
de geaccién se evapora a presidn reducida y el residuc re-
sultante se disuelve en EtAc, se lava, se seca y se evapora

1
-1
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a vacio para dar el producto (2,04 g) con un rendimiento
del 74 % por recristalizacidn de EtAc/éter de petréleo; p.f.
117-119°, La CCF en CHCl3:MeOH 9:1 (mancha de 12) muestra

\ ,

una mancha a Rf 0,60.

(1ii) BOC.Lis (4)Tre(Bzl)Lis(Z)GliOQH:

Una solucidn del compueéto (ii) (1,98 g, 0,0022 mo-
les) en DMSO (30 ml) se traga con un; solucidn de NaOH 1IN
(1,5 equivalentes) y se agita a la temperatura ambienﬁé du-
rante 1 hora. Por acidu;acién se obtiene ei producto;(l,BZ g
con réndimientq cuantitativo. La CCF en CHC13:MeOH ?:i {man-
cha de_IZ) muestra el compuesﬁo‘ihmediatamente por encima

de * la vaselina.

-

(iv) BOC.Lis(%)Tre(Bzl)Lis(2)GLliOSu:

| Se coéula HOSu (0,24 g, 0,002 moles) con el compuesto
(iii) (1,82 g, 0,002 moles) en dioxano (25 ml) a la.tempe—
ratura ambiente durante 4 horas, en presencia de DCCI fl.ayg
valente).'La mezcla de réaccién se filtra y el filtrado se
evapora a.presién reducida. Por recristalizacidn del residuo
de EtOH se obtiene el producto (0,30 g) con un rendimiento
del 15 %; p.f. 118~122°, la CQF en CHCl3:MeOH 9:1 (mancha
de I,) muestra una mancha a Rf 0,50}{a}§5° = -4,0° (C = 1,
DMF) . E1 RMN concuerda con la estructura. '

BOCLis (Z) Tre (Bzl)Lis (%) GliSer (Bzl) GliPhePheOBz

El péptido (XVI) (0,22 g, 0,0023 moles) se copula con
el compuesto (XV) (0,17 g, 0,0023 moles) en DMF al 5.% en
tolueno (21 ml), a la temperatura ambiente durante la no-
che en presencia de Et,N (1 equivalente). La mezcla de reac-
cifn se evapora a presidén reducida y el residuo se recrista-
liza de EtOH para dar un producto (0,29 g) con un rendimien-

to del 85 %; p.f£. 195~199°, La CCF en CHC13:MQOH 9:1 (mancha
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de fuerza iénica lineal de acetato amdnico, pH 5, qﬁéwéro-
. «

‘1-6 en tres sistemas de ensayo diferentes estén presentados

~36 -

de Iz) muestra una.mancha a Rf 0,67. E1L RMN concuerda con

la estructura.

¢

El intermediario anterior (0,25 g, 0,0017 moles) se
disuelve en Tfa (10 ml) y se desprotege haciendo borbotear
a su través HBr a la temperatura ambiente durante una hora.

La solucidn se enfria con &ter seco y el producto se seca

-
[ EAS

a vacio sobre 9205 y KOH. El producto se purifica enruﬁa
columna de Biogel P2, eluyendo con agua y posteriorﬁébﬁe

e

en una columna de celulosa CM32, eluyendo con un gradiente

duce la separacién del &cido libre y cierto éster bencflico
contaminante. El aislamiento final del produdto:se'iﬁéiiza'
por liofilizacidn. La CCF en butanol/&dcido acético/%&ég
(5:2:2) (chiada con ninhidrina) mueétra una manchgséfkfo,m
Andlisis de aminoicidos: . : 5,0 N
Requerido.: 2Lis: 1Tre: 2Gli: 1Ser: 2Phe
Encontrado: 1,77Lis: 0596Tre: 2,00Gli: i,06Ser:2,10Phe.

" Actividad bioldgica

Los resultados bioldgicos obtenidos para los Ejemplos

en las Tablas I y IX. Como se deduce de la Tabla I, los pép-
tidos son capaces de liberar histamina selectivamente de lag
células mastoideas de la rata in vitro y producir efectos

de liberacidn de histamina en la rata y en la'piei,del papid

-

in vivo. En este (iltimo caso, en particular (tejido de prima

te), la actividad fué desusadamente alta.

La Tabla II pone de manifiesto la desensibilizaci6n

cruzada en las células mastoideas de rata in vitro entre los

pé?tidos del Ejemplo 3 y un antigeno.
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TABLA I

Efectos de libéracidén de higtamina de los péptidos sinté

. ) Nfmero de e
Péptido _Sistema exposiciones Acti
LisTreLisGliSerGliPhePhéOIlk—z - jcélﬁlas mastoideas 7 7.t
(Ejemplo n°® 1) _de rata in vitrot
‘piel de rata in vivo® 2 1,0
-{Plel de gaplén in 2 5,(C
Arins'IreIisGliSerGliPhePheObé :células mastoideas °**7 1,!
(Ejemplo n® 2) * de rata in vitrol r
“Piel de rata’in viw® ! 2 1,0
fPiel de papifn in L2
LJ.sTreLlsGlJ.SerGlJ_PhePheValPheOme C8lulas mastoideas. 219 1,¢
(Ejemplo n° 3) de rata in vitro™ . s
© Piel de rata B'V.'LVOZJ_ )5-_ 1,(
)  Piel de papibn in 14 1,
LisTreLisGliSerGliPhetheValPhe . CSlulas mastoideas = 2 3,
. (Ejemplo n°4) de rata in vitrol 7 :
_ Piel de rata in vivor ' 4- 1,0
Piel de pgpidn in ~2 1,0
ProArg LisTrelisGliSerGliPhePheOle C8lulas mastoideas 2 9,2
(Ejerplo n°5) - de rata in vitrol o
' Piel de rata in vivo® 4 © 1,0
Piel de pgpién in 2 1,0
vivo -




TABLA I

:os de libéracién de histamina de los péptidos sintéticos (Ejemplos 1 a 6)

. . Nimero de leerac;.cﬁn Inhibicidr
_Sistema - exposiciones Actividad de LDH/> la actividal
apPheOie z icélﬁlas mastoideas 7 7,5 x lOGM ninguna- a lO-GM 50 & de ir
_de rata in vitrol cién por 1
_ (10™4M)
T . .2 -4
: P:Lel de rata in vivo 2 1,0 x 10 "M
Plel de gaplén in 2 5,0 x 107 M
TheOMe :Células mastoideas ***7° 1,5 x 10'7M
, * de rata in vitrol .
‘ piel de rata in vivo? K .'2:‘ 1,0 x 10”4
* piel de papién in 2 g
. vivod 2 1,0 x 107 7'M .
ePheValPheOme CAlulas mastoidess 10 1,0 x 10°°% " ninguna a 10 %M
K de rata'in v:.trol s ) _ de péptido
Piel de rata in vivo”, JS.. 1,0 x 10?5M_
 Piel de papibn in 14 1,0 x 107 % Trhibicién parc
250 . ".,‘ . ) por ina droga ¢
: ‘ i histamfnica o s
al Intal
&hevalbhe . Calulas mastoideas - 2 3,3 x 107°M
de rata in vi
. Piel de rata in vive’ © 4- 1,0 x 107%
Piel de pgpidn in ~2 1,0 x 107°m
liPhePheOMe  Células mastoideas 2 9,2 1070
) & rata in vi T \
Piel de rata in vivo® 4’ ©1,0 x 1074
Diel do ppidn in 2 170 x 1077w "

Vivo
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TABLA I ({continuacidn)

Ntmero de

Péptido Sistema exposiciones .
LisTreLisGliSerGliPhePhe (Ej. 6) células mastoideas 4 1,
’ : “de rata.igvvitrol
Piel de rata ig.vivoz 4 1,
Piel de papién in 3 -1,

Vvivo

.
ER N RN

La concentracién media de pépiido para prdducir aproximadamente un 5€
nible de las células mastoideas de la rata e n un ckerto nfimero de ey
La concentracidén media de péptido para dar un punto flnal en las valc
rata en un cierto nunero de experimentos. K o

La concentracidén media de pepbldo para dar un punto. flnal en las valc

28

en un cierto '1ﬁmero de experl‘ﬂentos. .

’ TABLA Iv‘I"ia‘s )

Desen51blllzac10n cruzada entre &l antfgeno y BRL 21547T{péptido'del Eije

E]

“de la rdta, -

" Etapas de desensibilizaéiéh

Desensibilizador R 2 3 - 4 -

Tampdn -i- ~ tampdn  tampén tampén ~ tampdn
o tampéﬁ tampén tampdn tampén BRL
tampdn i tampén - tamp6n ; tampbn XOA

BRL 21547 Csx 100 10w 5 x 10 M - 107%M
- 5 x107M 107 'M 5% 10" 7w 1075 - BrL
5x 1074 107 'M 5x 1077 107 xoa

XORA 0,005 (ue¢/ml) . 0,01 ,0;05 0,1

0,005 (uc/ml) 0,01 0,05 0,1 . BR
0,005 (ul)’ 0,01 . 0,05 . 0,1 X0i




-~ 38§ -

TERBLA T (contihuacién)

. Nfmero de Liberacién de  Inhibicidn de
Sistema exposiciones Actividad LH/~ler la actividad
s(Ej. 6) célules mestoideas = 4 1,0 x 107
: de rata in vitn
2 ° —41'
Piel de rata in vivo 4 1,0x10 " |
Piel & papidn in 3 1,0 x 107y

vivo

ia de péptido para producm: apfoxlmadameni_e un 50 % de 1liberacién de la hlstamlna dlspo-
mastoideas de la rata en un oxerto nlimero de experinentos.

.

.a de péptido para dar un punto flnal en las valora01on€=s J.ntradermlcas en la piel de la
ero de experimentos. ) s ¢

ia de péptido para dar un punto f:.nal en las valoraciones 1ntradérmlcas-en plel de papién
le experizmentos. 220 e sz ) - g

K] .

" TABLA TL--» ) Seaen

la_entre 2l antigenoc y BRL 2154? (peptldo del Ejemplo~ 31 en el sistema celular mastoideo -

" de 1la rata s

) : L es . Liberacién media
_Etapas’ de desensibilizanigh : e <L LI _;;, total de histami-
Sl 2 3 - 4 - -Ataquet-cv- - - ma,’%
- tampdn  tampdn tampén - - tampén tampén , 4
tampén  tampén tampén  tampén BRL 21547 (1075M) 47
' tampén tampén - tampén 'tampén' XOA 1 fig/ml - ' - 56
| -7, - “Ty . 1q=6y S
5 x 107 M 10 "M 5x 10 M 10 "M - tampon - : 6
5% 107 107w 5x 107 107%  Bmr 21547 (10° 5M) -6
5% 1074 107 M 5% 107 . 1078 " xoa'1 yig/m . 17
d,obs (_pgiml)__ . 0,01 0,05 - 0,1 . -tanpén ' o 6
0,005 (uc/ul) 0,01 0,05 0,1 . BRL-21547 (10”°M) 6

0,005 (u/ml) 0,01 0,05 0,1 XOA 1 ng/mi ' B 6
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I purificaroﬂ por el procedimiento de Cooper y Stanworth

T 39 e

~ METODCS °

51

(a) Liberacidn de (1) histamina, (2) Cr ™~ vy (3) deshi drogena~

sa ldctica de las c6lulas mastoideas peritoneales de la

rata (ensayoc in vitro en células mastoideas de rata)

Unas células mastoideas, derivadas de loz lavados perito-

neales de tres ratas macho Wistar exSgamas (250-300 g), se

(Preparative Biochem. 4(2), 105, 1975).

Las células purificadas se lavaron dos veces en tampdn
incompleto de Dulbecco (es decir, exento de sales m}ge;ales)
y después se suspendieron de nue&o eﬂ medio de Dulbecdco has-
ta el volumen.requerido. En un experimento tipicé, ;eﬁuti—
1izaron células suficientes para 30 ataques duglicadés, es
decir 60 muestras y en esfe caso el volumen de resugéenSién
empleado fug de 6,1 ml., Se toraron 0,1 ml de suspensisn ce-
lular para estimar el nfmero de cé&lulas.

(1) Liberacién de histamina

o

Y

©  Se empled un tercio de la,suspensién celular. Axﬁéites

alfcuotas duplicadas de 0,9 ml ae solucién de ataque, pre-

parada en medio de Dulbecco completo y precalentada a 37°C,
sé afiadieron 0,1 ml de suspensidn celulaf. Después las so-'
luciones se ‘sacudieron suavemente y se dejaron incubar duran-
te 5 mingtos a 37°C. A continuacidén los tubos de reaccidn

se sacaron ripidamente de la incubadora y se introdujeron en
un baflo de hielo. Después se separaron 1oé liquidos sobrena-
dantes de la poblacifn celular mediante centrifugaci6n duran-
te 3 minutos a 1000 rpm. A continuacién los residuos celula-
res se trataron con 2 ml de &4cideo perclérico 0,4N y se deja-
ron en reposo durante 30 minutos aproximadamente, a la tempe-~

ratura ambiente., La proteina precinitada se separd nor centri
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fpgaqién y las soluciones sobrenadantes se dejaron aparte
par# el andlisis de la histamina; Las soluciones sobrenadan-—
i .
tes ‘originales se trataron con 1,0 ml de perclorato 0,8N y
después se trataron de forma similar a los residuos celula-
res. La histamina se midid por el método de Evans, Lewis y
Thompson (Life Sciences, 13; 327, 1973) empieando un auto-
analizador Technicon. La liberaci6n de histamina se calculd

como porcentaje de la histamina total existente en cada so-

-lucién de atague.

{2) Liberacidén de CrSl

Se empled un tercio de la suspensidn celular. A 2,0 ml
aproximadamente de suspensién celular en medio de Dulbecco

se agregaron 0,1 ml de una solucidn de cromato s6dico marca-

do con Cr51

et (actividad eséecifica: 300-500 ﬁCi[mq Cr) . Las célu-

. Se empledron aproximadamerite 50-100 uCi de

las se ‘dejaron en reéoso durante 30 minutos a la temperatu-
ra ambiente y después el exceso de cromo se separb lavando
las células tres veces en tampén de Dulbecco. El.gfaﬁﬁlo de
células se'resﬁspendié finalmente en el mismo tampdn y des-
pués se'aﬁaa;eron 0,1 ml de sqs?ensién celular a'0,9 ml de
cada soluci6én de ataque; éreviamente calentada a 37°C. Al

cabo de15 minutos de incﬁbaéién; las sué?ensidnes celulares
se retiraron del bafio de agua y los liquidos sobrenadantes

se separaron por centrifugacidn. Se midid la actividad pre-
]

-sente en los liquidos sobrenadantes recuperados cdmpletos,

utilizando un contador gamma Tracer Laboratory Spectroma-

tic. El porcentaje de Cr51 liberado se determina en rela-
cién con los valores obtenidos para las soluciones de con-

trol positivo y negativo.
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garon 0,5 ml de NAD (1 mM en tampdn Tris 0,2M, pH 8,5): Deg-

~41 o

(3) Medida de LDH

Se empled un tercio de la suspensibn celular. El pro-
cedimiento de incubacibn fué idéhtico al descrito anteriox-
mente y se realizd simulténeamente hasta que se separaron
los liguidos sobrenadantes de la solucidn de ataque de los
residuos celulares. Después se estimb -la actividad de deshi-
drogenasa lictica directamente en las soluciones sobrenadan-
tes por el método de Johnson y Erdgs (Proc.Soc.Exp.Biol.Med.
142, 1252, 1973). A 0,5 ml de lfguido sobrenadante se agre-
pués se tomaron 0,5 ml de esta solucidn y se trataroﬁ;gon
50 ul de &cido léctico (50 mM en tampdn Tris 0,2M, gHiB,S);
como control se afiadieron 50 ﬁl de tampén Tris 0,2qu§ﬁ 8,5)
a una segunda parte alficuota (0,5 ml) de la.so;ucién dé NAD.
Lés soluciones se incubaron é la temperatura ambienéé“5urante
20 minutos y después se midib la emisién dé fluorescencia.
Las ;ongituaes de onda de excitacifn y emisién utiliéﬁdas
fuefon 340 y 460 mm respecti%amente; Todas las mediéaéfse
realizaron empleando un espec£rofluorimetro autbmatico Baird
Atomic (Fluoripoint). La actividad LDH se determind en forma
del aumento de fluorescencia sébre el control, debido a la
formacién de NADH después de la adicidén de lactato. El por-
cenﬁaje de LDH liberada fué determinada en relacifn con- la.
intensidad de la fluorescencia obtenida en los ligquidos so-
brenadantes de la solucifn de ataque de control positivo
(es decir, Triton X 100 ataque).

{b) Método de ensayo en la piel

Los ensayos en la piel se realizaron en los lomos
afeitados de los animales (ratas y papiones) inmediatamente

desputs de la inyeccliln intravenosa de azul cielo pontamine
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-dosis de 0,1 ml por kg de peso corporal en el caso de las ra-

~42

(5. %) en solucibn acuosa de cloruro sbdico (0,9 %), a una

tas y 5 ml pbr animal en el caso de los bapiones.

El péptido en solucibn acuosa de cloruro sédico (0,9 %)
o el contrel salino se inyectaron intradérmicamente a volG-
menes de 0,05 ml o 0,10 ml, Las reacciones de la piel se le-
yeron'Zb minutos después del ataque intradérmico.

(c) Desensibilizacidn cruzada en el sistema de células mastoil

"deas_de la rata in vitro entre el antigeno y el péptido

Unas ratas Brown Norway fueron inmunizadas intraperi-
toneaimente con 100 ﬁg de ovoalbGmina (X0A) en 1 mg dJde
"alurbre". El dfa 27, las células mastoideas peritonealcs se
extirparon, se reunieron y lavaron. Unas partes alicuotas
de células se desensibilizaron medianto adicién de cuatro
incubzciones de 5 minutos con diversas éoncentraciones de

XOA o péptido o con tampdn solo. Despuds las células se so—

metieron a un ataque de péptido 0 XO0A de liberacidn dé,his—

R
3

tamina 6ptima 0 se atacaron con tampdn solo. e
En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

. 1. Un procedimiento para la preparacidén de un pép-

tido de férmula (1):
X =R=-R =Ry~ Ry - Y (1)

y sales del mismo, constituido por 6 a 12 restos de aminodci-
dos naturales, dopde R es un grupo o§cionalmente presente,
capaz de coﬁunicar a un péptido resistencia a la descomposi-
cidn enzimdtica; R; representa un resto de un aminodcido bi-
sico, opcionalmente ligado a uno o més restos de aminodcidos
no hidréfobos neutros y/o aminodcidos basicos; R2 reprasenta
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un ?esto de un aminodcido no hidréfobo neutro, opcibnalmen—
te llgado a uno de més restos de otros amlnoacldos no hldro
fobos neutros; R5 representa un resto»de un am;noacmdorhldrg
fobo, opcionalmente ligado a uno o mis restos de aminodci-
dos no hidréfobos neutros y/o aminodcidos hidréfobbs; X es
hidrbégeno o un grupo N=protector esY hidroxilo d un grupo -
protector del C terminal; cuyo procedimiento cpnsiste en so
méter a reaccién de copulacién los aminodcidos constituyeﬁ-
tes en el orden correcto para;@ofmar'el péptido desg&ﬂo, es
tando protegidos cualguier grupo amino d'grupo car???@lo que
no participe en las reacciones de copulacidn, y desﬁué53 si
se desea, separarn estos grupos protectores ¥y, si sé désea,

6"‘

formar la sal deseada del péptido. - .

e

* 2902

2. Un procedimiento segin la reivindicaciébn 1,

T T RS

donde los restos de aminodcidps bésicos gué han de. ser copu
lados estén seleccionados entre arginilo, lisilo y‘G;nitilo;
lOu restos de aminoédcidos no hidréfobos neutros que‘han de
ser copulados estan seleccionados entre gllcllo, aianilo, -
serilo y treonilo; y los restosrde'aminoécidos hidréfobés -
que han de ser copulados estdn seleccionados entre fenilélg
niha, valina y. leucina.

5 Un procedlmlento segin las re1v1nd1cac1ones 1
0 2, donde R estd presente en el péptido deseado y esta se~
leccionado entre proIilo, hidroxiprolild,,un resto de un -
D-aminoacido y un resto de un aminodcido con la omisidn del
grupo amino terminal. |

4, Un procedimiento segin cualquiera de lag pre-
cedentes reivindicaciones, donde todos los grupos profecto—
reé ge separan de los grupos amino del péptido y=zel.grupo

dcido carboxilico terminal es o bien protegido en forma de

-
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amida o de éster metilico o es desprotegido para formar un
grupo &cido carboxilico libre.

5. Un procedimiento segin cualquiera de las preceden-
tes reivindicaciones, donde se copulan de 8 a 10 restos de
aminoicidos para formar un octa-, nona- o deca-pépitido.

6. Un pfoéedimiento segin la reivindicacidén 1, donde
Rl es [b-c-d—e] s R2 es [f—g—ﬂ] y R5 es [i—j-k—i} , donde
c'y e son lisilo, arginilo u ornitilo; d esctreonilo o seri
lo; b es un arginilo, lisilo u ornitilo opcionalmente pre-
sentes; f y h son glicilo o alanilo; g es serilo o treonilo;
iy3J éon fenilalanilo, valilo o leucilo; y kX y 1 scn feﬁilg
lanilo; valilo o leucilo opcionalmente presentes; o sales -~
del mismo. ‘

7. Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, donde

el pép%ido obtenido estd seleccionado entre el gfupo_formado

por: | 7

Iis Tre Iis Gli Ser Gli Phe Phe - YT

Arg Lis Tre Lis Gli Ser Gli Phe Phe - Y'

Lis Tre Iis Gli Ser Gli Fhe Fhe Val Phe - Y*

Arg Tis Tre Lis Gli Ser.Gli Phe Phe Val Phe - Y

Pro Arg Iis Tre Lis Gli Ser Gli Phe Phe - Y-

Pro Arg Tis Tre Lis Gli Ser Gli Phe Fhe Val Phe - Y-
, donde Yl esrhidroxilo, —NH2 o metoxi.

8. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el que
ha de recaer la patente de invencidn que se solicitay UN

PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN PEPTIDO.
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la -
i . . e .
presente memoria descriptiva que consta de cuarenta y cinco

pdginas mecanografiadas.

Madrid, 28 Junio 1978
BERNARDO UNGRIA

PeDo s
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