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El objeto de la invencidén es la obtencidn de
un octadecapepturo nuevo de la férmula écido L-asparaginilo~};?i
Legserilo=zlicilo~L=prolilo-I=tirosilo=l=lisilow-L-metionilo- |
L-glutaminilo=L-histidilo~L-fenilelanilo~L~arginilo=L~trip
5e tofilo=glicilo=Iw=gerilo=L=-prolilo«L~prolilo=-L-lisilo-L-aspa

razinico-, asi como del compuesto correspondiente que, en




lugar del resto glutaminilico, muestra el resto del acido 554
glutaminico, y de sus derivados y sales de adicidn de dcido. |
Los nuevog vompuestos tienen el efecto de la hormong hipofi
senica natural/g-MSH estimuladora de melanociteno, muestran,

5, - Sin embargo, con respecto a ésta, la ventaja de que se pue=
den sintetizar con mfs facilidad. Los nuevos octadecapeptu
ros se pueden emplear en lugsr de los [SH naturales como me-
dicamentos o como productos intermedios para la obtencién de
= -1iSH,

10 Los nuevos pepturos se obtienen sezln los métodos
conocidos para la preparacién de pepturos, ligdndose los
dcidos aminicos en la secuencia mencionada bien individual
mente o bien después de previa formecibén de pequefias unida
des de pepturo. 4si se puede lizar una de las moléculas del

150 4cido amfnico respecto del pepturo en forma de un éster con
otra molécula del écido sminico o del pepturo, que contiene
un grupo aminico protegido, en presencia de un medio de con
densacidn, tal como un carbodiimida o un halogenuro del és=
ter Gel &cido fosférico, o con el éster del dcido amfnico,

20, respecto al éster peptlrico con crupo amfnico libre, se puedef{{
reaccionar un dcido amfnico respecto un pepturo con grupo L
carboxilico sctivado (y grupo aminico protegido), por ejem
plo un halogenuro, szuro, anhidrido, imidazoluro de fcidd
$ un &ster activedo, tal como el éster ciammet{lico o el

25 éster carboximetilotidlico. Al revés, se puede reaccionar
también un dcido eminico respecto un pepturo con grupo carbg
x{lico libre (y zrupo aminico protegido) con un fcido amini
co respecto un pepturo con grupo sminico activado (y'grupo

carbox{lico protegido), por ejemplo un emida fosfitica. Todos??lf



‘" U P .
- 3 -~ N L /\ A
& SN g <

los métodos mencionados se pucden gplicar para csda una
de las formeciones de uniones de pepturo gue, segin la
invencidn, entren en consideracidn, pero los procedimientos
mencionados en los ejenplog son especialmente ventajosos.
Do Los nuevos octadecapepturos se pueden sintetizar
tembidn por ligado sucesivo de los distintos dcidos amini
cos 0 pequeflas unidades de pepturos. Ventajosausnte se ob-
tienen, sl el heptapepturc L-asparaginilo-L=-serilo-glicilo-
L-prolilo=I=~tirogilo-L-lisilo~L=metionina, con grupos amf-
104 nicos protegidos, § sus derivados reaccionables, se ligen
con el undecapepturo dcido L—glutaminilo-L—hiétidilo-L-
fenilalanilo=L=arginilo=L=triptofilo=glicilo-li=serilo=L
prolilo=~L=prolilo-L-lisilo-L-asparaginico, cuyos ZTUDOS
carboxilicos estdn funcionalmente modificados ¥ cuy'o Srupo
150 % —aminico del resto lisflico estd protegido, respecto con
el compuesto correspondiente gue, en 1ugar'del resto gluta
minilico, contiene el resto del &cido glutaminico, & sus dg
rivados reacccionables, bajo formecidn de una unién peptd-
rica entre el resto L-metionilico y el resto L-~gluteminilico
20« o glutamilicos
La obtencidn de la unién peptirica se efectua
preferentenmente en presencia de carbodiimids como medio de
condensacidne
Los grupos libres, funcionales, que no participan
25, en la reaccidn, existentes en los materiales de pertida, se
protegen convenientemente, especiasluente mediante restos
fécilmente disocigbles por hidrdlisis o reduccidn, el gru
po carboxilico, preferentemente por esterizacidén, por ejem

plo con metanol, alcohol bencilico, alcohol p-nitrobencilico
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o por amidizacibn, los grupos eminicos, por ejemplo,

por introduccidn del resto tosilico o tritilico, 8 espe
cialmente del grupo carbobenzoxi o grupos protectores de
color, tal como el grupo p-fenilazo-benciloxi-carbonilicoe
Para proteger el srupo < =-anfnico de los restos lisilicos:
se emplea prefercntemente el resto tosilico. La transforma .
cibn de un grupo NH protegido en un ;rupo libre, asi como
la trensformacidn de un srupo carboxilico funcionglmente
modificado en un grupo carboxilico libre se efectua segin
nefodos en si conocidos, mediasnte tretamiento con medios
hidrolizantes respectivamente reauctores.

Los hepta=- respectivamente undecepepturos smpleg
dos como umaterial de partida y sus derivados se obiienen
seulin los métodos conocidos para la obfencién de pepluros
arriba descritose :

El undecapepturo Acido-L-gluteminilo-I~histidilo- ﬂ;?
L-fenilalanilo~L=arginilo=L=triptofilo=glicilo=lmserilo=li-
molilo=I=-prolilo-L~lisilo-L-asparaginico, respecto el com
puesto correspondiente, empleado como mglial de partida
que en lugar del resto gluteminflico contiene el resto del
dcido gluteminico, muestra una buena actividad USH y se
puede por lo tento emplear también como medicamentos

Segln el modo de trabajo se obtienen los nuevos
compuestos en forma de bases o de sus sales. De las sales
se pueden obtener, en forma conocida, las bases. De estas
dltimas a su vez se pueden obbener las sales por reaccidn
con dcidos adecuados para le formacidn de sales de aplicg
cibn terapeitica, tal como por ejemplo con Acidos inorgh-

nicos, tal como Acidos halogeno hidrogénicos, por ejemplo




5e¢

10,

156

20.

254

dcido clorhidrico & 4cido bromohidrogénico, dcido nitrico,

dcido tiocidnico, 4cido sulférico, dcido fosférico, § con

dcidos orgénicos, tal como dcido acético, dcido propibnico, -

dcido slicdlico, Acido ldctico, dcido pirogdlico, dcido o
xalico, Acido maldnico, dcido succinico, dcido maleinico,
acido fumarico, &cido tdririco, Acido citrico, 4cido ben=
zoico, dcido cinemdnico, Acido salicflico, dcido 2-fenoxi-
0 2-acetoxibenzoico, dcido amigddlico, dcido metanosulfé-
nico, acido etanosulfénico, dcido hidroxietaenosulfénico,
decido sulfanflico.

Los octadecapepturos obtenidog segin la presente
invencidn se pueden emplear en forma de preparados farmg=
cellicoss Estos contienen los pepturcs en mezcla con un
material vehiculo orgdnico o inorgdnico, farmaceltico,
adecuado pars aplicecidn enteral o parental. Como tales
entran en consideracién aquellos materiales que no reaccio
nen con los polipepturos, tal como por ejemplo gelatina,
lactosa, glucosa, sal comin, almiddén, estarato de magne-
sio, talco, aceites vegetales, alcoholes bencilicos,
-goma, clicoles polialquilénicos, vaselina, colesterina u
otros vehiculos medicinales conocidos. Los preperados
farmacedticos se pueden presentar por ejemplo como table
tas, crageas, polvos, cremas, unglientos, supositorios, o
en forma liquida como soluciones,‘auspensiones 0 emulsio=
nes. In caso dado estardn esterilizados y/o contendrén
nateriales auxiliares tales como medios de conservacidn
cstabilizacidn, reticulacidn o euulsidn.

Agimismo pueden contener otros materiales

dcido benzol- § toluolsulfénico, dcidos naftalinsulfénicos, &
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tereapelticanente valiosos.
La invencidn se describe en los siguientes

ejemploss Las tempersturas estén indicadas en grados Celsioe -

Ejemplo 1
50 Ester de carbobenzoxi-glicina~p-nritrobencilo.

Una solucidn de 105 g (0,5 mols,) de carbobenzoxi-glicina, N
103 g (0,6 mol) de cloruro p-nitrobencilico y 85 ml (0,6mol) - :.
de amina trietilica en 1000 ml de &ster acético, se calien o
ta al reflujo durante 15 horas, a continuacién se enfria
'10.  y se f£iltra del hidrocloruro de trietiloamina precipitadas
El filtrado se lava, enfrisndo con hielo, con solucién
de carbonato sédico 2-n y agua, Se seca y en vacio se con
centra a wnos 300 ml, separdndose el producto de reaccidn
en forma cristalinae; una sezunda fraccibn se obitiene median
15 te la ulterior concentracidn de la lejla madre y adicidn
de dter, total 145 g. Después de recristalizar de alcohol:
139 g (81%). PJFo 108-1102,
Ljemplo 2
Ester de glicing~p=-nitrobencilo

200 103 g (0,3 mol,.) de éster de carbobenzoxi-glicina~-p-nitro
benecilo (vease ejeiplo 1) se disuelven.en 600 ml de Acido
acético glacial caliente y a 10-152 se mezclan con 215 ml
de bromohidrdgeno 4,2-n en dcido glacial (0,9 mol.). Al
reposar z teuwperatura de sumbiente se separa el hidrobromuro

250 dristalino del éster de glicina-p-nitrobencilo; después de
2 horas se filtra y el cristalizado se lava con Acido acéti
co ulacial y alcohol; rendimiento 80,5 g (92 %), PoTe
197-2008, Ll producto se recristaliza de mebanol:s P.T.

2022052,
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Para transformerle en el éster libre se disuel
ven 53 g (0,2 nol) del hidrobromuro en 100 ml de agua, Se
cubre con 300 ml de éster acético y a 02, agitando, se
mercla con 50 ml de solucidn de carbonsto potdsico saturg

da, fria. La fase éster acédtica se separa y ls solucién

5e

acuosa, después de saturarla con carbonzto potésico sblido,

se vuelve a extraer 2 veces con éster acébico. Las fases

éster scdticas reunidas se secan y dan, después de evaporarff’;v
cuidadosanente en vacio a temperatura de aubiente, 36,48

(87 %) de é&ster de slicing-p-nitrobencilo como residuo

10.
cristalino del P.F. 50-528, que se puede segulr elaborando ' ..

directamente. Despuds de recrigsializar dos veces de mucho :
éter, el punto de fusibn del material, de andlisis puro,
estd invarieble.

156 Bjeuplo 3

Bster de carbobenzoxi-L-~serilo=glicina-p-nitrobencilo

12 g (0,05 mol) de carbobenzoxi~Le=serina y 10,5 g (0,05

mol.) de éster de glicina=-p-nitrobsncilo (vease ejemplo 2)
se disuelven en 120 ml de cloruro metilénico y se enfria

a 02, separdndose rdpidumente un couplejo en forma de sal

200
| de los couponentes de la reaccibn (esta reaccidn se pre-
senta en esscala aumentada al emplear acetonitrilo como
disolvente, al;o mis lentamente en formamide dimet{lica)s
La wezcla se mezcla con una solucién de 11,3 g (0,055 mol.) JAG
25, de diciclohexilcarbodiimida en 20 ml de cloruro metilénico =

y se agita durante la noche a 0923 aqui se disuelve lenta
mente la sal y el mismo tiempo se separa una mezcla del
producto de reaccién y diciclohexilirea que, despuds de

auregar 0,5 ml de dcido acédiico glacial (para destruir el
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carbodiimida en exceso), se filtra y se lava con cloruro
metilénico, Para separar la diciclohexilirea se agita el
material con 150 ml de tetrahidrofureno, la Urea sin di
solver sefiltra y el filtrado se evapora en vacio. A1
mezclar el residuo con éster acético cristaliza el produg
to de reaccidn que, despuds de reposar durante la noche
a 02, se filtra. Después de recrisializar de étanol se
obtienen 15,0 g (70 %) de material puro del P.F. 121-1238
[”“73:0 = —8,59 (c = 2,01 en dcido acético glacial); la h
lejia madre solo da un producto amorfo, parcialmente
racemizado,

Si la reaccidén se efectua en formemida dimeti

lica, entonces, como producto secundario, se formas aproxi

madamente 15 % de carbobenzoxi-L-serilo=N,N'=diciclohexil= ol

urea del P.F. 170-1712 (de metanol) que se separa s0lo
con dificultad del prbducto principals,

Para la comprobacibén de la pureza Sptica se hi-
driza una prueba del éster de carbobenzoxi-L-serilo-glici
na-p-nitrobencilo en presencia de carbdén de palzdio.

Despuds de recibir la cantidad de hidrdgeno calculada

(5 equivalentes) muestra la L-serilo-~glicina obtenida:

- 26
lfeg] 5 = 4+ 31,32 (¢ = 3,17 en dcido clorhfdrico 1~-n)

Ejemplo 4
Bster de I—serilo-glicina-p-nitrobencilo

Una solucién de 43,1 g (0,1 mol) de éster de carbobenzoxi-_fk 

L-serilo~-glicina-p-nitrobencilo (vease ejemplo 3) en 100
ml de &ster acético se mezcla con 200 ml de una solucidn
2-n recién preparada, a 02, de cromohidré:eno en éster

acético. Después de unos 10 minutos empieza la separacién
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de cristales, después de 2 horas se decanta el disolvente
el materisl cristalino se lava con éster acéiico, se filtra
y se seca en vacios. El hidrobromuro en bruto, 30,0 g (79 %)
funde a eproximadamente 1402 y estd la suficientemente puro
para la ulterior transformaéién en el éster de dipepturo
libree.

Mediante recristalizacibn de alcohol se obbiene
el material de andlisis puro del P.F. 148-1502; {0{];7 =
+ 122 (¢ = 2,02 en agua)

| La reaccion se puede efectuar igualmente con
bromohidrézeno en dioxano, pero aqui el hidrobromuro no
crigtalize de la solucidn de reaceidn y por lo tanto es
mds dificil de aislar; con bromohidrégeno en écido acético
glacial o nitrometano se forma un material aceitoso.

Para transformarle en la base libre se supenden
29,0 g (0,077 mol) del hidrobromuro en 450 ml de cloroformo
gseco ¥y a 02 se nezcla en 40 ml de una solucién 2,5=n de
amoniaco en metenol (aproximsdamente 1,3 equivalenbes)e Al
agitar la mezcla a 0% el material se disuelve rdpidamente
él migmo tiempo que se eepara sl bromuro aménico. Despuds
de 15 minutos se filtra, el disolvente se destila eu vacio
a temperatura de ambilente y el residuo cristalino se lava
con éster acdtico frio y éter. El éster on bruto, 16,9 g
(74 %), P.F. sproximadamente 852 se puede emplear directa-
mente para ulteriores reacciones,

Recristalizando dos veces de acetonitrilo se

obtiene el &ster del dipepturo de andlisis puro del P.Fe

94"969 °
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Ejenplo 5

Ester de carbobenzoxi-L-asparaginilo-L-serilo=-izlicing=p-
nitrobencilos

26,6 g (0,1 mol) de carbobenzoxi=-Leasparagina y 19,3 &
(0,065 mol.) de éster de Leserilo=glicing-p-nitrobencilo,
recién preparado, (vease ejemplo 4) se disuelven en 100 ml
de formamida dimetilica y agitando se ﬁezcla a =102 con
una solucidn previamente enfriada de 20,6 g (0,1 mol) de
carbodiimida diciclohex{lico en 200 ml de nitrilo acéticos
La mezcla de reaccidn se mezcla en el plazo de 10 minutos
con otros 300 ml de nitrilo acético frio y se agita durante
1 hora a -102 y duranle la noche a 02, Después de agregar
0,5 ml de 4eido acético glacial se filtra la mezcla precipi
tada del producto de reaccidén amorfo y la diciclohexilures
se lava con formamidae dimetilica/nitrilo acdtico 135, nitri
lo acético y éter y se seca en vacio. Para separar el iatg
rial de pariida, eventualmente ain existente, se agita la -
mezcla finamente pulverizada con dcido clorhidrico l-n y

a continuacidn con bicarbonato sédico l-n frio, se filtra
y se lava con agua y alcohol frio. El material seco se
agita con 100 ml de formawida dimet{lica, se filtra la
diciclohexilurea insoluble, se lave con formamida dimeti
lica y el filtrado se concentra en vacio a unos 50 ml. Al
agregar 150 ml de metanol caliente cristaliza la substancia
en forma de agujas finas, P.F. 210-2129 (<] il = =12,29

(¢ = 2,38 en dcido acético); rendimiento 15,8 g (45 %)*
Ejemplo 6

Carbobenzoxi-L-gsparaginilo-T-serilo—-zlicina.

Una suspensién de 8,2 g (15 mllol.) de &ster de carbobenzoxi=

L-gsparaginilo-L~gserilo=glicina~p~-nitrobencilo (vease ejeu-

plo 5) en 75 ml de dioxano se mezcla agitando en el plazo
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de 30 minutos gota a zota con 36 ml de sosa caldstica
0,5-n (pH 11~11,2). Después de otros 15 minutos se ajusta

la solucidn clara con dcido clorhidrico 1-n a un pH de 7

vy en vaclo se concentra a wnos 10 ml. El material cristalino “:'f

precipitado se disuelve umedlante adicidn de 20 ml de agua
v para retirar el alcohol p-nitrobencilico se extrae la so
lucidn 2 veces con éster acdtico y a 402 se acidifica con
15 ml de 4cido clorhidrico 2-n. Al enfriar rapidaumente se
separa el producto de reaccibn en forma de apujas enmarafig
das que, después de 1 hora, se filtran y se lavan neutro

con agua (5,0 g. P.F. 176-1782), Después de recristalizar

- .20 “r
de agua; 4.1 g (67 %) P.F, 185-1868 [} = 8,42 (c = 190 77
) D . S

en 4cido acdiico glacial).

Ejemplo 7
Eoter metilico de carbobenzoxi-L-nrolilo-L-tirosinae

Una solucidn de 100 g (0,4 mol) de carbobenzoxi~L-prolina

vy 78 3 de &ster metilico de tirosina en 1000 ml de cloruro
metilénico se mezcla a 02 con 86,5 g (0,42 moi) de dici=
clohexilcarbodiinida ¥ se deja reposar durante la noche a
02, Después de agregar 3 ml de dcido acético glacial se
filtra de la diciclohexillirea precipitada y el filtrado se
lava enfriando con Acido clorhidrico 1-n, solucidn de
bicarbonato sbdico l-n y agua, se seca ¥y Se evaporaa‘El
residuo da, &l mezclar con ester acético, 150 g (91 %) de
material cristalino del P.F. 72-742. Después de recristali
zar 2 veces de acetona-dter el punto de fusibn del material
de andlisis puro, estd invariable, Cﬁ{] 5 = -242 (o = 4,08

en alcohol).
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Ejemplo 8
Carbobenzoxi-L-prolilo-L~tirosing

149 g (0,35 mol) de &ster metilico de carbobenzoxi=-L~prolilo
~I=tircsina (vease el ejemplo 7) ge disuelven en 750 ml de
metanol, se enfria a 02 y se mezclz con 900 ml de sosa cals
tica 1-n previamente enfrisda. La gsolucidén se deja reposar
durante 2 horas a 09, se ajusta con dcido clorhidrico 2-n

2 un valor pH de 7, en vaclo se libera del metanol y a 02

ge acidifica con &cido clorhidrico 2-n. El material aceifoso
precipitado se recibe en éster acético, se extrae con solu
cidn de bicarbonato sbddico 1l-n, sgrezando 4cido clorhidrico
2-n g 02 se precipite de la solucidén acuosa alcalina como
acelite & nuevemente se recibe en éster acético. La solucidn
egter acética secada da, después de cvaporar en vacio, 135 g
(94 %) de substancia como espuma incolora, que se puede
emplear directaumente para ulteriores reacciones.

Eiemplo 9

Ester metilico de carbobenzoxi-I=prolilo=L-tirosilo=L= Z -
togilo~liging.

Una solucién de 135 g (0,33 mol]} de carbobenzoxi-~IL~prolilo=
I-tirosina (vease el cjenplo 8) y 109 g (0,35 mol) de ester
met{lico de L-% ~tosilo~lisina en 1000 ul de acetonitrilo
se mezcla, a 02, con 72 g (0,35 mol) de diciclobexil~-
carbodiimida, se dejes reposar durante la noche a 02 y des-
puds Ge agregar 2,5 ml de dcido acético glacial se filira
de la diciclohexildrea precipitada. Bl filtrado se evapora
en vacio, el residuo se recibe en 1000 ml de éster gcdtico,
la solucidén se lava enfriando con dcido clorhfdrico 1-n

solucién de bicarbonato sédico l-n y agua y en vacfo se
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concentra a unog 500 ml. Al reposar 8 09 se separa lenta
mente el producto de reaccidén en forma amorfa (163 go P.F.
131-1332). Dospués de recristalizar de metanol se obtienen
139:58g.(60 %) de uweterigl cristalino fino del P.F. 134-1362
[ “

.2
. ~-47¢ (¢ = 4,01 en alcohol).

i

Lz acetilacibén con enhidrido del écido mcético en
pridina da el ester metilico de carbpbenzoxi-L-prolilo-L-0-
scetilotirosilo~I=Z ~tosilo-lisina del P.F. 109 - 1112
(de éster acético) [cij i? = =42,32 (¢ = 1,80 en etanol).

Ljemplo_ 10
Carbobenzoxi=L=prolilo=Le=tirosilo=L-% ~tosilo~L-Llisina

7,1 g (10 mMol) de éster metilico de carbobenzoxi=L=-prolilo- gﬂffﬁ,

I=tirosilo-L-% =~togilo~lisina (vease ejemplo 9) se disuelten S

en 30 ml de metanol, sm mezcla con 30 ml de sosa calstica
l-n y se Geja reposar durante 2 horas a tlellperatura de
anbiente. La elaboracidn de la solucién de reaccidn se
efectua en la forma indicada para la carbobenzoxi-L-prolilo=
I-tirosina y d4, después de mezclar el producto en bruto

con éter 6,8 g (98 %) de substancia como polvo amorfo, in-
coloro L-o(-jl) = =33,22 (¢ = 4,76 en alcohol).

bijemplo 11
Beter metflico de L=prolilo=L-tirosilo=L=2< =tosilo=lising

50 & (0,07 mol) de éster met{lico de carbobenzoxi-L=prolilo=- :gff

L-tirosilo-L-Z ~tosilo-lisina (vease ejemplo 9) se disuel-
ven en 200 ml de metanol, se mezcla con 1 equivalente de

una solucidn de clorohidrdgeno en metenol y se hidriza en
presencia de 1,5 g de carbdén de paladio (al 10 %) a tempe-
ratura de ambiente y presidn normal, con lo gue el didxido

de carbono, que se forma, Se absorbe en sosa cadsticas
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Despuds de recibida la cantidad calculada de hidrdgeno
se para la hidrizscidn. La solucién filtrada del catali
zador se evapora en vaclo y el residuo, parcialmente
cristalino, se frota con éster acético. Recristalizando
5e 2 vebes de metanol se obtiene el hidrocloruro del @ster
tripeptirico de andlisis puro del P.F. 178-1802 (al ca-
lenter rdpidamente) & 198-2002 (el calentsr lentamente),
[:ij. = =~19,42 (¢ = 2,16 en agua); rendimiento 37,0 g (87 %) 8
’ Parg la trensformacibén en el éster libre se suspenden 33,5
10, g (0,055 mol) del hidrocloruro en 350 ml de éster acético
y se mezcla con 30 ml de una solucidn 2,5-n Ge amoniaco
en metanol y se agita durante 30 minutos a temperatura de
ambiente, con 1o que el material de partida se disuelve
totalmente. El bromuro ambnico precipitado se filtra y el
154 filtrado se evapora en vacio y el residuo se recibe en
100 ml de dster mcético. Al reposar durante la noche a
02 ge separa el éster tripeptirico en forma cristelinaj
31,3 g (99 %) P.F. 82-842. Despuéz se recristaliza una
prueba dos veces P.F. 85-872 P<]2 = -15,82 (¢ = 5,44 en
20. alcohol) g “
Tanto el hidrocloruro como el éster libre son
uniterios en la cromatografia de papele

Ejemplo 12

Bster metilico de butilo terc.=oxicerbonilo-~IL=-prolilo~IL-
tirosilo=IL= 2 ~tosilo-~lisina.

25 Una solucién de 31,3 & (54 mllol) de éster metilico de Im
prolilo-I-tirosilo-I-Z ~tosilo-lisina recien preparado
(vease ejemplo 11) en 60 ml de piridina seca se mezcla
con 13,1 g (55 mlol) de carbonato butilo terc.-p-nitrofe

" nilico y se deja reposar durante la noche a 202, Ia solu
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. .
cibén de reaccidén se concentra en vacio & un volumen peque

flo, se mezcla con éster acéiico y enfriando con hielo se
lava tres veces con dcido clorhidrico 2-n, dos veces con
solucidén de bicarbonato sbédico 1-n ¥y con agua, se Seca, ¥
se evapora en vac{o. El residuo da después de frotar varias
veces con éter 35,5 & (98%) de una espuma ligeramente amg
rillenia. Da substancia muestra ser unitaria en cromatogra
fia de papel (despuds de hidrélisis del grupo butilo terce=
oxicerbonilico y del grupo estérico con dcido clorhidrico
concs 60 mine a 402) y en la distribucidn en contra-corrien
te seg. Cralg (Sisfema metenol=agua~cloroformo-tetracloro-
carbono 8:2:5:5).

Lijemplo 1

L-prolilo-I=tirosilo-L=£ —posilo~lising

a) una solucidn de 6,11 g (10 milol) de hidrocloruro del

ster metilico de L—prolilo-L—tirosilo-ErEf-tosilo-lisina

(vease el ejemplo 11) en 40 ml de sosa cadstica 1-n se deja ff;f

reposar durante 1 hora a 02 y a continuacién se ajusta
con fcido clorhfdrico 1-n el valor pH a 5. El material pre

eipitado se filtra y se lava con agua y alcohol; 4,67 g

(83 %) P.F. 202-2240. Para la ulberior limpieze se disuelve '

la substencia en 20 ml de formemida dimetilica caliente,
se filtra del poco materiasl insoluble y se mezcla don

50 ml de metanol caliente con 1o que se separa el N %
tosilo-tripepturo en forma de agujas finas del PoF. 224~
2269: 4,40 g (79%); [({]27 = =16,62 (¢ = 3,99 en formgmida
dimetilica), -36,4 (c =])2,36 en solucidén de bicarbonato
potdsico 0,5-n); cromatografia de papel unitaria.

b) 3,47 g (5 mliol) de carbobenzoxi-L-prolilo-I~tirosilo=
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I- Z-tosilo-lisina (vease el ejeuplo 10) se disuelven

en 35 ml de metanol y se hidrize en presencia de 045 g

de carbén de paladio (al 10%) (didxido de carbono absor
bido en sosa calstica), Después de recibir fa centided
de hidrbgeno calculada se disuelve el producto de reagC=
cibn precipitado mediante adicidn de 20 ml de agua calien
te, se filtra en caliente del catalizador, el Iiltrado

se evapora en vacio y el residuo cristalino se lava con
alcohol: 1,90 g (68 #). P.F, 219-2222, Después de recris-
talizar de formamida dimetilioa-metahol es idéntico al
material obtenido segin a)

Ejemplo 14

Butile terc9-oxicarbonilo-L—prolilo-L-tirosilo-L-fi~
togilo=~lisinas

34,0 g (50 mllol) de éster metf{lico de butilo terc.=—oxicar
bonilo—I;-prolilo-Lntirosilo-L-f -tosilo-ligina (vease el
ejemplo 12) se disuelven en una mezcla enfriada a _

102 de 50 ml de wetanol y 150 ml de sose catstica l-n. La
mezcla de reaccidn se deja reposer durante 1 hora & tempe
rgtura de ambiente, con dcido clorhidrico 2-n se ajusta a
un valor p¥ de 7, en vaclo se libera del metanol, se cubre
con éster acético y a 02, agitando se acidifice con dcido
clorhidrico. La fase éster acética separada se lava con
agua v se extrae tres veces con solucidn de bicarbonato
potdsico 0,5-n. Después de cubrir los tractos acuosos reu-
nidos con &ster acético se Vuelve a acidificar ligeramente
(g1 congo) a 02 con &cido clorhfdrico 2-n, la solucién
dstor acédiica se lava con azua (hasta neutro) se seca ¥

ge evapora en vacio., La espuma que se obtiene como residuo

da, despuds de frotar con éter, 32,2 g (96 %) de un polvo




-

incoloro que en cromatografia de papel.(éeébués de hidrd
lisig de log grupos protectores) demuesira ser unitvarios. ;
Para el andlisis se disuelve una prueba en poco |
ester acético a 309, se eufria a 02, el aceite precipitado
5ol se decanta de ls solucién superpuesta y se frota con &tere

Lo titracibén con sosa caustica l-n en metanol da el peso

eguivalente esverado de 660,
a

Ejemplo 15

Ester metilico de butilo terc.-oxicarbonilo=L=prolilo-L-
tirogilo—IL~ & =togilo=lisilo=l-metioning.

10. Una solucidn de 33,0 g (50 mifol) de butilo terce.-oxicarbo

nilo-L-prolilo=l~tirosilo-L~ L=tosilo~lisina (vease ejemplo

14) y 9,0 g (55 mllol) de éster metilico de L-metioning

recidn preparaGo en 250 ml de nitrilo acético se enfria a
-102 y se mezcla con 11,4 g (55 mllol) de diciclohexilocar {;:

15, bodiimida. Después de 15 horas a -52 y 24 horas a 02 se

azrega 1 ml de dcido acético slacial, la diciclohexilurea

precipitada se filtra y el filtrado se evapora en vacio.

El residuo se recibe en éster acético, enfriando con hielo

se lava con &cido clorhidrico l-n, solucién de bicarbonato
200 potdsico 0,5-n y agua, se seca y se evapora en vacio y el

material obtenido en forma de aceite se frota con étexr,

Bl polvo muorfo, amarillento (38,3 g 95 %) muestra en la

comprobacidn de cromatograffa de pepel (después de la hidrd

lisis de los srupos protectores) aproximadamente un 10 % de

25, impurezas, que no se pueden separar por distribucidn en

contracorriente segim Craig (eistema metanol, agua, cloro-
formo, tetraclorocarbono 12:3:438).
En igual forma se forman sl reaccionar con éster de L-

metionina—p—nitrobencilolabtenido de éster de carbobenzoxi
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~L-netionina~p-nitrobencilo, P.F. 62-642 [c(%% =
(¢ = 2,02 en acetona) por descarbobenzoxilizacién con
bromohidrdseno en éster acético y transformacién del
hidrobromuro del éster de I~metionina-p-nitrobencilo, P.F.
139-1512 [A] i? = 4+ 42 (¢ = 1,97 en metanol) en el éster
1ibrq]ei estefjp—nitrobéncilico de butilo terce.-oxicarbo
nilo=I=prolilo=li-tircsilo=Im & ~tosilo~lisilo-L=metionina
con un rendimiento de un 96% como ecspyuma aumarillenta, que
muestra un ,rado de pureza equivalente al ester metilico
arriba descrito.

Bjemplo 16

Butilo terce—oxicarbonilo-I~prolilo-I=tirosilo~L- &~tosilo~
ligilo~-I-metionina

20,1 g (25 mhiol) de éster metilico de butilo terc.-oxicarbg .~~~

nilo-L-prolilo~I~tirosilo-L- T=tosilo-ligilo~L-netionina
(vease el sjemplo 15) se dimuelven en 40 ml de uectanol, a
unos 102 se megzelan con 75 ml de sosa calistica 1-n y se
deja rebosar durante 45 ninutos a temperatura de ambiente.

Después de elaborar en la forma descrita para la butilo

.terc.—oxicarbonilo-L—prolilo—L—tirosilo~Iw-E-wosilo~lisina

da el producto em bruto, obbenido en forma de espuma, al
frotar con &ter, 15,4 g (78 %) de un polvo ligeramente
amarillento que se clabora directamente. Peso equivalente
824 {cal.T91)

B1 mismo producto se obtiene al saponificar el éster p-ni
trobencilico correspondiente (rendimiento 83 %)

Lijemplo 17

L-prolilo—L-tiroeilo—L—ff~toSilo-1isilo~L—metionina

15,0 g (19 mifol) de butilo.terce=oxicarbonilo=Ieprolilo=

L~tirosilo€L-Ei-tosilo~lisilo-L-metionina (vease el ejenm




50

104

20,

25,

- 19 -

plo 16) se disuelven en 75ml de éster acético caliente

se enfria a temperatura de ambiente y asitando se vierte
en 300 ml de una solucibn al 2,5 n de dcido clorhidrico

en éster acdiico. Despuds de 1 minuto empieza la separa-
cidn de un nmaterial, al principio aceitoso, despuds crig
talizante, que se filtra después de 30 minutos y se lava
con éster acético y éters. BEL hidrocloruro algo hidroscdpi
co (12,6 g) se disuelve en 50 ml de agua para su Gsransfor
macidén en el derivado tetrapeptirico libre y con hidrdxido
amdnico se ajusta el pH a 6. El wateriel aceitoso separado
solidifica al frotar a 02 y se separa por centrifugacidn.
Después de laver vaiias veces con agua se frota el produg
to himedo, amorfo con 50 ml de alcohol caliente y el mate
rial fingmente cristalino se f£iltra después de 2 horas ¥y
se lava con alcohol. 8,9 (75 %), PeFe 208-2112, Para la
wlterior limpieza se disuelve la substancig eﬁ 150 ml de
formamida dimet{lica caliente y se mezcla con 300 ml de
metanol; el derivado itetrapeptirico se separa rapidamente
en forma de agujas fings del PoF. 229-2312, rendimiento
después de aislar u%a segunda fraccidn de la lejfa madre:
8,65 g (66 %)iyijz = =42,08 & 0,22 ( ¢ = 2,02 en bicar
bonato potasico O,gan). Ta susbsiancia linpiada muestra
los valores analiticos esperados, contiene sin embargo
aproximadamente 5 % de un producto secundario demogtrable
por cromatografia de papel. La misma substancia se obtiene
por tratamiento de ésier p-nitrobencilico de butiloxi
terc.-oxicarbonilo-L=prolilo=~tirosilo=I=Z =tosilo~lisilo=

I-metionina con dcido clorhidrico en éster acédtico (rendi
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uiento 71 %) y saponizacidn del hidrocloruro del ester
p-niirobencilico Ge la L—prolilo—L-tirosilo-L—ii-tosilo—
lisilo-L~metionina (rendimiento 60 %).

Ejeuplo 18
Carbobenzoxi~I=asparaginilo~L=serilo=glicilo=L~prolilo=L-

tirosilo=lm C~tosilo-lisilo~L=metionina

Una solucidn de 1,03 z (2,5 milol) de carbobenzoxi-L~asparg
ginilo-Imgserilo=glicina (vease el ejemplo 6) y 0,38 ml (0,28 .

miol) de amina trietflica en 5 ml de formemida dimetilica

‘se enfrla bajo exclusibn de humedad a 102 y agitendo se

mezcla gota a gota en el plazo de 5 minufos con una solu~-
cién de 0,35 g (2,5 mllol) de clorocarbonato isobutilico en
2 ml de tetrahidrofurano. La solucidn se agita durante
otros 10 mintos a =102 y 20 minutos a 202 y se enfria a 02
y en el plazo de 10 minutos se gotea una solucibn de 1,73
g (2,5 miol) de L-prolilo-I~tirosilo=L- € ~togilo-lisilo-
I-metioning (vease el ejemplo 17) y 0,41 ml (3 uiol) de
aming trietilica en 15 ml de formemida dimetilica (solu-

cidn obtenida por calentamiento en un recipiente cerrado

‘a aproximasdamente 202 y enfriamiento rdpido). La mezcla

de reaccidn se deja reposar durante 1 hora a 0% y durante
la noche a temperatura de ambiente, después se«concentra

a U,1 mm a aproximadamente 4 ml y se mezcla con 20 ml de
dcido acédtico 1=-n. El material aceitoso separado se lava
varias veces con dcido gcético l-n y agua con lo gque soli
difica parcialumente y se seca en vaclo a temperatura de
anibiente. Hecristalizando dos veces de alcohol se obtienen
1,25 g (46 %) de substancia amorfa del P.F. 167~172, que

contiene aproximadamente 10 % de impurezas demostrables
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por cromatografia de papel. Pare la ulterior limpieza

se distribuye el producto en un aparato seg Crain en el
sistema metanol, agua cloroformo, tetraclorocarbono
3212321 a través de 60 pasos, cada uno con 10 ml de fase
inferior respectivamente superior (médximo en G=0,63).

Las fracciones punta reunidas dan despuds de recristali-
zar de metanol 0,54 g de substancia unitaria seglin croma
tografia de papel del P.F. 175-1772 (ligera sinterizacidn

2 - ;
a 171Q)E”:1 =~ 30,12 (¢ = 2,06 en fornamida dimetilica)
S -D

BEn igual forma se obtiene, al reaccionar carboben: .-

zoxi=L-asparazinilo-L-serilo-glicina (vease el ejemplo 6)
conm L—prolilo-Lutirosilo—L-ﬁé-¢osilo—lisina (vease el
ejemplo 13) la cerbobenzoxi-L-asparaginilo-L-serilo-gli
¢ilo=L~prolilo~Ii=tirosilo=I= & =tosilo~lisina que, después
de recristalizar dos veces de alcohol, da la substancia
pura se;in cromatografia de papel del P.F. 138-143%2 (lige
ra sinterizacién a 1332)[/] = 31,12 ( ¢ = 2,16 en forma
mida dimetilica). La descarb?benzoxiiizacién hidrogenol{

tica de la Le~asparaginilo=Leserilo-glicilo=L-=prolilo=I~

'birosilo-In-é-tosilo-lisina. Después de recristalizar de

formamida dimetilica-metanol tiene el punto de fusidm
192-1962 (Coloracidém marrdén a partir de 180%)

Ljemplo 19

Bster dimetflico del dcido 8% ~carbobenciloxi=N- % —tosilo= L

L~lisilo~L~asparaginico.

45,0 g (0,28 mol) de ester dimetilico de dcido L-asparagi
nico y 126 g (0,29 mol) de N =carbobenciloxi~ii- % -tosilo
~L-lising se disuelven en 1,5 litros de acetonitrilo. Lae
solucidén enfriada a =152 se mezcla con 60,0 g (0,29 mol)

de diciclohexilcarbodiimida y después se deja reposar
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durante 30 wminutos a =152 y 48 horas a 32. La pasta de
cristal precipitada (mezéla del dster dimstilico de di-
pepturo con dieiclohexilurea) se filtra en vacio (303,5 g) ??;
ulterior ¢laboracién vease abajo). EL filtrado se mezcla o
5e con 2 ml de &cido acdtico glacial y se Geja durante otras
2 horas a 32, a continuacidn se evapora y el residuo se
recibe en éster acético. Despuds de lavar con dcido
clorhidrico diluido, agua, solucidn de bicarbonato sddico
y agua, secar y evaporar se obtienen 35,0 g de residuo
100 Lz cristalizacidnde éster acético da 11,8 g del compuesto
| de arriba ael P.T. (1308) 137-1402. Al cromatogrefiar la
lejia madre de estos cristales en éxido de aluminio se
obtiene un producto secundario del P.F. 122-1242, se tra
ta de la 1-(I"~ =carbobenciloxi-ii- % -tosilo=I-~lisilo)=1,3
15 diciclo=hexilurea. |
La mezcla precipitada de la solucién de reaccién ;fi“
del éster dipeptirico, y diciclohexilurea de arriba |
(203,5 &) se frota con cloroformo frio y la urea sin di
solver se filtra en vacio (57,5 g P.F. 222-2252), El fil
20° trado se evapora ¥ el residuo se cristaliza de uetanol
‘oon lo que se obbienen 136,8 g de éster dimetilico del
dcido N*L—carbobenciloxi-ﬂ- ¢ ~tosilo=-L-lisilo-L-asparagl
nica, P.Fe (140) 144-1462, Rendimiento total; 148,6 &
(92 % de la teoria)e
25, Ia recristalizacibn de éster acdiico, después
de metanol da el producto de andlisis puro del P.F.

144-1469[;15 =+ 272 + 0,692 ( ¢ = 1,11 en clorofoxmo)
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Ljemmlo 20
Loter dinmetilico del 4cido H=-& ~tosilo-L~ligilo=~L-gspara

einico.

255“33

50,0 g ( 0,087 mol) de éster dimetilico del &cido W™ -car

N R . £ . - .. .
bobenciloxi-li= C~tosilo-I=lisilo~=L-gsparaginico (vease

ejeuplo 19) se diszuelven bajo exclusidn de humedad en

200 ml de écido acélico glacial abs., se mezcla con 90 ml

de solucibn de bromohidrdgeno 4,2-n en 4cido acético gla

cial y a temperatura de ambiente se deja hasta terminar

el desarrollo de za2s (2 1/2 horas). Ia solucidn de reaccidn

se evepora entonces a O,1 Torr y 352 de temperatura del

bafio haegta

secar y el residuo se frota, enfrisndo con hig

lo, con éster acético hasta que cristalice totalmente. Se

Obtienen ags

ol 44,37 &

- (97 % de la toorfa) de hidrobromuro

de éster metilico del deido W-£—+00110—L~11Gilo—L-aspara

ginico cristelino en bruto del P.F. (1402) 142-1462, El

producto e

&

stgd sufici

entemente puro pare ulteriores reac-

ciones. Recristalizendo dos veces de metanol-éter se obtig
ne el meterial de andlisis puro del P.F, 144-1469{}<:£ =
+ 7,02 4 0,32 (¢ = 2,14 en uetanol) ‘

44,0 g (0,

084 mol) de hicrobromuro del dster

dimet{lico del deido K= Tmtosilo-L-lisilo-L-agparazinico

se disuelven en 120 ml de agua, la solucidn se filtra hasta

ectar clara, se megzcla con mucho cloroformo y enfriando

con hielo

se pone fuertemente alcalina con solucidbn de

potasa concentrada fria. &KL ester dipeptlrico libre, que

se separa en forme de acelite, se recibe en cloroformo, la

solucidn cloroférmica se lava dos Veces con una solucidn

de sulfato sddico fria, se seca y se cvapora. Se oblienen

gl 33,0 g

(89 %)

de ester dimetilico del acldo N ¥ -
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~t0gilo~L-ligilo=Tmgyg paravlnlco como’aoelté claro vigcogo
e inmedistanente se sigue elaborando como descrito nés
abajo.

Ljemplo 2

Beter dimetilico del dcido I—cgrbobencllox1-L-nrol110-
= Tmtosilo-L-ligsilo-Li-agparazinico.

En una solucién enfriada a —-152 de 33,0 g (0,075 wmol)
de ester dimetilico del &dcido N~ €=tosilo-I-lisilo-L-
aspafaginico (vease ejemplo 20) y 20,4 g (0,082 mol) de
N-carbobenciloxi—L-prolina en 500 ml de acetonitrilo se
agresan 17,0 g (0,082 mol) de diciclohexilcarbodiimidas
Degpude de 30 minutos a -152 y 20 horas a 32 se filtra
en vacio la diciclohexilurea (16,4 g, P.T. £23-2268) ¥y
el filtrado se deja después de agregar 2 ml de beido
acético glacial durante otras dos horas a 3%. De esta ng
nera se separan adn 0,98 g de diciclohexilurea. Fl fil
trado se evapora, el residuo se disuelve en éster acélico
y la solucidn se lava con écido clorhidrico diluido,
sgua, solucidn Ge bicarbonato de sosa y agua, se seca ¥
se evapora. EL residuo (50,0 g) se frota variss veces con
mucho &ter (elaboracidn de las partes solubles en éter
(8,0 ¢ de resina) vease mls abajo). Ll material inscluble
en éter (41,7) da, despuds de reposar largo tieuwpo en
metanol—agué, 35,0 g Ge ster dimetilico del dcido N-car
bobenciloxi-L—prolilo~N~'ihto8ilo—L~lisilo—L—asparaginioo
en forma de agujas. P.T. (962) 110-1132. 41 recristalizar
de acetona=éter y uwetanol se obtiene un producto de and-
lisis puro del P.F. 126—1299[§L% = -22,62 + 0,82 (¢ =
1,02 en cloroformo) A

Las lejlas madre del cristalizado en bruto (35,0 g) se
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reunen con el materizl de arriba (8,0 g) soluble en Ster
total 13,2 8 y se cromatografia en 50 veces su cantidad
en peso de silicagel. Las fracciones eluadas son clorofor
mo=-etanol dan atn 7,0 g de ésier tripeptirico cristalino
del P.F. sproxinadauente 120-1269

En total se obtienen 42,0 g (83 %) del derivado
tripeptirico crisialino.
Bjenmplo 22

Dicmida del 4eido H-carbobenciloxi-I~prolilo=li- £ -tosilo=
L~lisilo~L-asparasinico

Bl derivaco tripeptirico del ejemplo 21 se deja con mucho
gmoniaco en exceso en nejtanol durante 48 horas a ‘tempera-
tura de awbiente. Lvaporando y cristalizando de melanol
se obtiene en un rendimiento del 85% la diamida del dcido
H-carbobenciloxi-L-prolilo=li- £ ~tosilo~I~lisilo-L-aspara-
ginico, P.F, 196'-2029[0{JD = ~20,82 40,72 ( ¢ = 1,30

-

en formamida dimetilicae)

Ejenplo 23,

Ester dimet{lico del §cido L-prolilo=li- £ ~tosilo~L-lisilo-
L-asparaginicos

2,00 g (22,97 wol) de éster dimetflico del écido N=-carbo=

benciloxi-L-prolilo-F- & ~tosilo~L-1lisilo-L-asparaginico
(vease ejemplo 21) se disuelven en 25 ml de metanol, se
egresan 2 ml de solucibén 2-n de dcido clorhidrico en meta
nol y la solucidén se hidrizs en presencia de 100 mg de car-
bén de paladio (10 % Pd) a temperatura de ambiente y pre-
9idn normal. (El didxido carbdnico deszrrollado se absorbe
simultaneamente en sosa causticas.) Ia hidrizacidn se para
despuds de recibir algo menos de la cantidad de hidrdgeno
calculada despude de 5 horams. Filtrando el catalizador ¥
evaporando da el hidroclururo del éster dimetflico del

tripepturo de arriba (1,66 g) como resina incolora. Para
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la transformacidén en ls base libre se disuelve el hidroclg
ruro en poeca agua, la solucidn clara acuosa se cubre con

mucho éster acético y enfriando a aproximadamente 52 se

- vone fuertemente alcalina mediante gdicldén de solucidn

de potasa concentredea frig. 1l producto de resccidn se sepg
ra asi, en forma, aceitosa y se disuelve al agitar en éster
acédtico. La solucidn éster acética se lava con solucién de
sulfato sédico fria, se seca y se evapora. El éster dimeti
lico del 4cido L—prolilo-N—é:—tosilo—L—lisilo-L-asparagini
co obtenido como resina incolora (1,27 g) se sigue reaccig
nando directsmente)

Ejenplo 24

Dismida del &cido L~prolilo-N- € =tosilo-IL-lisilo-L-aspara
ginico

Il diamida del 4cido N-carbobenciloxi~I=prolilo~N-& —tosilo=

L-lisilo~L-asparaginico descrito en el ejemplo 22 da, bajo
las mismas condiciones de hidrizacidn indicadas en el ejem
plo 23, el hidrocloruro del diamida del dcido L=-prolilo=
Nee f-tosilofL—lisilo—L-asparaginico P.Fo 236=-2382 (de agua
acetona) [l] = —37,99 + 1,22 (c=1,08 en agua) Del
hidrocloruronse prepara.la base‘libre mediante distribucidén
entre n-butanol y solucidn de sosa 2-n. Lis solucién butend
lica da despuds de evaporar y frotar el residuo con eter el
diamida del dcido Ieprolilo=I- g-tosilo—L-lisilo-L-espara-
ginico como polvo incoloro del P.F. 117-135¢ [¥d = ~40,42

D
+ 0,62 ( ¢ = 1,09 en agua)

Ljemplo 25

Bster dimetflico del 4cido N-carbobenciloxi-L-prolilo-L-
prolilo-N- ¢ —tosilo-L-lisilo-L~asparazinico.

A una solucidén de 20,50 g (0,038 mol) de éster dimetflico
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del dcido L-prolilo=N-Z wtosilo-L=lisilo~L-asparaginico
(vease ejemplo 23) ¥y 11,35 g (0,0455 mol) de N-carbobenci
loxi-L-prolina en 300 ml de acetonitrilo a -152 se asregan
9,40 g de diciclohexilcerbodiimide (0,0455 mol). A conti
nuacidn se deja la solucibén de reamccibén durante 1 hora a -
-152 y 24 horas a 3%, Despuds de filtrar la Giciclohexilu
rea (7,77 & 90% de’la teoria) se mezcla el filtrsdo con
1,1 de écido acético glacial y se deja durante 1 hora a
32. Se separan asl otros 100 mg de urea. El filtrado se
eﬁapora, el residuo se recibe en éster acético y se lava
como siempre, neutro., La solucidn ester acéiica da, des=—
pués de evaporar, 28,44 g de residuo (resina), El producto
en bruto se frota varias veces con mucho eter y la parte
insoluble en eter (24,29 g) se somete a una distribucidn
de contracorriente. La distribucidn de 78 escalones entre
80 % metanol y cloroformo-tetraclorocsrbono 1:1. da 17,0
g de derivado tetrapeptirico ({ndice de distribucién G =
0y351) como resina incolora;[}{?% = =70,62 + 12 (¢ = 2,09

en metanol).

 Bjemplo 26

Ester dimetilico del dcido L-prolilo=-L~prolilo~ii-~% —~tosilo-
L-ligilo=L-asparagzinicos

10,00 g (12,95 miol) de éster Gimetf{lico del dcido N-carbo
benciloxi-L=prolilo-L-prolilo=i- f-tosilo-L-lisilo—L—aspa-
raginico (vease ejeuplo 25) se disuelven en 200 ml de me-
tanol, se azreszan 10 nl de dcido clorhidrico metanblico
2-n y la solucidn se hidriza en presencia de 500 mg de
carbbén de paladio (10 % Pd) a temperatura de ambiente y
presidén normal (empleando un segundo recipiente de hidrizg

cién llenado con sosa celigtica para la ebsorcidén del did
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xido carbénico desarrollado.)Dgépﬁgs*ﬂeirébiﬁir la cantidad
de hidrdgeno calculada se filtra la solucidn del cetalizacor
v se evapora. Se¢ Lorma as{ el hidrocloruro del éster del
tripepturo de arriba como resina incolora. Se transforma
como descrito en el ejenplo 23 en el éster dimetilico libre
del dcido I=prolilo~Li~prolilo=N- £-tosilo-L-lisilo~l~aspara $ ﬂ
ginico. Rendimiento 6,86 g (83%) EL producto obienido como -
resina incolora se sigue elaborando directamente.

Bjemplo 27

Lister dimetilico del dcido N~carbobenciloxi=L=serilo~L-pro

1ilo=-L=prolilo-~i-§=togilo~L=-lisilo=-L-asparaginico,

6,36 g (10,8 miol) de éster dimetilico del &cido L-prolilo~
prrolilo—NnéL-tosilo-L—lisilo-L—aspara5inico (vease ejeuplo
26)59 disuelven en 150 ml de acebtonitrilo y se azregan 2,61
g de ii-carbobenciloxi-I-serina (12,0 mlol). Is solucidn se
enfria a -152, se uezcla con 2,47 ¢ de diciclohexilecarbodii
mida y a continuacidn se deja durante 1 hora a -152 y duran
te 60 horas a 32. Se filtra entonces en vacio de la Gici-
clohexilurea précipitada (2,33 g correspondientes a 91 % de
la teoria) y el filtrado se evapora. il residuo se disuelve
en éster acdtico y como de costumbre se lava neutro. La solu
cibén éster acéiica da 9,06 g de residuo; éste se frota con
mucho éter de petrdleo despuds con éter. Ll producto en bruto; 9
insoluble en &ter (8,35 g) se somete pera su liupieza a una :
dlstribucidén de contracorriente. Da distribucibn de 48 esca
lones entre 80% de metanol y cloroformo-tetraclorocarbono

= 1:1 da 84 % de éster pentapeptirico puro como resina incg
lora (Indice de distribucibn G = 0,507), Después de frotar
con éter muestra el producto de andlisis puro el punto de

fusidn de aproximadaumente 70-105¢[cl] = =92,02 4 0,682
. D .
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(¢ = 2,16 en metanol).

Ejeuplo 28

Ester dimetilico del dcido L-serilo~L-prolilo~L-prolilo-l-
= ~togilo=L-lisilo-L~agparazinico.

8,00 g (0,33 milol) de éster dimeiilico del dcido H-carboben

5. ¢iloxi-Tms6rilo=H-prolilo-L-prolilo~li-¢ ~tosilo-L-1isilo=I-
asparagzinico (vease ejemplo 27) se disuelven en 200 ml de e
tanol, se agresan 4 ml de dcido clorhidrico metandlico 3,3-n
¥ la solucidn se hidriza en presencia de 500 mg de carbdn
de paladio (10 % Pd) a temperatura de asmbiente y presidn nor
10, mel (absorcibn de didxido carbdénico en lejia), La hidriza-
cidn se termina Gespués de 4 1/2 horas y haber recibido algo
nés Ge ls cantidad de hidrégenp caleulada. Filtrando del
catalizador y evaporando se obtienen el hidrocloruro del
éctber ventapeptirico de arriba cowo resina incolora. Preci
15 pitando varias veces de solucidn acetdnica con éter se ob-
tienen 6,53 g de polvo amorfo. P.F. 110-1502 )| = -86,70
+ 0,79 (¢ = 2,41 en wetanol). 2 '
Parg preparar el éster pentapeptirico libre se
disvribuyen 5,00 g (6,58 milol) del hidrocloruro de arriba
200 | enfriando con hielo, entre H00 ml de cloroformo y 50 ul de
solucidn de sosa 2=n. Tl oroducto de resccibn se disuclve
en cloroformo. ¥l extracto clorofdrmico se lava dos veces
con solucidn Ge sulfato sbdico fria, la solucidn de sosa
v de sulfato sddico se lavan con otros 200 ml de cloroiormos.
25, Tas soluciones clorofdrmicas rewnidas dan, después de secar
v eveporar, 4,00 g (84 #) de ester dimetilico del 4cido L-

serilo~L~pro1ilo-L—prolilo~ﬂ%NEetosilo-L~lisilo-L—asparagi

nico como resina incolora que ge puede seguir reaccionando

directamentes, ‘ Lo
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Bjemplo 29

Hidrocloruro del dster dimetilico de dcido liwcarbobenciloxi
-L=zlutaminilo-G-histidilo=L=fenilalanilo=L-grg ginilo~L=trip
tofllo- llollo—L— erlio-L-pfol110-L—br01110—Z:-to 311 QD=1 1
51Llomlimas nara.inico. =

1,36 & (1,4 nilol) de carbobenciloxi-L= lutaninilo=L-higtidi
lo~i~fenildanilo=-l-arginilo~L~triptofilo=glicing (vease
sol. de patente Case 4074, ejeuplo 32) se disuel
ven en 16 ml de formamida dimetilica recién destilada, ba
jotalar se vuelve a enfriar a jemperatura de sitbiente, se
mezcla con 1,6 g de (2,1mMol) de hidrocloruro del ester
dimet{lico del dcido L—serilo-L—prolilo—L—prolilo-f;ﬂtosilo—i“f 
I=lisina~asparaginico (vease ejemplo 28) y a countinuacidn B
se agita a temperaturs de ambiente. Después de sgitar duren
te 2 Horas se obtisne una solucidn clara. Se agregah 590
ng (2,9 midol) de diciclohexilcarbodiimida en 3,5 ml de for {35
manida dimeiilica y se deja reaccionar durante 3 dias a ”
temperatura de smbientes

La solucidn liberada del diciclohexilurea se ez
cla con 500 ml de esfer acético, el material precipitado
ge filtra a iravés de una frita de cristal fina y después
de secar en alto vacfo a 409 se obtienen 2,3 g de producto
en bruto que aln estd impurificado con material de partida.

Para su linpieza se someten 2,3 g a una distribu
cilbn multiplicativa a través de 60 escalonés entre las fa-
ses n-butenols 1% dcido acético = 1:1 (G = 0,8). La canti
dad principal del hidrocloruro del ester dimet{lico del
carbobenzoxi-undecapepturo protegido, -cromatograficamente
puro, se encuentra en los eiementos 15 =~ 30. Estas fracecig
nes se reunen, se evaporan hasta secar Yy Se precipitan ain ;‘t

. o . R . . ’ . B
2 veces de poco formamida dimetilico con mucho éster acético -
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El rendimiento es de 1,34 2 ( = 60 % de la teoria)‘éfg

de polvo amorfo, blancol-Ll] = -53,82 + 1,82 (¢ =
0,9475 en formanmida dimetil?ca)e
| En los 3 sistemas: slcohol amilico fterce: isprg
5o panol agua = 100:40:55 butanol sec.: isopropanol: dcido
monoclorogcéticotagua = 70:10:32:40 butanol sece: isopro
panol:5 % veronal sbdico: agua = 100:15:10360 muestra el
ester protezido los siguientes valores R (valores medios)
10,55 resps 0,62 resp. 0,67, £
104 La determinacién de &cido amfnico cuantitativa
sezlin Stein y lMoore en una columna de Amberlita XE&-69 da
la proporcidn de dcido aminico esperada.

Trihidrocloruro del &ster dimet{lico del &cido L~zlutami
nilo-Lehigtidilo-i~fenildanilo~L-arginilo=L=triptofilo=-
15, glicing~Ii~serilo=L=prolilo=L=-prolilo= & ~tosilo~l=~ligilo~-

aseraginico.

1,25 g (0,72 mlol) de hidrocloruro del éster dimetilico

de carbobenzoxi-undecapepturo (vease ejemplo 29) se agitan
en 70 ml de webanol que contenga 2,2 equivalentes de gas
de dcido clorhidrico, en presencia de 200 mg de catvalizador fi
2040 " de carbén de paladio al 10% con hidrégenoc. Para la gbsor— ,
cibn del didxido carbdnico formado se interconecta una
segunda reforta de hidrizacidn llena con lejia de potasa
calstica concentrada. Despuds de 6 horas ha terminado la
recepcibn de hidrdgenc. La solucidén metandlica se libera
25, del catalizador, el disolvenbe se evapora en vacio a 40¢
y el residuo de evaporacidén se disuelve y precipita 1 vez
de metanol abs./eter.
Despuds de secar se obtienen 1,19 g de trihidro

cloruro del éster del undecapepturo amorfo ligeramente
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tefiido de rosa. 23 55 53 E':; Eg,-.h

Bl compucsto muestra en log tres sistemas de erg
matografia descritos en el ejemplo 29 solo una mencha pauli

y ninhidrin-positiva con los sigulentes valores R (valores
£

5o nedios) 0,57 resp. 0,68 resp. 0,71
Ljenplo 31

Hidroclorure del ester dimetflico del dcido L-carbobenciloxi -
~I-gsparagininilo-L-serilo-glicilo=I~prolilo~L=tirosilo= &= .
tosilo~I~ligilo=b-metionilo~L~zlutaminilo~I=histidilo=Lm-
fenilalanilo-L-arszinilo~L=triptofilo=zlicilo-Ll~serilo=I=
prolilo=L-prolilo=(Z ~tosilo)-I~lisilo-asparaginico.

10 210 ng (0,128 mliol) de trihidrocloruro de ester dimetilico
de un decapepturo (vease ejemplo 30) se disuelven en 2 ml dei;}
formamida dimet{lica recien destilada, a 02 se mezcla con |
0,28 ml de solucién l-n de amina trietilica en formemida
dimet{lica y se deja durante 2 horas a 02. Lentauente se

15, separa el hidrocloruro trietiloaminico. Despuds de unos
90 minutos ha terminado la separacién de sal. Entonces se
agregan 152 mg (0,14 milol) de carbobenzoxi-I-asparaginilo-
T-serilo=glicing=Improlilo~I~tirosilo= €=tosilo=I=lisilo=
I-netionina (vease ejemplo 18) y despuds de otros 15 minu

20, tos 0,21 ml de una solucién 1l-n de diciclohexilcarbodiimida
‘en Fformemida dimetilica. Se deja reaccionar durante 3 afas
a 02 y durente 1 dfa & temperatura de ambiente, a continug
cidn se filtra de la diciclohexilurea separada y se precipitaté
con 60 ml de éster acético. -

25 Después de secar en alto vacio a 402 se obtienen
290 mg de polvo blanco amorfo.

Le cromgtografia de papel muestra ademds del
hidrocloruro del ester dimetflico de &cido L~carbobencilp

xi-L-gasparazinilo=L-gserilo-zlicilo=L~prolilo-L~tirosilo=-
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Z08ilo-T-11silo~Temetionilo=Imslubaninilo-I~histidilo=

Lfenilalanilo=li~arginilo=L=triptofilo=ylicilo~li=serilo=i—
prolilo-I=prolilo- (&~tosilo)-I~lisilo-asparazinico atn
conaiderables cantidades de material inicial, Para liumpiar
se cromatografian 360 mg de material en bruto (de 2 prepara -
dos iguales) en una columna de celulosa (¢ 2,5 cme 1 = 90 cm)liE
con n-butanol, saturada con 1 % de 4cido acético. i

ILa velocidad de elucidn es de 3 = 4 ml por 20 minu ;:};
tos. Las fracciones 81-175 muestran una reaccidén pauli-posie
tivas.

Se reunen las fracclones 82=-34, 85=93, 94-122,
123=132 y 133-175. Las fracciones 85-03 se componen de una
mezcla de carbobenzoxi-heptapepturo ademds de ester de car
bobenzoxi=octadecapepturo, por el contrario las fraccliones
94~122 contienen el éster de octadecapepturo puro protegido
nientras que en las restantes fracciones estd contenido
principalmente el ester del undecapepturo.

-Las fracciones 94=122 reunidas dan 113 mg de polvo
blanco amorfo, que en la cromatografia de papel solo muestran>f;f
una mancha positiva seg. Pauly y una segdn Ehrlich, |

Una prueba del ésier peptlirico protezido, purifi
cado, se hidroliza con &cido clorhidrico 6=n durante 15
horas a 1052 y da, despuds de semracién electrofordtica y
cromatografica de papel las manchas de dcido amfnico nihi-
drin-positivas esperadas. ’

Ejemplo 32

Acetato del dcido IL-asparaginilo-L-serilo=glicilo=I~prolilo-
L-tirosilo-L-lisilo=L=metionilo~L-zlutaminilo=L-histidilo~Lm~

“fenilalanilo-h-erginilo=L=triptofilo=; llCllO-u—ﬁGrLlO—qurdth‘
pralilo=I=lisilo~L=-asparapinicos
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400 mg (0,15 milol) de hidrocluro del éster metilico de
octadecapepturo protegido (vease ejemplo 31) se disuelven
en 8 ml de dioxano al 75 % y bajo nitrdgeno se mezclan a
temperatura de ambiente duraunte 14 minutos con 0,4 ml de
solucidn de hidrdxido de bario 0,46-n (pH 11,4). La solu
cién de saponizacidn se neubtraliza con 1;84 ml de acido
sulfdirico 1/10-n y el disolvenie se evapora bajo presidn
reducida a 409,

El residuo de evaporacién se recibe en 10 ml de
Gioxano al 50 %, se separa a iravés de una Irita de cristaiff
fing del sulfato de bario insoluble y se lava aln dos ve- B
ces con 5 ml de dioxano al 50 %. Después de evaporar en
vaclo a 402 y secar el residuo sobre pentéxido fosférico
en vacio sé obtienen 385 mg del producto saponizacibn.

Estos 385 mg se disuelven en 60 ml de amoniaco

1{quido, secado sobre sodio y se reduce con calcio a la tem :

peratura de ebullicién del amoniaco. Despuds de agreger
110 mg de calcio gqueda la solucidn durante unos 10 minue
tog de color azul oscuros 4 continuacidn se mezcla la
mezcla de reaccidn con mucho bicarbonato aménico con lo
que el tinte azul desaparece lentaucnte y la de solucién
de reaccidn se queda lechosa. Il amoniaco se evapora a ?ii
‘temperatura de suwbiente y los Altimos restos se retiram |
en alto vacio sobre 4cido sulflirico.

Tl rssiduo se extrae repetidas veces con Solus
cidn de bicarbonato sménico l-n (3 veces 10 ml) y 2 veces
con 5 ml de asua, se filtra a través de celita, la solu-
cidn zcuosa clara (pH 8,4) se pone con acido acético a un

PH de 4,2 y el sgua se evepora en vacfo a 402, Xl residuo
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se evapora ain 5 veces, cada una con 1C ml Ge agua y final
mente se sublima el acetato embnice en alto vacio a 402

Pars la uvlterior limpieza se disiribuye el octadeca
pepturo en bruto entre butanol sec, y dcido tricloroacético

acuoso al 0,5 % 1:1 a través de 160 escalones.

La determinccidn de la deunsidad dptica de las distin

tas fracciones a 277 mi muestra la cantidad principal del oc-
tadecepepturo en los elementos 49 - 65, El coeficiente Ge dis—
tribucidn es de 0,53,

Tas Tases de los elementos de digtri.ucidn 49-54,
55-60 ¥y 61-65 se reunen y bajo presidn reducida a 402 se eva-
poran & un volumen peyuefio. Para retirar el acido tricloroacé

tico se pasan las 3 fracciones, cada una & través de una co=~

luma de 10 ml de emberlita IR-4B (forms scética) y el pepturo |

se lava con 25 ml de agua. Les tres fracciones dan 100 mg de

scetalo de octadecapepiuroe

N O % A
Descrita suficientemente le naturaleza del invento
sl como lg menera de reslizarlo en le préctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son
susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alte-

ren su principio fundamental. Tembién se hace constar que este

invento corresponde a unas solicitudes de patentes presentadas ..

en Suiza nos. 73.685 de 28 de mayo de 1959 ¥ 4434/60 de 20

de abril de 1960, acogiéndose por lo tanto a los beneficilos
que conceden los Convenios Internacionsles eu vigor y siendo
lo que comstituye la esencia del rcferido imvento, y por lo

gue se solicita patente de Invencién por 20 afics en Ispafias

I
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carscterizéndose por lo siguientes
19,~ Procedimiento para la obiencidn de nuevos
polipepturos, caracterizado porgque el compuesto de la Lér
56 mula dcido I-aeparaginilo-~L=serilo=glicilo~L=prolilo-IL—
tircsilo=L=ligllo=L=ngtionilo=l=glutaminilo=-L=histidilo-
L-fenilalanilo=l-zrginilo=-L-triptofilo=~glicilo=L=serilo~
L-prolilo=L=prolilo~IL-lisilo-L-gsparaginico, agl como el
copuesto correspondiente que en lugar del resto glutami
10. nilico muestra el resto del 4cido glutaminico o sus derivg .
dos se obtienen ligando los dcidos aminicos individualmente53;
en la secuencia indicada o después de la formacidn previa
de pequefias unidedes peptiricas segin los nétodos conoci-
dos para la obtencidn de pepturos.
‘15 22,- Procedimiento sesin la reivindicacidn 18,
cerscterizado porque los dcidos amfnicos o unidades de peg?ﬂ?
turo se ligan como sigues e
a) mediante reaccidn de la molécula del dcido
enfnico resps. pepturo en formg de un éster con grupo eml
20. nico libre con otra molédcula del dcido emfnico o pepturo
que contiens un . rupo aminico protegido, en presencia de
un medio de condensacidn 6
b) mediante reaccidén de un dster del dcido amf-
nico resp. pepturo con grupo sminico libre con un 4cido
250 aninico resp. pepturo con zrupo carboxilico actiwado y
grupo sminico protegido &
¢) mediante reaccidn de un dcido amfnico resp.
un pepturo con grupo carboxflico libre y grupo aminico
protegido von un 4cico amfnico resp. un pepturo con grupo

aninico ectivado y grupo carbox{lico protegido.
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32,~ Procedimiento segln las reivindicaciones
12 y 28, cafacterizado porgue el heptapepturo L-gsparagi
nilo=L~serilo~;licilo=L=prolilo-L=tirogilo=l~ligilo=L=-neg
tionina con grupos aminicos protegidos o sus derivedos
reaccionables se liga con el undecapepturo Acido L-gluta
ninilo~L=histidilo~-L-fenilalanilo=L~arginilo~L=triptofilo=-
glicilo=L=gerilo~L-prolilel~-lisilo~L-agparaginico, cuyos

grupos cerboxilicos estdn Funcionalmente modificados y P

cuyo grupo €-sminico del resto lisf{lico estd protegido
respecto del compuesto correspondiente que en lugar del -

resto glutaminflico contenga en resto del Acido glutaming

co, 0 sus derivados reaccionables, bajo formacién de ung g -
) . glutamnilico 6

unién pepidrica entre el resto L-metion{lico v e reste ©

gluteminico y, si se desea, se liberan 1los grupos carbo-

x{licos del resto del dcido asparaginico y los grupos -

anfnicos del resto asparaginico y de los restos lisflicos.

i -

42,- Procedimiento segun la reivindicacidn 18,
caracterigzado porque la unidén del heptapepturo con el unde ;;;'
capepturo se efectla en presencia de un carbodiimida.

52,= Proccdimiento seglin las reivindicaciones

18- 48 caracterizado porque los zrupos carboxilicos 1ibres£a:f
del 4cido asparaginico se protegen por éster o srupos Fén
anfdicos. .
62,~Procedimiento segin las reivindicscilones
18 - 58 caracterizado porque el grupo smfnico libre del
resto asparaginico se protege por un resto reductivamente
disociables
79, frocediniento segin las reivindicaciones
18 - 68 caracterizado porque el Erupo £ —aminico de los

restos lisfnicos se protegen por el grupo tisilico.:
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82,~ Procedimiento para la oblencidn de nuevos
polipepturos; tal y como gueda sustancialmente descrito

en la presente memoriae.

Egta memoria consta de 38 hojas escritas a ma-

AN
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