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L'attivitd dell‘'enzima che converte l'angiotensina

viene inibita da composti aventi la formula:

o) R 0 0

Il (3 il 2
Rl—_P—(CHZ)n-CH——c-—RS—C—o— PR

OR,

e dai suoi sali in cuil Rl & alchile, arile, arilalchile,
cicloalchile o ecicloalchil(alchile);

R2 e-Rd rappresentanoc ciascuno indipendentemente:
2
idrogeno, alchile, arilalchile o -CH-0-C-Y, dove X &:
k .
idrogeno, alchile o fenile e Y &: idrogeno, alchile, feni-

le o alcossi, oppure X ed Y sonc congiuntamente:

—(CH2)2—, -(CH2)3—, ~CH=CH- o© z::j

R3 & idrogeno o alchile;

-

1] & un residue di un amminoacido
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scelto nel gruppo consistente di glicina, alanina, valina,
norvalina, leucina, N-metilleucina, norleucina, isoleuci-
na, fenilalanina, tirosina, serina, treonina, cisteina,
‘metionina, acido aspartico, acido glutammico, arginina,

lisina, asparagina, glutammina, istidina o triptofano;

n & 0 oppure 1.

HHEH EH X N HxB

DESCRIZICNE

Composti aventi la formula (I)

I 0 R, © 0
I i3 H O-R
Rl—zl>— (CH,) n CH—C-R.~C-0-R, ’
OR,

e sali relativi, presentano attivitd ipotensiva. Nella
formula I e nella descrizicne che segue, 1 simboli sono
come di seguito definiti.
Rl & alchile, arile, arilachile, cicloalchile
0 cicloalchil({alchile);
R2 e }21 s0no ciascuno indipendentemente idrogeno,
o
alchile, arilalchile o —?H-O—C-Y:, dove X &  idrogeno,
X

alchile ¢ fenile e Y & idrogenc, alchile, fenile o alcos-

si, oppure X ed Y presi congiuntamente sono

-(CH2)2—_, -(CH,) ;-, -CH=CH-o @

RS & idrogeno o alchile;

e
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il

-R_-C-0- ¢ un residuo di un amminocacido scelto
5

nel gruppo consistente di glicina, alanina, valina, norva-
lina, 1leucina, N-metilleucina, norleucina, iscoleucina,
fenilalanina, tirosina, serina, treonina, cisteina, metio-
nina, acido aspartico, acido glutammico, arginina, lisina,
asparagina, glutammina, istidina o triptofano; e

n & O oppure 1. .

I1 termine "arile", come utilizzato nella descri-
zione sia da solo che come parte di un gruppo maggiore,
riguarda il fenile o il fenile sostituito con gruppi aloge-

no, alchile, alcossi, alchiltio, idrossi, alcancile, ni-

tro, ammino, dialchilammino o trifluorometile.

IJ1 fenile ed il fenilk monosostituito sono preferi-

-

ti ed il fenile & il magpiormente preferito.

Il termine "alchile", come utilizzato nella descri- .

zioné sia da solo che come parte di un gruppo maggiocre,
riguarda- gruppi aventi da 1 a 10 atomi di carbonio. Sono
preferiti 1 gruppi alchile contenenti da 1 a 4 afomi di
carbonio.

I1 termine "“cicloalchile", come utilizzato nella
descrizione sia da solo che come parte di un gruppo maggio-
re, riguarda gruppi aventi da 3 a 7 atomi di carbonio.

I1 termine "alcossi", come utilizzato nella descri-
zione sia da solo che come parte di un gruppoc maggiore,

riguarda gruppi contenenti da 1 a 8 atomi di carbonio.

3.
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Sono preferiti i gruppi alcossi contenenti da 1 a 3 atomi
di carbanio.

Il termine '"alogeno", come utilizzato nella descri-
zione sia da solo che come parte di un gruppo maggiore,
riguarda fluoro, clore, bromo ed iodio. I gruppi alogeno
preferiti sono fluorc e cloro.

I1 termine 'alcanoile", come utiliizato nella
descrizione sia da sclo che come parte di un gruppo.maggio—
re, riguarda i gruppi aventi da 2 a 9 atomi di carbonio.

I composti con formula I, ed i sali relativi,
sono agenti ipotensivi. Essi inibiscono la conversione
del decapeptide angiotensina I in angiotensina II e pertan-—
to sono utili nel ridurre o nell'alleviare 1l'ipertensione
collegata all'angiotensina. L'azione dell'enzima renina
sull'angiotensinogeno, una pseudoglobulina nel plasma
sanguigno, produce angiotensina I. L'angiotensina I viene
convertita mediante 1l'enzima che converte 1l'angiotensina
{ACE} in angiotensina II. Quest'ultima costituisce una
sostanza attiva di pressione che & stata coinvolta quale
agente causativo in varie forme di ipertensiope in varie
specie di mammiferi, ad esempio soggettiqpmani. I composti
della presente invenzione intervengono nella sequenza
angiotensina-ﬁ*(reniﬁa)—9 angiotensina‘ I - (ACE)— angio-—
tensina II inibendo 1l'enzima che converte 1l'angiotensina

e riducendo o eliminando la formazione della sostanza




di pressione angiotensina II1. Cosli mediante somministrazio-
ne di una composizione contenente uno (o una combinazione)
dei composti della presente invenzione, viene alleviata
l'ipertensione dipendente da angiotensina nelle specie
mammifere (ad esempio soggetti wumani) che ne soffrono.
Per ridurre la pressione sanguigna €& adatta una dose singo-
la, o preferibilmente da 2 a 4 dosi suddivise giornalmen-
te, purchg& sulla base da circa 0,1 a 100 mg per chilogram-
mo di peso corporeo e per giorno, preferibilmente da circa
1 a 15 mg per chilogrammo di peso corporeo e per giorno,
La sostanza viene preferibilmente somministrata per via
orale, ma possono anche essere utilizzate le somministra-
zioni per via parenterale, come sottocutanea, intramuscola-

re, intravenosa o intraperitoneale.

I composti della presente invenzione possono anche

essere Tformulati in combinazione con un diuretico per

il trattamento dell'ipertensione. Un prodotte di combina-
zione comprendente un composto della presente invenzione
ed un diuretico, pud® essere somministrato in gquantita
efficace che comprende un dosaggio giorna;iero totale
da circa 30 a 600 mg, preferibilmente da circa 30 a 330
mg di un composto della presente invenzione e da circa
15 a 300 mg, preferibilmente da circa 15 a 200 mg del
diuretico, ad una specie mammifera che ne abbia necessita.

Esempi di diuretici utili per 1l'uso in combinazicne con

5.
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un peptide della presente invenzione, sono diuretici triazi-

de, ad esempio clortiazide, idroclortiazide, flumetiazide,
. | |

idroflumetiazide, bendroflumeti@zide meticlortiazide,
triclormetiazide, politiaziae o benztiazide, come pure
acido etacrinice, ticrinafen, clortalidone, furosemide,
musolimina, bumetanide, triamterene, amiloride e spirono-
lattone, nonché i sali di tali composti. =

I composti con formula I possono essere formulati
per l'uso nella riduzione della pressione sanguigna in
composizioni come compresse, capsule o sciroppi per 1la
somministrazione orale, oppure in forma di soluzioni ¢
sospensioni sterili per la somministrazione parenterale.
Da circa 10 a 500 mg di un composto con formula I vengono
posti in combinazione c¢on un veicolo, supporto, eccipien-
té, legante, preservante, stabilizzante, aroma, ecc.,
fisiologicamente accettabi;i, secondo una forma di dbsag—
gio unitario quale richiesta nella pratica farmaceutica
accettata. La quantitad di sostanza attiva in queste compo-
sizioni o preparazioni & tale da ottenere un dosaggio
adatto nell'ambito sopra indicato. _ .

I fosfinilalcanocil ammino acidi c¢on formula I
possonc essere preparati mediante reazione di un composto

avente la formula II

II
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con acido fosfinil-acetico o propionico avente la formula

I11
IIT
R
" X O0OH
—P— -CH-C .
Ry ? (CHz)n C
OR2
Nella formula II e nella descrizione, R'4 & alchi-
| 1
le, arilalchile o —?H—O~C—2l. La reaziohe pud essere

X
condotta wutilizzando procedure note di formazione del

legame ammide. Ad esempio la reazione pud essere condotta
in presenza di un agente di accoppiamenté come dicicloesil-
carbodiimmide, oppure 1l‘tacido édn formula III pud essere
attivato mediante formazione della sua anidride mista,
dell'anidride simmetrica, dell'alogenuro dell'acido (prefe-
ribilmente clorurc dell'acido} o dell'estere acido, oppure
mediante 1l'uso del reagente K di wbodward, N-etossicarbo-
nil-2-etossi-1,2-diidrochinolina, N,N'-carbonildiimmidazo-

lo o simili. Una elencazione di questi metodi pud essere

trovata in Methoden der Organischen Chemie (Houben-Weyl),

volume ' XV, parte II, pagina 1 e seguenti (1974).
I1 prodotto della reazione presenta la formula

Iv

IV
. R, O 0
" i) ‘ég g ' g OR!
Rl'f"CHz n~CH-C-Rg i
OR,
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I composti con feormula I nei quali R2 & idrogeno

possono essere alternativamente ottenuti mediante (i)
trattamento del composto corrispondente con formula IV
in cui R & alchile con un alogenosilanoc come bromotrimetil-
silano e con acqua, oppure (ii) idrogenazione catalitica
del composto corrispondente con formula IV nel quale R2
g arilalchile, ad eseépio utilizzando carbbne palladiato.

Questi prodetti presentanc la formula V

v !
0 "R, O 0 f
N (3 W [ !
17y (€ ) ,~CH-C-Rg-C-OR; ..
OH

I composti con formula I nei quali R4 & idrogeno,

ciod i composti aventi la formula VI
VI . : ;

0 R. O o '
i i3 il 5

R, —-P- }y —CH—C—-R_—=C~- i
17y (CH,) -CE~—C-R -C-0H,’

OR, r

: t

possono essere ottenuti mediante idrolisi basica di un
composto con formula IV o V. Alternativamente un composto
con formula IV o V, in cui R'4 & un gruppo estere facilmen-
te allontanabile (come t-butile), pud essere trattato
con acido trifluorcacetico ed anisolo per ottenere l'acido
carbossilico con formula I.

I fosfinilélcanoil ammino acidi con formula T
nei quale n & 1, possono alternativamente essere prepara-

ti mediante reazione di un composto con formula II con

8.
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un fosfolano avente la formula VII

VII 9] R
. g §3
Ry l “CHz—fH

O———C=0 .

La reazione procede molto facilmente guando condot-
ta in presenza di una base organica, ad esempic trietil-
ammina, piridina, N,N-dimetilammina o éimili, in un solven-—
te organico inerte come acetonitrile, diclorometano, ete-
re, tetraidrofurano o simili.

I derivati delltacido fosfinil-acetico o propioni-
co con formula III possono essere preparati utilizzando
procedure note, si vedaAad esempio il brevetto U.S.
4.168.267, rilasciato il 18 settembre 1879. I fosfolani

~ con formula VII possonc essere preparati seguendo la proce-
dura descritta in .Zh. Obsh. Kim., 37:411 (1967) ed in
zZh. Obsh. Kim., 38:288 (1968).

Gli esteri dell'ammino acido con formula II sono
noti oppure sono facilmente ottenibili utilizzando tecni-
che note di esterificazione che vengono illustrate negli
esempl.

Procedimenti ;iteriori per preparare 1 composti
della presente invenzione diverranno evidenti all'esperto
nel settore dall'invenzione stessa. Per esempio il gruppo

carbossile dell'ammino acido avente la formula VIII

e e —rewmt ve =W o rm—meengs P — i ——
b d - 3 G g - - - - e ) i 2 —r
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VIII O
H—RS*C—OH

pu® essere protetto, ad esempio mediante conversione in

sale amminico, oppure in estere Z-idrossietilico o difenil-~

metilico, pud - essere fatt® reagire con un acido fosfi-
nil-acetico o propicnice con formula IIT e - pud ' . guindi

essere privat o’'del gruppo protettivo per dare un prodotto
con formula VI.

L'esterificazione di un prodotto con formula VI
utilizzando procedure note nella tecnica, produce il corri-
spondente prodotto con formula IV.

Una procedura alternativa per preparare i composti
della presente invenzione nei quali R2 & alchile, arilal-

0
chile o -QH—O—E—Y e R4 é idrogeno, comprende l'alchilazié—
X
ne iniziale del corrispondente composto con formula V
in cui R'4 ¢ benzidrile o t-butile e quindi il sottoporre
ii composto corrispondente a scissione dell'estere con
acide triflucoroacetico e anisolo d con altri reagent%
noti nella tecnica.

1 composti con formula I (nei gquali —R5—COO é
un residuo di un ammino acide diverso aalla glicina) esi-
stonc nelle forme diastereoisomere oppure in miscele race-
miche; tutte rientrano nella portata della presente inven-—

N

zione. Sono preferiti gli isomeri L.

10.
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I composti della presente invenzione in cui almeno
uno tra R2 e R4 & idrogeno,formano sali basici con varie
basi inorganiche ed organiche, che rientrano nell'ambito
dell'invenzione. Tali sali comprendono sali di ammonio,
sali di metallo alcalino come sali di litio, sodio e potas-
sio f{che sono i preferitil sali di metalli alcalino terro-
si come sali di calcio e di magnesio, salis.con basi organi-
che, ad esempio sale con dicicloesilammina, benzatina,
- N-metil-D-glucammina, sali di idrabammina, sali con ammino
acidi come arginina, lisina e simili. Sono preferiti i
sali non tossici e fisiologicamente accettabili, sebbene
altri sali possono essere utili, ad esempio nell'isolamen-
te o purificazione del prodotto. I‘sali vengono formati
utilizzando tecniche convenzionali.

Quelli che seguono sono esempi di attuazioni speci-
fiche della presente invenzione.

EsemEio 1

Estere metilico di N—[Zétossi(4—fenilbutil)fosfinil7ace—

til/-L-tirosina

1,1'-carbonildiimidazolo. (0,56 g) fu aggiunto
a porzioni ad una scluzione raffreddata (09C) di acido
[etossi(4-fenilbutil)fosfinil7acetico (0,98 g) in 70 ml
di acetonitrile. Questa miscela di reazione fu agitata
sotto argon a 0°C per 1,5 ore. Il sale HCl di L-tirosina

metil estere (0,8 g) fu disciolto in metanolo e neutraliz-—

11.
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zato con trietilammina (0,35 g). La soluzione fu concentra-
ta sotto vuoto, discioclta in 10 ml di acetonitrile caldo
ed aggiunta goccia a goccia alla scoluzione sopra indicata
dell'estere dell'acideo fosfinico attivate nella catena
laterale. La miscela di reazione fu agitata per una notte
sotto argon e quindi concentrata sotto vuoto. Una soluzio-
ne del residué di fonde in diclorometand fu lavata (H20,
NaHCO3 acguoso, soluzione salina), essiccata (MéSOa) e
filtrata per dare 1,4 g dell'estere metilico di N—//etos—
si(4-fenilbutil }fosfinil/acetil/-L-tirosina.

- Esempic_ 2

Estere metilico di N-//idrossi{4-fenilbutil)fosfinil/ace-

til]-—L—tirosina

Trimetilsililbromure (0,5 ml) fu aggiunto ad una
soluzione raffreddata di estere metilico di N-//etossi(4-
-fenilbutil)fosfinil/acetil/-L-tirosina (1,4 g; si veda

l'esempio 1)} in 50 ml di diclorometano. S5i agitd sotto

‘argon per 2 giorni e si concentrd quindi sotto vuoto. Il

residuo fu disciolte in 150 ml di acetato di etile, fu
lavato (NaH2P04 acquoso al 10%, soluzione salina) ed
essiccato (MgSOd). 11 prodotto fu separato dal materiale
di partenza mediante estrazione con soluzione di acetato
di etile con tre :;A)or-zioni di NaHCO3 acquoso al 25%. La
soluzione del bicarbonato fu acidificata con HCL -acquoso

al 10% ed estratta con due porzioni da 100 ml di acetato

2.
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di etile contenenti 5 ml di isopropanolo. Si essiccd quin-
di con MgSO4, si filtrd e si concentrd sotto vuoto per
dare 0,94 g del prodotto analitico.
Calcolat H_ NO P:
alcolato per C22 28 06
c, 60,96; H, 6,51; N, 3,23; P, 7,15
c NO_P.0,5 H_O:

per CyoH g% 2
¢, 59,72; H, &,61; N, 3,17; P, 7,0 .

Trovato: C, 59,56; H, 6,27; N, 3,00; P, 6,7.

Esempio 3 o

N-/7idrossi(4-fenilbutil)fosfinil/acetil/-L-tirosina

L'estere metilico di N-//idrossi{4-fenilbutil)fosfi-
nil?acetiE?—L-tirosina (0,86 g; si veda l'esempio 2) fu
disciolta in 10 ml di meténolo. Fu aggiunto idrossido
di sodio (0,24 g) in 7 ml di acqua e la soluzione fu agita-
ta alla temperatura ambiente per 4 ore. Alla fine di que- .
sto periodo di tempo il pH era a pari a 10. Fu evaporato
il metanoclo e la miscela di reazione fu diluita con 20
ml di acqua, filtrata su filtro Millipore ed il filtrato
fu acidificato con KHSO4 al 10%.

La soluzione acquosa fu saturata con sale, estrat-
ta con acetato di etile, essiccata (MgSO4), filtrata e
concentrata sotto vuoto per dare 0,5 g di materiale anali-
tico.
Calcolato per C__H__NO _P:

21 26 ©

C 60,28; H 6,02; N 3,35; P 7,4

13.
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C _H NO P.0,25 H O:
PET %5106 6 < 2

C 59,64; H 6,08; N 3,31; P 7,3
Trovate: C 59,44; H 6,13; N 3,05; P 7,1.

‘ Esempio 4

2., _
N=//etossi(4-fenilbutil)fosfinil/acetil/~L-arginina

Ad una soluzioﬁe di 5 g di acido [Etoési(d—fenil—
butil)fosfinil?aceticé in 132 mli di dimetilformammide
(DMF) anidra, alla temperatura ambiente e sotto azoto,
furonq aggiunti 2,9 g di 1;1'—carboni1diimidazolo {CDI).
Dopo 1 ora alla temperatura ambiente, la ﬁiscela di reazio-
ne fu trattata con 3,1 g di L-arginina aggiunta come soli-
do in una porzione unica. Dopo agitazione della miscela
di reazione per una notte éotto azoto, la DMF fu allontana-~

ta sotto vuoto e la miscela greggia di reazicone fu disciol-

'
\

ta in acqua, -adiﬁficata a pH 2 con HC1l concentrato ed
estratta con etere. La lavorazione dello strato etereo
produsse 1,7 g dell'acido di partenza. Il prodotto deside-—
rato fu isolato mediante applicazione dell'estratto acquo-
so acidificato ad una colonna a scambic ionico (AGS0W-X2)
(H+) preparata in acqua. L'eluizione€¢ inizialg con acqué
allontand il materiale acidico. Quando il pH ritorndé ad
un valore prossimo a guello neutro, fu applicato un gra-
diente da acqua a- tampone piridina-acido acetico O,d?
M pH‘6,5. Le frazioni positive al Sakaguchi furono raggrup-

pate e liofilizzate per ottenere 2,1 g del prodotto. Que-

14.
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sto materiale fu infine purificato su circa 500 ml di
resina Sephadex LH-20 in acqua per ottenere 1,9 g del
composto nel titolo, con punto di fusione 55-65°C; Z;b_?D
trascurabile.
Calcolato per 1,4 H20:
¢ 51,58; H 7,75; N 12,03; P 6,65.

Trovato: C 51,49; H 7,30; N 11,95; P 6,70.

Esempio 5

2 -—- —
N——//idrossi {(4-fenilbutil) fosfinil’_/acetilj-—L—arginina

Una soluzione di N2—12étossi(4—fenilbutil)fosfi—
nil/acetil/-L-arginina (652 mg; si veda l'esempio 4) in
15 ml di 4N acide bromidrico/acido acetico, fu mantenuta
alla temperatura ambiente in un pallone chiuso per una
notte. La miscela di reazione fu quindi bonificata .con
un flusso di azoto e trattata ripetutamente con acqua
e concentrata in un evaporatore fotante. La liofilizzazio-—
ne produsse 1,04 g di prodotto greggio. La cromatografia
su resina carbossimetil <cellulosa leggermente acidica
CM—SZ (H+) prédpsse un materiale che presentava ancora
0,75 equivalenti di HBr come indicato dalla microanalisi.
I1 composto nel titolo fu ottenuto alla fine puro per
passaggio atfraverso una resina a scambio ionico (AGS50W-
-X2 (H+)) eluita dépprima con acqua per allontanare HBr,
quindi alla fine con piridina acquosa al 5% per dare un

totale di 178 mg di prodotto solido e bianco dopo liofiliz-

15.
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zazione. Il prodotto era solvatato con 0,7 H20.

Esempio 6

Estere fenilmetilico di N-//{2-feniletil)}(fenilmetossi)fo-

sfinil/acetil/-L-triptofano

Acido LfZ-feniletil)(fenilmetossi)fosfinil7acetico

(3,2 g) e 1,1'-carbonildiimidazole (1,6 g} furono agitati

in 50 ml di acetonitrile anidro in un dagno a ghiaccio

per 1 ora. La base libera di L-triptofanc benzil estere,
derivata da 4,8 g del sale cloridrato (da etere/NaHCOS)
fu aggiunta a poco aceto-nitrile. Dopo agitazione a 0°C
per 1 ora, la miscela fu lasciata a riposé alla temperatu—
ra ambiente per una notte, ripresa iq etere, lavata con
NaHSO4 al 5%, con soluzione salina, con NaHCO3 a satura-—

zione, con soluzione salina (2 volte), essiccata (NaZSOA)

ed evaporata a secchezza per dare 5,7 g del prodotto.

Questo materiale fu cromatografato a flash su gel di sili-
ce LP-1 (400 ml) eluito con acetato di etile e produsse
3,6 g di prodotto sottec forma di olio leggermente colorato.
Analisi: calcolato per C_ H_N_O P:
_ 35 31 2 5
c 70,69; H 5,93; N 4,71; P 5,21.
Trovato: C 70,55; H 5,98; N 4,65; P 5,28.
Esempio 7

Sale con ammoniaca di N—[Zidrossi(2—feniletil)fosfinil?ace~

til/-L-triptofano

Estere fenilmetilico di N—ZZI2—feniletil)(fenilme—

16.
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Analisi: calcolato per C__H__N_O_P(NH

tossi)fosfinil?acetil7—L-triptofano (3,3 g; si veda l'esem-
pio 6) fu disciolto in metanolo e fu aggiunto idrossido di
litic monoidrate (0,466 g} disciolto in poca acqua. La
miscela fu agitata alla temperatura ambiente per 2 ore; fu
aggiunto carbone palladiato al 10% (1 g) e la miscela fu
idrogenata ad ﬁna atmosfera peg 2 ore. Il catalizzatore fu
filtrate attraVerso Celite ed il filtrate fu evaporato a
secchezza. I1 residuo fu discioclto in acqua, fatto passare
attraverse il filtro Millipore e 1iofilizzato per dare 2,1
g di prodotto, con punto di fusione superiore a 350°C,
/47" +3,9°[IJHEQ7.

RT
Analisi: calcolato per C__H__N_O_PLi .3H2O:

2121 25 2
Cc s2,51; H 5,67; N 5,83; P 6,45; Li 2,89. .
Trovato: C 52,44; H 5,03; N 5,64; P 6,40; Li

L'elettroforesi mostrava che questc materiale

presentava due componenti.Esso (300 mg) fu cromatografatd

JACOBACC -

su DEAE sephadex (60 ml) (forma OH, pH 7,4), eluito con

gradiente di NH4H003 (da 0,005 a 0,5 M). Le frazioni pure
(contenenti un solo componente per elettrofo?esi) furono
combinate ed evaporate.'Il residuo fu disciolto in acqua;
filtrato su Millipore e liofilizzato due volte per da

: —~ —D — —
re 0,29 g del prodotto, /& _/ +3°/0,5, H29/°
RT )
"H O):
o )

21 2325 3’

C 56,12; H 6,28; N 9,35; P 6,87.
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Trovato: C 55,95:; H 5,90; N 9,43; P 6,60. PA

Esempi 8-24
Seguendo la procedura degli esempi 4 e 5, ma par-
tendo con il composto elencato in colonna I in luogo di
L-arginina, si ottiene il composto elencato nella colonna

II. Nell'esempio 21 risulta necessario utilizzare un deri-

cato protetto della lisina. .
Colonna I Colonna Il
8. L-alanina N -//idrossi{4-fenilbutil)fosfi-

niL7acetil?L—alanina

. . 2 . . . . .

9, L-leucina N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-
§ _
nil/acetil/-L-leucina .

F

)

¥

i

2 - - %
10. N-metil-L-leucina N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi~ il

- nil/acetil/~N-metil-L-leucina

) .. . 2 - . o~ s - e
11. glicina . N =//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-
nil/acetil/glicina
, | |
. 2 - - . .
12. L-valina N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi- |
¥

ni%?acefil7—L—valina
: 2 - : .
13. L-iscleucina N -//idrossi(4~fenilbutil)fosfi-
nil7acétil7—L—isoleucina
. . 2 -,- . . . .
14. L-fenilalanina N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-~
nil/acetil/~L-fenilalanina
’ 2 -~ . . . .
15. L-serina ) N —//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-

nil/acetil/-L~serina

18.




16.

17.

i8.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Colonna 1

L-treonina

L-cisteina

L-metionina

acido L-aspartico

acido L-glutammico

£ -t-butossicar-

bonil-L-lisina

L-asparagina

L-glutammina

L-istidina

L-norvalina

L-norleucina

Colonna II

2 -~ . . . .
N —//idrossi(4-fenilbutil)fosfi~
nil/acetil/-L-treonina

2 .= . . i .
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-
nil?aceti£7-L—cisteina

2 - . . . .
N -//idrossi(4fenilbutil)fosfi-
nil/acetil/-L-metionina

. 2 . . ; .
acido N -/7idrossi(4-fenilbutil)
fosfinil/acetil/-L-aspartico
. 2 . . . .

acido N —//idrossi(4-fenilbutil)
fosfinil]acetil—L—glutammico

2 . . .
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi~
nil7acetil/-L-lisina

2 - A o .
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi~

nil7acetil/-L-asparagina

, , .
N ~//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-

nii?acetil7;L»glutéhmina

2 - . . . .
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-
nil?acetii?—Lnistidina

2 < . . . .
N —//idrossi(4-fenilbutil)fosfi~
nil/acetil/-L-norvalina

2 o= . i . .
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-

nil7acetil/-L-norleucina.

Esempio 27

12, 2~dimetil-1-ossopropossi)metossi/(4-fenilbutil)fo-

JAEUBAUL!I - Lu"'-'u'_'i IA & PEHANI
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sfinil/acetil/-L-fenilalanina

A) Estere fenilmetilico dell'acido /fidrossi(d4-fenilbu-

til)fosfinil/acetico

Ad una scluzione di cloroformiato di benzile (1,8
ml, 12,6 mmoli) in 5 ml di tetraidrofurano anidro fu ag-
giunta goccia a goccia una soluzione dell'acido /idrossi(4-
~fenilbutil)fosfinil/acetico (2,55 g, 10 mmoli) e trietil-—
ammina (2,0 ml, 14, 5 mmoli) in 30 ml di tetraidrofurano
anidro a 0°C. Dopo completamento dell'aggiunta, la miscela
fu agitata a 0°C per 30 minuti ed alla temperat?ra ambien-—
te per 1 ora. La miscela fu posta tra acetato di etile
e KHSO4 al 5% e lo strato di acetat? di etile fu evapora-
to fino ad ottenere un residuo. Il residuo fu ripreso
con NaHCO_ acquoso, lavato con acetato di etile e la solu-—
zione acquosa fuiacidificata a pH 1 ed estratta con aceta-
to di etile., Gli .estrgtti furono anidrificati (Na2804)
ed evaporati per dare un prodotto greggio che fu triturato
con pentano per dare un solido con punte di fusione 64—
67°C (3,30 g).

B} . Estere fenilmetilico dell'acido [2?2,2—dimetil-1-

—ossopropossi)metossi/{(4-fenilbutil)fosfinil7acetico

L'estere fenilmetilico dell'acido /idrossi{4-fenil-—
butil)fosfinil/acetico (3,30 g, 9,5 mmoli) fu ripreso
in 10 ml di dimetilformammide anidra e trattato con trie-

tilammina (2,7 ml, 9,5 mmoli) e con clorometil pivalato

20.
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JACOBACC! - CASETTA & PERAM

(2,8 ml, 19,4 mmoli) e si agitd alla temperatura ambiente
sotto argon per 16 ore. La miscela fu diluita con acetato
di etile e lavata con acqua, con KHSO4 al 5% e con NaHCO3
a saturazione, gquindi fu essiccata (Nazsoa) ed evaporata
fino ad un residuoc che fu purificato mediante cromatogra-
fia per flash su gel di silice utilizzando l'eluente etil
acetato-esanoc per aare il. diestere nel *titolo (3,65 g,
83%) sotto forma di olio incoloro. TLC RF (acetato di
etile/esano, 1:1) = 0,39.

C} , Acido [?12,2—dimetil—1—ossopropossi)metossi?(4—fe-

nilbutil)fosfinil/acetico

1

L'estere fenilmetilico dell'acido _[Zz2,2—di;etil—
—1~ossopropossi)metossi7(4-fenilbutil)fosfinil?acetico
(2,95 g, 6,4 mmoli) in 75 mlAdi acetato di etile fu idroge-—
nato a 48 psi su catalizzatore carbéng palladiato al 10%
(0,4 g) per 1 ora. La miscela fu filtrata attraverso Celi-
te ed evaporata a secchezza per daré l'acido nel titeolo
sotto forma di olio incolorc che solidificava in un solido

con punto di fusione 48-50°C.

D) Estere N-idrossisuccinimmidico dell'acido [fi2,2-

—dimetil-1-ossopropossi)metil/(4-fenilbutil)fosfinil/aceti-

Acido j212,2—dimetil—1—ossopropossi)metossi7(4—fe—
nilbutil)fosfinil/acetico (2,22 g, 6 mmoli), N-idrossi-

succinimmide (0,69 g, 6 mmoli)} e dicicloesilcarbodiimmide

21.
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A

(1,24 g, 6 mmoli) furono disciolti in tetraidrofuranc
anidro a 0°C. La miscela fu agitata per una notte alla
temperatura ambiente, filtrata ed il filtrato fu concentra-
to sotto vuoto fino a dare un residuo oleoso che fu tritu-
rato con etere diisopropilico, dande un solido con punto
di fusione 102-105°C {2,1 g).

E) N-/7/(2,2-dimetil-1-ossopropossi)metossi/(4~fenil-

butil)fosfinil7acetiI7—L—fenilalanina

L-fenilalanina (1,65 g, 10 mmoli), trietilammina
(2,8 ml) 20 mmoli) ed estere N—idrossisuccinimmidico del—
1tacido /1(2,2-dimetil-1-ossopropossi)metossi/(4-fenil-
butil)fosfinil/acetico (4,67 g, 10 mmoli) vengono disciol-
ti in 50 ml di dimetilformammide anidra e si agita per
una notte sotte argon alla temperatura ambiente. La misce-
la di reazioné viene suddivisa tra diclorometano e KHSO4
al 5% e lo strato organico viene lavato con acqua e con
soluzione salina e quindi essiccato ed evaporato. per dare

il prodotto desiderato.

Esempio 28-34

Seguendo la procedura dell'esempio 27, ma sosti-
tuendo il compostoe nella colonna I in luogo dell'acido
/idrossi(4-fenilbutil)fosfinil/acetico, il composto nella

colonna II in luogo'del clorometil pivalato ed il composto

nella colonna III in luogo di L-fenilalanina, si ottiene

il composto elencato nella colonna IV.

22.
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‘ec

Colonna III

Colonna I Colonna II

Acido [Edrossi(d—fenil clorometil L-alanina N—ZZZ}2.2—dimetil)—ossopropossi?metos-
butil)fosfini&/acetico pivalato s;7(4—fenilbutil)fosfinil?acetil7—L—
—-alanina
Acido [Edrossi(4-feni£ estere l-cloro L-fenilalanina N-///1-({acetilossi)etossi/(4-fenil-
butil)fosfinil/acetico etilico dell'a butil)fosfinil/acetil/-L-fenilalanina
cido acetico
Acido [idrossi(z—fenil estere cloromg L-triptofano N-[?Z(2—meti1—1¥ossopropossi)metossi—
etil)fosfinil/acetico tilico dell'aci ~4-fenilbutil)fosfinil/acetil/~L-trip-
do isobutirrico tofanoc
Acido [Edrossi(d-fenil diestere etil L-fenilalanina N-///(etossicarbonilossi)metossi/ (4~
butil)fosfinil/acetico clorometilico —fenilbutil)fosfinii?aceti£7—L—fenil—
dell'acido car alanina
bonico

N-//ottil/1-(1-ossopropossi)etossi/

Acido /idrossifottil)
fosfinil/agetil/-L-tirosina

fosfinil/acetico

estere l-cloro L-tirosina
etilico dell'a
cido propionico
N-///1-(2,2-dimetil-1~ossopropossi)

Acido /fesil(idrossi) l-cloroetil pi  L-metionina

VI WP

R )

fosfinil/acetico valato etossi7(esil)fosfinil/acetil/-L-metio-
nina

Acido [idrossi(4-fenil l-cloroetil pi L-arginina N-/Z-metil-l-osso—//1-(1l-~ossopropos—

butil)fosfinii?L-d - valato si)etossi/{4-fenilbutil)fosfinil/pro~

metilpropionico pil-L-arginina.
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RIVENDICAZIONI 8. p.A.
i. Composto avente la formula
R 0 O ‘
I 2ty Hom, .
_D— -CH—C-R.~-C-0U~- ¥
Rl ? (CHZ)n CH 5 T4
‘ORZ

¢ sale relativo, in cui Rl é alchile, arile, arilalchi-
le, cicloalchile o cicloalchil (alchile); -

R2 e R4 sono ciascuno indipendentemente idrogeno,
O
alchile, arilalchile o —CH—O—E—Y, dove X & idrogeno,
X
alchile o fenile e Y & idrogeno, alchile, fenile o alcos-

si, oppure X e Y sono assieme

-

- (CHZ) 2_71' - (CH2) 3_1 —(?H=CH— o @

R3 2 idrogeno o alchile;

o ' .
Il s i . i :
—R5-4:—O—_ e gn‘re51duo di un ammino acido scelto
nel gruppo consistente di glicina, alanina, valina, norva-
lina, 1leucina, N-metilleuc¢ina, norleucina, isoleucina,
fenilalanina, tirosina, serina, treonina, cisteina, metio-
nina, acido aspartico, acido glutammico, argin;na, lisina,
asparagina, glutammina, istidina, o triptofano; e
n & 0 oppure 1.
2. Composto secondo la rivenéicazione 1, caratterizza-

to dal fatto che n & 1.

3. Composto secondo la rivendicazione 1, caratterizza-

24.
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to dal fatto che R2 e R4 sonoc entrambi idrogeno.
4, Composto seconde la rivendicazione 1, caratterizza-

to dal fatto che uno tra R_ e R4 & idrogeno e l'alto &
o .

2
i
-?H—O—C“X.
X .. .
5. * Composto secondo la rivendicazione 1, estere metili-

co di N—ZZétossi(4—fenilbutil)fosfinii7acetil7—b-tirosina.

6. CompostoAsecondo la rivendicazione® l, estere metili-
co di N-//idrossi(4-fenilbutil)fosfinil/acetil/-L-tirosina.
7. Composto seconde la rivendicazione 1, ijZidPOSSi

(4-fenilbutil)fosfinil/acetil/-L-tirosina.

“ 2 -
8. Composto secondo la rivendicazione 1, N -//etossi.
(d—fEnilbutil)fosfinil?acetii?—L—arg%nina.
: . . 2 T
9. Composto secondo la rivendicazione 1, N -//idrossi
(4—fenilbutil)fosfinil?aceti17—L—arginiha.
10. Composto secondo la rivendicazione 1, estere fenil-

S

~metilico di N—[Zf2*feniletil)(fen%lmetossi)fosfinil?ace—'“
? ‘ i

ti;?—L—triptofano. i

i

i

11. Composto secondo la rivendicazione 1, sale di

ammoniaca di _N—jZidrossi(E—feniletil)fosfini;7acetil7—L—

—triptofano.

_CASETTA & PERANI
JACOBACCI GABM
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323.859

FOSFINILALCANOIL AMMINO ACIDI

Domanda collegata

La domanda di brevetto negli Stati Uniti 212.911,
depositata il 4 dicembre 1980, descrive che le proline
fosfinilalcanoil sostituite e gli esteri delle -proline
fosfinilalcancil sostituite costituiscono inibitori del-
l'enzima che converte 1l'angiotensina e sono utili nel
trattamento dell'ipertensione.

Basi dell'invenzione

La recente letteratura descrive una varieta di

_ p ]
mercaptoacil ammino acidi che sono utili per inibire 1la
conversione dell'angiotensina I in angiotensina II nei
mammiferi e costituiscono pertanto prodotti utili nel
trattamento dell'ipertensione. Anche le fosfinilalcanocil
proline vengonc descritte in relazione alla stessa utili-
ta.

Il brevetto Stati Uniti 4.105.776, rilasciato
1'8 agosto 1978, descrive mercaptoacil ammino acidi, in
cui l'ammino acido &, fra l'altro, prolina, 4-idrossiproli-
na e 4—alchilprolina; .

I1 brevetto Stati Uniti 4.112.119, descrive mer-

captoacil ammino acidi, in cui l'ammino acido &, tra 1l'al-



tro, alanina, leucina, fenilalanina, arginina, sarcosina,
serina, asparagina, lisina, istidina, glicina, triptofano,
cisteina, metionina, valina, glutammina o tirosina.

I1 brevetto Stati Uniti 4.168.267, rilasciato
il 18 settembre 1é79, descrive fosfinilalcanoil proline,

nonché esteri e sali relativi.

Breve descrizione dell'invengtione

Composti aventi la formula (1)

I 0 R 0 0
il 13 i i o-R
Rl—?—(CHZ)n—CH——C—RS—C 4 ,
OR,

e salli relativi, presentano aftivité ipotensiva. Nella
formula I e nella descrizione che segue, 1 simboli sono
come di seguito definiti.
Rl € alchile, arile, arilachile, cicloalchile
o cicloalchil(alchile);
R2 e R4 sono ciascuno indipendentemente idrogeno,
o
alchile, arilalchile o —?H—O-C—Y=, dove X € _idrogeno,
X

alchile o fenile e Y & idrogeno, alchile, fenile o alcos-—

51, oppure X ed Y presi congiuntamente sono

R U S N ()

R3 ¢ idrogeno o alchile;

-
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0
U

-R. -C~0- &€ un residuo di un amminoacido scelto
5

nel gruppo consistente di glicina, alanina, valina, norva-
lina, leucina, N-metilleucina, norleucina, 1isoleucina,
fenilalanina, tirosina, serina, treonina, cisteina, metio-
nina, acido aspartico, acido glutammico, arginina, lisina,
asparagina, glutammina, istidina ¢ triptofano; e

n & Q0 oppure 1. '

I1 termine "arile", come utilizzato nella descri-
zione sia da solo che come parte di un gruppo maggiore,
riguarda il fenile o il fenile sostituito con gruppi aloge-

no, alchile, alcossi, alchiltieo, idrossi, alcanocoile, ni-

tro, ammino, dialchilammino o triflucrometile.

I1 fenile ed il fenik monosostituito sono preferi- -

ti ed il fenile & il maggiormente preferito.

I1 termine "alchile", come utilizzato nella descri-
zione sia da solo che come parte di un gruppeo maggiore,
riguarda gruppi aventi da 1 a 10 atomi di carbonie. Sono
preferiti i gruppi alchile contenenti da 1 a 4 atomi di
carbonio.

I1 termine '"cicloalchile", come utilizzato nella
descrizione sia da solo che come parte di un gruppo maggio-
re, riguarda gruppi aventi da 3 a 7 atomi di carbonio.

I1 termine ”élcossi“,.come utilizzato nella descri-
;ione sia da solo che come parte di un gruppo maggiore,

riguarda gruppi contenenti da 1 a 8 atomi di carbonio.

>



Sono preferiti i gruppi alcossi contenenti da 1 a 3 atomi
di carbonio.

I1 termine "alogeno", come utilizzato nella descri-
zione sia da solo che come parte'di un gruppo maggiore,
riguarda fluore, cloro, bromo ed iodio. I gruppi alogenco
preferiti scono fluoro e cloro.

I1 termine “%lcanoile”, come wntilizzato nella
descrizicne sia da solo che come parte di un gruppo-maggio—
re, riguarda i gruppi aventi da 2 a 9 atomi di carbonio.

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL'INVENZICONE
I composti con formula I, ed i sali relativi,

sono agenti ipotensivi. Essi inibiscono la conversione
del decapeptide angiotensina I in angiotensina II e pertan-
te sono utili nel ridurre o nell'alleviare 1'ipertensione
collegata all'angiotensina. L'azione dell'enzima renina
sull'angiotensinogeno, una pseudogleobulina nel plasma
sanguigno, produce angiotensina I. L'angiotensina I viene
convertita mediante l'enzima che converte 1l'angiotensina
{(ACE) in angiotensina 1II. ‘Quest'u;fima costituisce una
sostanza attiva di pressione che & stata coinvolta quale
agente causativo in varie forme di ipertensione ig varie
specie di mammiferi, ad esempio soggetti umani. I composti
della presente invenzione intervengono nella sequenza

angiotensina-ﬂ*(reniﬁa)—9 angiotensina I — (ACE)— angio-

tensina II inibendo 1l'enzima che converte 1'angiotensina.

e riducendo o eliminande 1la formazione della sostanza

— oy



di pressione angiotensina II. Cosl mediante somministrazio-
ne di una composizione contenente unco (o una combinazione)
dei composti della presente invenzione, viene alleviata
1'ipertensione dipendente da angiotensina nelle specie
mammifere (ad esempio soggetti umani) che ne soffrono.
Per ridurre la pressione sanguigna & adatta una dose singo-
la, o preferibilmente da 2 a 4 dosi Suddiv;se giornalmen-—
te, purché sulla base da circa 0,1 a 100 mg per chilogram-
mo di peso corporeo e per giorno, preferibilmente da circa
1 & 15 mg per chilogrammo di peso corporec e per gilorno.
La sostanza wviene preferibilmente sompinistrata per via
.orale, ma possono anche essere utilizzate le somministra-
zioni per via parenterale, come sottocutanea, intramuscola-
re, intravenosa o intraperitoneale.

I composti della presente invenzione possono anche
essere formulati in combinazione coh un diuretico per
il trattamento dell'ipertensione. Un prodotto d£ combina-
zione comprendente un composto della presente invenzione
ed un diuretico, pud essere somministrato in quantita
efficace che comprende un dosaggio giorna;iero totale
da circa 30 a 600 mg, preferibilmente da circa 30 a 330
mg di un composto della presente invenzione e da circa
15 a 300 mg, prefér‘ibilmente da circa 15 a 200 mg del
diuretico, ad una specie mammifera che ne abbia necessita.

Esempi di diuretici utili per 1l'uso in combinazione con

6.




un peptide della presente invenzione, sono diuretici triazi-

de, ad esempio clortiazide, idroclortiazide, flumetiazide,
idroflumetiazide, bendroflumetiazide = meticlortiazide,

triclormetiazide, politiazide o benztiazide, come pure

acido etacrinico,  ticrinafen, clortalidone, furosemide,
musoclimina, bumetanide, triamterene, amiloride e spirono-
lattone, nonché i sali di taii composti.,

I composti con formula I possonc essere formulati
per l'uso nella riduzione della pressione sanguigna in
composizioni come compresse, capsule o sciroppi per la

somministrazione orale, oppure in forma di soluzioni o

sospensioni sterili per la somministrazione parenterale.

Da circa 10 a 500 mg di un composto con formula I vengono
posti in combinazione con un veicolo,_supporto, eccipien-
te, 1legante, preservante, stabilizzante, aroma, €CC.,
fisiologicamente accettabili, secondo una forma di dosag-
gio unitaric quale richiesta nella pratica farmaceutica
:

accettata. La quantita di sostanza attiva in queste compo-
sizioni o© preparazioni & tale da ottenere un dosaggio
adatto nell'ambito sopra indicato. ] -

I fosfinilalcanoil ammino acidi c¢on formula I

possono essere preparati mediante reazione di un composto

avente la formula II

II
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con acido fosfinil-acetico © propionico avente la formula

CIII

IIX
R
—P— -CH~COOQOH.
R, f (CH,) ~CH-C
OR2
Nella formula II e nella descrizione, R'4 g alchi-
9
le, arilalchile o —9H~O—C—Yu. La reaziohe pud essere

X
condotta wutilizzando procedure note di formazione del

legame ammide. Ad esempio la reazione pud essere condotta
in presenza di un agente di accoppiamentb come dicicloesil-
carbodiimmide, oppure l'acido eon formula IITI pud essere
attivato mediante formazione della sua anidride mista,
dell'anidride simmetrica, dell'alogenuro dell'acido (prefe-
ribilmente cloruro dell'acido) o dell'estere acido, oppure
mediante l'uso del reagente K di Woodward, N-etossicarbo-
nil—2—etossi—1,2—diidroghinolina, N,N'—carbonildiimmidazo-
lo o simili. Una elencazione di questi metodi pud éssere

trovata in Methoden der Organischen Chemie (Houben-Weyl},

volume ;XV, parte II, pagina 1 e seguenti (1974).
I1 prodotto della reazione presenta la formula

v

IV
_ R, O 0
4 1,) ‘éé g ' 8 OR!
Ry -P-{CH I, “Rg 4
OR, :




I composti con formula I nei quali R2 & idrogeno
possono essere alternativamente ottenuti mediante (1)
trattamento del composto corrispondente con formula IV
in cui R & alchile con un alogenosilano come bromotrimetil-
silaqo e con acqua, oppure (1i) idrogenazione catalitica

del composto corrispondente con formula IV nel quale R2

’

& arilalchile, ad esempio utilizzando carbvne palladiato.

Questi prodotti presentanc la formula V

v
0 R, O 0 P
1 13 N ome
R,-I (CH,) -CHE-C-Rg-C-OR; .:
OH :

I composti con formula I nei quali R4 & idrogeno,

cioé i composti aventi la formula VI

possonc essere ottenuti mediante idrolisi basica di un
composto con formula IV o V. Alternativamente un composto
con formula IV o V, in cui R'4 & un gruppo estere facilmen-
te allontanabile (come t-butile), pud essere trattato
con acido trifluorcacetico ed anisolo per ottenere -1'acido
carbossilicé con formula I.

T fosfinilélcanoil ammino acidi con formula I
nei guale n & 1, possono alternativamente essere prepara-

+i mediante reazione di un composto con formula II con

)
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un fesfolanc avente la formula VII

VII O R
o 13
Rl-P-CH2~CH

| |
O C=0 .

La reazione procede molto facilmente quando condot-
ta in presenza di una base organica, ad esempio trietil-
ammina, piridina, N,ﬁ—dimetilammina o simidi, in un solven-
te organico inerte come acetonitrile, diclorometano, ete-—
re, tetraidrofuranc o simili.

I derivati dell'acido fosfinil-acetico o propioni-

co con formula III possono essefe preparati utilizzando
.

1
i

procedure note, si.veda ad ese%pio il brevetto U.GS.
4,168.267, rilasciato il 18 settembre 1979. I fosfolani
con formula VII possono essére preparati seguendo la proce-
dura descritta in .Zh. Obsh. Kim., 37:411 (1967) ed in

Zh. Obs?. Kim., 38:288 (1968). ?
: i EH
‘ 1
"Gli esteri dell'ammino acido con formula II sono
i
noti oppure sono facilmente ottenibili utilizzando tecni-
che note di esterificazione che vengono illustrate negli
esempli.
Procedimenti Jteriori per preparare 1 composti
della presente invenzione diverranno evidenti all'esperto

nel settore dall'invenzione stessa. Per esempio il gruppo

carbossile dell'ammino acido avente la formula VIII

0.
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VIII 8
H—RS—C-OH

pué essere protetto, ad esempio mediante conversione in
sale amminico, oppure in estere 2-idrossietilico o difenil-
metilico, pu@ essere fati® reagire con un acido fosfi-
nil-acetico o propionico con formula III .e :}njq ;3 guindi
essere privato'del gruppo pfotettivo per dar; un prodotto
con formula VI.-

L'esterificazione di un prodotto coﬁ formula VI
utilizzando procedure note nella tecnica, produce il corri-
spondente prodotto con formula IV.

Una procedura alternativa per preparare i composti
della presente invenzione nei quali R2 & alchile, arilal-

0 o
chile o —?H—O—C—Y e R4 ¢ idrogeno, comprende l'alchilazio-
x .
ne iniziale del corrispondente composto con formula V
in cui R' & benzidrile o t-butile e quindi il sottoporre
il composto cprrispondepte a scissione dell'estere con
acido trifluorocacetico e anisoclo 6 con altri reagenti

noti nella tecnica.

I composti con formula I (nei quali —RS—COO é

un residuc di un ammino acido diverso dalla glicina) esi-

stono nelle forme diasterecisomere oppure in miscele race-

miche; tutte rientrano nella portata della presente inven-

LS

zione. Sono preferiti gli isomeri L.

.
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I composti della presente invenzione in cui almeno
uno tra R2 e R4 & idrogeno,fOrmano sali basici con varie
basi inorganiche ed organiche, che rientranoc nell'ambito
dell'invenzione. Tali sali comprendono sali di ammonio,
sali di metallo alcalino come sali di litio, sodio e potas-
sio f{che sono ‘i preferitil sali di metalli alcalino terro-
si come sali di calcio e di magnesio, saliecon.basi organi-
che, ad esempio sale con dicicloesilammina, benzatina,
N-metil-D-glucammina, sali di idrabammina, sali con ammino
acidi come arginina, lisina e simili. Sono preferiti i
sali non tossici e fisiologicamente accettabili, sebbene
altri sali possono essere utili, ad esempio nell'isolamen-—
to o purificazione del prodotto. I sali vengono formati
utilizzando tecniche convenzionali.

Quelli che seguono sono esempi di attuazioni speci-—

fiche della presente invenzione.

Esempio 1

Estere metilico di N-//etossi(4-fenilbutil)fosfinil/ace-

til/-L-tirosina

1,1'-carbonildiimidazolo- (0,56 g) .fu aggiunto
a porzioni ad una soluzione raffreddata (0°C) di acido
[etossi{4-fenilbutil)fosfinil7acetico (0,98 g) in 70 ml
di acetonitrile. Quésta miscela di reazione fu agitata
sotto argon a 0°C per 1,5 ore. Il sale HCl di L-tirosina

metil estere (0,8 g) fu disciolto in metanolo e neutraliz-

1.
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zato con trietilammina (0,35 g). La soluzione fu concentra-
ta sotto vuoto, disciolta in 10 ml di acetonitrile caldo
ed aggiunta goccia a goccia alla soluzione sopra indicata
dell'estere dell'acido fosfinico attivato nella catena
laterale. La miscela di reazione fu agitata per una notte
sotto argon e duindi concentrata sotto vuoto. Una soluzio-
ne del residuo di fondo in diclorometand fu lavata (H20,
NaH003 acquoso, soluzione salina), essiccata (Mg804) e
filtrata per dare 1,4 g dell'estere metilico di N-//etos—

si(4-fenilbutil)fosfinil/acetil/~L-tirosina.

Esempic 2

Estere metilico di N-//idrossi(4-fenilbutil)fosfinil/ace-

til/~L-tirosina

Trimetilsililbromure (0,5 ml) fu aggiunto ad una
soluzione raffreddata di estere metilico di N-[[étossi(4—

~fenilbutil)fosfinil/acetil/-L~tirosina (1,4 g; si veda

l'esempio 1) in 50 ml di diclorometano. S5i agitd sotto

argon per 2 giorni e si concentrd quindi sotto vuoto. I1
residuo fu disciolte in 150 ml di acetato di etile, fu
lavato (NaH2PO4 acqueso al 10%, soluzione salina)' ed
essiccato (MgSOAi). I1 prodotto fu separato dal materiale
di partenza mediante estrazione con soluzione di acetato
di etile con tre ;.Jor'zioni di E\IaHCO3 acquoso al 25%. La
soluzione del bicarbonate fu acidificata con HC1l acquoso

al 10% ed estratta con due porzioni da 100 ml di acetato

13.




di etile contenenti 5 ml di isopropanclo. Si essiccd quin-
di con MgSO4, si filtrdo e si concentré sotto vuoto per
dare 0,94 g del prodotto analitico,
Calcolat C__H_ NO P:
alcolato per 2otogN0g
c, 60,96; H, 6,51; N, 3,23; P, 7,15
C. H__NO P.0,5 H_O:

per C,5H,6N0% 2
c, 59,72; H, 6,61; N, 3,17; P, 7,0 v

Trovato: C, 59,56; H, 6,27; N, 3,00; P, 6,7.

Esempio 3

N-//idrossi(4-fenilbutil)fosfinil/acetil/-L-~tirosina

L'estere metilico di N-//idrossi{4-fenilbutil)fosfi-
nil7aceti£7—L—tirosina (0,86 g;r si veda 1l'esempio 2} fu
discielta in 10 ml di metéﬁolo. Fu aggiunto idrossidoe
di sodio {0,24 g) in 7 ml di acqua e la soluzicne fu agita-
ta alla temperatura ambiente per 4 ore. Alla fine di que-
sto periodo di tempo il pH éra a pari a 10. Fu evaporato
il metanole e la miscela di reazione fu diluita con 20
ml di acqua, filtrata su filtro Millipore ed il filtrato
fu acidificato con KHSO4 al 10%.

La soluzione acquosa fu saturata con gale, estrat-
ta con acetato di etile, gssiccata (MgSO4), filtrata e
concentrata sotto wvuoto per dare 0,5 g di materiale anali-
tico.
Calcolato per C__H__NO P:

21 26 6

C 60,28: H 6,02; N 3,35; P 7,4
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per C_H_ NO P.0,25 H 0O:
21 26 6 2
C 59,64; H 6,08; N 3,31; P 7,3
Trovato: C 59,44; H 6,13; N 3,05; P 7,1.

. Esempio 4

o _
Eﬁ[letossi(4—fenilbutil)fosfinil7acetil];L-aqginina

Ad una soluzioﬁe di 5 g di acido /fetossi(4-fenil-~
butil)fosfinil7acetico in 132 ml di dimetilformammide
{DMF} anidra, alla temperatura ambiente é sotto azoto,
.furonq aggiunti 2,9 g di 1,l'~carbonildiimidazélo (cp1).
Dopo 1 ora alla‘temperatura ambiente, la miscela di reazio-
ne fu trattata con 3,1 g di L-arginina aggiunta come soli-
do in una porzione unica. Dopo agitazione della miscela
di reazione per una notte sqtto azoto, la DMF fu allontana-
ta sotto vuoto e la miscela greggia di reazione fu disciol-
ta in acqua, adﬂiﬁicata a pH 2 con HC1l concentrate ed

estratta con etere. La lavorazione delle strate etereo

produsse 1,7 g dell'acido di partenza. Il prodotte deside-—

rato fu isolato mediante applicazione dell'estratto acquo-

so acidificato ad una colonna a scambio ionico (AGSOW-X2)
(H+) preparata in acqua. L'eluizione inizialg con acqué
allontand il materiale acidico. Quando il pH ritornd ad
un valore prossimo a quello neutro, fu applicato un gra-
diente da acqua a' tampone piridina-acido acetico 0,07
M pH 6,5. Le frazioni positive al Sakaguchi furonc raggrup-

pate e liofilizzate per ottenere 2,1 g del prodotto. Que-
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sto materiale fu infine purificato su circa 500 ml di
resina Sephadex LH-20 in acqua per ottenere 1,9 g del
composto nel titolo, con punto di fusione 55-65°C; 1—;&—70
trascurabile.
Calcolato per 1,4 H20:
¢ 51,58; H 7,75; N 12,03; P 6,65.

Trovato: C 51,49; H 7,30; N';l,gs; P 6,70.

Esempio 5

2 —- _
_f-zzidrossi(4—fen11butil)fosfiniljacetiL?-L-arg;pina

Una .soluzione di Na-[ZEtossi(4~fenilbutil)fosfi—
nil?acetil?—L—arginina (652 mg; si veda l'esempio 4) in
15 ml di 4N acido bromidfido/acido acetico, fu mantenuta
alla tempergtUra ambiente in un pallone chiuso per una
notte. La miscela di reazione fu quindi bonificata .con
un flusso di azoto e trattata ripetutamente con acqua
e concentrata in un evaporatore rotante. La liofilizzazio-
ne produsse 1,04 g di prodotto greggio. .La cromgtografia
su resina carbossimetil cellulﬁsa leggermente acidica
Cﬁ—52 (H+) prédpsse un materiale che presentava ancora
0,75 equivalenti di HBr come indicato dalla microanalisi.
I1 composto nel titolo fu ottenuto alla fine puro per
passaggio attraverso una resina a scambio ionico {AGEOW-
-X2 (H+)) eluita dépprima con acqua per allontanare HBr,
quindi alla fine con piridina acquosa al 5% per dare un

totale di 178 mg di prodotto solide e bianco dopo liofiliz-

16.
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zazione. I1 prodotto era solvatato con 0,7 H20.

Esempio 6

Estere fenilmetilico di N-//(2-feniletil)(fenilmetossi)fo-

sfinil/acetil/-L-triptofanc

Acido Lf2-feniletil)(fenilmetossi)fosfiniﬁ?acetico
(3,2 g) e l,l'—carbonildiimiaazolo (1,6 g} furono agitati
in- 50 ml -di ‘acetonitrile anidro in un dbagno a ghiaccio
"per 1 ora. La base libera di L-tripteofano benzil estere,
derivata da 4,8 g del sale cloridrato (da etere/NaHCOs)

fu aggiunta a poco aceto-nitrile. Dopo agitazione a 0°C

per 1 ora, la miscela fu lasciaté a riposo alla temperatu-

. ‘“E

ra ambiente per una notte, ripresa in etere, lavata con
. L3 N .

E" ke A

NaHSO4 al 5%, con soluzione salina, con NaHCO3 a satura-—

zione, con soluzione salina (2 volte), essiccata (NaQSO4)

ed evaporata a secchezza per dare 5,7 g del prodotto.
Questo materiale fu cromatografate a flash su gel di sili~ *3

ce LP-1 (400 ml) eluito con acetatoc di etile e produsse A
i
4

" 3,6 g di prodotto sotto forma di olio leggermente colorato.

Analisi: calcolat rC H NOP:
nalisi: calcolato pe 35731705
¢ 70,69; H 5,93; N 4,71; P 5,21.
Trovato: C 70,55; H 5,98; N 4,65; P 5,28,

Esempio 7

Sale con ammoniaca ai N—[ZEdrossi(Z—feniletil)fosfinil?ace—

til/-L-triptofano

Estere fenilmetilico di N—[,I2-feniletil)(fenilme-
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tossi)fosfinil?acetil7—L-triptofano (B,B.g; si veda 1'esem-~
pio 6) fu disciolto in metanolo e fu aggiunto idrossido di
litio monoidrato (0,466 g) disciolto in poca acqua. La
miscela fu agitata alla temperatura ambiente per 2 ore; fu
aggiunto carbone palladiato al 10% (1 gi e la miscela fu
idrogenata ad una atmosfera per 2 ore. Il catalizzatore fu
filtratb attraverso Celite ed il filtrate fu evaporato a
secchezza. Il residuo fu disciolto in acqua, fatto passare
~attraverso il filtro Millipore e liofilizzato per dare 2,1
g di prodotto, con punto di fusione superiore a 350°C,
/47" +3,9°/1,H,0/.

RT
Analisi: calcolato per C__H__N O _PLi_.3H_ O:

21 21 2 5 2 2
¢ 52,51; H 5,67; N 5,83; P 6,45; Li 2,89.
Trovato: C 52,44; H 5,03; N 5,64; P 6,40; Li
3,1.

L'elettroforesi = mostrava che questo materiale

presentava due componenti.Esso (300 mg) fu cromatografato

su DEAE sephadex (60 ml) (forma OH, pH 7,4), eluito con

gradiente di NH4HCO3 (da 0,005 a 0,5 M). Le frazioni pure

(contenenti un solo componente per elettroforesi} furono

combinate ed evaporate.'Il residuo fu disciolteo in acqua,

filtrato su Millipore e liofilizzato due volte per da
- — —D - —

re 0,29 g del prodotto, /o _/ +3°/0,5, H29/.

RT

isi: t C N O P(NH , HO):
Analisi: calcolato per 21H23 20¢ ( 5 By )

C 56,12; H 6,28; N 9,35; P 6,87.




Trovato: C 55,95; H 5,980; N 9,43; P 6,60.

Esempi B8-24

Seguendo la procedura degli esempi 4 e 5, ma par-

tendo con il composto elencato in colonna I in luogo di

L-arginina,

si ottiene il composto elencato nella colonna

IJ. Nell'esempio 21 risulta necessario utilizzare un deri-

cato protetto della lisina. | .

10.

11.

iz2.

13.

14.

15.

Colonna I

L-alanina

L-leucina

N-metil-L-leucina

glicina

L-valina

L-isoleucina

L-fenilalanina

L-serina

Coleonna Il

2 == . .
N —Zéldr0551(4—fenilbutil)fosfl—
nil7aceti%}L—alanina

2 - .. . . N
N -//idrossi(4~fenilbutil }fosfi-
niL?acetil?—L—leucina

2 - . . . .
N -//idrossi{4-fenilbutil)fosfi-
nil/acetil/-N-metil-L-leucina

2 - A ,
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-
nil/acetil/glicina

2 ] . . .
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-
nil/acetil/-L-valina

2 - . . . .
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-
niL7acetil7—L~isoleucina

2 - . i . .
N -//idrossi{4-fenilbutil)fosfi~
nil/acetil/-L-fenilalanina

2 - . . . .
N -//idrossi{4-fenilbutil)fosfi-

nil/acetil/-L-serina

\Q.
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16.

17.

18.

19,

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

N-/

Colonna I

L-treonina

L-cisteina

L-metionina

acido L-aspartico

acido L—pglutammico

£ -t-butossicar-

bonil~L-lisina

L-asparagina

L~glutammina

L-istidina

L-norvalina

L-norleucina

Colonna 11

2 = . . .

N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-
ni£7aceti£7—L—treonina

2 .= . . .
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-
nil/acetil/-L-cisteina

2 . . . .

N —ZZidr0551(4fen11but11)fosfi—
ni;7aceti£7-L—metionina

. 2 - . ; .

acidoe N —-//idrossi(4-fenilbutil)
fosfinil/acetil/~L-aspartico

2
acido N -//idrossi(4-fenilbutil)

. fosfinil/acetil-L-glutammico

-
N -//idrossi{4-fenilbutil)fosfi-
nil?acetii?—L—lisina -

2
N -//idrossi{4-fenilbutil)fosfi-

e

-

nii?acetil?—L—asparagina —-

2 .- "l
N ~-//idrossi(4-fenilbutil)}fosfi-

ni!?acetil?LL—glutéhmina .

=

- R
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi-
nil/acetil/-L-istidina’

2 - . . . )
N -//idrossi{4-fenilbutil)fosfi-
ni;?acetil7-L—norvalina

2 - . . . .
N -//idrossi(4-fenilbutil)fosfi~

nil/acetil/-L-norleucina.

Esempic 27

12,2—dimetil—1—ossopropossi)metossi7(4—fenilbutil)fo—




sfinil/acetil7-L-fenilalanina

A) Estere fenilmetilico dell'acido fidrossi({4-fenilbu-—

til)fosfinil/acetico

Ad una scluzione di cloroformiato di benzile (1,8
ml, 12,6 mmoli) in 5 ml di tetraidrofuranc anidro fu ag-
giunta goccia a goccia una soluzione dell'acido /idrossi(4-
~fenilbutil)fosfinil/acetico (2,55 g, 10 mmoli) e trietil—
ammina (2,0 ml,'14, 5 mmoli} in 30 ml di tetraidrofurano
anidro a 0°C., Dopc completamento dell'aggiunta, la miscela
fu agitata a 0°C per 30 minuti ed alla temperatura ambien-
te per 1 ora. La miscela fu posta tra acetato di etile
e }{HSO4 al 5% e lo strato di acetat? di et?le fu evapora-
to fino ad ottenere un residuo. Il residuc fu ripreso
con NaHCO3 acquoso, lavato con acetato di etile e la solu-
zione acquosa fu‘acidificata a pH 1 ed estratta con aceta-
to di etile. Gli estrétti furono anidrificati (NaESO4)
ed evaporati per dare un prodotto greggio che fu triturato
con pentano pér dare un solido con punte di fusione 64—
67°C (3,30 g).

B) Estere fenilmetilico dell'acide //(2,2-dimetil-1—

—ossopropossi)metossi/(4-fenilbutil)fosfinil7acetico

L'estere fenilmetilico dell'acido /idrossi(4-fenil-
butil)fosfiniL?acetiéo (3,30 g, 9,5 mmeli) fu ripreso
in 10 ml di dimetilformammide anidra e trattato con trie-

tilammina (2,7 ml, 9,5 mmoli) e con clorometil pivalato




e

{2,8 ml, 19,4 mmoli) e si agitd alla temperatura ambiente
sotto argon per 16 ore. La miscela fu diluita con acetato
di etile e lavata con acqua, con KHSO4 al 5% e con NaHCO:3
a saturazione, quindi fu essiccata (NaZSOA) ed evaporata
fino ad un residuc che fu purificato mediante cromatogra-
fia per flash su gel di silice utilizzando 1l'eluente etil
acetato-esano per dare il diestere nel *titolo (3,65 g,
B3%) sotto forma di olio incoloro. TLC RF (acetato di
etile/esano, 1:1) = 0,39.

C) Acido [712,2—dimetil—1—ossopropossi)metossi?(dwfe—

nilbutil )fosfinil/acetico

L'estere fenilmetilico deil'acidg //(2,2-dimetil—
—1—ossopropossi)metossi?(4—feni1butil)fosfiniL?acetico
(2,95 g; 6,4 mmoli) in 75 ml.di,acetato di etile fu idroge-
nato a 48 psi sﬁ catalizzatore carbéne palladiato al 10%

(0,4 g) per 1 ora. La miscela fu filtrata attraverso Celi-

te ed evaporata a secchezza per dare 1l'acido nel titolo

sotto forma di olio incoloro che solidificava in un solido
con punto di fusione 48-50°C.

D) Estere N-idrossisuccinimmidico dell'acido [/{2,2-

—dimetil-l1-ossopropossi)metil/(4-fenilbutil)fosfinil/aceti-

Acido //{2,2-dimetil-l-ossopropossi)metossi/(4-fe—
nilbutil)fosfinil/acetico (2,22 g, 6 mmoli), N-idrossi-

succinimmide (0,69 g, 6 mmoli) e dicicleoesilcarbodiimmide
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(1,24 g, 6 mmoli) furono disciolti "in tetraidrofurano
anidro a 0°C. La miscela fu agitata per una notte alla
temperatura ambiente, filtrata ed il filtrato fu concentra-
to sotto vuoto fino a dare un residuc oleoso che fu tritu-
rato con etere diisopropilico, dando un solido con punto
di fusione 102-105°C (2,1 g).

E) N—[ZZ?2,2—dimetil—1—ossopropossi)metoss;7(4—fenil—'

butil)fosfinil?aceti;7~Lnfenilalanina

L-fenilalanina (1,65 g, 10 mmoli), trietilaﬁmina
(2,8 ml) 20 mmoli) ed estere N-idrossisuccinimmidico del-
ltacido /1(2,2-dimetil-1-ossopropossi)metossi/ (4-fenil-
butil)fosfini£7acetico (4,67 g, 10 mmoli) vengono disciol-
ti in 50 ml di dimetilformammide anidra e si agita per
una notte sotto argon alla temperatura ambiente. La misce-
la di reazione viene suddivisa tra diclorometano e KﬁSO4
al 5% e lo strato organico viene lavato con acqua e con
soluzione salina e quindi essiccato ed evaporato. per dafe
il prodotpo desiderato.

Esempic 28-34

Seguende la procedura dell'esempio 2?, ma sosti-
tuendos il composto nella colonna I in luogo dell'acido
[fdrossi(dﬂfenilbutil)fosfinil7acetico, il compostc nella
colorma II in 1uogo‘del clorometil pivalato ed il composto
nella colonna III in luogo di L-fenilalanina, si ottiene

il composto elencato nella colonna IV.

23.
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28,

29.

30.

31,

32.

33.

34,

Colonna 1 Colonna I1I

Acido [Edrossi(d—fenil clorometil L-alanina
butil)fosfinil?acetico pivalato
Acido /idrossi(4-fenil estere l-clorg L-fenilalanina

butil)fosfinil/acetico etilico dell'a
cido acetico

Acido /idrossi(2-fenil estere éloromg L-triptofanoc
etil)fosfinil/acetico tilico dell'aci
do iscbutirrico

Acido jfdrossi(A-fenil diestere etil L-fenilalanina
butil)fosfinil?acetico clorometilico

dell'acido car.

bonico
Acido /idrossi(ottil) estere l-cloro L-tirosina
fosfinil/acetico etilico dell'a

cido propionico

Acido /esil{idrossi) l1-cloroetil pi  L-metionina
fosfinil/acetico valato

A
PO -

L1=cloroetil pi &y;aggiﬁiné%

Acido [idrossi(4-fenil -
butil)fosfinilj-d - o
metilpropionico

i Rt
“valato

3

Colonna IIiI

N-//7{(2,2-dimetil)-ossopropossi/metos—
sif(4-fenilbutil}fosfinil/acetil/-L-
-alanina

N-/7/71-(acetilossi)etossi/(4-fenil—
butil)fosfinil/acetil/-L-fenilalanina

N-[YZT2~metil-l;ossopropossi)metossi—
—4—fenilbutil)fosfinil7aceti;7-L-trip—‘
tofano

N-///(etossicarbonilossi)metossi/ (4-
-fenilbutil)fosfinil/acetil/-L-fenil-
alanina

N-//ottil/l-(1~ossopropossi)etossi/
fosfinil/agetil/-L-tirosina

N-//{1-(2,2-dimetil-1-ossopropossi)
etossi7/(esil)fosfinil/acetil/-L-metio-
nina

N-/2-metil-1-osso-//1-{1-ossopropos—
si)etossi/(4-fenilbutil)fosfinil/pro-
pil-L-arginina.



RIVENDICAZIONI )

1. Composto avente la formula
) R 0 @]
-p- -CH—C-R—-C~U~ ’
_OR2

o sale relativo, in cui Rl & alchile, arile, arilalchi-

le, cicloalchile o cicloalchil (alchile); -«

R2 e R4 sono ciascuno indipendentemente idrogeno,
9 .

alchile, arilalchile o -CH-0-C-Y, dove X é idrogeno,

alchile ¢ fenile e'Y & idrogeno, alchile, fenile o alcos-

si, oppure X e Y sonoc assieme

-

—(CH2)2—, —(CH2)3j, —C§=CH--?: z::s

'R3 & idrogeno o alchile;

O
1 C. '
-R_~—-C-~0- & un residuo di un ammino acido scelto

5
nel gruppo consistente di glicina, alanina, valina, norva-
lina, leucina, N-metilleucina, norleucina, isocleucina,
fenilalanina, tirosina, serina, treonina, cisteina, metio-
nina, acido aspartico, acido glutammico, arginina, lisina,
asparagina, glutammina, istidina, o triptofano; e
n & O oppure 1,
2. Composto secondo la rivendiéazione 1, caratterizza-

to dal fétto che n & 1.

3. Composto secondo la rivendicazione 1, caratterizza-—
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to dal fatto che R2 e R4 sono entrambi idrogeno.
4. Composto secondo la rivendicazione 1, caratterizza-

to dal fatto che uno tra R2 e R4 & idrogeno e 1l'alte & -

-?H-O—C—Y.
S
5. Composto secondo la rivendicazione 1, esteremetili-

co di N-ZZ;tossi(4—fenilbutii)fosfinil7aceti£7—L—tirosinaf

6. Composto secondo la rivendicazione'l, estere metili-
co di N—ZZidrossi(4—fenilbutil)fosfinii?acetil?—L—tirosina;
7. Composto secondo la rivendicazione 1, ijZEdrossi

(4-fenilbutil)fosfinil/acetil/-L-tirosina.

8. Compeosto secondo la rivendicazione 1, N2—ZZEtossi
(4-fenilbutil)fosfinil/acetil/~L-arginina.
9. Composto secondo la rivendicazione 1, N 1[Z3drossi
(4-fenilbutil)fosfinil/acetil/~L-arginina.
10. Composto secondo la rivendicazione. 1, estere fenil-

~metilico di N—ZZIZ-feniletil)(fenilmetossi)fosfinil?ace—
til7—L~triptofano.

1l. Composte seconde la rivendicazione 1, sale di
ammoniaca di N—[Zidrossi(2ufeniletil)fosfinil?aceti£7—L—

—triptofanc.
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/ Caso No.: HAz47
DICHIARAZIONE E PROCURA
Domanda origina;e

Quale sottoscritto inventore, io dichiaro che:

la mia residenza, l'indirizzo postale e la cittadi-
nanza sono come pill oltre indicato presso il mio nome;
che .

in wverita ritengo di essere l'originale; primo
e solo inventore dell'invenzione avente il titelo:

FOSFINILALCANOIL AMMINO ACIDI

3

»

”‘;‘.
che & descritta e rivendicata nella descrizione %

%2
allegata; che bl
non so e non ritengo che la stessa fosse nota

od in uso negli Stati Uniti d'America prima della mia ...

| gk

invenzione o brevettata o descritta in pubblicazioni iﬁ‘
qualche paese prima della mia invenzione, o pit di ﬁn';§
annce prima della presente domanaa, od in usc pubblico
od in vendita negli Stati Uniti 4'America pid di un anno
prima della presente domanda, che l'invenzione non é stata
brevettata o fatta oggetto di un certificato_d'inveﬁtore
rilasciato anteriormente alla data della presente domanda
in alcun paese straniero in base ad una domanda depositata
da me o dai miel iegali rappresentanti ¢ cesssionari pin
di dodici mesi prima della presente domanda, che conosco

il mio dovere di rivelare le informazioni delle quali

29-
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sono a conoscenza che possano costituire materiale per
l'esame della presente domanda, e che nessuna domanda
di brevetto o certificato d'inventore in relazione alla
presente domanda & state depositato da me o dai miei
legali rappresentanti o cessionari in alcun paese stranie-
ro ad eccezione di quelli qui di seguito elencati:
nessunoc

Nomino c¢on la presente 1 seguenti proéuratori
e/o agenti per 1l'inoliro ldella presente domanda e per
evadere tutte le pratiche ad essa re;ative presso 1'Uffi-
cio Brevetti e Marchi:
Lawrence S. Levinson Registrazione No. 17.663
Donald J. Barrack registrazione No. 26.414

Indirizzare tutte le chiamate telefoniche a: Do-
nald J. Barrack

Tel. No. (609)921 - 4328

Indirizzare tutta la corrispondenza a:

Lawrence S. Levinson

E. R. Squibb-Sons, Inc.

P.0. Box 4000

Princeton, New Jersey 08540.

Dichiaro inoltre che tutte le dichiarazioni conte-
nute nella presente, per quanto risulta a mia conoscenza,
sono veritiere, e che tutte le dichiarazioni rilasciate

su informazione e credenza sono da ritenersi veritiere;



ed inoltre che queste dichiarazioni sono state fatte sapen-

do che dichiarazioni volontariamente false e simili scno

punibili mediante contravvenzione, © reclusione, od entram-—

bi, ai sensi dell'articole 1001, paragrafo 18, del Codice

degli Stati Uniti, e che dette dichiarazioni volontariamen-—

te false possono pregiudicare la validita
o di gqualsiasi brevetto che ne risulti. *
Nome completo dell'®inventore:

Edward W. Petrillo Jr. (Firma)
Data: 19 novembre 1981
Residenza: Pennington, N.J.

Cittadinanza: Stati Uniti

della domanda

Indirizzo postale: 433 Sked Street, Pennington, N.J. 08534.

PER TRADUZIONE CONFORME

JACOBACCI - CASETTA & PERANI

; B.p.A
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