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" solre:

"Procedimiento pera la obtencién de’
polipepturos nuevos", S

| Solicitande: GIRA SOCIETE ANONYME, entided suiza,
regidente en Basilea, Suize,

" El objeto de la invencién es la opteh¢ién'de

un nuevo nonadecapepburo de la férmula L-gerilo-Ti-tirosilo~ :

L-sert10-I-(X)-L-glutaminilo-L-higtidilo-L-fenilalanilo~
L-arginiloQL-triptofilo-glicilo-L-lisilo—L-propilo-L—valilo-
S5e¢ glicilo-L-lisiloéL-lisilo-L—arginiloﬁL-arginilo-L-prolina,
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& ast como al correspondiente compuesto que en lugaxr del
f'f‘i _ | ~° resto glutaminilioo mestre el resto del dcido glutaminico,
o  @sf como de sus derivados y sales de sdicién de deido,
_ X es el resto de un deidod -alquilo bajo-ci-aminoacético
5. _en el cual el resto de alquilo bajo miestra como méximo
4 4tomos de carbono y estd sin sustitﬁir o sustituido por
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un grupo de mercapto o alqullo baao—mercapto, preferente-_
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et habel

mente el grupo metilomercapto, o su resto de sulfdxido
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o sulfono, por ejemplo, alanilo, valilo, leucilo, iso-
10, leucilo, &4 ~amino-butirilo. cisteilo, metionilo, dal como
‘ sus sulféxidos y sulfones. " _
Bajo derivados se han de entender, ante todo,

o~

by

N A o
P )
LRE SRTRE

e, s .
PP P U S S PR P

_ ~ los derivados funcionales, tal como éster, am1da, o
'Fii; ' hidrazuro, adends los pro&uctos ‘de N-sustitucidn, tal
rgaﬂ 15. como los dermvados de N-acilo, especialmente N-acetilo y.
: ' . los compuestos quevmuestren los ususles grupos amino-
5‘§'L o " protectores. , B _
‘ Los nuevos compuestos tienen un efecto MBH y un ;
‘ﬁf;: h - efecto adrenocorticotrdpioo muy bueno y, por 1o tanto,
) o 20, ge hen de emplear como medicamentos, Ademds 86 pueden '
emplear como productos intermedios para la obtencidn de
'-medicamentos que muestren una ogdena mds largs de écido
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aminico, tal como las mismas hormonas adrenocortico-

7 trdpicas. , ,

25, Los muievos nonadecapepturos se obtienen segin

‘ ' los métodos conocidos para la ohtencidén de los.,pepturos,
ligéndoae los dcidos aminlcos en la secuenoia mencionada
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 individua1mente o despuds de haberse formado pequenas

e’

unidades de pepturos. Asl se puede llgar una de las
30. moléculas del deido amfnico resp. de pepturo, en forma de
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un éster, con otra molécula de dcido amfnico resp. |
peptufo que contehga un grupo aminico protegido,'en
presencia de u.n medio ‘de condensacién, tal’ oomo un -
carbodilmlda o un halogenuro del éster del écido fos~
férico o con el éster del écido aminico Tresp. pepturo -

con grupo amfnico libre se puede reaccionar un 4cido

‘.aminico resp, un pepturo con grupo. carboxilico activado

(y g:upo emfnico protegido), por eaemplo, un halogenuro,
azuro, anhidrido,_imidazoluro de 4cido o un dster ac-
tivado, tal como &ster clemmetilico o éster carboxi-
metiltidlico. A la inversa, tembidén éé puede reac-
clonar um deido aminico resp. un pepturo con grupo
cerboxflico libre (y grupo aminico protegido) con
wn écldo aminico resp, un pepturo con grupo eminico
actlvado (y srupo carboxflico protegido), por ejemplo,

un amida fosfitice, Todos 1os nét0dos mencionados son

apllcables para le llgazdn 'de los compuestos de

‘pepturo que entran en consmderacidn, pero los proce-

dimientos menclonados en los eaemplos son espeoial-
mente ventajosos.

Como y= se ha indicado, existen varias
posibilidades respecto a la sintesis del nonadecapepturo
de los‘écidos.aminloos resp..pequeﬁas unidedes de pepturo,
Un procédimiento congiste por ejem@lo en que el deca~ '

‘pepturo L-perilo-L-tirosilo-L-gerilo-L-(X)-L-glutaminilo~
(6 glutamilo)-L-histidilo-L-fenilalenilo-L-acginilo-

L-triptofllo-gllclna se condense con el nonapepturo
L-li31104L-prollloénavalilo-gllciloAL-llsilOAL-lisilo-

-.L—arginlloAL-arginllo-L-prollna tal y como se muestra

por ejemplo en el esquema Fig. 1 ﬁéra el compuesto que, ‘

- eomo 42 4cido amiﬁocarbdnico,'contiene L-metionina y

como 5¢ 4cido
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(BOC)-Lys (BOC)=-Arg-Arg-Pro-0C H

ARSI
aminocarbénico L-glutemine, BOC significa un grupo
butilo terec,-oxicerbonflico, T el resto tritflico
(trifenilmetilico), R hidrégeno & el resto p-nitrofe- »
nflico, El decapepturo emplesdo como naterizl de par- .-
tide e puede obtener segin el procedimiénfd descritd
en la patente belga N2 481,450 (Case 4556/142), ol
pentapepturo segﬁn el procedimiento de 1la patente ,
belge N2 594.338 (Case 4351/1—3), el tetrapepturo se f
obtiene del éster etilico de la N E-butilo' terc.-oxi= -
oarboniléL-lisilo-L-propilo~L~valilo-glicina, descrita

en le patente belga N2 594.338 (Case 4351/1-3), mediante

tritilizacidn ¥y saponizaci6n del grupo éster,

Los derivedos H~Lys(BOC)-Pro-vVal-Gly-Lys
4l de los nonapepturos
adecuados pera la condensacidén con el decapepturo ¥y el.

correspondiente compuesto protegido en los restos argi-

.~ nflicos por grupos de nitro se pueden obtener segin el :

esqueme. Fig, 2 empleéndo venta joscmente el resto tri-
fluoroacetillco (TFA) como grupo protector,

En 1ugar ‘del resto trifluoroacetilieo (o tri- }
tilico) se puede emplear también un grupo disociable por

hidrogendélisis, por ejemplo el grupo carbobenzoxi (Z),
el grupo p—(fenilazo)—benciloxl—carbonilioo (PZ) o el

__jgrupo p—(p -metoxl—fenllezo)-benciloxi-carbonilico (22)
k para la proteceidn del grupoci\-aminico de la lisina en

el tetrapepturo H-Lys-Pro—Val-Gly~OH. _

o En este caso, la disoc1acidn‘del'grupd pro-
tector Aaminico de la e'l:apa K en la Pig, 2 conduoe
dlrectamente al producto M.
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El nonedecepepturo se obtiene ademds si el
tetrapepturo, compuesto'de los cuatro primeros 4cidos
aminicos, se condensa con el pentadecapepturc com-

puesto de los siguientes_l5 dcidos aminicoé,_por

‘ejemplo segin el esquema del la Fig. 3 y Fig. 4. El

derivado del tetrapepturo BOC-Ser-Tyr-Ser%Met-NH—NH

segun el procedimlento de la sgolicitud de patente
belga ne 481 450 (Case 4556/142), asf como loe tetra-
pepturos en los cuales X significa otro 4cido aminlco

. que la metionina. El derivado hexapeptﬁrlco ,
H-Glu(Mi, )-Hig-Phe-Arg-Try-Gly-OH estd descrito en la

patente belga n? 580 297 (Cese 4074/142), el derivedo
tetrapeptiirico H-Phe-Arg(NOZ)-Try-Gly-OcH3 en la
patente belga ne 601 167 (Case 4497/1-4),

_ 2"
N empleado como material de partida, se puede obtener
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Al emplear‘écido L-glutaminico como 52 decido
aminico (veése Fig. 4) ha demostrado ser conveniente
proteger el grupo 8 -carbox{lico por el resto de
butilo terc., ya que el éster de butilo terc. es con-
sidersblemente més estable contra le saponlzacidn al-

.caiina que'pér ejemplo e1‘éster.metilico, etilico, -

bencilico o p-nitrobenc{lico, de menera que estos grupos
de éster se pueden saponizaf selectivamente en forma
alcaliha. | | ‘ |
. Ademds s puede oondensar‘un tripepfﬁro de la
férmula L-serildéL~tirogilofbfsérina con el hexadece~
pépturo'fqnmado por los éigﬁientes lﬁ‘ééidos’éminioos,'
por e jemplo éégﬁn el eéquama de la Fig, 5, El derivado

trifluoroacetilico del heptapepturo empleado como materlal

de partlda se puade obtener del heptapepturo libre
descrito en la patente ne 601 167 (Case 4497/1-4)
mediante resceidn con dste fenillco del 4cido trlfluoro-
acétlco, el hidrazuro tetrapeptdrlco estd descrito en .
la solicitud de patente belge ne 481 450 (Case 4556/l+2)
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Otro procedimlento congiste en oondensar.:
el tetradecapepturo, formado de 14 primeros deidos
emfnicos, con el pentapepturo de los siguientes écidos
pminlcos, por ejemplo segin el esquema de la Fig. 6.
El derivado tetrapeptirico empleado como material
inicial se pusde obtener de la N -p~fenilazobenciloxi-
carboniléNs’—bufilo terc.-oxicarboniloAL-lisilo-L.pro_

‘lilodh-valiloiglioina desorite en la patente belga

n? 594 338 (Case 4351/1-3) mediente disociaoidn
hidrogenolftica del grupo protector U |
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o En el caso de X esté por otro deido eminico
distinto a la metioninar(por e jemplo uno transforms-
ble en metionina, tal como sulfdéxido metioninico) se
obtiene el nonadecapepturo,‘ademés;'segﬁn el esquems

de la Plg. 7 mediente sinteéis porvetapas de los dige-

tintos dcidos aminicos} pertiendo del extremo
carboxilico, empleando los derivados mencionados.,
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Los grﬁpos libres funcionales, que no par-
ticipan en la reaccidn, se protegeran convenientemente,
especialmente mediante la hidrélisis o reduccién de

‘restos fdcilmente disociaﬁiés, el grupo carboxi}ico

vente josamente medisnte egterizacién, por ejemplo con -
metenol, butanol terc., sleohol bencflico, alcohol
p-nitrobencillco, el grupo aminico por eJemplo por
introduccidn del resto tosilico “tritflico o del grupo
carbobenzoxi o grupos protectores coloridos, tal como

el grupo p-fenllazo-benciloxi—carbonilico ¥ el grupo
p-(p -metoxi-fenilazo)-benciloxl-carbonillco, 4 espe-
clalmente el resto butilo terc,-oxicarbonflico, Para
la proteccidn del grupo aminico en la agrupacidn guénidi-
nice de la argihina es adecuado el grupo nitro; el ﬁéﬁ;
cionado grupo amfnico de 1la arginina, sin eﬁbargo, no
hs de ser necesariamente protegido durante 1a feacci&ﬁ;

La transformacldn de un grupo SH.¢4 NH pro- -

2
tegldo en un grupo 1ibre, asi como la transformacidn de
un grupo carboxflico funcionalmente modiflcado en un

grupo carboxilico libre en el transcurso del procedi-

miento para la obtencidn.de los nonadecapepturos.y pro- o

ductos intermedios, se efectua»éegdn_métodoé conocidos -.
mediante tratemiento con medios hidrolizantes resp.
reductores. _ | '

La invencidn se refiére‘también a aquellas
formas de ejecucidn del procedimieﬁtp en lss cusles se
parte de un compuesto que se obtiene como producto inter-
medio en eualquier’etapa del procedimiento y‘sa efectuﬁn 'j
las etapes del procedimiento que felban o el procedimiento
ge interrumpe en cﬁalquierAetapa, asi como 10s productos

4
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intermedios que agui se obtiéneh.‘ Segdn el modo de traba- .
30 8e obtienen los nuevos compuestos en forma de bases o ;
de sus sales. De las sales se‘pueden obtener lasbbases
en forme y a éoﬁocida. De estas Ultimas se puedeﬁ‘obtener
5. les sales mediante reaccidn con 4cidos oue sean ‘adecuados
para la formacidn de sales de aplicacién terapeﬁfica, tal
como por ejemplo dcidos inorgénicos, tal como los écidos
halogénohidrogénicos, por ejemplo, decido clorhidrico o
deido bromohidrogénico, dcido nitrico, dcido tiocidnico, ,
10, ééidovsulfdrico, éeido fosfdrico, o con écidos 6rgénicos,‘_;
~ t2l como el deido acético, écido'piopionico, deido gli- ;
c8lico, dcido léctico, dcido pirogdlico, dcido oxélico,'.
, . deido citrico;. geido behzoicb, dcido cinamdnic'o, dcido sali-
W : ciiico, decido 2—feoki—d 24acetoiibenzoico; écido.amigdéiico,
0 % : 15, deido metanosu1f6nlco, deido etanosulfdnico, dcido hldroxie-
tanosulfdnico, écido benzdllco~o toluenosulfdnico. N3 o
Los nonadecapepturon obtenidos segin el presente
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v procedimienio se pueden emplear en forma de preparados
‘ farmacedtipos. Estos contendrdn a los pepturos en mezcla

20, con un meterial vehiIculo orgdnico, o0 inorgédnico, farmaced-
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tico, adecuado para la aplicacién eteral o péréntal.

o - " Como tales entran en consider=cién aquellos materiales'que

) ‘no reaccionen con los polipepturoé, tal como pbr ejemplo,
"ffi_ a o gelatina, laétosa, glucosa, ssl comin, almiddn, estearato
ff% o 25, de megnesio, talco, aceites vegetales, alcoholes bencfli-

| cos, goma, glicoles, polialquilénicos, vaselina, ooieéfering

u otros vehiculos medicinales conocidos., T.os preparados

Crm, i

e ‘ ' farmacedticos se pueden presentar por ‘ejemplo, -como
tabletas, grageas, polvoa, ungaentos, cremas, sup051to-‘ﬁ"

30.', ©-rios o en forme 1Iqu1da como soluciones, suspensiones @ f

2
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emilsiones. En caso dado estaréﬁ esterilizados y/o
contendran meterias auxiliares, tales comé‘agentes-de
congervacidn, establlizacidén reticulacién y‘emuléidn.‘
Pero tambidn pueden contener otros materiales teﬁapéﬁti—
camente valliosos, .

Le invencidn sé describe en los siguientes

ejemplos. Las temperaturas estdn indicadas en gredos -

Celsio.

Para le cromatogrefia de papel se emplearon los
slguientes sistemes: o o : ’

' Sigteme 40: n-butanol - etanol - agua 2-2-1

" 41: butencl terc. - n—butanol - agua=4 3:3
" 40 n-propanol - éster acético - sgua = T:1:2
" 45 butanol sec. - 3 % emoniaco = 100 : 44
" 483 n—butanol - acetons -gmina dietflica -
 ague = 10:10:2:5
"o 49 butano] sec, = emina trietilica - deido

dietilbarbitﬁrioo - agug - 1sopropanol
= 100:0,8:1,8 £:60: 10
" 50talcohol amflico terc. = isopropanol -~ amina
trietflica - veronal - ague =
= 100:40:0,8:1,8 g:50 ‘
" 52.\n—butanol - deido acético ~ agua = 100:10:30
" 54: butanol sec, = isopropanol = écido monocloro-
acético - agua = 70:10: 3 g:140.
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: . LIEWPIO I | |
?g;;ﬁ ' Ester etlilico de ls N*‘—%ritilo-Ne =butilo terc, ~oxioar-

e ‘ bonilo-L-lisilo-L-prolilo-L-valilo-glicine.
" 7963 mg de deter etflico de la 1 —butilo tere,: _
5.  -oxlcarbonilo-L-lisilo-L-prolilo-L-velilo-glicina (ob-
tenida segin la patente belga 594 338 {Case 4351/1-3 - -
“}5 P  Ejemplo 13) se disuelven en 15 om3 de cloruro metildnico -

AL : abs., se agregan 561 mg de clorometano trifenflico puro
" y'0,31 em3 de amina trietilioa'abs,-& le solucidén se -
Ly 10, de ja durante 18 horas a %ehperatura de amﬁiente. A
T ~ oontinuacidén se lava la soluoidn cloruro metildnica,
| enfriando con hie1o, con solucidn de dcido citrico

_ diluido y agua, ée'seca con sulfato sédico y se evapora.
; . El residuo (1 40 g) ‘Be disu‘e\l’\re en algo de dter y se pre-

5

,?;QE; o 15, cipita con mucho éter de petrdleo, obteniendose 1,28 g
:ﬁ&' B de éster etilico de la N -tritiloéng -butilo terc.
. '-ox1oarbon1104n-11911oAL-proliloéneialilo-gliéina como

polvo; Punto de fusidn aprdx; 50-609, EL producto estd
’\»fgg | S lo suficientemente limpio pars ulteriores reacciones.

Rt 20. . BJEMPIO 2 :

B atriti1o-8® _butilo tere,-oxicarbonilo-T-1isilo
L-!goliloéL-valilo-glicina.
CALL 1,20 g de dster efflico de la N =tritilo-
v N¢ -butilo erc.-oxicarbomilo-L-lisilo-l-prolilo-T- -~
25. valilo-glicina se disuelven en 30 cm3 de dioxano y se
| agregen 7 cm3 de agua. A continuacidn se enfria la so-.

R lucidn a 22 y se agregan 2,0 em3 de sosa caistica l-n.
| Se de ja durante una hora a 22, después durante otra hora

. ?11 ' _ _a temporatura de esmbiente y seguidamente se neutraliza .
j’f _ 30. mediante la adicidn de algo de didxido de carbono sélido,
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A continuacién se evapora le solucién hasta secar, lsa

resine residusl se mezcla con 30 cn3 de agua, se filtra .
Mo de algo de material sin disolver y el filtrado se .acidi-
'ffﬁ - ' fica enfriando a 29 con dcido eftrico a un pH de 2, De
‘étﬁ}é e | esta ménera se sepéra el derivado tetrapeptdrico como

"ﬁ'Zj ‘ . preoipitacidn fina'gelatinosa. Esta se filtra en vabio,_
o : se lava neutro con mucha agua'y se seca sobre gcido
f sulffrico, Rendimiento :1,06‘g; P.F. aprdx.86-1179. Bl
:J'L; o : fproductd'se disuelve fééilmente en alocalis fuertemente
? iif . .10, . diluidos, es de dificil solucidn en agua y de f£écil solu- ;
RO " ¢idn en tetrahidrofurano, dioxano, formamlda dimetilica
¥y nitrilo acético.
EJENPIO 3
i a) Ester butflico terc, de la ﬁx —“Eritilo-Ne ~butilo
15, terc.—oxicarbonllOJL llsilOAL-prollloéL-valllo—gllcilo-
(* -butilo terc.-oxicerbonild-T-lisilo~(N% -butilo
‘ terc,-oxicarbonilo)-L-lisilo-nitro%L-arginilo—nltroéL—
. exginflo-Leproline |
' 125 mg de éster butilico terc, de la NE ~butilo
20, terc.-oxicarbonilo-:n-lisno-(Ne ~butilo tere,-oxicarbo-
nilo-)AL-llsilo-n1troéﬁ~arginilo-nitro—L—arg1nilo€L- '
prolina (obtenida segdn la patente belga ne 594 338 -
Case 4351/1-3 - ejemplo 10) se disuelven en 0,5 cm3 de
. formemida dimetflice, so agregen 114 mg de N —tritile-
25,  N° -butilo tero,-oxicarbonilo~L-1isilo-l-prolilo-I-velilo-
glicina‘asi éom§'2 cm3 de nitriio aéé%ico, la sdlucidn se
ki _ enfrfa a ~15¢ y ge mezcla con 38 mg de carbodiimida dici-
;ﬁ}:» ' clohexIlica., Después de 30 minutos a -152 y 2 dfas a

oo 22 ge filtrs en vaecio dol materiasl preoipitado v se lava
. 3. con algo de acetomitrilo y metenol, Se obtienen 25 mg de

Pt
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Urea dicidlohexilioa. El filtrado se evapora hasta
secar y frotando se leva a fondo con éter de petrﬁleo,

‘solucidn de decido acético diluide frias cpimo el hielo,

agua., solucldn de bicarbonato de sosa y agua. Después
de secar en vaclo se disuelve para su ulterior limpieza
en dster acédtico y se precipita con mcho éter y el

material sin disolver se frota flnalmente con poca acetona

: fria como el hielo, De ®stas maners se obtiene el derie

vado nonapeptdrico puUro Como pnlvo 1nsoluble en acetona
del punto de fusidn 153 - 1702 52_7 = 14,32 #

1,02 (¢ = 1,13 en formamida dimetilica).

Andlisis: 085H132Qébﬁ20’ celculado N 15,97, encontrado
15, 88 4 I ' ‘

E1 espectro ultravioleta (en alcohol f£ino)
mestre el méximo caracterfstico pera el grupb de guanidina
nitro en 270 mp ; ; logf = 4,51,

Después de la hidrdélisis de una prueba del
derivado nonapeptirico conm decido sulfdrioo conc, (1 h&fa
a 402) se muestra la L-lisilo-L-prolilo-L-valilo-
glicilo-L-lisilo-L-1isilo-nitro-L-arginilo-nitro-L-
arginilb;L-prolina'précticamente unitatia-eﬁ los croma- -
togrames dé ﬁapel.'Rf (40) ='0,0; R (54) = 0,10; trayec-

- t0 de recorrido —'1135’cm (despuds de 39 horas de paso

en elsistema 45).

b) Ester butillco terc, de 1a N -(fenilazo-benciloxlcar-V
bonilo-)-N —butilo teggg-QggggrboniloéL—llsiloéL—prolilo—'
L-valilo-glicilo-(N -butilo terc,-oxicarbonilo=)-L=
1isilo-(N€ —butilo terc,-oxicarbonilo-)-Ti-lisilo-nitro-
L-grginilo-nitro-L-srginilo-L-prolina

1. Obtencidn segdn el método de los enhidridos mixtoss
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, 94§ mg de Nd‘—(fenilazo-benciloxicarbonilo—)A
N& —butllo terc.-oxicambonilo-L-lisllo~L-prolllo—L~Valllo-
glicing (obtenlda segdn le patente belga ne 594 338 -

Case 4351/1-3 - ejemplo 12) se dlsuelven en 10 em3 de
formamide dimetflica sbs, y se agregan 0,20 cm3 de am;na
triétiiica abs. A continuacidn se enfrie a 02 y se agre-
gan 0,12 cm3 de dster etflico del feido cloroférmlco. |
Despuds de 30 minutos a 02 se agregan una~solu016n de T15
ng de dgter butilico terc. de la’ N8 ~butilo terc,-oxi-
earboniloAL-llsilo-(N ~butilo tere.-oxioarbonilo—)-L—

148110-ni bro-Leargini Lo-ni tro-L-arginilo-L-proline

(obtenida segin la patente belga ne 554 338 - Cese
4351/1~3 - ejemplo 10 ) en 15 cm3 de formemida dimetilica

‘abs, ¥ le solucidn se deja durante 22 horss a tempefatura

de ambiente. Después se destila la formamida dimetfliea
en elto vaclo a 40% de temperatura el baflo y el residuo
se lava enfriando con hielo y frotando a fondo, con sgua,
solueidn de éoidonitrioo diluido, solucidén de bicarbo=-

" nato de sosa diluido ¥y agua.. Después‘de secer sobre

deldo sulfurico se obtienen 1, 49 g de polvo narunja,

P,F. aprox. 110-145¢, Para la ulterior limpleza se @i-
suelve en écetona y\ge precipita con dter. 1I1a repeticldn
de esta precipitacién de 944 g de derivado nonapeptirico

'protegido;>puro, como polvo narsnja del P.F., 135-160¢.
2, Obtencidn segun el método oarbodlmmidico

740 mg del derivado tetrapeptdrlco ( Patente
belga ne 594 338 - Case 4351/1-3 - ejemplo 12) y 800_mg
del derivado pentapeptirico (Petente belge n9_594.333 -
Case 4351/1-3 - ejemplo 10) so disuelven en 10 cm3 de
formemide dimet{lice abs. y & la solucidn enfriada & -102
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s agregan 250 mg de carbqqiimidé dicilcohexflice.
"Déépués de 30 miﬁutos 8 =109 Y 2 dias & 22 se filtra en

veelo de la tres diéilcohéiilica precipitada, el fil-

trado se libera en alto vacfo a 402 de la formemida

Vdiﬁetilica v el residuo de le evaporacidén se frota, para

retirar la carbodiimida diciclohexIlica en éxceso,
verias veces con éter de petréleo. - E1 polvo insoluble

en el dter de petrdleo.se lava como deserito bajo 1) ¥y

" ge precipita de acetona-éter, Se obtienen 720 mg de

derivadovnOnapeptdrioo._P.F. aprox, 130-1602; el pro-
ducto contiene avn poca Wrea diciclohexflica. .Para su
eliminacidn se disuelve el polvo naranja, con el menor

metanol posible, por calentamiento ¥ la solucién se

~deja a 02, separéndose apl en forms cristalina la drea:

diciclohexilica. Déspués de filtra en vaclo se ob-

'tlene el derivado nonapeptdrico del flltrado mediante

preeipitacldn con éter.
o) Ester butilico terc. de la"N°<-carbobenzoxi-Ng'
butilo terc.-oxmcarbonilo-L-lisilo—L-prolilo-L—valllo—

gl:l.oilo--(N8 ~butilo terc.-oxicarbonlloA)JL-lisilo-(N

~butilo tere.~ox1carbonllo-)AL-llsilo-nitro-L-arglnilo—

: nitro-L-arg;niloAL—prolina

En forma andIOQa 2 como deaorito bajo b) se
puede obtener el dEster butflico terc. de la NA.-carbo-;
benzoxl-Ne -butilo terc.-oxicarboniloéb-llsiloAL-prolllo-
L-valilo-gllcilo-—(N ~butilo -terc.-oxicarbonllo-)—L-
11s:|.10--(N6 -butllo terc.-oxlcarbpnllo-)-L-llsilo-nltro—

L-arginllo—nltro-L~argin1104L-prollna por condensacién

© de déster butilico terc, de la we -butilo terc.-oxi-
'oarbonilo;L-lisiloa(NE'—butilo terc;-ox;carbonilo-)
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-L-lisilo-nitroéL-arginilo-nitro-L-arginilo-L-proiina
n‘ﬁ 32 | con N -carbobenzoxi-NE ~-butilo terc.-oxicarbonllo-L-

’ 1isilo-L~prolllo~L—va1110-g1101na. Este compue sto se ob~-

- tiene como sigue=

5. =) Ester etflico de la N™ -carbobenciloxi-N® -butilo tere,
' -oxlcarbonilo—L-llsiloAL-proliloAL-Valilo-gllclna

44,4 g de éster etilico de la L-prolilo-L-

‘valllo-gllolna (obtenlda segun la patente belga ne

: 594 338 - Case 4351/1~3 = ejemplo 11) y 62,0 g de W -car-
S 10,  bobenzoxi-N® ~butilo terc,-oxicarhonilo-L-lisina (ob=
tenida segn Case.4351, ejemplo 2) se disuelven en un
litro de acetonitrilo y la solucién se enfrfa a -1092,
golidificando asi todo en forma gelatinosa. (Se foﬁma

€

= '-;.»;..»,g';x..v_,‘.‘.._‘
L L
—eil me

4  la sal de los dos componentes). A pesar de esto se agre- -
o 15, gen 36,7 g de carbodiimida diciclohexflica, disueltos en

'poob acetonitrilo, y se agita fuertemente, Lentamente se 

PR

“~ [N 3

Wt D e T ha st
‘ .

»% : ' o disuelve la'gel gelatinosa y empieza la separacldn de la
drea diciclohexflica. Después de 15 horass a 22 ha Yuelto

‘;ili ' ' -~ a solidificar todo (Mezcla de irea d1c1clohexillca cris-

' 0. 'tallna y derIVado tetrapeptirico gelatinoeo) Este

,% ' | dltlmo se disuelve mediente le adicién de mucha acetonsa,

' e continuacidén se filtra en vacio la irea dlclclohexilica'

sin disolver (37,5 g P.F. 222 - 2252), El filtrado se

. concentra por evaporacidn, el residuo se recibe en mucho

-~

OB TR A S T
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S8 caminia, ™

St e

25. éster acético, se lava enfriando con hielo con solucién .
de deido cftrico diluido, solucidn de bicarbonato sédico

&
XN
PRI

ot

¥ so0lucién de sulfato sédico. Después de secar con sul-

s ceodd
PR

fato sédico y evaporar se eristaliza el residuo de pocs

© o aaant dlalll

acetona, Se obtienen 85 g de derivado tetrapeptirico del -

Tod - 30. PP, 132-1352, Para el andlipis se vuelve g recristalizar
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B
varias veces de acetona; el producto de andlisis puro
tiene el punto de fusién 133-135¢ [oA/j= -782 ( en
alcohol fino).

La'NE ~BOC-L~lisina se puede obtener en lugar

- de como en el procedimiento de la patente belga n¢

594‘338 (Case 4351/1-3) en la forma siguiente:
2,05 g de T-lisina (obtenida del monohidro-

cloruro con emberlite IRA 410) 1 33 g de carbonato
-butilo-fenillco, 10 cm3 de agua y 10 cm3 de metanol ‘
se egltan durante 16 horas a 602, La solucidén se acidl-
fica a 09 ligeramente con deido aeético 2-n, se: exxrae
tres veces con &ter ¥ la solucidn acuosa se agita en-
tonces con unos 100 om3 de amberlita XE-64 durante 30

minutos a 0¢ El intercamblador de iones ge filtra,

el filtrado'se filtra a travds de una pequefia columna

del mismo intercembiador de iones ¥y a continuacién se

" concentra por evaporacién en vaclo a 409 hasta la cris-

talizécidn.7 Después de reposar g 08 se filtra en vacio :

la Ne'—BOG-liéina cristelizada en forms gelatinosa, se

lava una vez con poca agua fris como el hielo y se seca

en vacio a temperatura de ambiente, _
Rendimiento= 1360 mg = 80 % calculad§ sobre

el carbonato t-butilo-fenflico o 40 % colculado sobre

1a lisina. :

' El producto es unltarlo en 6l ocromatograma de
papel. TLa lisine en exceso se puede recuperar del inter-
cambiador de iones.

" TLa N& ~B0C-lisine se puede obtener también
con carbonato t-butilo-p-nitrofenflico en un rendimiento

'~ del 76 % calculado sobre la lisina.



A N
RS At A

B

o PRSP i
G A LV Dy

Se

10,

15.

25,

30;

- 28 - 30

‘\v

263418

El producto se puede carbobenzoxilizar en
forme conocida, por ejemplo mediante reaccidn-con cloruro
carbobenzoxi y sose cavdstica segin el prbcedimienta des~
orito en la patente belga ng 594 338 (Case 4351/1-3
ejemplo?). TN
b) N -oarbobenciloxi-Ne'-butilo terc.-oxicerbonilo-T,-

1isilo-L-prolilo-L-valllo—glicina

660 ng del derivado tetrapeptdrico obtenldo
erriba en a) se disuelven en 20 cm3 de alcohol fino, se
agregen 3 cm3 de agua, se enfris 2 22 y se mezcls coh
1,1 cm3 de édsa caistica l-n, Después de 2 horas a 22
se agregan 50 cm3 de agua, el pH de la soluéidn‘sg pone
mediante adicién de dioxido de carbono sblido a ﬁnos 8

y el alcohol se destila en vaclo. ILa solﬁéidn acuosa

residual se filtra de algo de material sin disolver, se -

enfria a 22 y oon deldo citrico se acldifica a un pH de
2. De esta manera se separa el écido tetrapeptdrlco como
precipitacidn de_cOpos finos.. Se flltra en vaclo, se
laeve varias vecaé con agua de hielo y se seca sobre cido
sulfdrico, Se obtienen 600 mg de NO(-oarbobenoiloxi-

NE -butilo terc.-oxlcarboniloéL-li51104L-pr01110-L-
valllo-gllclna en forms de un polvo blanco del punto de
fq316n aprox. 80 - 1002, E1 producto se puede seguir

reaccionando stn ulterior limpieza.

DIEMPIO 4 |
Ester butflico terc. de la N -butilo terc.-oxicerbonilo-
L-1igilo-T=prolilo-L-velilo~glicilo=(N’ ~butilo terc, -
oxicarbonilo=)-I-1lisilo~(N & —butilo terc.-oxicarbonilo)-
L-ll911o-nitro-L-arginilo-nitroéL-arglnlloéL—prollna '

R derivado trmtllo-nonapeptdrlco obtenido en
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el ejemplo 3 de destritiliza selécfivamente en la
forma siguieﬂte: .
20 mg del producto insoluble en acetona se ~
disuelven en 0,5 cm3 de dcido acético acuoso al. 5% .
5e | Después de 30 minutos e 309 gse evapora hasta secar y
el residuo se frote varias veces contra éter para ‘eliminar
el carbinol tr;fénilioo._ El residuo 1nsoluble en éter

tﬁ‘” o ‘ se disuelve en algo de n-butanol saturadq con agua para
: » ellmlnar el dcido ecético. Ia soiﬁcidn butandlica se
. 10, - lava enfrlando con hielo con poca solucldn de potasio
> saturada ¥ solu016n de sulfato sédico diluida, se seca
” | con sulfeto sddlco ¥ se evapora. Se obtienen 15 mg de

R I
s s

nieve ineolora. En la oromatografla de papel RE (42)-
0,863 RE (41) = 0,87; RE (40) 0 91. '
15, , EJEMPIO 5 o
"~ Ester butflico terc. de la N& -butilo ﬁérc.—oxicarbonilo—
L-lisilo-L-prolilo-L-velilo-glicilo~(N& —butilo %erc.
;oxicg;bonilo)4L?;i§ilo—(N£.-butilo terc, -oxicarbonilo)
 ZL-lisilo-T-arginilo-T-arginilo-L-prolina
20. 1.a) Acetato -
- '19 mg del derivado nonapeptdrlco obtenido

. ~
e
Y LERVa IR
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segin ei ejemplo 4 se disuelven en 3 cm3 de metanol, se
'agregan 0,1 cm3 de“écido"écético'aéuoso'l-n'y en presen-'
_ cia de 20 mg de carbén de pelladio (10 % Pd) se hidriza.
25. Después de 4 horas ha terminado la hidrlzacidn. Se
' - filtre en vaclo del catallzador, se lava ulteriormente
con algo de dcido acético diluido ¥ se evapora, El |
residuo contiene exn 2lgo de’ acetato amdnico (amoniaco
formado por la reduccidén de la grupos nitro de guan1d1na);~“

Y.  para su eliminacién se disuelve varias veces en poca
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agua ¥y la solucién se liofiliza, con lo que sublima
lentamente el acetato amdnlco. Esta operacidn se To-
pite tentas veces hasta que no se demuestra nés sal
aménica en el residuo., EL producto se transforma eomo
descrito mds abajo en el tri-tisolato. (Rf (45) =
0,91; Rf (48) = 0,80,
b) Tri-tisolato

’El residuo 1ibre de emonio, contenido en a) sé
disuelve en egua y enfrianao 8- 22 se mezcle con la
cantidad exactamente caloulade (3 equivalentes) de so- |

_1ucidn aouosa al 0,l-n de écido p~toluenosulfénico con

1o que se precipita una parte del tri-tisolato del nonaé
pepturo en forma de grasa. 3Jin embargo, la mezola se
congele inmedistamente a -802 y se seca por congelacidn,
El residuo casi incoloro (péive) se frota con muého |
éter. Este producto estd’ lo suflcientemente linmlo
para ulteriores reacciones.. v _
2) 875 ng del ‘derivado nonapeptﬁrnco obtenldo
en el ejemplo 3b se disuelven en 40 cm3 de metanol se
sgregan 5 cm3 de doldo acétioo 1-n y lg solueidn se

hidrizae en presencig de. carbén de pelladio (10 % Pd).
- E1 didxido de carbono, que se forma durante ls hidrize-

cién, se recoge mediante un segundo apareto de hidriza-

~cidn llenado con gosa cavstica. 'Terminada la hidriza-

cidn se sspira del oataliiador; dste se lava con mucho
metanol y-1 % de &cido acético y el £iltredo se evaporea
en vacfo hasta secar, Para retirar la anilina y
toluidind,formade * durante la hidrizacldn, se reparte
entre éter y azua ¥y la fase acuosa se lava 3 veQes con

éter., La fase acuosa se pone, para eliminar el
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amoniaco formsdo durante la hldrlzacldn, con amina
trietflica a un pH de 10, después se evapora 1nmed1ata—
mente y se seca en alto vacio.v Una prueba del- re31duo 4
no mnestra en el espectro ultravioleta absor016n en

270 Iy y tal y como es caracteristico para el resto nitro

de la guanidina, El residuo de evaﬁéracidn se disuelve

& continuacidén en 10 cm3 de agua ¥y enfriando con hielo

.. se mezcla en por01ones con un total de 4, 5 cm3 de

solucidén acuosa de deido p-toluenosulfdnico 0, 5-n
(pH eprox. 2,5), despuds se congela inmediatamente y se -
liofiliza, E1 residuc del secado. se frote varias veces
con éter pera eliminar el dcido p-toluenosulfdniéo~y el
p-toluenosulfonato trietilamfnico en excééo. Se . ob-

‘tienen 644 mg de tri-p-toluenosulfonato del derivado

nonepeptirico, Segin el comportemiento en el cromato-
grama'de pepel el producto es iddntico al material des-
crito bajo 1). '

3) En forma andloga se pueden obtener el .

acetato ¥y el tri-tisolato del derivado nonapeptdrlco de"

arriba, tambidn mediante hidrizecidén catalftica del
dster butflico terc, de la l\f7k -c'arbo;nenZO:d.-N € ~butilo
tere.-oxlcarbonllo—L—1151lo-L-prollloJL-valilo—gl1cilo—
(N&;-butllo terc.-ox1carbon110—)AL—llsllo-(NE:-butllo
terc.~ox10arbon110-)-L-llsilo-nitroéb-arginl1o-nitroAL4"

‘ arglniloAL-prollna que se obtlene seain el eaemplo 3 c).

EJEWPIO 6

_ Sulfonato ditoludnico  del acetato del éster butilico

terc. de 1z butilo terc.-oxicarboniloéL-serllOAL-l“

tirosilo-L-seri1oJL-metioniloALnglutaminilo—L—histidiloé ?
Lefenilalsnilo-L-arginilo-Tetriptorilo-glicilo~& -
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butilo terc.-oxicarbonilo-L-ligilo=L-prolilo-L-valilo~"

glicilo=- € —butilo terc,-oxlearbonilo-L-1igilo~ € —butilo

. terc,=0xicarbonilo=~L-li silo-L -arginilb-L-ar@.nilo-L-prolina

‘ 400 mg de sulfonato tri-toluénico del éster bu-
tflico terc. de la € -BOC-lisn.lo-prolilo-valilo-glic:l.lo
- €.B0c-1isilo- € ;Boc-lisilo-arginllo-arglnilo-prollnsi se
disuelven en 5 cm3 de formemide dimetflice recién destila~
da bajo ligero calentemiento, se enfria a 02 y se mezcla,
con 0,3 cm3 de una solucién de smina. triet:rllca en forma-
mida dimetilica (0,22 mMol), Despuds de agitar durante
40 minutos a 02 g@e agregen 440 mg (0,3 mMol) de BOC-Ser-
Tyr—Ser-Met-Glu(NH )-His-Phe-Arg -Try-Gly-OH- acetato
(solic:l.tud de patente belga ne 481 450 - Case 4556/142
eaemplo 5) disuelto en 10 cm3 de formamide dimetflice y
despuds de agltar durante otros 10 minutos se mezela la
mezela de Teaccién con 125 mg (0,6 mMol) de carbodlj.mlda,
N,N‘-diciclohexflica. Se deja reaccionar durente 2 dias a

02 y un afa a temperaturé de ambiente, se f/ilbtra de la Urea

“diciclohexflica precipitad'a'y el producto de reaccién en

bruto se precipita com mucho éster acético, La precipitacic
se’filtfﬁ a través de wna Prita de cristal, - Despuds de '
secar en alto vacifo sobre pentdxldo de fdésforo se obtienen~
700 mg de dltoluenosulfonato de acetato del &ster '
nonadecapeptdrlco bqtiloxlcarb6n111cp en bruto,

El cromatograﬁafde papel en el sistema 45 y
54 muestra, sdemds de pocos pepturos iniciales, une men-
cha nueva distinta a la del BOC-decapepturo y éster
nonapeptirico que da reaccidﬁ‘posifiva seg, Panly'y

: Sakagiuch:. y negati\ra mnhldrinlca.

El dster butilico terc. del monadecapepturo
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protegido se puede emplear directamente sin ulterior-
limpieza. f |
) EJEMPIO

" Exaacetato de:L-serilo-L-tirosilo-L-serllo-L-metionllo-

L-glutaminilo-L-hlstidilo-L-fenilalanlloAL-arginilo- o

L-triptofilo-glicinaéL-lisiloJprroliloéL-Valilo-

gliollo-L-1isilo-L-lisilo~L-arginilo-L-srginilo-L-
prolins - ;

T00 mg de éster butillco terc. nonadecapeptd-

rlco-BOC ge degan reposar durante 1 hora a temperatura

de. ambiente can 7 cm3 de écldo trlfluoroacético anhldro.;v‘

El dcido trifluoroaoético se evapora en vaclo a 409 se

rasca el residuo en forme de melaza repetldas Vecen oon‘
mucho éter abs. -El trifluoroacetato de nonadecapepturo
se obtiene aqui en forma de polvd 1iger§mente rosa.

El compuesto secado en alto vaclo se dlsuelve en 2 em3
de agua y se lava con otros 60 om3 de sgua a través

‘de wna columna interoambiadora de iones Amberllta
-IR-4B/forma de acetato.

La solu016n acuosa se liofiliza. Se obtlenen"
300 mg de hexaaeetato nonadecapeptﬁrico en bruto como
compuesto hidrocépico. "

La hidrélisis total miestra todos los écidos
aminlcos depeados.' En el texto segin Sayer muestra el
nonadecapepturo actlvidad ACTH,

. EIEMPLO 8
a) Bster ¥ —t-butflico del dstered -bencilico del deido
gggbobenzoxi-L-glutaminico
| 8,3 g de ésterﬁa-bencilioo del Z4cido carboben-
zoxi-L-glutaminaco (H, Sechs ¥y E. Brand, J.Amer,
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Chem,SQé. 15, 4610,/1953/) se ‘enfrian 'en una botells

de presién junto con 25 cm3 de dioxano sbs. a =109, Se
agregan 95 om3 de isobutileno licuificado ¥ 0,42 cm3

de deido sulfdrico cono., se cierra y se agita & 202
durente 20 horas, La mezcla que al briﬁcipio es bifdsice
se hace‘homogénea despuds de unas 2 horas.-‘Parqria ela-
bora§idn se mezcla con 100 cm3 de agua, se evépora el
isobutileno ¥y se extrae dos veces, cada ﬁna con 70'cm3

de éter, De las porcibnes etdricas reunides se elimina
el material inecizl adn invarisdo mediante cuatro veces
extraccidn cada una con 50 cm3 de solucién-de bicarbohato'

“gédico saturado o 02, y la fase orginioca se concenffa

pbr eveporacién hasta secar despuds de lavar neutro y
secar sobre sulfato de magnesio. Se obtiene un aceite
incoloro que cristaliza después de algin tiempo y que

.dgépués de secar en alto vacio funde a 40 - 442, TRendi-

miento 6,02 g = 63 %.d@ la teoria. El1 compuesto se
puede recristalizar de dster aoético/éter de petréleo y;i
funde entonces a'46-489. De la solucién acuosa'de‘bi-~"
carbonato sédico se obtiene después‘de acidificar y ex-
traccidn con dter 3,2.g‘dé materisl incial sin
modificar, ' ' '
b) Esterc{—etilo- Y -butflico terce. del dcido carboben—
ciloxi-L-gluteninico |

La solucién de 3,5 g (11 mMol) de éster X
-etilico del 4cido carbobenzoxi-glutaﬁinico (F. Weyganad
+ K.Bunger, Z.Natf. 136, 50 /1958/) en 15 cm3 de
dioxano abs. conteniendo 0,25 cm3 de dcido sulfurico
conc. se enfrfa en hielo seco/acetona ¥y Bajo exc}usién

de humedad se condensan en el recipiente de reaccidn




5.

10,

15,

20,

: * " 25,

30,

-3%-

85'cm3 de isobutileno sécado SOEre'sodio."Za mezcla &é _
reaccidn se agita 2 dfas a temperatura de smbiente, Léak :
golucidn clara se mezcla con 10 cm3”de solucién de ‘
bicarbonato gédico l-n y el isobutlleno y el dioxano se
evaporan en vacio a temperatura de amblente. ‘
Bl reésiduo de evaporac16n se recibe en éter y
se lava slternativamente con solucidén de bicerbonato
l-n y agua hasta que unalﬁrueba acidificaﬁaﬂdéfla'solu-
cién de extraccidén alcalina no muestre ningdh enturbié-
miento, Los extractos efericos levados neutro con-ague
se secan sobre sulfato sédico y en Vacio se evaporan a
402 hegta seear. Se obtienen 3,6 g (90 % de la teorla)
de ésterm(-etilo-?(—butilico terc. del’ écldo carbobenp

'zoxi-glutaminico aceitoso,

El didster mixto en bruto se algue reaocionan—-

do sin ulterior llmpleza.

EJEMPIO ,

Ester_ 3/-t-butillco del deido carbobenzoxl-L-glutaminloo };

a) 5,5 g de éster K't-butillco de éster A '
~beneilico del deido carbobenzoxleL-glutaminlco se

disuelven en 25 cm3 de etanol y 5 cm3 de sgua, Se agre-
gan entonces 15,2 cm3 de sosa cadstica l-n y se agita
a 209 El aceite preeipitado 1nlclalmente se disuvelve
en el trenscurso de 5 mimutos. Despuéds de un total de
10 minutos se agregen 17 cm3 de dcido clorhfdrico l-n

se mezcla con 50 ocm3 de agua ¥y se extrae dos veces, cada

‘una con 80 cm3 de éter, ILas fases orgénicas se lavan

neutro, se secan con sulfato de magnesio y se evepors.
Despuds de secar a 502 en elto vacfo se obtienen 4,14

g de un aceite incoloro, viscoso (95 % de la teoria) que
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.se sigue empleando directamente para la elsa orééldn _
(El grupo éster t-butilico -solo se saponifica en huellas
en el tratemiento con 8080 cadstica de arriba). I .
compuesto da en el s1stema 45 una mancha unltarla '
5.  _Rf = 0,85,
b) 2T e (7,4 miol) de ésterc*-etllo- J-butilico terc.
del doido carbobenzoxi—glutaminlco se sanonlfican en
20 cm3 de dioxano al 90 % y 8,1 cm3 de sosa cadstica
B 1-n qurente 10 minutos a tempersture de ambiente, des-
10,  puds se neutraliza-don 8'1 em3 de écido clorhfdrico 1-n
y el disolvente ‘8e evapora en Vacio a 409 B regiduo
de evaporacidn se recibe en éter, se laVa otra vez con o
10 cm3: de deido clorhidrlco 0, l—n ¥ finalmente neutro
con agua de la red, Después de secar sobre sulfato 86-
15, dico y eVaporar el éter se obtlenen 2 3 g de pro&ucto
de saponiflcacidn aceltoso en bruto.
‘Sal diciclohexilaminlca : o ,
Para la separa016n de 1as partes neutras se

reciben los 2,3 g del producto de ssponificacién en
.20, 100 ¢m3_de éter y se agregan 2 cm3 de amina diciclo-
nexflice. ILa sal diciclohexileminica del &ster J-buti-
lico terc, del 4cido carbobenzoxi-glutaminico se separs
pronto como agujas finas blancas, Después de reposar

dursnte 4 horas se filtren los cristales, se lava bién

.libﬁv - 25 con éter y la sal se seca en vacio,
El rendimiento asciende a 3,0 g (83 ¢ de 1a
teorla) P.F. = (129) 138-139¢,
La sal diciclohexilaminicae del éster ’rbuti-
lico terc. del decido carbobenzoxl-glutaminlco se puede
30, recristalizar de mucha sgue celiente o metanol al
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50 % P.F. = 139 - 1402, | -
El compuesto en bruto y cristalizado en unite-
rio en el cromatograma de papel. El valor Rf en el sis-

tems 45 es 0,85,

v (B1 cromatograma gecado se rocia con una solu~
cidn al 0,005 % de acridina en etanol ¥y a continuacidn se
determinan les manchas en la luz ultravmoleta)
DIsociacidn de la sal diciclohexllaminlca

3,0 g de sal se disueIVen en 60 cm3 de etanol al;
50 % se agregan 5 cm3 de Dowex 50 X—8 y $odo ello se agita

'durante 30 mlnutos 8 temperatura de amblente. La solup
'cidn liberada ‘del 1ntercambiador de lones se evanora ‘en

el vacfo al ohorro de agua a 409 ‘hasta un pequeno volumen,
el residuo se recibe en éter y la solucidn se seca sobre
sulfato sddico. Después de evaporar se obtienen 1,95 g
(100 %) de éster 8Lbutilico terc, del deido carbobenzoxie
vlutaminzco cromatograficamente puro en forma de aceite,
¢) 2 g de dcido carbobenzoxi-L-glutaminico se
disuelven en una botella de presidn en 6 cm3 de dioxeno,

se enfria a -102 y sé»cubre con 25 em3 de isobutileno

licuificado y 0,1 cm3 de 4cido sulfirico cone. Se agita
durante 5 horas a 202 con lo que la mezcla, al principio
bifésicé, s¢ homogeniza después de unas 2-3 horas, Des-
pués de agregar 30 cm3 de agua se evapora & eprox, 2/3

del isobutileno, se mezcla con 50 cm3 de éster acético y
la fase orgdnics se:lava con agua, Después de secar sobre
sulfato de magnesio, evaporar y breve celentamiento del
residuo incoloro, aceitoso en alto vacio a 50¢ se ob-
tienen 2,46 g de producto en bruto que se compons Ae deido
carbobenzoxi-L-zlutaminico, ésterfﬁ-fwbutilico del #cido
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carbobenzoxi—L-glutaminico, égter ('t-butilico del
deido carbobenzox14L-glutaminico ¥ deterd , f—di—t-
butilico del deido cerbobenzoxi-L-glutaminico, Los
rendimientos, referidOS al deido carbobenzoxiéL-gluta—
minico empleado, sseienden a 15, 25, 35 y 25 %, segdn

el orden de arriba, De esta mezcla se retire prlmera--

mente por cristallzacidn de cloruro.metilenico-éter de -

‘petrdleO'l:lmia mayoflparte del écido,carbobenzoxi-L—
- glutemfnico de difieil solucidén. Del filtrado evaporado - " .

hasta secar se preciplta, después de dlsolver en éter

C oy mezclar con algo mas de la cantidad calculade de cmi-

na dlclclohexilica, primeramente el derlvado de -dificil
solucién del éster‘f t-butilico del dcido carbobenzoxi-
L-glutaminlco Junto con un pooo de sal bis-diciclohexi-
1aminloa del decido carbobenzox14L-clutaminica. De la
lejia madre se obtiene mediante recristallzacldﬁurepe-
tida de metanol-dter y etanol-gsgua la sal didiclohexi-
laminica del éster § ~t-butflico del deido carbobenzoxi-
L~glutaminico. P.F, 138-140¢,

EJEMPLO 10

" Ester metilico de la carbobenzox1-(5/-t-but11Q_)éL—

glutamilo-L-histldina :

719 mg de éster Xit-butilico del dcido carbo-
benzoxi-L-glutamfnico y 432 mg de dster metilico de
L-histidina del P,F, 58-612 se disuelven juntos en 6

cm3 de scetonitrilo vy despuds de enfriar a 02 se agre- _
gan 527 mg de diciclohexil-carbodiimide en forme sélide,
Después se agita durante 4 horas a 02 ¥y después’du;

rente 12 horas adn a 25° : Finalmente se filtra le firea. -

dioiclohexillca separada, se enjuaga con poco ester



acético y del £iltrado se precipite mediante adicién
de 60 cm3 de éter de petrdéleo el dipepturo en forma de .
- gelstina., Se filtre, se leva con éter de petréleo y el
producto en bruto se seca. Mediante precipitacién de’
5¢ . . ‘éster acético-éter se obtlenen 892 g (86 % de 1a teoria)
L Qe produoto puro como polvo m;eroor1stalino blanco del
P,F. 1162, Rf (49) = 0,96;RE (54) = O, 95. Después de
disociar el grupo del éster t-butilico (5 minutoa con
dcido tritluoroacétlco a 209 reposﬂndo) es el RE (49)
0. . =0 69, RE (54) = 0,78,
EJEMPLO 11
Carbobenzox=( ¥ —t-butilo-)-L-glutamilo-L-histidina
B K 488 mg de dster metilico de la carbobenzoxi-
(d/;tnbutilo-)-L-glutamilo-L—hlstldina se disuelven en
2354 1,5 cm3 de metanol y mediante reposo con 1,2 em3 de sosa

cerstica l-n durante 8 mlnutos se gseponifica a 202,
Después de sgregar 1,2 cm3 de dcido clorhidrico 1-n se
evapora en vacfo hasta la mitad. Se extrae el pepturo
con 20 cm3 de n-butenol y emtonces la fase butanélica

20, se lave Vvarias Veces cada una con gprox. 3 cm3 de agus
hagta que la prueba de éloruro sea negativa., Se eva-
pora el metenol hagta un pequeﬁn“résto y del residuo
aceitoso se precipita mediente adicién de éster acdtico
Ng dter de petréleo el pepturo como masa geleatinosa,

25. Después de filtrar, lavar con éter de petréleo y secar

se vuelve a precipitar el producto en_bfuto obtenido de

metanbi-éster acético-éter de petrdleo. Se obtienen
S asl 402 mg de producto puro (85 % de la teoria) cue
funde 1nexactamente a unos 120e, E1 comﬁuesto muestra

'f ‘ 0. ser unitario en la cromatografla de papel. Rf (49) = 0 84,?
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Rf (54) = 0,90, Después de la disociacidn del grupo
- egter butilico terc, con écldo trlfluoroacétlco ( 5
‘<minutos a 20“) es el Rf (49)

Oy44; RE (54) = 0,77.'
EJEMPLO 12 A ' |
Hidreclda de carbobenzox1~
hlstldina .

L=

~t-butilo=)L-slutamilo=L=-
2,44 g (5 mol) de éster metilico de carbo-
benzoxi-( F2¢-but110-)L-glutqmllo-L-hlstldlna, disuel-

tos en 20° cm3 de etanol abs., ge enfr1an~a 02 y se

mezela con 0,8 cm3 de hidrato hldracinico. Después de

reposar durante 60 horas a esta temperatura se evepora
el alcohol a un pequefio volumen ¥y el residuo se mezcle
con mucho éter. EL hidracidas carbobénéoxi—dipeptdrico
ge precipita como pfoducto viscoso que solidifica des-
pués de reposar largo tiempo a 02 y fre&ﬁentéﬁénte
rascado. La cantidad prinecipsl del hidracida se pre-
cipita como producto gelatinoso. Se deja repossr 10

hofas 8 02 la precipitscidn gelatinosa se filtra a tra-

.- Vés de una frita de cristel G.2, se lava con muche éter: -

y éter de petréleo y finalmente se sece g 409 en alto
vacfo, Rendimiento 2,3 g (94 ¢ de 1la teoria) P, F.
119-120¢, -
El hidracida se disuelve bien en etanol frio
y metanol,!ﬁbr el contrario muy difiéil en éster acé=
tico tambidn bajo calor. Recristalizado repetidas
veces de metﬂnol/agua funde el preparado de andlisis
a 140-142¢ (ointeriza a 752) é’i/ = -37,82 + 0,5¢

e = 2,333 en dcido clorhfdrico ;—n).
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EJEMPLO 13 B

,Ester metilico de 1a L-fenllalanil—nltro—L—arginllu- 3
. L-triptofilo-glicina

3,5 g (4,6 mMol) de éster carbobenzoxl-tetra- |
peptirico (patente belga 580297 Case 4074/1 +2 - )
egemplo 27) se dlsuelven calentendo llgeramente en 8
cm3 de dcido acdtico glaoial ¥ la solucidn enfrisde nue-
vamente a temperatura de ambiente se mezcla con & cm3
de solucidn de dcido broﬁohidrogénico;écido acético
élécial 4-n, Despuds de reposar durante 60 minutos se
evapofé la cantided principal de dcido acético glacial
y el deido bromohidiégénico en exceso en vaclo y el
residuo gelatinoso se‘rasca con mucho &ter abs. El
dihidrobromire tefiido ligermmente rojo se precipita
una vez de poco metanol ebs, con mucho éter, se seca en
végio ¥y a continuacidén se reperte entre 5 cm3 de solu-
cién de sosa 2-n y 40 ém3 de cloroformo:butanol (1l:1),
Las fases orgénigas se tratan con solucidn de sosa has-—
ta la reaccidn fenolftalein-elcslina y los exffactos al-
calinos acuosos se extraen adn 2 Veces con clprofbfmoif,
butanols La solucién clofoformo:butanéiica éecada sobre
sulfato sédico se evepora en vacio:hasta un peﬁueﬁo"
volumen y el dster tetrapepfﬁricq se precipita con
micho éter de petréleo. Rendimiento: 2,4 g (84 % de
la teofia).

En el cromatograma de papel, en los sistemas
52 ¥ 54 muestra este solo una menchs Pauly y Ehrliéh—
positiva con los valores Rf O 455 resp. 0,75,

| EJEMPIO 14
Ester metIlico de la carbobenzoxr-(5<;t-butlloIL—
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glutamiloJL-hisfidiloéLufeniialani1o-nitro¥L-argin;io;‘5J
L-triptofiid-glicina | ' |
a) de d101clohexilcarbodiimida

474 ng (l mfol) de.carbobenzoxi- (g)—t-butllo-)
L-glutamilo—L-histldina v 623 ng (1 mMol) de éster meti-
lico de L-fenilalenllo-nltroéL—armlnllo-L-trlptofllo-

g11c1na se dlsuelVen bajo calentemiento en 2,5 cm3 de for—t
mamida dimetillcd abs, ¥y 15 cm3 de acetonitrilo abs,
Después de enfrlar a 02 se agregan 248 mg (1,2 mMol) de
diclclohex11carbodlimlda en forms sélida ¥ se sgita du-
rante 6 horas a 02 y a continuacidn durente 18 hores a
222, Finalmente se precipita de le solucidn de reaccidn
médién%e adicidén de mucho &ter seco el producto en

brufo, junto con un‘pocb de'drea?diciclohexilica.

(Total 1020 mg P.F. aprox. 1409), ,se_disuelvén bajo
celentamiento en 20 cm3 de metanol 'y el derivado hexapep-
tirico se precipita despuds de enfrier medisnte adicidn
de 120 cm3 de éter seco en forma de precipitacidh co-
pose. Después‘ae disolver y precipitar 2 - 3 veces.en .
forma anéloga y”eiébsracidn de ias lejias madre se ob-
tienen en totel 780 ng (=T2¢% de 1a teoria) de un.

polvo amorfo lig eramente marrén del P,F, aprox. 155—

~después de la disociacidn del grupo ésterwf—b@tiliép

con deido trifluoroacético (10 min, a 202) el'Rf (49)-

= O 84, despuéo de saponificacidn adicional del vrupo

- ester’ metillco ¢con sosa caustloa l-n en metanol-aﬁua

(5 minutos a 222) el Rf (49) 0,62.

b) mediante azuro

540 ng (l 1 nifol) de hidracida de carbobenzoxi-
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(3/ t-bﬁtiIOu)L—vlﬁtamilo-L-hiStidina se disuelven en 11w‘:
4 cm3 de dcido clorhidrleo 1-n, se enfria a 02 ¥ se mez-

cle con 1,2 cm3 de solucldn de nitrito sddlco 1-n

fria oqmo ‘el hielo, Despuds de 3 minutos se pone la
soiudidn'de reaccidn fenolftaleinalcalina con solucidn
de sosa 2-n (2,7 cm3) fria como el hielo y el azuro
precipitado se extrae 2 veces con 15 cm3 de'éétér acé-
tico frio como el hielo., Los extractos éster acéticos
se levan neutro con agua (2 veces 5 cm3), a 02 se seca
sobre sulfato de magnesio y el alto vaclo a temperatura
de embiente se evapora haste un pequeiio volumen,

La solucidn de szuro se reune con la solucidn
fria como el hielo de 475 mg (0,75 mMol) de &ster meti-
licb de la L-fenilalanilo-nifro-L-arginiloAL-triptofilo-
gllcina en 5 cm3 de formamida dimet{lica ¥y se deja reac-
cionar durente 60 horas a 02, E1 disolvente se evapora
en alto vacio & 402 hasta un pequefio volumen y el produc-
to de reaccidn se*ifﬁcipita conémuchb éster acético., La -
precipitacidn‘gélatinosa se ééntrifuga, se lava con
muacho éster acrtlco, dter y éter de petrdleo y en alto
vacfo se seca a temperatura de _ambiente.

El producto en bruto (720 mg) se disuelve y
precipita de etanol al 95 % % con éter, Rendimiento
600 mg (74 % de la teoria). P,F, = 165 - 1702, EL pre-
perado descrito bajo a) es idéntico al compuesto de
arriﬁa. |

EJENPIO 15
Carbobenzoxi-~ (81-t-butilo-ZL-g tcmlloéL-hlstldilo-L-

fenllalanilo~n1troAL-arglnllo-L-triptofllo-gl1cina

450 mg (0,4 mMol) de éster metilico de la
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carbobenzoxi-( _-t-butilo-)'L-glutamilo-L-histidilo-L-
fenilalaniloéhitroéL-arginilo-L-triptofilo-glicina se
sapoﬁifican en 7,5 cm3 de dioxano al 75 %,con 0,5 cm3 de
sosa caustica l-n durante 4 minutos a tempefafura de am-
biente, A continuacién se neutraliza con 0,5 cm3 de
récido clorhidrico 1-n y el dioxano se evepora a 402 bajo
presidn redueida., La solucidn lechosa se diluye con

25 cm3 de zgua con 1o qQue se separa el'producto de sapo~
nificacidn como precipiticidén fina. Se deja reposar aun
dufante 60 minutos a 0%, se filtra y labprecipitaoidn

se lave con agua, Después de secar en vaclo sobre penté-
xido de fésforo se obtienen 435 mg de carbobenzoxi-hexa-
pepturo en bruto del punto de fusidn 203 --206° (descomp.)

El carbobenzoxi-hexapepturo se puede recristallzar en

mucho metanol.

En el cromatograma de papel en los sistemas

- 45, 50 y 52 se traslada con el frente del dlsolvente.

EJEMPLO 16

th-butlloJL-glutamlloéL-h1stldllo-L-fenllalanlloéL- o

arg;nlloéL-trlptofllo-gllclna :
- 975 mg (0,9 mMol) de carbobenzoxl-(fj-t-butllo)»

_ AL-glutamiloéb-hlstldlloéb—fenllalanllo-nltro-L~arg1nilo—
L—trlptOfllO—ﬁlicina se agltan en 100 om3 de dcido acétloo -

el 90 % en presencia de 400 mg de cetalizador 10 %
Pd/carbdn durante 17 hores a pr9316n normal y temperetura

de ambiente en una atmbsfera de hldrdgeno.' La solucién’

.liberade del cstslizador se evapora en vacio a 402 hasta

gsecar ¥ el residuo de evaporacldn se recrlstallza una,
vez de metanol/éter. Después de secar en alto  vacio se

obtienen 845 mg de dster {/-butilo tere., del hexapepturo. 
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En el egpectro ultravioleta muestra
max 290 m/u'£_<= 4800
n 280 m P & = 5800
" 274 mp £ = 5700
En lo electrofordésis de slta tensidn se traslada

"

it

el derivado peptirico a 3000 Voltios y pH 1,9 durante 1
hora 14,5 cm y con la reaccién segin Pouly, Ehrlich y
Sekaguchi, asi como con ninhidrina de una reaccién posi-

tiva.

) EJEMPLO 17

Ester t-butilico de_la cqrbobenzoxi-(j/-t-butllo)L-gluta—
mllOJL-histidllo-L-fenllalanilo-nltro-L—arglnllo-L- '

triptofilo-glicilo~(N€ ~t-butiloxicerbonilo)-L-1isilo-T~

pxollloéL—valilo-gllcllo-(ﬂéf-t-butilox1carbonllo)-L-
lisilo=(N% -butilo ‘terc.-oxicar'bonilo)-L-llsllo-nltro-L- L

_Harg lo—nitroJL-arglniloéLgprolina

350 mg del derivado nonapeptdrlco deecrlto en el
ejemplo 4 asi como 320 mg del derivado hexapeptdrloo degeri
to en el eaemplo 15 se dlsuelven en 3. cm3 de. formemida

'\dimetillca ¥ se agregan 9 cm3 de acetonitrilo asi como’

100 ng de. carbodiimida diciclohexilloa. ‘Después de 3 dias

' a temperatura de embiente se filtra en vacilo la rea dici-

clohgxilica precipitada; se lava con poca mezcla de for-
memida dimetIlica-acetonitrilo y el filtredo se evapora
hasta secar. El residuo se frota con mucho éter, éster
acético v solucidn deido acétlca al 1 % frie como ol

hielo y las partes insolubles se precipltan de la solucidn .

dimetilformamidica con una solucidn de amina trietillca al

,.l % en dster acético.' Esta precrpltac16n (separecién del

derivado hexapeptdrlco) se replte tres veces y las partes
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insolubles;el derivado (pentadeéépeptﬁrico) se frota
finalmenté con poco metanol frio. Elypentadecapepturo
se obtlene asl en forma de granulado‘gelatinoésjde
dificil solucidn en metanol del puﬁfdfde fusidn
192-197¢, Despuds de retirar los grupos BOC y éster

t-butilico con &cido trifluorcacético (1 hora 2 teme

peraturs de ambiente) es el valor Rf (52) = 0,0' -
Rf (54) = 0,4-0,5 !
NBMPLO 18
Ester t-butlllco de 1a (;-—t-butilo)-L-glutamlloéL-
hist1dilo¢L-fen11a1anlloAL-arg;nllo-L-trlptofilo-blloilo
(Nél-t-butlloox1oarbonllo)-L-lls1104L-prollloén-va111o- :
glicilo- (R -t-bu’tiload.carbonllo)-L—llsllo-(NZ -t-bu- :
iloxlgarbonllo2-L-lisiloéL—ar~1nilo-L-arg1nlloAL-prolina
"A“' El pentadecapepturo obtenido en el eaemplo 17
ge disuelve el éoido_acético al 9 % ¥y en presencia de
carbén pelladio (10 % PA) se agita con una presidn de

hidrdgeno de 5 atmdsferas durante 5 horéé. A continug~-
cidn se agrega"CEtalizadbr.de carbdn de pélladio fresco
y ¢ 1 atm, de presidn de hidrégeno se agita durante 12

‘horas, Se flltra en “vacio del catallzador y el filtrado
se evapora hasta secar. Para retlrar las sales amé-

nicas formadss durante la hidrizacién se_dlsuelve el
résiduolen solucidn ccuosa a1 1 % de amina trietilica e
inmediatamente se liofiliza, Este tratemiento se repite
tantas veces: hasta que en la sal amdnlca no se pueden
demosgtrar mds sales amdnlcas.

El derlvado 3entadecapeptdr1co obtenldo
muestra en la electroforésis de papel (pH = 1,9; 45 V/cm-
1 hora) un trayecto de recorrido de aprox, 12,5 - 14,2 com.
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Reaccién positiva con ninhidrina y segin Pauly,

‘Sakaguchi y Folin,

Ester t-butilico de la t-butiloxicarbonilo-L-serilo-L-

$irosilo-Li—gerilo-L-metionilo-(¥ —t-butilo)-L-elutanilo-
L-histidilo-L-fenilelanilo-L-atZinilo-T-triptofilo-
gllcllo-(ﬂ2>-t-butlloxicarbonllo);L-lis1lo-Leprolllo-
L-valilo;gllcllo-(N€~-t—butlloxicarbonllo)4L-1151lo-

LNZ--t-butilox1carbonilo)-L-llsiloéL-arglnl1o-L-arg1n116: -

L-prolina
60 mg del derlvado pentadecapeptuirico obtenido

en el eaemplo 18 se disuelven en 'l cm3 de formemida -
‘dimetilioa ¥y 042 cm3 de agua. A contlnuacidn se mexnla
g 28 con 0,01 cm3 de aming trietflica y 30 mg de azuro
BOCAL-seriloAL-tir051loéL—serllOAL-metloninico (obtenldo

segin la solicitud belga 481 450 - Case 4556/1+2,

ejemplo 10) y se deja durante 3 dias a 2y después 5

horasg o temperaturs de ambiente, Se eVapora ‘entonces’

~ hasta secar y el residuo se lava a fondo con micho dter

y.é4ster acético al mismo tiempo oque se frota. El deri-.
Vado nonadecapeptﬁrico en bruto, protegldo, contiene an
glgo de derlvado pentadeoaoeotﬁrlco.

T4 dlsoolacidn de los grupos BOC y éster t-
butilico y la trqnsfprmacldn en lalforma de acetato se
efectda como en el ejemp16.7.‘“El nonadecapeptugb 11-1;
Bré asl obténiao poseé'las mismas propiedades como el

producto descrito én el ejemplo 7.

R e T
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Descrits suflclentemente la naturaleza del in-

vento asl como la manera de realizarlo en la prdetica,
debe hacerse constar que les disp03101ones anteriormente
indicadas son susceptibles de modificaciones de detalle
en cuento no alteren su Drlncipio fundamental Tqmbién

se hace constar que. el invento’ corresponde 2 unas

‘-solicitudes-de patente presentadas en Suiza con fecha
29 de julio de 1960, no 8658/60; 24 de octubre de 1960,

ne. 11882/60 ‘17 de noviembre de 1960, ne 12903/60'

6 de. dlciembre de 1960, ne. 1364l/60 ¥ 27 de junio de

1961, nt . acogiendose por 1o tento a los bene- -
ficios que conceden los Convenios Internacionales en
‘vigor y siendo 1o.que congtituye le esencie del referido

invento y por lo que se soliéita Patente de Invenéi&h'

. por 20 afios en Dspaﬂa- "PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION

DE POLIPEPTUROS NUEVOS"; caracterizéndose por lo
s1guiente. _ .

12.- Procedimiento psre la obtencién de
polipepturos nuevos caracterizado porque en forma en si
conocida se preparan los nonadecapepturos de la férmula
L-serilo;L-tiros;loéL-serilo—L-(X)éL—glutamilo-(d L~
gluteminilo)-L-histidilo-L-fenilalenilo-L-arginilo-L-

' triptofilO-gllCllOéL-llSllOéLﬁPPOlilO-L-Valllo-0110110-:

Lnlisi1o~L-1ismloéL-arginlloéb—arglnllo-L—prolina,
donde X represents un écido‘iaalqullo bajo-oQ—aminoaoé-
tico con méximo 6 étomos de carbono sustituido por un
grupo mercapto- 0 alquilo baao mercapto o su resto’ de
sulfdxido 0 sulfono, sus derlvados y saleg.

28,~ Procedlmlento, segin la re1v1nd1ca01dn 18
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earacterizudo porque los dcidos emfnicos L-serine, o
L-tirosins, L-ssrlna, L-(X), L-aglutamina, L-hlstldlna,
-fenllalanlla L-arglnina, L- trlptofano, gllcina, )
L-lisinsa, L—prollna, L-vallna, glieina, L-1151na,
L-lisina, L-arginina y L-prolina se ligan en’ 1a.se9ueﬁcié
indiéada como sigue= _' v 
a) mediente reaccién de una moléculs .de un
écido amfnico resp. pepturo en forma de un éster ‘eon
grupo’ aminico libre con otra molécula de deido aminloo
o] pepturo que contenga un grupo amfnico protegido, en -
presenoia de un medio de condensacidén & .
b) mediente reaccién de’ un éster del écldo>
aminico resp. pepturo con grupo aminico llbre ‘con un
écido aminlco Tesp., un pepturo con grupo carboxflico

_act1Vado y grupo aminico protegido ¢

@) medlante reaccidn de un 4cido aminlco reﬂp.
pepturo con grupo carboxillco libre y grupo amfnico pro—
tegldo con un é01do aminico resp. un pepturo con grupo
eminico activado ¥ &rupo carboxilico protegldo.

38,- Proeedlmlento, segin las relv1nd10301ones
18 y 22, caracterizado porque el decapepturo de 1a,fdr—j
mula L-seriloéL-tirosiloét-seriloéL-(X)éL-glutaminilo-'
(6 glutamilo)-LéhiStidiloéL-feniiaianilo-L-arginihb%Lé'
triptofllo-01iclna, donde el &rupo d;aminico yy en
oaso dado, un grupo mercapto libre ‘estdn protegldos
8e. condensa con el nonapepturo de la férmula L-lisilo-

.L-prollloéL-valllo—gllclloéb-ll31lo—L-11slloéL-arglnmlo-
.L-arginilo-L-prolina, donde los gmupos S:-aminloos

estdn protegidos Y en los nonadeoapepturos obtenidos se

liberen los grupos protevldos.
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48, Prooedlmlento, segdn las reiv1ndicaomones.

12 - 38, caracterizado porque el butilo terc.—ox1car—

‘ bonlloéL-serllo—L tlros1lo-L—serllo-L-met10n11oéL-\

' glutqmmniloéL-hmstldllo-L—fenilalanilo-L-arglnlloéL-

triptofilo—gliolna se condenss con_Nf--butilo teTre. -
oxicarbonilo~L-1isilo-L-prolilé-L-valilo-glicilo-N

~butilo tero.;oxicafbohilo-n-lisilbeN2-;butilo terc.—
oxicarboniloéL-lls1104L-arginiloéL-arglnlloéneprollna

vy se llberan ios grupos aminicos.

58, Procedlmlento, seadn -1le relV1n6103016n
4§, caracteriZado porque el nonapepturo se empleq en
forma de su éster butflico terc, y la condens:cidn se
efectia en presen01a de un cnrbodlimlda.

68,- Procedlmlento, segdn lns re1v1nd10a01ones
1§ Yy 28, caracterizado porque el tetrapepturo L-serllo-
L-t1r031loéL-ser1104L (X), donde el grup00<-amin1co,

y en caso dado un grupo mercapto libre, estén protegldos,
se condensa.con el éster'pentadecapeptﬁrico éster de

le L-glutamilo- (6 gluteminilo)-L-histidilo-L-fenilale-
n110-Timarginilo-L-triptofilo-Tmglicilo-Im1isilo-I~

prolilo-L-valllo—gllcllOAL-lisiloéL—llslloéL—arginilo— H.j];
"L-arginllo—L-prolina; cuyos gruposcf—aminicos estén
P). Otng.GOS.

78, Prooedxmlento, segﬁn las reiV1ndicaclones )

~l‘ .28 y 62, caraoterlzado porque el azuro butllo terc. -

ox1carbon11oéL-serilo-L-tlros1loéL—serilo-L-met1onin1co
se- coadensn con dster butilico terc. de ]zx?zbutllo
terc.—N-glutamllo-L-hlstidilo-L-fenllalanlloéL—arglni1o-
L-tribtéfilo~glicilo—Lfliéilo-L-proliloéL-vélilo-glicilo—
ﬁ;lisilo-L—lisiloéLAaréinilo-L~arginilo-L-prolina,
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cuyos grupos Z,-aminicos estdn protegidos.
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82,- Procedimiento, seglin las re:.v:.nd10a01ones

-
v
S v

12 - 78, caracterizado porque los grupos & —amim.cos de.’

P
1 .
3 a7
B S

1a 1191na se protegen por el resto butilo terc.-ox:n.car- -
5.  A bon:tlieo.
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