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DESCRIPCION
Grupos protectores de indolosulfonilo para la proteccidon de grupos guanidino y amino

La presente invencion se refiere a compuestos que son utiles para la proteccion de compuestos organicos que
comprenden al menos un resto guanidino y/o al menos un grupo amino. La invencién también se refiere a un
procedimiento para la preparacion de estos compuestos y a su uso como reactivos protectores. La invencion
también se refiere al proceso para la reaccion de proteccion y a los compuestos protectores del mismo.

La proteccion adecuada de un resto guanidino es aun un problema sin resolver en la quimica debido a la dificultad
para eliminar los grupos protectores conocidos. Esto se aplica particularmente a la quimica de péptidos ya que el
aminoacido natural arginina, que lleva un resto guanidino, es de gran importancia para la preparacion de numerosas
sustancias de farmacos. Durante la reacciéon de acoplamiento, es necesaria la proteccion de guanidino de la arginina
para evitar la acilacion potencialmente seguido de desguanidacion, produciendo asi la formacién de ornitina y 8-
lactama no deseada.

Dependiendo de la estrategia de acoplamiento, los grupos protectores mas usados cominmente para la arginina son
p-toluenosulfonilo (Tos), 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonilo (Pmc) y 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-
sulfonilo (Pbf). Sin embargo, estos grupos protectores son demasiado estables en acidos, requiriendo asi
condiciones de eliminacion mas duras y un tiempo de eliminacion mayor. Por lo tanto, los grupos protectores
guanidino conocidos son propensos a formar subproductos en su eliminacion. Es particularmente problematica su
escision en péptidos con multiples residuos de arginina o en péptidos que contienen triptéfano. Carpino y col.
(Tetrahedron Letters 1993, Vol. 34, N° 49, 7829-7832) comparan el grupo protector Pbf con el grupo protector Pmc
cuando se usa para la proteccion de la cadena lateral de arginina.

El documento WO 01/57045 desvela sulfamas triciclicas obtenidas a través de intermedios de benzofurano,
benzotiofeno e indolo.

Léwe y col. describen la sintesis de sulfonilureas heterociclicas, que, por ejemplo comprenden un resto indol (J.
Heterociclic Chem., 1996, 33, 763-766).

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un compuesto que proteja facilmente el resto guanidino de un
compuesto organico y que pueda eliminarse facilmente.

El objetivo que se ha descrito anteriormente se consigue mediante los compuestos de la reivindicacion 1, que
pueden prepararse por el proceso de la reivindicacion 5 y que se usa de acuerdo con la reivindicacién 9 en el
proceso de proteccion de la reivindicacion 12 proporcionando los compuestos de la reivindicacion 16.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de formula

X

R? m,

en la que R' es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; RZes alquilo C1.6, alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.6; 0 R’ y
R? juntos forman un resto de formula -(CHz).-, en la que n es un ndmero entero de 3 a 5; R® es hidrogeno, halégeno,
alquilo C1.s, alcoxi C1.6, alquiltio C+., fenilo o bencilo; y X es cloro o bromo.

Aqui y como se indica a continuacion, el término "alquilo C+.," se entendera que se refiere a cualquier grupo alquilo
lineal o ramificado que contiene de 1 a n atomos de carbono. Por ejemplo el término "alquilo C46" comprende grupos
tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, isopentilo (3-metilbutilo),
neopentilo (2,2-dimetilpropilo), hexilo, isohexilo (4-metilpentilo) y similares.

Por consiguiente, el término "alcoxi Ci.," se refiere a un grupo compuesto por un grupo alquilo C1., como se ha
definido anteriormente y un atomo de oxigeno unido por un enlace covalente sencillo.

De la misma manera, el término "alquiltio C1.¢" se refiere a un grupo compuesto por un grupo alquilo C1.s como se ha
definido anteriormente y un atomo de azufre unido por un enlace covalente sencillo.

Aqui y como se indica a continuacion, el término "halégeno” se refiere a fluor, cloro, bromo y yodo.
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De forma favorable, la presente invencion se refiere a un compuesto de féormula (Il), en la que R1, R2, R® y X son
como se han definido anteriormente con la excepcion de cloruro de 1-metilindolo-3-sulfonilo.

En una realizacién preferida, R y R? son independientemente alquilo C1.4, alcoxi C14 0 alquiltio C1.4; R®es hidrégeno
o halégeno; y X es cloro o bromo.

En una realizacion particular, tanto R' como R? son metilo; R® es hidrégeno; y X es cloro que es cloruro de 1,2-
dimetil-indolo-3-sulfonilo. Para mas comodidad, este compuesto se abreviara como MIS-CI.

En un aspecto mas de la presente invencion, el compuesto de formula (II) se prepara mediante un procedimiento
que comprende la etapa de hacer reaccionar un compuesto de férmula

0s /OH

S
O
R? A\ R'
N
R? m.

en la que R1, R? y R® son como se han definido anteriormente, o una sal del mismo, con cloruro de oxalilo o bromuro
de oxalilo.

En una realizacion preferida, R' y R? son independientemente alquilo Ci4, alcoxi Ci4 0 alquiltio Ci4, y R® es
hidrégeno o halégeno.

En una realizacion mas preferida, tanto R' como R? son metilo y R® es hidrégeno.

En el procedimiento para la preparacion del compuesto de férmula (ll) puede usarse tanto la forma acida como la
forma salina del compuesto de férmula (I) como reactivo. Puede emplearse cualquier forma salina del compuesto de
férmula (). Sales adecuadas son, por ejemplo, la sal sédica, la sal potasica, la sal calcica y la sal piridinio.

En una realizacion preferida, la reaccion se realiza con la sal piridinio del compuesto de formula (1).
Preferiblemente, se emplea cloruro de oxalilo para la reaccion.

Para el procedimiento de preparacién, puede emplearse cualquier disolvente adecuado o mezclas de disolventes
adecuados. Disolventes adecuados son disolventes que no reaccionan con los reactantes o con el producto y que
disuelven los reactantes lo suficientemente. Ejemplos de disolventes adecuados son diclorometano, cloroformo,
tetracloruro de carbono, tetrahidrofurano y 1,4-dioxano. Preferiblemente, se usa diclorometano como disolvente. La
reaccion también puede realizarse sin un disolvente.

De forma conveniente, la reaccion se realiza en presencia de N,N-dimetilformamida.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se usa el compuesto de férmula

0\‘3’\\
0

A\ R'

N
ke (n,

en la que R'es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; R? es alquilo C1.6, alcoxi C1.6 o alquiltio C1¢; 0 R y
R? juntos forman un resto de formula -(CHz).-, en la que n es un ndmero entero de 3 a 5; R® es hidrégeno, halégeno,
alquilo C4, alcoxi Ci.6, alquiltio C1., fenilo o bencilo; y X es cloro o bromo, para la proteccion de un compuesto
organico que comprende al menos un resto guanidino y/o al menos un grupo amino.

Py
w

En una realizacion preferida, el compuesto organico es un compuesto peptidico opcmnalmente unido a resina que
esta opcionalmente protegido en la cadena lateral y/o protegido en el extremo libre; R' y R? son independientemente
alquilo C1.4, alcoxi C14 0 alquiltio C14, y R® es hidrégeno o halégeno.
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Aqui y en lo sucesivo, la expresion "compuesto peptidico" se interpretara de una forma amplia como se define en lo
sucesivo. Por lo tanto, la expresion "compuesto peptidico" se entendera que se refiere a cualquier compuesto de una
de las siguientes categorias (a) a (d):

(a) Un péptido, es decir un compuesto producido por la formaciéon de un enlace amida entre un grupo carboxilo
de un aminoacido y un grupo amino de otro. El enlace amida se forma normalmente entre C-1 de un aminoacido
y N-2 de otro (enlace eupeptidico), pero también pretende incluirse un compuesto con residuos unidos por otros
enlaces amida (enlaces isopeptidicos) por la expresiéon "compuesto peptidico". Los oligopéptidos que consisten
en de dos a quince residuos aminoacidicos y polipéptidos que consisten en de dieciséis a aproximadamente
cincuenta residuos aminoacidicos son péptidos tipicos de esta categoria. Los residuos aminoacidicos pueden ser
cualquier aminoacido natural. Un ejemplo de péptido es H-Arg-Val-OH.

(b) Un aminoacido, que es un aminoacido que se encuentra comunmente en proteinas (a-aminoacido natural),
un ejemplo es H-Ala-OH (aminoacido natural) u homoarginina.

(c) Ac-Phe-Arg-Gly-Ala-Val-OH (SEC ID N°: 5), H-Phe-Arg-Gly-Ala-Val-NH, (SEC ID N°: 6) y H-Arg-Gly-Ala-Gly-
Gly-Lys(N*-tetradecanoil)-Ala-Gly-Gly-OH (SEC ID N°: 7).

(d) H-Ala-OMe.

En otra realizacion preferida, el compuesto peptidico comprende al menos un resto guanidino y opcionalmente al
menos un grupo amino, formando parte el resto guanidino de un residuo de arginina, homoarginina o norarginina.
Mas preferiblemente, dicho resto guanidino forma parte de un residuo de arginina u homoarginina. Incluso mas
preferiblemente, el compuesto peptidico es Z-Arg-OH.

El prefijo "homo" en el nombre de un aminoacido comun (como homoarginina) significa que dicho aminoacido
contiene un grupo metileno adicional en la cadena de carbono.

Por el contrario, el prefijo "nor" en el nombre de un aminoacido comun (como norarginina) representa la eliminacion
de un grupo metileno en la cadena de carbono.

En otra realizacion preferida, el compuesto peptidico comprende al menos un grupo amino y opcionalmente al
menos un resto guanidino, siendo dicho al menos un grupo amino el grupo amino N-terminal o parte de la cadena
lateral de un residuo aminoacidico.

Mas preferiblemente, el grupo amino a proteger es el grupo amino N-terminal de dicho compuesto peptidico. Mas
preferiblemente, el compuesto peptidico es H-Ala-OMe.

Ademas, mas preferiblemente, el grupo amino a proteger forma parte de la cadena lateral de un residuo
aminoacidico de dicho compuesto peptidico. Incluso mas preferiblemente, dicho grupo amino forma parte de un
residuo de lisina, homolisina o norlisina. Mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico es Z-Lys-OH.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un proceso para la proteccion de un compuesto organico, que
comprende al menos un resto guanidino y/o un grupo amino,
comprendiendo dicho proceso la reaccién de dicho compuesto con el compuesto de férmula

Os /x
S

0]
R: N_g!

N

L2 )

en la que R' es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; RZes alquilo C1.6, alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.6; 0 R’ y
R? juntos forman un resto de formula -(CHz).-, en la que n es un ndmero entero de 3 a 5; R® es hidrogeno, halégeno,
alquilo Cq, alcoxi C1.6, alquiltio C+., fenilo o bencilo; y X es cloro o bromo, proporcionando asi un compuesto, que
comprende al menos un resto de la férmula
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0
sy i
m
R N_R' NH
N
}Qz
(),

en la que R' R? y R? son como se han definido anteriormente ymes0o1.

En una realizacién, m es 1, proporcionando asi un compuesto, que comprende al menos un resto de la férmula

o=§8N\IrN——§

R N _Rr' NH
N
}:{2

en la que R1, R? y R® son como se han definido anteriormente.

(V).

En otra realizacion, m es 0, proporcionando asi un compuesto, que comprende al menos un resto de la formula

//O H
O=S—N
R? N gt
N
}Qz

(V)l

en la que R1, R? y R® son como se han definido anteriormente.

En una realizacion preferida, R y R? son independientemente alquilo C1.4, alcoxi C14 0 alquiltio C1.4, R®es hidrégeno
o halégeno. En una realizacién, m es 1y en otra realizaciéon, m es 0.

En una realizacién mas preferida, R’ y R? son metilo, R%es hidrégeno y X es cloro. En una realizacién, m es 1; y en
otra realizacion, m es 0.

En otra realizacion preferida, el compuesto organico es un compuesto peptidico opcionalmente unido a resina que
esta protegido opcionalmente en la cadena lateral y/o protegido en un extremo libre,
proporcionando asi dicho compuesto peptidico, que comprende al menos un resto de la férmula

o)
o:sl.'—n‘[\n/n—]—é
m
R N_R' NH
N
kz
(),

en la que R' es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; RZes alquilo C1.6, alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.6; 0 R’ y
R? juntos forman un resto de formula -(CHz)-, en la que n es un ndmero entero de 3 a 5; y R® es hidrégeno,
halégeno, alquilo C+, alcoxi C1.s, alquiltio C1.6, fenilo o bencilo; y mes 0 o 1.
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Preferiblemente, R' y R? son |ndepend|entemente anU|Io Ci14, alcoxi Ci4 o alquiltio C14 vy R® es hidrégeno o
halégeno. Mas preferiblemente, R' y R? son metilo y R’ es hidrégeno.

En una realizacion preferida, dicho compuesto peptidico comprende al menos un resto guanidino que forma parte de
un residuo de arginina, homoarginina o norarginina, formando parte preferiblemente de un residuo de arginina u
homoarglnlna proporcionando asi dicho compuesto peptidico, que comprende al menos un resto de la férmula (III)
en la que R'es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; R? es alquilo C1.6, alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.6; 0 R y
R? juntos forman un resto de formula -(CHz)-, en la que n es un ndmero entero de 3 a 5; y R® es hidrégeno,
halégeno, alquilo C+, alcoxi C., alquntlo C1.6, fenilo o bencilo; y m es 1;

preferiblemente, en la que R y R? son |ndepend|entemente alquilo CM, alcoxi C14 o alquiltio C14 y R’ es hidrégeno
o halégeno; y mas preferiblemente, en la que R' y R? son metilo y R®es hidrégeno.

Mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico que va a reaccionar comprende Unicamente un resto guanidino.

En una realizacion preferida, dicho compuesto peptidico que va a reaccionar es N-a-benciloxi-carbonil-L-arginina (Z-
Arg-OH).

En una realizacién incluso mas preferlda el compuesto peptidico que va a reaccionar es Z-Arg-OH; R y R? del
compuesto de formula (I1) son metilo, R* del compuesto de formula (1l) es hidrégeno y X del compuesto de formula
(I) es cloro, proporcionando asi N-a-benciloxicarbonil-N-w-(1,2-dimetilindolo-3-sulfonil)-L-arginina. Para mas
comodidad, este compuesto se abrevia como Z-Arg(MIS)-OH a continuacion.

En otra realizacion preferida, dicho compuesto peptidico comprende al menos un grupo amino, siendo dicho al
menos un grupo amino el grupo amino N-terminal o formando parte de la cadena lateral de un residuo am|n0a0|d|co
proporcionando asi dicho compuesto peptidico, que comprende al menos un resto de la formula (ll1), en la que R'es
hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.s 0 alquiltio Ci.g; R? es alquilo Cy, alcoxi Ci.s o alquiltio C16; 0 R’ y R? juntos
forman un resto de formula -(CH,),-, en la que n es un nimero entero de 3 a 5; y R® es hidrégeno, halégeno, alquilo
C1.s, alcoxi C1.6, alquiltio C4 6, fenllo o bencilo; y m es 0;

preferiblemente, en la que R y R? son |ndepend|entemente alquilo CM, alcoxi C14 o alquiltio C14 y R®es hidrégeno
o halégeno; y mas preferiblemente, en la que R' y R? son metilo y R’ es hidrégeno.

Mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico que va a reaccionar comprende Unicamente un grupo amino que es
el grupo amino N-terminal o que forma parte de la cadena lateral de un residuo aminoacidico.

Incluso mas preferiblemente, el grupo amino de dicho compuesto peptidico que va a reaccionar es el grupo amino N-
terminal.

En una realizacion preferida, dicho compuesto peptidico que va a reaccionar es L-alanina metil éster (H-Ala-OMe).

En una reallzaC|on incluso mas preferida, el compuesto peptidico es H-Ala-OMe; R y R? del compuesto de féormula
(1) son metilo, R® del compuesto de formula (Il) es hidrogeno y X del compuesto de formula (Il) es cloro,
proporcionando asi N-a-(1,2-dimetilindolo-3-sulfonil)-L-alanina metil éster. Para mas comodidad, este compuesto se
abrevia como MIS-Ala-OMe a continuacion.

Ademas, incluso mas preferiblemente, el grupo amino de dicho compuesto peptidico que va a reaccionar forma parte
de la cadena lateral de un residuo aminoacidico. Mas preferiblemente, dicho grupo amino forma parte de un residuo
de lisina, homolisina o norlisina.

Como disolvente para el proceso de produccion puede usarse cualquier disolvente liquido que pueda disolver los
reactantes. Los disolventes aplicables incluyen hidrocarburos halogenados, tales como diclorometano, tetracloruro
de carbono y dicloroetano; éteres, tales como éter dietilico, tetrahidrofurano, 2-metiltetrahidrofurano; ésteres
carboxilicos y lactonas, tales como acetato de etilo, acetato de metilo y valerolactona; y disolventes organicos que
contienen heteroatomos, tales como acetona, acetonitrilo, dimetilformamida y dimetilsulfoxido. Los disolventes
pueden usarse en solitario o como mezclas. Opcionalmente, el disolvente, o mezcla de disolventes, puede contener
agua si la solubilidad de los reactantes requiere la presencia de agua. Disolventes preferidos son diclorometano y
acetona, en solitario o en presencia de agua.

Opcionalmente, la mezcla de reaccion puede contener bases inorganicas u organicas. Ejemplos de bases
inorganicas son hidroxido sédico, hidroxido potasico, hidroxido de litio y carbonato sodico. Ejemplos de bases
organicas son diisopropiletilamina, piridina y ftrietlamina. Bases preferidas son hidroxido soédico vy
diisopropiletilamina.

La cantidad del compuesto de férmula (1) varia con el volumen del reactor y puede estar en una proporciéon molar de
0,9:1 a 4:1, preferiblemente de 1:1 a 3:1, con respecto al compuesto organico, que comprende al menos un resto
guanidino y/o un grupo amino. El compuesto de formula (ll) puede afiadirse en porciones a la mezcla de reaccion.



10

15

20

25

30

ES 2477590 T3

El proceso de proteccion puede realizarse a temperaturas bajas o ligeramente elevadas. Por ejemplo, un intervalo
de temperatura adecuado es de -10 °C a 30 °C, preferiblemente de 0 °C a temperatura ambiente.

El tiempo de reaccién depende de diferentes factores, como la temperatura o la proporcionar molar del compuesto
de férmula (II) y el compuesto organico, que comprende al menos un resto guanidino y/o un grupo amino. Por lo
tanto, la reaccién puede completarse en pocos minutos o varias horas.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un compuesto organico que comprende al menos un

resto de la féormula
O
/] H
o=¢-N{ NH
‘IW‘/ —}Tn
R? N _R' NH
N
},22
' any,

en la que R' es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; RZes alquilo C1.6, alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.6; 0 R’ y
R? juntos forman un resto de férmula -(CHz).-, en la que n es un ndmero entero de 3 a 5; R® es hidrogeno, halégeno,
alquilo C1.6, alcoxi C1.6, alquiltio C+.6, fenilo o bencilo; y mes 0 o 1.

En una realizacion, m es 1, de manera que el compuesto organico comprenda al menos un resto de formula

0
o=$-R -4

RmR‘ \m‘l
N

\ 2
R (),
en la que R1, R? y R® son como se han definido anteriormente.

En otra realizacion, m es 0, de manera que el compuesto organico comprenda al menos un resto de férmula

Ozé/—n—-i
N
R?

en la que R1, R? y R® son como se han definido anteriormente.

V),

En una realizacién preferida, R y R? son independientemente alquilo Ci4, alcoxi Ci4 0 alquiltio Ci4 y R® es
hidrégeno o halégeno. En una realizacién, m es 1y en otra realizaciéon, m es 0.

En una realizacién mas preferida, R' y R? son metilo, R® es hidrogeno y X es cloro. En una realizacion, mes 1y en
otra realizacion, m es 0.

En otra realizacion preferida, el compuesto organico es un compuesto peptidico opcionalmente unido a resina que
esta opcionalmente protegido en la cadena lateral y/o protegido en el extremo libre y que comprende al menos un
resto de la formula
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o)
o=§’—“{\[rn—}—§
m ’
R Ny _R' NH
N
}Qz
an,

en la que R'es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; R? es alquilo C1.6, alcoxi C1 - 0 alquiltio C16; 0 R y
R? juntos forman un resto de férmula -(CHz).-, en la que n es un ndmero entero de 3 a 5; R® es hidrogeno, halégeno,
alquilo C1.6, alcoxi C1.6, alquiltio C4., fenilo o bencilo; y m es 0 o 1, preferiblemente m es 1.

Preferiblemente, R' y R? son |ndepend|entemente anU|Io Ci14, alcoxi Ci4 o alquiltio C14 vy R® es hidrégeno o
halégeno. Mas preferiblemente, R' y R? son metilo y R®es hidrégeno.

En una realizacion preferida, dicho compuesto peptidico comprende al menos un resto guanidino que forma parte de
un residuo de arginina, homoarginina o norarginina, formando parte prefenblemente de un residuo de arginina u
homoarginina, que comprende al menos un resto de férmula (III) en la que R'es hidrégeno, alquilo C1.6, alcoxi Ci1.6
o alquiltio C1; R%es alquilo C1., alcoxi C16 o alquiltio C16; 0 R’ y R? juntos forman un resto de férmula -(CHa)n-, en
la que n es un ndmero entero de 3 a 5; y R% es hidrégeno, haldégeno, alquilo Ci.6, alcoxi C4, alquiltio C+., fenilo o
bencilo; y m es 1;

preferiblemente, en la que R y R? son independientemente alquilo C1.4, alcoxi C14 0 alquiltio C14 y R’ es hidrégeno
o halogeno y

mas preferiblemente, en la que R’ y R? son metilo y R’ es hidrégeno.

Mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico comprende Unicamente un resto guanidino.
Incluso mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico es Z-Arg(MIS)-OH.

En otra realizacion preferida, dicho compuesto peptidico comprende al menos un grupo amino, siendo dicho al
menos un grupo amino el grupo amino N-terminal o formando parte de la cadena lateral de un residuo aminoacidico,
que comprende al menos un resto de férmula (III) en la que R'es hidrégeno, alquilo C4, alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.g;
R? es alquilo C1., alcoxi Cy 50 alquiltio C1; 0 R' y R? juntos forman un resto de formula -(CHz).-, en la que n es un
numero enterode 3a 5; y R’ es hldrogeno halégeno, alquilo C1.6, alcoxi Cy, alquiltio C1.s, fenilo o benC|Io ymes0;
preferiblemente, en la que R y R? son |ndepend|entemente alquilo CM, alcoxi C14 o alquiltio C14 y R®es hidrégeno
o halégeno; y mas preferiblemente, en la que R' y R? son metilo y R’ es hidrégeno.

Ademas, mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico comprende Unicamente un grupo amino que es el grupo
amino N-terminal o que forma parte de la cadena lateral de un residuo aminoacidico.

Incluso mas preferiblemente, el grupo amino de dicho compuesto peptidico es el grupo amino N-terminal.

Mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico es MIS-Ala-OMe.

Ademas, incluso mas preferiblemente, el grupo amino de dicho compuesto peptidico forma parte de la cadena lateral
de un residuo aminoacidico. Mas preferiblemente, dicho grupo amino forma parte de un residuo de lisina, homolisina

o norlisina.

Un aspecto adicional de la invencién es la modificacion y/o el acoplamiento en la siguiente o siguientes etapas del
compuesto organico obtenido de acuerdo con la presente invencion.

Como los compuestos organicos obtenidos de acuerdo con la presente invencién son componentes basicos
importantes, pueden emplearse para formar compuestos organicos que son Utiles como, por ejemplo, sustancias de
farmacos.

De acuerdo con la presente invencion, el compuesto organico que comprende al menos un resto de férmula
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o:sfinﬂrn_}z

R N—R' NH
N
}Rz
)

en la que R'es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; R? es alquilo C1.6, alcoxi C1 - 0 alquiltio C16; 0 R y
R? juntos forman un resto de formula (CHz).-, en la que n es un nimero entero de 3 a 5; R® es hidrégeno, halégeno,
alquilo C1.6, alcoxi C1.6, alquiltio C+.6, fenilo o bencilo; y m es 0 o 1, se modifica quimicamente en una etapa posterior.

En una realizacion preferida, el compuesto organico que se va a modificar en una etapa posterior es un compuesto
peptidico opcionalmente unido a resina que esta opcionalmente protegido en la cadena Iateral y/o protegido en el
extremo libre y que comprende al menos un resto de la férmula (lll), en la que R' R? R® y m son como se han
definido anteriormente.

Preferiblemente, dicho compuesto peptidico comprende al menos un resto guanidino que forma parte de un residuo
de arginina, homoarginina o norarginina, formando parte preferlblemente de un reS|duo de arginina u homoarginina,
que comprende al menos un resto de la formula (lll), en la que R', R, R® y m son como se han definido
anteriormente;

preferiblemente, en la que R y R? son independientemente alquilo C1.4, alcoxi C14 0 alquiltio C14 y R’ es hidrégeno
o] halogeno y

mas preferiblemente, en la que R’ y R? son metilo y R’ es hidrégeno.

Mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico comprende Unicamente un resto guanidino.
Incluso mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico es Z-Arg(MIS)-OH.

La modificacion comprende cualquier reaccion organica que cumple con el grupo protector de la presente invencion.
Como ejemplo, Z-Arg(MIS)-OH puede modificarse mediante la desproteccion del grupo Z, formando asi H-Arg(MIS)-
OH.

Opcionalmente, el compuesto modificado obtenido de este modo se modifica adicionalmente al menos una vez mas.
Como ejemplo, puede modificarse adicionalmente H-Arg(MIS)-OH como se ha obtenido por una primera
modificacion, mediante la proteccion de su extremo N, formando asi por ejemplo Fmoc-Arg(MIS)-OH.

Las etapas de desproteccion y proteccion pueden realizarse usando condiciones de reaccion conocidas en la técnica
de la sintesis peptidica.

Ademas, de acuerdo con la presente invencion, el compuesto organico que comprende al menos un resto de la
férmula

0
o=
R N r' NH
N
}{2

(1),

en la que R'es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; R? es alquilo C1.6, alcoxi C1 - 0 alquiltio C16; 0 R y
R? juntos forman un resto de formula -(CHz).-, en la que n es un ndmero entero de 3 a 5; R® es hldrogeno halégeno,
alquilo C1.6, alcoxi Cq.6, alquiltio C1.6, fenilo o bencilo; y m es 0 o 1, se acopla a un compuesto organico Q en una
etapa posterior.

Opcionalmente, dicha etapa de acoplamiento puede repetirse al menos una vez y/o puede realizarse al menos un
acoplamiento adicional con un compuesto de acoplamiento adecuado. EI compuesto obtenido de este modo puede
modificarse quimicamente, en caso de que dicho compuesto esté unido a resina, puede seguirse de la escision de la
resina.
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En una realizacion preferida, el compuesto organico que se va a acoplar en una etapa posterior al compuesto
organico Q es un compuesto peptidico opcionalmente unido a resina que esta opcionalmente protegido en la cadena
lateral y/o protegido en el extremo libre y que comprende al menos un resto de la férmula (1ll), en la que R', R?, R®y
m son como se han definido anteriormente.

Preferiblemente, dicho compuesto peptidico comprende al menos un resto guanidino que forma parte de un residuo
de arginina, homoarginina o norarginina, formando parte preferiblemente de un residuo de arginina u homoarginina,
que comprende al menos un resto de la formula (lll), en la que R1, R2, R® y m son como se han definido
anteriormente;

preferiblemente, en la que R y R? son independientemente alquilo C1.4, alcoxi C14 0 alquiltio C14 y R’ es hidrégeno
o halégeno; y

mas preferiblemente, en la que R' y R? son metilo y R® es hidrégeno.

Mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico comprende unicamente un resto guanidino.
Incluso mas preferiblemente, dicho compuesto peptidico es Fmoc-Arg(MIS)-OH o Z-Arg(MIS)-OH.

El compuesto organico Q es preferiblemente un compuesto peptidico opcionalmente unido a resina que esta
opcionalmente protegido en la cadena lateral y/o protegido en un extremo libre. Mas preferiblemente, el compuesto
organico Q es un compuesto peptidico que esta opcionalmente protegido en la cadena lateral y que esta
opcionalmente unido a resina.

En una realizacion preferida, dicho compuesto peptidico es H-Val-resina o H-Trp(Boc)-Ala-Gly-resina,
preferiblemente la resina se origina de la resina amida de Sieber (9-Fmoc-amino-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield).

En una realizacion incluso mas preferida, el compuesto peptidico que se va a acoplar es Fmoc-Arg(MIS)-OH, y el
compuesto peptidico al que se acopla dicho compuesto peptidico es H-Val-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield,
proporcionando asi Fmoc-Arg(MIS)-Val-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield.

Preferiblemente, dicha reaccion de acoplamiento se repite tres veces, proporcionando asi Fmoc-Arg(MIS)-Arg(MIS)-
Arg(MIS)-Arg(MIS)-Val-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID N°: 8). Ademas, preferiblemente, Fmoc-Phe-
OH se acopla después de la desproteccién N-terminal de dicho péptido unido a resina, proporcionando asi Fmoc-
Phe-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Val-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID N°% 1). Mas
preferiblemente, el extremo N se desprotege y se acetila, proporcionando asi Ac-Phe-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-
Arg(MIS)-Val-NH-xanten- 3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID N°: 1). Mas preferiblemente, dicho péptido unido a
resina se escinde de la resina, proporcionando asi Ac-Phe-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Val-NH; (SEC ID
N°: 2).

En una realizacion también incluso mas preferida, el compuesto peptidico que se va a acoplar es Z-Arg(MIS)-OH, y
el compuesto peptidico al que se acopla dicho compuesto es H-Trp(Boc)-Ala-Gly-NH-xanten-3-iloxi-resina de
Merrifield, proporcionando asi Z-Arg(MIS)-Trp(Boc)-Ala-Gly-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID N°: 3).
Preferiblemente, dicho péptido unido a resina se escinde de la resina, proporcionando asi Z-Arg(MIS)-Trp(Boc)-Ala-
Gly-NHz (SEC ID N°: 3).

El procedimiento de acoplamiento al compuesto organico Q puede seguir de acuerdo con cualquier procedimiento
de acoplamiento conocido por el experto en la técnica. En caso de que el compuesto organico que se va a acoplar
sea un compuesto peptidico, el acoplamiento se realiza preferiblemente en fase sdlida o liquida. Mas
preferiblemente, también se realizan etapas de acoplamiento opcionalmente anterior y opcionalmente posteriores en
fase solida y/o liquida.

La expresion "fase sdlida" se entendera que se refiere a la sintesis peptidica en fase soélida (SPPS). En la SPPS, se
une un grupo aminoacidico o peptidico, opcionalmente protegido, a una resina de soporte sélido. Después, se unen
grupos aminoacidicos o peptidicos sucesivos, opcionalmente protegidos, al péptido unido a soporte hasta que se
forma el material peptidico de interés. Después, el péptido unido a soporte se escinde normalmente del soporte y se
somete a tratamiento y/o purificacion adicionales. En algunos casos, la sintesis de fase solida produce un producto
peptidico maduro; en otros casos, el péptido escindido del soporte, es decir un "fragmento de intermedio peptidico”,
se usa en la preparacion de un producto peptidico maduro mayor.

La expresion "fase en solucion" se entendera que se refiere a una sintesis peptidica de fase en solucién. En la
sintesis peptidica de fase en solucién, dos fragmentos de intermedios peptidicos, opcionalmente protegidos, o un
fragmento de intermedio peptidico y un aminoacido reactivo, ambos opcionalmente protegidos, se acoplan en un
disolvente apropiado, normalmente en presencia de reactivos adicionales que promueven la eficacia y calidad de la
reaccion de acoplamiento. Los fragmentos de intermedios peptidicos se disponen de forma reactiva de manera que
el extremo N de un fragmento se acople al extremo C del otro fragmento, o viceversa. Ademas, se retienen
comunmente grupos protectores de cadena lateral, que estan presentes durante la sintesis en fase sélida, en los
fragmentos durante el acoplamiento en fase de solucién para asegurar la reactividad especifica de los extremos
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terminales de los fragmentos. Estos grupos protectores de cadena lateral no se eliminan normalmente hasta que se
haya formado un compuesto peptidico maduro.

Un aspecto adicional de la invencion es la escision de un compuesto organico, que comprende al menos un resto de
la formula

0
o=s”'—m\n/rq~]—§
R® N—R' NH
N
\Rz
DX

en la que R' es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; RZes alquilo C1.6, alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.6; 0 R’ y
R? juntos forman un resto de formula -(CHz).-, en la que n es un ndmero entero de 3 a 5; R® es hidrégeno, halégeno,
alquilo C1., alcoxi C1.s, alquiltio C+., fenilo o bencilo; y m es 0 o 1, teniendo lugar dicha escisién en presencia de al
menos un eliminador.

En una realizacién preferida, el procedimiento de escision se realiza mediante el uso de un acido, preferiblemente
mediante el uso de acido trifluoroacético (TFA). El acido se emplea puro o como una mezcla con un disolvente
inerte.

Un ejemplo de un disolvente inerte adecuado es diclorometano (DCM). Preferiblemente, la proporciéon molar de
acido y disolvente esta en el intervalo de 1:0 y 1:2, preferiblemente de 1:0 y 1:1.

Después de la escision, el compuesto de sulfonilo formado puede atraparse por cualquier eliminador adecuado.
Ejemplos de eliminadores son triisopropilsilano (TIS), agua, sulfuro de dimetilo, alcoxi Ci.4bencenos, tales como
1,3,5-trimetoxibenceno (TMB) y alcoxi Ci4fenoles, tales como 3,4-dimetoxifenol y 3,5-dimetoxifenol. El eliminador
puede usarse en solitario o como una mezcla, tal como agua/TIS.

Preferiblemente, se usan alcoxi Cq4bencenos y alcoxi Ci4fenoles como eliminadores ya que son nucledéfilos menos
polares en comparacion con, por ejemplo, el agua. Como consecuencia, los aductos obtenidos de este modo son
mas faciles de separar del compuesto diana en el siguiente procedimiento de tratamiento.

En una realizacion preferida, dicho compuesto organico que se va a escindir es un compuesto peptidico
opcionalmente unido a resina que esta opcionalmente protegido en la cadena lateral y/o protegido en el extremo
libre. Preferiblemente, R' y R? son independientemente alquilo C14, alcoxi C14 0 alquiltio C14 y R® es hidrégeno o
halégeno, mucho mas preferiblemente, R' y R? son metilo y R® es hidrogeno.

En una realizacién mas preferida, dicho compuesto peptidico que se va a escindir es Ac-Phe-Arg(MIS)-Arg(MIS)-
Arg(MIS)-Arg(MIS)-Val-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID N°: 1), proporcionando asi Ac-Phe-Arg-Arg-
Arg-Arg-Val-NH; (SEC ID N°: 2). Preferiblemente, se emplea TFA/DCM/TIS/agua como solucidn de escision, mucho
mas preferiblemente en una proporcién molar de 50:45:2,5:2,5. Ademas, preferiblemente, se emplea TFA/DCM/3,4-
dimetoxifenol como soluciéon de escisién, mucho mas preferiblemente en una proporcién molar de 50:40:10.
Ademas, preferiblemente, se emplea TFA/DCM/3,5-dimetoxifenol como solucién de escision, mucho mas
preferiblemente en una proporcién molar de 50:40:10. Ademas, preferiblemente, se emplea TFA/DCM/TMB como
solucioén de escisién, mucho mas preferiblemente en una proporcién molar de 50:40:10.

Ademas, en una realizacion mas preferida, dicho compuesto peptidico que se va a escindir es Z-Arg(MIS)-Trp(Boc)-
Ala-Gly-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID N°: 3), proporcionando asi Z-Arg-Trp-Ala-Gly-NH; (SEC ID
N°: 4). Preferiblemente, se emplea TFA/DCM/TMB como solucion de escision, mucho mas preferiblemente en una
proporciéon molar de 50:40:10.

Ademas, en una realizacion mas preferida, dicho compuesto peptidico que se va a escindir es MIS-Ala-OMe,
proporcionando asi H-Ala-OMe. Preferiblemente, se emplea TFA/sulfuro de dimetilo como solucién de escision,
mucho mas preferiblemente en una proporcién molar de 90:10.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente esta invencion, pero no pretenden ser limitantes de ningin modo.

Los Ejemplos 1 a 8 se refieren a procedimientos de preparacion y los Ejemplos 9 a 20 se refieren a ensayos de
eliminacion.
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Si no se indica ofra cosa, se uso el enantiomero L del residuo aminoacido y todos los reactivos se obtuvieron en el
mercado.

Abreviaturas:

Boc = terc-butoxicarbonilo

DIC = diisopropilcarbodiimida

DIPEA = diisopropiletilamina

EMEN = espectrometria de masas por electronebulizacion

Fmoc = fluoren-9-ilmetoxicarbonilo

HOAt = N-hidroxi-7-azabenzotriazol

HOBt = N-hidroxibenzotriazol

EMAR (IQ) = espectrometria de masas de alto rendimiento (ionizacién quimica)
MALDI-TOF = desorcién-ionizacion por laser asistida por matriz-tiempo de vuelto
MIS = 1,2-dimetilindol-3-sulfonilo

PyBOP = hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tripirrolidinofosfonio

TFA = acido trifluoroacético

TIS = triisopropilsilano

TMB = 1,3,5-trimetoxibenceno

Z-0OSu = N-(benciloxicarboniloxi)succinimida

Ejemplo 1: Preparacion de 1,2-dimetilindolo-3-sulfonato de piridinio

Se disolvieron 1,2-dimetilindol (19,7 g, 135,9 mmol) y un complejo de trioxido de azufre-piridina (20,4 g, 128,3 mmol)
en piridina (100 ml) en una atmosfera de argdn. La mezcla de reaccion se calentd a reflujo durante 40 horas y
después se enfrid a temperatura ambiente. Después de la adicion de agua (400 ml), la solucion resultante se lavo
cuatro veces con éter dietilico (250 ml cada vez). La fase acuosa se evaporé a sequedad y se seco en un desecador
de vacio para producir 1,2-dimetilindolo-3-sulfonato de piridinio en forma de un aceite de color rojo (37,6 g,
rendimiento del 96 %).

"H RMN (400 MHz, D,0O): 6 = 8,44 (d, 2H, J = 5,8 Hz), 8,31 (m, 1H), 7,75 (m, 2H), 7,67 (d, 1H, J = 7,7 Hz), 7,14 (d,
1H, J = 7,4 Hz), 7,05 (m, 2H), 3,38 (s, 3H), 2,41 (s, 3H). 3C RMN (100 MHz, D20O): 6 = 147,0, 140,9, 139,2, 135,6,
127,3,124,1,122,0, 121,0, 119,2, 112,8, 109,9, 29,2, 10,4.

EMAR (1Q): m/z calc. para C1gH1gNO3S [M - HJ" 224,0386, observado 224,0388.

Ejemplo 2: Preparacion de cloruro de 1,2-dimetilindolo-3-sulfonilo (MIS-CI)

Se suspendié 1,2-dimetilindolo-3-sulfonato de piridinio del Ejemplo 1 (16,4 g, 53,7 mmol) en diclorometano seco (120
ml) en una atmdsfera de nitrégeno. La solucion se enfrid en un bafio de hielo y se afadié lentamente cloruro de
oxalilo (14 ml, 161 mmol). Después, se afiadid muy lentamente N,N-dimetilformamida (0,5 ml) en agitacion. La
mezcla de reacciéon se agité durante 30 minutos mas en el bafio de hielo y después a temperatura ambiente.
Después de 6 horas, la solucion se enfrié en un bafio de hielo. Se afiadié mas cantidad de cloruro de oxalilo (4 ml,
46 mmol) y N,N-dimetilformamida (0,4 ml) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 15 horas
mas. Después de la adicion de cloruro de oxalilo (2 ml, 23 mmol) y la agitacién adicional durante 4 horas, la reaccion
se completd (medido por HPLC; medicion anterior, el tratamiento de una pequefa alicuota con metanol durante 20
minutos).

La mezcla de reaccion se evapord a sequedad a temperatura ambiente. Se afiadié N,N-dimetil-formamida (200 ml)
seguido de agua (100 ml). La mezcla se agité durante 5 minutos para retirar el cloruro de oxalilo. Después, las fases
se separaron y la fase organica se lavo tres veces con agua (100 ml cada vez). La fase organica se seco sobre
sulfato de magnesio anhidro y se evaporé a sequedad, proporcionando cloruro de 1,2-dimetilindolo-3-sulfonilo (MIS-
Cl) en forma de un solido de color purpura (10,2 g, rendimiento del 78 %).

"H RMN (400 MHz, DMSO): 6=7,82 (d, 1H, J =7,8 Hz), 7,36 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,08 (m, 2H), 7,00 (m, 2H), 3,63 (s,
3H), 2,56 (s, 3H).

3C RMN (100 MHz, DMSO): 6 = 137,2, 135,9, 125,5, 121,4, 120,8, 120,1, 109,7, 30,0, 11,3.

EMAR (1Q): m/z calc. para C1gH1gNO2S [M - Cl]" 208,0426, observado 208,0427.

Ejemplo 3: Preparacion de Z-Arg(MIS)-OH

Se disolvié Z-Arg-OH (2 g, 6,5 mmol) en acetona (65 ml) y una solucion acuosa 3 N de hidroxido sddico (18 ml, 54
mmol). La reaccion se enfrié en un bafio de hielo y se afiadié MIS-CI del Ejemplo 2 (1,59 g, 6,5 mmol), disuelto en
acetona (50 ml) durante 10 minutos. La mezcla de reaccion se agitdé durante 1 hora a 0 °C. Después, se afiadio mas
cantidad de MIS-CI (0,95 g, 3,9 mmol) en acetona (20 ml) seguido de agitacion durante 90 minutos a 0 °C.
Finalmente, se afadié una ultima porcion de MIS-CI (0,95 g. 3,9 mmol) en acetona (15 ml). La mezcla de reaccioén se
agitd durante 30 minutos mas a 0 °C y 3 horas mas a temperatura ambiente, hasta que no se detecté MIS-CI por
TLC (1:1 de hexano:acetato de etilo). El pH de la reaccién se neutralizé con acido citrico acuoso al 10 %. Después
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de la evaporacion de la acetona al vacio, se afiadié agua (100 ml) y el pH se acidifico a pH 3 con acido citrico
acuoso al 10 %. Después, la solucidon se extrajo tres veces con acetato de etilo (100 ml cada vez). Las fases
organicas se pusieron juntas, se lavaron tres veces con agua (75 ml cada vez), se secaron sobre sulfato de
magnesio y se evaporaron finalmente a sequedad. El producto en bruto obtenido se purificé dos veces por
cromatografia en columna (diclorometano, metanol, acido acético). Las fracciones puras se combinaron y el
disolvente se retiré al vacio, produciendo un aceite. Para la precipitacion, se afadié la cantidad minima de una
mezcla de acetato de etilo, diclorometano y metanol seguido de la adicion de hexano hasta que no se observo
precipitacion adicional. El disolvente se decanto y el solido se lavd cuatro veces con una mezcla de diclorometano y
hexano y finalmente se secod sobre sulfato de magnesio, produciendo 18 % (0,61 g) de Z-Arg(MIS)-OH.

"H RMN (400 MHz, DMSO): 6 =7,85 (d, 1H, J =7,6 Hz), 7,52 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,43 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,30 (m,
5H), 7,10 (m, 2H), 5,01 (s, 2H), 3,87 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,0 (m, 2H), 2,60 (s, 3H), 1,64 (m, 1H), 1,49 (m, 1H), 1,41
m, 2H).

gSC RMN (100 MHz, DMSO): 6 = 174,4, 157,0, 156,8, 139,4, 137,7, 135,9, 129,0, 128,5, 128,4, 125,2, 122,1, 121,1,
120,1, 110,4, 66,1, 54,3, 40,0, 30,2, 28,9, 26,4, 11,4.

EMAR (1Q): m/z calc. para C24H30Ns06S [M + H]+ 516,1911, observado 516,1911.

Ejemplo 4: Preparacion de Fmoc-Arg(MIS)-OH

1. Preparacién de H-Arg(MIS)-OH

Una mezcla de Z-Arg(MIS)-OH que se ha obtenido a partir del Ejemplo 3 (486 mg, 0,94 mmol) y Pd al 10 %/C (110
mg) en metanol (60 ml) se hidrogené durante una noche a presion atmosférica. Puesto que la reaccion estaba aun
incompleta (medido por TLC; diclorometano:metanol:acido acético, 90:9:1), se afadié Pd al 10 %/C (100 mg) y la
reaccion se hidrogeno durante 24 horas mas hasta que se completé (medido por TLC).

La mezcla de reaccion se filtré sobre celite y se evapord a sequedad, produciendo el 98 % (352 mg) de H-Arg(MIS)-
OH.

"H RMN (400 MHz, DMSO): & = 7,83 (d, 1H, J = 7,6 Hz), 7,47 (d, 1H, J = 8,1 Hz), 7,42 (d, 1H, J = 8,1 Hz), 7,11 (m,
2H), 3,65 (s, 3H), 3,17 (m, 1H), 3,00 (m, 2H), 2,60 (s, 3H), 1,65 (m, 1 H), 1,54 (m, 1 H), 1,42 (m, 2H).

2. Preparacién de Fmoc-Am(MIS)-OH

Se disolvié Fmoc-Cl (84 mg, 0,32 mmol) en 1,4-dioxano (0,5 ml). Se afiadioé azida sddica (25 mg, 0,39 mmol) en
agua (0,4 ml) y la emulsién resultante se agitdé durante 2 horas a temperatura ambiente. Después, la emulsion se
afadio lentamente a una solucion de H-Arg(MIS)-OH que se ha obtenido en la etapa anterior (136 mg, 0,36 mmol)
en una mezcla 1:1 de agua y dioxano a pH 9, que se controlé mediante la adiciéon de carbonato sédico acuoso al 10
%. La mezcla de reaccién se agité manteniendo al mismo tiempo el pH a 9. Una vez que el pH se estabilizo, la
mezcla se agité durante una noche. Después, se afiadié agua (30 ml) y la mezcla se lavo tres veces con terc-butil
metil éter (20 ml cada vez). La fase acuosa se acidificé con HClI 1 N a un pH de 2 a 3 y después se extrajo
rapidamente tres veces con acetato de etilo (30 ml). Las fases organicas se combinaron y se secaron sobre sulfato
de magnesio. Después de la evaporacion a sequedad, se obtuvo un aceite (115 mg), que se disolvié en una
cantidad minima de acetona. Después, se afiadié carbonato sédico acuoso (20 ml) a pH 9 y la solucion acuosa se
lavo tres veces con terc-butil metil éter (30 ml cada vez). La solucién acuosa obtenida de este modo se acidificéd con
HCI 1 N aun pH de 2 a 3, después se extrajo tres veces con acetato de etilo (20 ml cada vez), se seco sobre sulfato
de magnesio y finalmente se evaporo6 a sequedad, produciendo el 34,3 % (67,4 mg) de Fmoc-Arg(MIS)-OH.

"H RMN (400 MHz, DMSO): 6 = 7,86 (m, 3H), 7,70 (d, 2H, J = 7,4 Hz), 7,59 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 7,42 (d, 1H, J = 8,1
Hz), 7,39 (m, 2H), 7,30 (m, 2H), 7,10 (m, 2H), 4,27 (m, 2H), 4,20 (m, 1H), 3,86 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,01 (m, 2H),
2,61 (s, 3H), 1,65 (m, 1 H), 1,52 (m, 1H), 1,38 (m, 2H).

3C RMN (100 MHz, DMSO): 6 = 174,4, 157,0, 156,8, 144,5, 141,4, 139,4, 135,9, 128,3, 127,8, 126,0, 125,2, 122,1,
121,1, 120,8, 120,1, 110,4, 66,3, 55,6, 47,3, 40,0, 30,2, 28,8, 26,5, 11,4.

EMAR (1Q): m/z calc. para C31H34NsO6S [M + H]+ 604,2224, observado 604,2222.

Ejemplo 5: Preparacion de Ac-Phe-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Val-NH; (SEC ID N°: 2)

Se puso resina amida de Sieber (25 mg, 0,42 mmol/g, 9-Fmoc-aminoxanten-3-iloxi-resina de Merrifield) en una
jeringa de 2 ml de polipropileno equipada con un disco de filtro de polietileno. La resina se hinché con diclorometano.
Posteriormente, se realizaron lavados con diclorometano y N,N-dimetilformamida y el grupo Fmoc se retir6 por
tratamiento con una mezcla 2:8 de piperidina y N,N-dimetilformamida (una vez durante 1 minuto, y dos veces
durante 10 minutos). Se acoplé Fmoc-Val-OH (14,3 mg, 42,1 mmol) usando HOBt (5,7 mg, 42,1 umol) y DIC (6,7 pl,
42,1 umol) en N,N-dimetilformamida durante 1,5 horas. El grupo Fmoc se retir6 de la forma habitual, y el Fmoc-
Arg(MIS)-OH que se ha obtenido a partir del Ejemplo 4 (15,8 mg, 26,3 umol) se acoplé usando PyBOP (13,7 mg,
26,3 umol), HOAt (3,6 mg, 26,3 umol) y DIPEA (13,4 ul, 78,9 umol) en N,N-dimetilformamida durante 90 minutos. La
resina se acetilé por tratamiento con anhidrido acético (50 equiv.) y DIPEA (50 equiv.) en DMF durante 25 min para
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proteger las aminas sin reaccionar, el grupo Fmoc se retiré y el mismo procedimiento se repitié tres veces mas
incluyendo la acetilacion de la resina antes de la eliminacién de Fmoc. Después de la ultima eliminaciéon de Fmoc, se
acoplo Fmoc-Phe-OH (13,6 mg, 35 umol) usando PyBOP (18,3 mg, 35 umol), HOAt (4,8 mg, 35 umol) y DIPEA (17,9
pl, 105,2 umol) en N,N-dimetilformamida durante 90 min. El grupo Fmoc se retird, y el grupo amino libre resultante
se acetil6 de la misma manera que se ha descrito anteriormente. El péptido unido a resina protegido Ac-Phe-
Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Val-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield obtenido de este modo se lavé con
N,N-dimetilformamida, diclorometano y éter dietilico, se secé al vacio y después se dividié en cinco alicuotas.

Se uso6 una alicuota para la preparacion del compuesto diana de este ejemplo, y las demas alicuotas se usaron
como material de partida para los ensayos de eliminacion de, por ejemplo, el Ejemplo 9.

Por lo tanto, una alicuota se hinché .con diclorometano y se tratd .con 1,5 ml de una mezcla de TFA, diclorometano,
TIS y agua (2:93:2,5:2,5) durante 20 minutos para escindir el péptido protegido de la resina. La resina se filtré y la
solucién recogida se diluyé con diclorometano y se neutralizé afiadiendo DIPEA (80 pl, 1,2 equiv. por equiv. de TFA).
El disolvente se retird al vacio. Después de la adicién de agua y acetonitrilo, la solucion se liofilizé obteniendo Ac-
Phe-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Val-NH. (SEC ID N°: 2).

El producto se caracterizé por CL-EM y EMAR (IQ): m/z calc. para CgoH107N23015S4 [M + Na]+ 1780,7092, observado
1780,7152.

Ejemplo 6: Preparacion de Z-Arg(MIS)-Trp(Boc)-Ala-Gly-NH; (SEC ID N°: 4)

Se puso una resina amida de Sieber (70 mg, 0,40 mmol/g) en una jeringa de 2 ml de polipropileno equipada con un
disco de filtro de polietileno. La resina se hinché con diclorometano, se realizaron lavados con diclorometano y N,N-
dimetilformamida y el grupo Fmoc se retir6. Fmoc-Gly-OH (33,3 mg, 112 umol), Fmoc-Ala-OH (34,9 mg, 112 umol) y
Fmoc-Trp(Boc)-OH (59,0 mg, 112 umol) se acoplaron secuencialmente usando PyBOP (58,3 mg, 112 umol) HOAt
(15,2 mg, 112 umol) y DIPEA (57,4 pl, 336 umol) en N,N-dimetilformamida durante 1,5 horas. La resina se dividié en
dos partes iguales. Se uso6 una parte para la preparacion del compuesto diana de este ejemplo, y la otra parte para
la preparacion de Z-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Ala-Gly-NH, (véase el Ejemplo 8.2).

Por lo tanto, se acoplé Z-Arg(MIS)-OH (28,9 mg, 56 umol) con una parte de resina usando PyBOP (29,2 mg, 56
pmol), HOAt (7,6 mg, 56 umol) y DIPEA (28,7 pl, 168 umol) en N,N-dimetilformamida durante 1,5 horas. El péptido
unido a resina protegido Z-Arg(MIS)-Trp(Boc)-Ala-Gly-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield obtenido de este modo
se lavo con N,N-dimetilformamida, diclorometano y éter dietilico, se secé al vacio y después se dividié en alicuotas
de 4 mg. Se us6 un alicuota para la preparacion del compuesto diana de este ejemplo, y las demas alicuotas se
usaron como material de partida para los ensayos de eliminacion de, por ejemplo, el Ejemplo 19.

Por lo tanto, una alicuota se hinché con diclorometano y se traté con 1,5 ml de una mezcla de TFA, diclorometano,
TIS y agua (2:93:2,5:2,5) durante 20 minutos para escindir el péptido protegido de la resina. La resina se filtré y la
solucién recogida se diluyé con diclorometano y se neutralizé afiadiendo DIPEA (80 pl, 1,2 equiv. por equiv. de TFA).
El disolvente se retird al vacio. Después de la adicion de agua y acetonitrilo, la solucion se liofilizé obteniendo Z-
Arg(MIS)-Trp(Boc)-Ala-Gly-NH2 con una pureza del 95 % (por HPLC). El producto obtenido se caracterizd por CL-
EM.

Ejemplo 7: Preparacion de MIS-Ala-OMe

Se disolvié H-Ala-OMe (95 mg, 0,68 mmol, 1 equiv.) en diclorometano seco y se afadié DIPEA (3 equiv.). Se afiadio
una solucion de MIS-CI (200 mg, 1,2 equiv.), que se ha obtenido a partir del Ejemplo 2, en diclorometano seco, y la
mezcla de reaccion se agitdé durante 1,5 horas a temperatura ambiente. El tratamiento del modo habitual produjo
85,4 mg (40 %) de MIS-Ala-OMe.

Ejemplo 8: Preparacion de los compuestos de comparacion Pbf-protegidos

8.1 Preparacion de Ac-Phe-Ara(Pbf)-ArQ(Pbf)-ArQ(Pbf)-Arg(Pbf)-Val-NH, (SEC ID N° 2)

Se empled el mismo procedimiento que para la preparacion de Ac-Phe-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Val-
NH, (véase el Ejemplo 5) excepto para reemplazar Fmoc-Arg(MIS)-OH por Fmoc-Arg(Pbf)-OH (17,1 mg, 26,3 umaol).
El producto obtenido se caracterizé por CL-EM y EMAR (IQ): m/z calc. para Co2H136N19019Ss [M + H]+ 1938,9137,
observado 1938,9202.

8.2 Preparacion de Z-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Ala-Gly-NH, (SEC ID N°: 4)

Se acoplé Fmoc-Arg(Pbf)-OH (36,3 mg, 56 umol) con la resina parte del Ejemplo 6 usando PyBOP (29,2 mg, 56
pmol), HOAt (7,6 mg, 56 umol) y DIPEA (28,7 w 168 umol) en N,N-dimetilformamida durante 1,5 horas. El grupo
Fmoc se retiré y la amina libre se protegié con el grupo Z por tratamiento con Z-OSu (14,0 mg, 56 umol) y DIPEA
(35,9 pl, 210 pumol). El péptido unido a resina protegido Z-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Ala-Gly-NH-xanten-3-iloxi-resina de
Merrifield obtenido de este modo se lavd con N,N-dimetilformamida, diclorometano y éter dietilico, se secé al vacio y
después se dividio en alicuotas de 4 mg.
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Se us6 una alicuota para la preparacion del compuesto diana de este ejemplo y las demas alicuotas se usaron como
material de partida para el ensayo de eliminacién de, por ejemplo, el Ejemplo 20.

Por lo tanto, un alicuota se escindié de la misma manera que se ha descrito en el Ejemplo 5. Se obtuvo Z-Arg(Pbf)-
Trp(Boc)-Ala-Gly-NH; con una pureza del 96 % (por HPLC). El producto se caracterizé por CL-EM.

8.3 Preparacion de Pbf-Ala-OMe

La preparacion se realizé de forma analoga al Ejemplo 7, excepto para Pbf-Cl (1,2 equiv.) en lugar de MIS-CI.
Rendimiento: 209 mg (82 %) de Pbf-Ala-OMe.

Ejemplos 9 a 12: Ensayos de eliminacion de MIS frente a péptidos unidos a resina Pbf-protegidos

Procedimiento general

El péptido unido a resina protegido (3 mg) se traté con una solucién de escision (50 pl). Después del tiempo de
escision, la solucion se vertié en agua (4 ml). Después, se evaporaron TFA y diclorometano. La solucién acuosa
resultante se lavd seis veces con diclorometano (1 ml cada vez) y se liofilizé. El sdlido resultante se analizdé por
HPLC (A =220 nm) y EMEN o MALDI-TOF.

Tabla 1: Ejemplos 9 a 12 con solucién de escision TFA/DCM/TIS/agua (50:45:2,5:2,5) (agua y TIS como
eliminadores)

Ejemplo Péptido unido a resina protegido Tiempo de escision Ac-Phe-Arg-Arg-Arg-Arg-Val-NH;
(SEC ID N°: 2)
9 a 30 min 100 %
10 a 60 min 100 %
11 b 30 min 4 %
12 b 60 min 38 %

a = Ac-Phe-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Val-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID N°: 1)
que se ha obtenido a partir del Ejemplo 5.

b = Ac-Phe-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Val-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID N°: 1) que
se ha obtenido a partir del Ejemplo 8.1 (ejemplo de comparacion).

DCM = Diclorometano.

Ejemplos 13 a 15: Ensayos de eliminacion de péptidos unidos a resina MIS-protegidos con diferentes
eliminadores

Se siguio el procedimiento general como se ha descrito en los Ejemplos 9 a 12. Como el péptido unido a resina
protegido, se usé Ac-Phe-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Arg(MIS)-Val-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID
N°: 1), que se ha obtenido a partir del Ejemplo 5. El tiempo de escision fue de 60 minutos. Se usd una mezcla de
TFA, diclorometano y eliminador (50:40:10) como solucion de escision.

Los eliminadores ensayados fueron 3,4-dimetoxifenolo (Ejemplo 13), 1,3,5-trimetoxi-benceno (TMB) (Ejemplo 14) y
3,5-dimetoxifenol (Ejemplo 15).

Como resultado, la cantidad de MIS-OH se redujo mas de 10 veces en comparacion con el Ejemplo 9, en el que se
usaron agua (2,5 %) y TIS (2,5 %) como eliminadores. En el caso de Tmb, se observé incluso una reduccion de mas
de 40 veces.

Ejemplos 16 y 17: Ensayos de eliminacion de MIS frente a péptidos que contienen Trp unidos a resina Pbf-
protegidos

Se siguio el procedimiento general que se ha descrito en los Ejemplos 9 a 12. Los productos en bruto resultante se
caracterizaron por CL-EM y su pureza se analizé por HPLC (A = 220 nm).

La pureza del producto en bruto resultante era mayor para el material de partida MIS-protegido en comparacién con
el material de partida Pbf-protegido. Para ambos péptidos protegidos c y d, no se observo en el producto formado ni
alquilaciéon Trp no deseada ni sulfonilacion.

Tabla 2: Ejemplos 16 y 17; con solucién de escision TFA/DCM/TMB (50:40:10) (TMB como eliminador)

Ejemplo Péptido unido a resina protegido Tiempo de escision Z-Arg-Trp-Ala-Gly-NH
(SEC ID N°: 4)
16 c 60 min 83,4 %*
17 d 60 min 63,4 %*
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¢ = Z-Arg(MIS)-Trp(Boc)-Ala-Gly-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID N°: 3) como se ha obtenido a
partir del Ejemplo 6.

d = Z-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Ala-Gly-NH-xanten-3-iloxi-resina de Merrifield (SEC ID N°: 3) como se ha obtenido a
partir del Ejemplo 8.2 (ejemplo de comparacion).

DCM = Diclorometano - TMB = 1,3,5-trimetoxibenceno - *Z-Arg(MIS)-Trp-Ala-Gly-NH, (SEC ID N° 4) no se
detecto en el producto en bruto resultante (por CL-EM) - *20,4 % de Z-Arg(Pbf)-Trp-Ala-Gly-NHz (SEC ID N°: 4)
se detecto en el producto en bruto resultante (por HPLC)

Ejemplos 18 a 20: Ensayos de eliminacion de MIS frente a Pbf como grupos protectores N*-amino

Los aminoacidos protegidos se trataron con la solucion de escisién a temperatura ambiente y le siguid la

desproteccion por TLC.
La eliminacion de MIS era ligeramente mas rapida, presentando un ensayo de Kaiser positivo (indicando la
presencia de aminas libres) después de 5 min, mientras que para el caso de Pbf, el ensayo de Kaiser positivo fue en

el siguiente control (10 min).

Tabla 3: Ejemplos 18 a 20; con solucién de escision TFA/sulfuro de dimetilo (90:10) (sulfuro de dimetilo como

eliminador)

Ejemplo Péptido protegido Tiempo de escision H-Ala-OMe+
18 e 5 min detectado
19 f 5 min no detectado
20 f 10 min detectado

e = MIS-Ala-OMe como se ha obtenido a partir del Ejemplo 7.
f = Pbf-Ala-OMe como se ha obtenido a partir del Ejemplo 8.3 (ejemplo de comparacion).
* La presencia o ausencia de H-Ala-OMe se detectdé mediante el ensayo de Kaiser.
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REIVINDICACIONES

1. Uso del compuesto de formula (l1),

X
Ox ./
N

O
R2 A\ R’

N
2
R (.

en la que R'es hidrégeno, alquilo C1., alcoxi C1.6 0 alquiltio C1.; R? es alquilo C1., alcoxi C1 - 0 alquiltio Cq6; 0 R y
R? juntos forman un resto de férmula -(CHz).-, en la que n es un ndmero entero de 3 a 5; R® es hidroégeno, halégeno,
alquilo C1.6, alcoxi C1.6, alquiltio C+., fenilo o bencilo; y X es cloro o bromo;

como reactivo protector para la proteccion de un compuesto organico que comprende al menos un resto guanidino
y/o al menos un grupo amino;

el compuesto organico es un compuesto de una de las siguientes categorias (a) a (d):

(a) un péptido, en el que los residuos aminoacidicos son residuos aminoacidicos naturales;
(b) un alfa-aminoacido natural u homoarginina;
(c) un péptido seleccionado entre el grupo que consiste en Ac-Phe-Arg-Gly-Ala-Val-OH (SEC ID N°: 5), H-Phe-

€
Arg-Gly-Ala-Val-NH; (SEC ID N°: 6) y H-Arg-Gly-Ala-Gly-Gly-Lys(N -tetradecanoil)-Ala-Gly-Gly-OH (SEC ID N°:
7);
(d) H-Ala-OMe.

2. El uso de la reivindicacioén 1, en el que el compuesto organico es un compuesto organico unido a resina; R' y R?
son independientemente alquilo C1.4, alcoxi C1.4 0 alquiltio C14, y R® es hidrégeno o haldégeno.

3. Eluso de la re|V|nd|caC|on 1, en el que el compuesto organico es una cadena lateral proteglda y/o protegida en el
extremo libre; R’ y R? son independientemente alquilo C1.4, alcoxi C14 0 alquiltio C14, ¥ R’ es hidrégeno o halégeno.

4. El uso de la reivindicacion 1, en el que el resto guanidino es parte de un residuo de arginina u homoarginina.
5. Un proceso para la proteccion de un compuesto organico, siendo el compuesto organico como se ha definido en
la reivindicacion 1, que comprende la etapa de hacer reaccionar dicho compuesto organico con el compuesto de

férmula (11), siendo el compuesto de férmula (1l) como se ha definido en la reivindicacion 1,
proporcionando de esta manera un compuesto, que comprende al menos un resto de la férmula

// H N+§

en la que R1, R? y R® se definen como en la reivindicacion 1,ymes0o01.

UD

6. EI proceso de la reivindicacién 5, en el que R y R? son independientemente alquilo C1.4, alcoxi C14 0 alquiltio C1.4
y R’ es hidrogeno o halégeno.

7. El proceso de las reivindicaciones 5 o0 6, en el que R' y R? son metilo, R® es hidrégeno y X es cloro.

8. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que el compuesto organico es un compuesto
organico unido a resina.
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9. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que el compuesto organico es una cadena lateral
protegida y/o protegida en el extremo libre.

10. Un compuesto organico
el compuesto organico es un compuesto de una de las siguientes categorias (a) a (d):

(a) un péptido, en el que los residuos aminoacidicos son residuos aminoacidicos naturales;

(b) un alfa-aminoacido natural u homoarginina;
(c) un péptido seleccionado entre el grupo que consiste en Ac-Phe-Arg-Gly-Ala-Val-OH (SEC ID N°: 5), H-Phe-

€
Arg-Gly-Ala-Val-NH; (SEC ID N°: 6) y H-Arg-Gly-Ala-Gly-Gly-Lys(N -tetradecanoil)-Ala-Gly-Gly-OH (SEC ID N°:
7);
(d) H-Ala-OMe;

comprendiendo dicho compuesto organico al menos un resto de féormula (ll1), siendo el resto de férmula (Ill) como se
ha definido en la reivindicacion 5.

11. El compuesto de la reivindicacion 10, en el que el compuesto organico es un compuesto unido a resina.

12. El compuesto de las reivindicaciones 10 u 11, en el que el compuesto organico es una cadena lateral protegida
y/o protegida en el extremo libre.

13. N-alfa-benciloxicarbonil-N-omega-(1,2-dimetilindol-3-sulfonil)-L-arginina.

14. N-alfa-Fmoc-N-omega-(1,2-dimetilindol-3-sulfonil)-L-arginina.
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