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por ®PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION IE smx‘-n.n -
mcm'ocmA (3,8’ -mnm&x.-cxsmun—:.—anoszn-x.-:somucn.—
L-SEBIL—L-ASPARAGINIL-L-GI smnn.—n-rnox.n.-x.-xscx.mcn.-er.:-
cINMDA)‘, a favor de la firma sui.za J.R. (EIGY A-G., resi-
dente en BABILEL (Suiza).

= . =

MEMORIA TESCRIPIIVA

La preennte invencidn se refiere a la preparao:.dn
de une cueve nonapeptidanida u:’.clica. a saber, la 801'4-
-I1eB.oxi tooina (S,S'-de lidro-L-cisteinil-L-tirosil-L-
~180160041-I-ge ril-I-asparaginil -L-od stainil -L-prolil-I-
isoleuoil-glicinamidal. ~

Bsta nonapeptidaemida, se distingue de la oxitooi-
nacmooide por la presencia en posicidn cusrte del redicel

L-gering en lugar del mdical L-glotemina, y la presencia en

~ posicidn ocotave del redical L-isolemoing ea lugar del radioal

L-lauqina.‘ Por consiguiente, pogee lg signiente £4mmla I
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La nonapeptidemina ofclice de la féxmla enteriox,
muestra una sotivided oxitéoice eimiler s la de lg oxitooine.
En oambio le felta ampliamente la efiocecie & le presién
arterial d¢ la oxitooina, por 16 ouel su utilizecidn en
les diferentes indicaciones de la dltima presenta espe-

olal in ) f‘B .

Mientras que pare ls oxitooinas, la proporeién de
la actividad ont6cioa en dteros de¢ ratas aisladas ms-

oiande e un 90:1 pera el efeoto da elevaoidn de prasidn

arterial en la rete, Pare la 8"’4‘119 '°’~'i"’°°1n5 PNpa-
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rada de souerdo o lg inwenocidn, estd situeda a unos

2000:1 (determinesidn de la accidn oxitboioca en los dte-

ros de ratas sisledes ssgdn P. Holton, Brit. J. Phamma-
eol. 3, 328 (1948) y de la aotiviéad preeom en las ra.

tas aegtln J. Dekansk:!., _Brit. J. Phamacol. 7, 567 (1952)

oon lo cua;L J.gs aotividag!eg sn indiecan en unidades in.

. ternacionales; 1 IR carresponde s la aceidén de 0,5 mg de

las Standard 3 internacionales, suministrado por el Netional
Institete for Medioal Resetrch, Mill Bill Londres y extrai-
do del 1ébulo posterior de 1a hipofisis.

~ Pare la preparaecidn de la nueve nonapeptidenida
ofolica, g¢ condensa un aminodoido N-blogquesdo o bien
S,N~blogueedo, basado en esta, o un derivado funoional
apto para reacoionsr de uno ds tales aminodeidos can
un derivedo, refereate el grupo carboxilo, del aminodoi-
do, eventuelmente S-blogueado, oontiguo del lafo carboxie-

1o en la materia final, o se poae en libertad el grupo
amino en el derivado d:u:dptido N-dloqueado o bien S,N-
bloqueado obtmido, y se condensa oo 6l sminodoido N-dlo-
queado o bien S, N-bloqnaado, dol ledo 48 amino, o un derj.-
vedo funoional del miamo capas de reascoionar, 0 el deri-
vedo dipéptido R;bloqdeado o bien S,N-bloquesdo obtenide
tres trensformacibn en el dipéptido N-tloqueado o bien
S,N-bloqueado o un darivedo funcional del mismo, capaz de
:e'acoionja: se oondensa con un derivado, ra:'roijonte al gmpo
oarboxuc;, del aminodoido, eventualmente S-bloquaado, del
lado carboxilo, y le oondensapidn del lgdo emino y/o del
1gd0 oarboxilo se repite oon'log derivados de atninséoiao
correspondientes, bajo utilizeeidn de glicinamida o for-
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maoidn posterior del gmpo glicinemida, hasta la sfntesi

~¥ B .
& ~
2T s

de la nonapeptidamide 8,N,8'-bloqueads, y en eats se pone
en 1:!.1)91'1:&3'!17 grupo _gnri.ﬁo y los grupos mergapto, y la _
L-‘-o:i.steinil-:-L-‘-j_l:irqail'.-I.-isoleuoi}-l.—aeril-L-asparagj.nil-
L-oisteinil-L-prolil-L-igolenoil-glicinamida obtenide se
oxida para lleger al campuesto 5,3'-dehido, de la férmala
I enterior. - . ” '
' Con la repetioidn de las condensaciones se oom-
prende en lo precedente tanto la unién subsiguiente de
distintos radic;ales de eminodoido ea el derivado uj.pép--
tido eventualmente N-bloqueado o bien 5,N-blogqueado, 00~
mo tembién los aminodeidos anélogos mutuamente veoinos,

pero de unidén separads cads dos derivados de otros en

le materie final, pers llegar a derivados dipdptidos,

la combineoién de dos o eventualmente tres de tales de-

rivedos dipéptidos entrs si, o de uno o dos can el

derivado tripdptido antes citado o oon derivados de
aminodcido 4i aﬁ.n;tqa para lleger & derivedos polipép-
tidos, por ejemplo, un dexivedo tetrspéptido y un
derivado pentapéptido, y su oondensaoién pars llegar
a la nonapeptidemide E’f,N.S'-bloqueaﬂa arriba citade.

‘ Como gmpos iloéueadores pera los grupos amino
pueden entrar e consideracibn radiceles desdoblebles
por hidrélisis doide 0 slod ina, oomo el redical oerbo-
teroibutoxi y el radioel de tritilo (radical de trifenil-
metilo) o bien el mdical de triflncacetilo, rediceles
desdoblables oomo redicales oarbalooxi inferiores, el
radical oarbobencilo o bien nuevaments el radicel car-
botercibutoxl por golvélisis ocatalizeda doida, por
eJemplo tratemiento con €oido bromhfdrico e# doido
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aoe'tioq glaciel o t:ata_mioxito o {eido trifluoanétioo;i-~~“~¥'
radicales desdoblebles, camo el radical tosilo {radi-
oal p-toluo}aolfonil; ) o 61 radical carbobenoiloxi, por
reduceién, por ejemplo tratemiento cca un metal aloa-
lino en amoniaoo;;_ ern‘uomponentu exaentog de oisteina,
radicales dosc_lobla'bles., como huevamente el radical oax
bobenciloxi, por hidrogensoidn. Como grupo 510(1“9401'
del grupo mercapto pueden entrar en coneideracidn, en
especial, el radicel de benoilo yeduotivo, eliminebdle, .
por ejemplo medisnte sodio y amoniaco fluido, y ade-
més, por ejemplo el radical de tritilo deadobleble me-
disnte sodio y anoniaoo ﬂ.dido. doido bromhidrico en

doido acético gleoial, deido triﬂuoaoé’tioo hirviente
o més ventajosamente mediente una ssl de plata o mer-
ourio y piridina en un aloanol inferiox.

Aoidos amlnooarboxﬂicos o péptidos N-bloquoa-
dos o bien S,N-bloqueados se condensan, por sjemplo can
derivados aminodeidos o derivados péptidos cam grupos
amino lidbres y enlazedos, por ejemplo & grapos carbo-
xilo esteriﬁ.cadog mediante una carbodiimiade, pér aje;n-
plo medisnte N,N'-diciclobexiloarbodiimide en dimetil-
formamide y/o ecetonitrilo. Como derivades funcionales
oepaces de.;eaooionar de aminodeidos.y en especial de
péptidos oon grupos amine blogueados son edecusdas par

ejemplo las acidas, que son féoilmente acceaibles, pox

‘ejemplo medignts .reaccidn de los éaterss correspondien=

't-es, por elemplo metildster, oon hidragine y tratamien-
to de las hidracides con doido nitroso.

Ademéds, pueden entrer especislments en oconsgiders-

0ién como derivados de distintos eminodoidos N-bloquesdos,
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agimismo los dateres oapaces de reacoidn, oomo por ejem-

plo p-nitro-feniléster, y enhfdridos mezcledos con doi-

dos slooxifémicos inferiores, que por ejemplo, estén situa-
dos en los doidos libres medisnte acocién de alquilésteres
clorofémmicos. Estos derivedos funoionales capaces d¢ reac-
oidn de eminodcidos o péptidos N-bloqueados como derivaedos
referentes a los grupos carboxilo de péptidos se haoen -
reascionar por ejemplo om slquildsteres péptidos infe-
riores o glquilésteres de eminodoidos inferiorss, oo
sgles de péptidos o eminodoidos o o hidresides
Na-bloquoada.a, por ejemplo 2-carbotercidutoxihidracidas,

de péptidoa o aminodeidos, ouyo grupo de hidracida b].o;
queado se deja trensformar por su perte traes la reac-

oién, por ;jomplo por solvdlisis oatalizade doida me-
alante doido trifluoscdtico o medisnte 4oido clorhi-

~drioco aloandlico en el grupo de hidracida libre.

Una derivacifn de la reamcoidn de scuerdo con la
invenoidn oconsiste por ejemplo en que, se transfeorme por

una parte, pars la preparecidn del derivado pentepéptido -

- C-termnal, un N-oarbobenciloxi-L-esparaginil-S-bencil-L-

oistein-alqaiiéétgr o -arglquildster, por ojemplo el me -
tildster omocido, medisnte tratamiento oon hidrecine en la
N-ocarbobenciloxi-L-aspareginil~S-bencil-L-cistein-hidracida
¥y por {1 timo mediente &oido nitroso se tifaugfo:!:ma en la
dipeptidacida correspondieate S,N-blogueads, dsta se hace
resocionsar oon ls ;.-prolilgL-iaoieugil-;glioinamidg conocida,
¢ se condensa le N-carbobenciloxi-L-asparsginil-S-bencil-
L-cisteina oonocida ocon la tripeptidamida citada mediante
ana oa;'bodiim:i.‘da; por- & jemplo N,N'-di?iolohaﬁ.lca:_rboﬂiimid_a,
y le N-oar‘bobono;l.loxi—l.—aapamé. ail-s-banoil-lp-oi.ateinil;xp
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prolil-L-iaoleuoil-gucinanﬁda obtenida en ambos cssos se
transforma me&iante tratamiento om éozdo bromhidrico en

doido acético glacial o oon boido triﬂua..ao‘t:.co oaliente

en la AL-aaparaginil-S-bencil-L-oi.steinil-L-prolil-I--isoleu- _
oil-glicmehida, y por otxa 'p;arto para 1a‘preparecidn del do-
rivedo tetrapéptido N-terminal ee hace reaccionar un derive-
do funoional oapaz de ;eaocionar de la N-oarbobenoiloxi-
L-.—isoléeucing‘. i:or ejemplo el anhfdrido mezclado aca wa

Koido glooxifdmioco inferior o el N-carbobenoil oxi-L-isoleu-

d.n-p-nitr_oi"&niiéater, oo un L-serin-alquildster o -arel-

| quile's'oér, por ejemplo-el Eeerin-metile'ster, para llegar a

un N-»oarhobenoiloxi-b—isbleuoil-l.-sarin-é’ster, por ejemplo

el metiléster. 0 oon una serin-hidraoma N2-bloquaada, oomo
por e;)emplo la L-sen.n-Na-carbotozci‘nutoxi-hidraoida, para

' llegar al derivado N2 correspondiente de N-oarbobenciloxi-

L-isolencil-L-gserin-hidracida, este o los dateres anterior-
ﬁonto‘o};tadola se tratan con hi§rdéano activado catalftice- '
mente, los ‘I.—isolodcil-n-aeir_in-a’ateree origi.nédoa, por elem~
plo el mﬁ._id'gter. 0 bien el derivado-N2 originado de la
L-iselencil-L-serin-hidracida se condensan oon S-benoil-N-
i:qsil-l.—ciqtéinil-l_.—-tiros;na oonooide mediente una osrbo-
diimidé, pox ej'enpio N,N'=dioiolohexilcarbodiimida, pars
}legar & un S-benoil-N-tosil-L-oisteinil-L-tirosil-I-
jecleucil-I-serin-dater por ejemplo al m‘e:!:uéater ° i)iog al
gerivedo N2 oorrespondiente de ‘tetrepsptidiidrsoida S,N-blo-

queada. los pﬂmaros por tratamiento o hidrazina o b.ten el

d1timo pox solvolisis eatalitioa éoida s trensformen en la S-
benoil-N-tosil-h.—oiatemil-L-tiros:.l-x.-iaolanoil-L-aorin- _
hidracida. 'o'a'ta med:;ente ’aoc;itfn de {‘,"-'!-"9 nitroso se tzfa;ngtor-
ma en la B-benéil-ﬁ-toail-I.-.o'ist’oinil-L-tirosil-L—ieohleucil;
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L-serin-aoida, eate utrapepﬁ.daoida H-tarminal, 8,N-dlogqueada
ae haoce reanoionar oon le pentapeptidamida c-termiaal. S-blo-
queada o'bunida anteriormn'he pars llegar 8 la S—-‘nenoil-N-to-
s:ll-L-ciste inil -L-nrosil-h-ieoloaou-n-ae ril-L- esparag nil-S-
benoil-L-cistednil-L-prolil—L-ieoleuoil glioinamida, en 63—

ta se doadoblan los dos radiocales S-benoilo y el radical
S-tosilo, por ejemplo por trataniento can un'metal aloali-
no en ameniacs, y la I..oisteinﬂ-L-tirosn-.r.-iuoleuou-z.—- _
seril-L-aaparagmil-L-oisteinﬂ-L-prolil-L-iloleuoil-glici-
nemida originada ase trensforma por oxidaoidn, por ejemplo
mediante o:fgeno o ferrocianuro potésico en ol ¢ anpuesto
S, S'-dohidro. 1a Ser —Iles-oxitooi.na.

~ Loa ejemplos siguientes aclaran la preparacidn de
la Soz4-Ilo -0xitooina de acusrdo con la j.nvenoidn gin em-
barg@ ne re preaontaa una dnioa forma operatoria posidle.
Todas las umpexamm se :l.nd:.oan en grados celaz.us y los
puntos de fugidn se hallan oorregidos. Los giros egpeaificos
0o defermigaron en un tubo dc 10 om da longitud con gyude
del polarimetro segin Lippioh de la fiyma Sohmidt y Hesasoh.

. El oranatograma en oapa delgada.nti-lizad, o para la

pruedsa de.lé. homogeneidaé de los produotos de réaocidn ge
realizd segin B. Stehl, *Chemiker-Zeituag 82, 323 (1958)",
véase agimismo Mo Brannar J 4. Niedemeaar. Exparientia
16, 378 (_19_50), sobre gel de sﬂ;oe G *Mexok". Los s&is~ -
temes disolventes gs preparercn por mezoled de los componen=
tes en las prOpo:_:o:I.onea de volumen in@ioadga.
Como métodos de prusba para los produotoé de reacoién se

utilizaron
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_a) el mftodo de ninhidrina: en foma uguel

b) el mftodo de oloro: segin H.N. Rydon y B.W.G. Smith,
) " Nature (Londres) 169, 922 (1952),
mgdificado segdn F. Reindel y W.Hoppe
Chem. Ber. 87, 1103 (1954)

o) el mftodo 3 Folin: segdn O.Folin y V. Ciooalteu, J biol.
| Chem. 75, 629 (1927)

EJEMPLO 1

a) metildstexr de N-aarbobenoiloxi-L-isolenoil-L-gérina:
32’ 4 g (0,122 moles) de R-cazbobencnon-l.-is'oleu-

oina (preparada pa ejemplo segdn P.-A. Jaquenoud y B. 4.

Boissonnas. Helv. Ch:!.m. Aota 44, 113 (1951)) se traten
om 17,2 oo (0,124 moles) do tristilamine, d:.su?ltoa
en :529 eo de ‘tetrahidrefurano y 88 rofrigera a =102,

A esta solucién se adicionsn gota a gota a -109, 12.3_.
oo (0,126 moles) de etiléatex del foido olorofémico. |
Deapuds de 15 minutos, 9 adioione en el término de 5
wina tog une sducidn enfrieda & -5¢ de 18 67 g (0,12 mo-
lea) de clorhidrato de uetildster de I.-sexi.na (prepaxra~
40 por o:{ouplg gegin St. Guttmann y R. 4 Boissﬁnnaa,_
Helv. Chim. 4ote 41, 1852 {1958)) y 16,9 oo (0.152 mo-
les de trietilaming en oloﬁiom ébe.oluto. Tres ocug-
tro horas de agltacidn a 0%, se omoentra la mezola de
reaccidn en vacfo hasta dt;aeuado y el residuo se fija

en 1200 oo de acetato de atilo y 200 oo de agpa. La so-

luoidn de asetato de etilo se lava, ou.idadosamen'be con
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agas, luego con 4oido olornfdrico l-n, con agha, oon bicar-
bonato sédico al 5% y otra vez oon agua y 8@ seca sobre
aulfato sddicos Tras el concentrado de la soluciéa y
adioidn de dter de petrdleo, 88 separa por oristali-
seailn el éater aipeptido bruto; punto de fusidn 179-
180¢. I
’ Para la pnrifiéaoidn, el producto oristaliza dos
vVeces oo d'eter acdtioo-é’ter de patréleo, punto Qe fu-

sidn 130 5-131 5¢; 51:_5724 , 43,9 (C =5 en dimetil-
:ormamida). 31 p:odaqto eé uniforme oxomatogxéfioamentc

en capss dalgaéas en ol sistema benoeno/ace tona 7:8;

prueba: método de oloxro.

») Clo in_zlidrato de metilédstexr de I.-isqloucil-l.-aerina:

26 3} e (71 i) de met:ld’star de N-oarbobenoiloxi-
I;-iaoleucil-l--aerina ge disuelven en 380 co ae metanol y
6_.25 co de éoido olothfdrico concentrado y se hidrogenan

en corriente de hidrdgeno en presenocig de 5 g de carbono-

. paladio (10% de paladio) heste qm no se desarrolls

wés anbhidrido oarbonico. Tras alejamiento @1 oataliza-

_dor, se omoentra la wlucida de remcoibn en vaofo heste

desecado y el residuo oristaliza dos veces en metanol/
éter y una ves ol metanol/aoetone/dtor. Punto de desoom-
posieidn: 205-204“ [Eu_g?e‘ , * 12 69 _lo=3 0l en me-
tanol). _ ’

) El produoto es uniforme oromatogﬂﬁoamente Qn,
capes dolgades en los sistemas: n n-butanol/doid o aodtioco
glaoial/agna 3:1:1, metile‘tiloatona/piridina/agua 85:5:20.
Pruede; mé’todo de clorofommo, mdtodo ninhidrina.
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ol Meﬁ.lefstar de S-beno:.l-ﬂ-‘boail-I.-cisteiuil I.—tirosil-l.«

-isoleuoil-n-aerina.

3.55 g (13,2 mi de olorhidrato de metildster de

I..ieoleuoil-l.-aarina, sa disuelven a temperatura ambien-

h en 30 co de dimetilformemida, se enfrien 8 09. g6 tre-

tan oon 1,85 oo (13,2 mM) de trietilamina y se dejen.du-
rente diez minutos agitando freoneantemente. A continua-
cidn se ﬁlt.ra.el clorhidréto de trietileming précipit a-
d0 y @6 leva con 5 oo de dimetilformenida. La adluoidn
del €star dipdp.tido libre, se trata oon wna soluoidn de
6, 98 g (13,2 oM) de S-bencil-N-tosil-L-oisteinil-L-tiro-
sina, ( preparada gogin V. Du Vigleand M.F. Bartlett y
A, Johl, J« Am. bhem. Soo. 79 5572 (1957)) en 35 ae
de aoetonitrilo.

La solucidén de reaocidn limpig, se eafria a -102.
Tras ad:l.oi(n’ de 2,72 g (13,2 uk) de N,N'-diciclohexil- )

;darboéiimida', 86 :f.niqié. tres un t:@eﬁxpa ‘mxy corto la

- preoipitecidn de N,N'-dioiclohexil-ures y del é’stor.tc-

trapéptido. Despua'suéa 55 horas de agitacién & -10¢, @8
filtren 103 produotos pmoipitadoa. y a8 lavan con dime-
tilfomamida/aoetoniuﬂo algo frio (1 1) y oon eoetoni-

trilo. Para la elimingoién de la N,R'-dioiolohexil-uraa

se fije el producto druts en 80 ao dc dimetilformemida

y ae mantiene durante dos hpras a,QQ- La ures aq fil-

tra, y 61 producto de reacoidn de lo.fﬁtrado mecipita
medisnte adicidn de 700 oc de mcetato de etilo oalien-
te% El dahztetrapdptiég 8,N<bloquesdo, tras jbres' orig-

telizacionea en metancl, es uniforme oromatogréficamen-

ta on oapes delgadas en los sistemas benceno/acetona 1:1;
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cloroformo/etanol/amoniaco al 17% 2:2:1, n-‘nutanol/a.oido

acdtico glacial/agua 8:1:1. Prusba: uétodo de e1010

y métoao de Fol:m. Panto de msidn 219.221; derrite a
210¢, [51: -;59,59 (o = 0, 99 en #cido fdmico,
51:_%5 ‘ -xe 29 (c = 0,98 en piridina).

d) Hidracida do' S-‘bend i1 -N -toail ~l~cisteinil-I~-tirosil-

-Le-isoleucil-L-gerina:

5'1 g (? 5 m) de matiléster de S—benoil-n-to-
ail-h-oiatainu-n-ﬁ. roail-L-iaolenoil-I.-eerma se di-
suelven en 154 oo de dimetiltomamma.

La soluoidn ae enfrﬁa & 02, se trata oon 4.5 0o

(92,2 mM) de hidrato de hidreoine y o deja durents 45
ioras a 09; {(Le scluoidn de reaccidn se trete luego 'ba;.
50 duena rafrigerecidén con 400 co d¢ g a helada. Bl
producto de reasccidn precipita om ello oomo gelatina.
Tras dos horas d9 permsnencisc en la nevera, se filtras
la hidrecids brute; se lava bien oon sgua y ge seca
on vaelo sobre anhidrido fostérioo. El producte brato
purifica mediante dos cristalizaciones en dimotilfomsni;
de/acetenitrilo. Bl producto obienido derrite e 20y
funde, bajo desounpos:x.oidn a 226-229¢ [;1@7249 -59,20
(o =1,79 en doido fdrmico), [m:g 33’. + 7’29 (c =1,99
eu dimetiltormamida)- )

. El producto es u.ni:rormf or matogrdfioemente ea
cepss delgadas en los sistemms: n-butencl/doido aoétioo
glaoial/ag.la 3:1:1, metiletiloe tona/puidina/agua 65:5:20,

prueba; método de oloro y métods de Folin.

-
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e) Ao:lda tet gg!gt:l.da R-terminal ac:n.da de S—benoil-ﬂ-to-

gil -L-oiateinﬂ-l.-tirosil-lpis oleuoil -I.-aerin al

O 966 4 (1 3 nlﬁ) de hidtacida de S—benoil-"-tosil-

-L-ois‘l:eini.‘l.-I--tirosil-L-iaolenoil-la-serina. 1] disuol-
ven en 55 oo de dimatxlfomamida y 3,9 oo de 4cido clor-

hfadrico l-n, ¢ enfria a -109 y se trate lentamente con
0,29 00 de nitrito sédico 5-n. Se agita durante 10 mi{
nutos y luego precipita le acide a una temperatura de \
-8% a 52 oon 45 oo de agia heleda. Fl produoto gelati-
noso m sapera por succidn, ee lava 6on agua frfa, lue-
go oon bicarbonato sddico sl 3% y de nusvo oon agna
fria y =@ peca al alta vaoio, é 02 durante 4 hores.
Punto de fusidn 244-246° (desoomposici.&n, espectro por
rayos in:t‘rarzojoe. bandaa maroadss a 1amda = 4,75 mi-
oreg (-CO.Ng),

£) Hidraecids de Necerbobenciloxi-I-asperaginil-S-bencil-
-L-_o;ugggna:

14 2 g (30 nﬂ) de metiléster de n-oarbobeneilozi-

-I.-asparagmil-S-bonoil-Lwlsteina (pnparada. por ejam-

plo aag\(n M. Bodenszky y V. Du Vigneand, J+ #n. Chem.

Soc. 81, 5688 (1959)), se disuelven en &50 ce de dime-

ﬁlformamida se onfr.fen a 02 y se traten con 7,3 llso

mi) de hidrato de hidrasina. N _
La aolnqi&_x de reacoidn se mentiens durente 55 ho-

Tes @ 0%, Para sislar la hidracida, 88 treta la scluoidn

oon 1800 oo ge etanol, con 1o que preoipita esta oomo '

producto bruto oon el punto de fusidén 213-215¢ (descom-

-
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poaioidn). Tras dos oristaliz aoionea en dimotilfomami-
da/aoetonitruo se eleva el pqgto de fusién a 214,5-215, 5!
(descomposici&n) [alsz > =33,9¢ (o = 2,01 en 4cido

£émico}, ,{_Elf_g?es -29,7¢ (o = 0 52 en dimetilforma-

midal). _

Fl producto es uniforme oromatogréficemente en
cspeg delgadas en el sistema n-butenol/4eido eético
@acial/agua 3:1:1; pruseba: método de éloro.

g) Aaida de N-carbobenoiloxi-L-asparaginil-S-bdenoil-Le

-~

-oisteida:

A uns aoluoidn de 7, 103 g (15 mm) de hidraoida
de N-oarbobea oiloxi-I--aaparaginil -S-'benoil-I,-cieteinn,
e 135 oo de dimetilfomamida y 45 co de dcido clorhi-
erioo l-n, 80 aﬂ:cionan on forma d4¢ gotas, 8 ~-10? y
bajo agitacidn, 3,6 oo (18 k) de un nitrito sddico S-n
previemente enfriedo. La acida preoipita desmés de
unos dos minutos en forms cristalina. Despuda de 15 mi-
nutos de agitagidn a_-lqg, se trata o;n precanoidn oon 30
90 de agia pare la totel precipitacién de la scida. Lo
precipitedo s filtra, se lave primero con agua fris,
luego oon bicsrbonato gddioo‘ al 2% fric y de nuevo cam
sgle y 86 seca al alto vnoio, dur&:te 26 horas a 02,
Punto de fusién 1248 ldeseomposioidn), controles en

~

el capeotro pox rayos infrarrojos bao.da.s limpias a
lamda = 4,75 nﬂ.oras (-00-135), el nd.lno todavia lidre
ds iaooianato (Lamda = 4 5 miores) tras diez dfas de

perménencia a tomperatara axbiente.

LY
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h) clorhidrato de_etildater de I-isolencil-glioins: . =

15,3 e (44 M) de etiléater de N-oarbobenoiloxi..

-I»-iacleacil-glioma. (preparado segin P.-A. J a,queuoud
y Red. Boisaonnaa, Helv. 44, 113 (1961)). dianeltos

en 200 co e doido 2cético glecial, se traten a tempexa-

tura ambiente, durante siete horas y media con hidrdgenc

en pregencia de 1,1 equivalentes de doido olorhidripo
concentrado ;y 5 g 4 carbono - palsdio (10% de pala-
aio). La solucién de reacoiln se libera de las partes
técilm;nte ﬂxﬁ.daé; 6l aceite que permanece, oristalize
tras varias tritursciones con 61;& g8ec0. Bl produoto

Qe zeaccidn funde. traa dos reorintalizanonea en otanol/

dtor 1:5, a 136-157¢, [agg“ » +13,9¢ (0 =3,0 en

. etenol absoluto.

e uniforme oromatogréfioamenta en capas delga-

das en el sistema: n-'butanol/écido sod tico glaoial/agua 3:1:1,

pruebas: método de ninhidnna.

1) etilégter de N-oarbobenciloxi-L-prolil-L-iseleucil-gli-

‘ oina:

12,15 -4 (48 mM) de oclothidrato de 61:1143131‘ de L~

-iaoleuo:.l-glio:.na se disuelven en 120 oo de cloroformo

- absoluto, se enfrfan a 02, y ge traten a 0¢ ocon 7,4 oe

(52,8 nﬂ) de tﬁ.etﬂamina y wna aoluoidn de 22,2 g (60
aM) ge N-oarbobenoiloxi-L-»p:olin-p—nit:o:runiléstor (pre-
parado segxfn M. Bodenezky y V. Du Vigneaud, J. Am. Chenm.
Soa. 81 5688 (1959)) en 40 oo de aloroformo absola‘to.
I.a solucién de remooidn amarilla se agits du;-
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rmte vunta horas & tamperatura ambiente. Para la pme-
para.oidn se diluye oon 400 oo de oloroformo, se ex-
tres tres veots o 90 oo oada vez d¢ dcido olorhidrico
l;n, 4voqaa 6on' 90 00 <> cada vez de emonigco l-n § t:éés
veaes oon 90 oc cada ez de agua y 80 seoa sobre sulfa-
to0 addico. Bl disdlvente se elimina en vaofo y el resi-
duo orxistalino reoristaliza dos veces en acetato de eti-
lo, punto de fu.aid’n 159-160¢, [511_97]) . -86,49 (0 =
1,99 en motanol). | ..

R pmduoto es unifarme cromatogréficawente en

capas delgadas en los sistemes benotno/acetona 7:3y

n-buta.nol/doido acdtico glao:i.al/agua 3: 1 ;1. Prueba:

«

.método de oloro.

j) N-carbobenc iloz:i.-I--grol:Ll ~L-isoleucil-clicinami da:

86 disuelven 15,5 g (55,7 mm de etildater de
N-oarbobenciloxi-l.-prolil-L-isolenoil-glloina en 400
oo de :;zatanol y se haoe gasar a 0% un gas de amonisco
seco heste la saturacién. Degpuds ”d'e treinte horas de -
permasnencia a tempexatura ambiente, la sdlucidn de reso-
oifn se conentra en veofo y & 30° hasta secado y
el @siduo oristalino oristaliza en metanol/agua 1:3.
FL producto funde a 183-184 59 511‘97 247 P 65,')‘9
(6 =1,90 en me'_tanol).

Eg uniforme oromatogréficamente en oepes delgadas
en los sigtemas:
benceno/soetona 3:7 y n-butanol/doide acdtioo glacisl/agua

3:1:1



5.

10.‘

15.

20.

25,

30.

rmei)a: wdtodo de oloro. ' 2 865{% 8
L & ) .

k) L-grolil—I.-iaolenou-g]_.ioinamidg:

9, 55 g (22 3 nM) de N-car‘bobenoiloxi-L-prolil-h-
ieoleuoil-glioinamida ge diaualven en 200 oc de metanocl y se
mezolen oon 1,1 equivalentes de dcido clorhfdrico amouose
y se tratan durante 5 horas oon hidrégeno en presencia
de oarbono y paledio (10% de peladio). Fl catalizador me
filtra y la sdluoién de remcoidn se oconcentra a 35¢ en vacio,
Bl residuo espumose e inocloro oristeliza una vez en meta-
nol-oloroformo y dos veoes en metanol/acetato &a.etilo,

El oloxhidrato de la tupapt:.aamida ast originado, funde,
tres derrat:.do & 2149. a 215, 5~2189 bajo descomposicidn,
@119724 . -42,49 {c = 2,1 en etenol & 955‘)-_

Para le puesta 8n libertad de l= bese, se disuelve
el olorhidrato enterior en 50 co de metanol.y le solucién
1) ﬁltra mediente una columné. inte;:éambiadora de iomes,
de 100 g de Dowex-21K (forma OH), previamente tratada con
metenol. La columa se lava luego con 400 os en total de
metanol y el elusto libre 4o cloro se conocentra en vaoio a
30° haste €l sooado. La tripepﬂ.damida permaneoe como GO~
pos de ag;jas de punto de fusién 171, 5-1739 [5.1:_97% 3
- 65.5¢ {0 = 2,02 en dotdo acético glacial).

s uniforme oromatogéflcmnenta en capas delgadas
en los sistemas. n-butenol/deido modtico glacial/agia
3:1:1, meta.letiloetona/piridina/agua 65:5: 20, Prueba:
método de ninhidrina.

Le tripeptidamida anteriar ya se preperd por
r.-A. Jaqu.onoud J R.A. Boxasonnaa. Helv. Chim. dcts 44,
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113 (1961), segtin ana sucasidn reaoomnal similer, que
difiexre de lga sintesis indi_oada anteriormente, mediante
desdoblamiento de los grupos carbobenciloxi por medio de
4cido bromhfdrico en 4oido medtico glacisl, y la ptilize-

oidn del snhfdrido de 4cido N-oarbobenciloxi-prolin-etoxi-

fémmico en lugar de N-oarbodeanciloxi-prolin-p-nitro-fenil-

'deter, oon los que la tripeptidamida obtenida muestra

e1 punto de fusién 1182 y el giro especifico @lfaf
- 632 4 19 {0 = a en é,oido acdtico glaciall. '

1) N-carbobenoiloxi-L-asparag nil-S-bencil-L-cisteinil-L-
prolil-L-isoleuoil-.glioinamide ' |

. La acida de N-oarbobenoiloﬁ.-L-asparagm:.l-B-‘ben-
oil-I.-oiau:.na preparada segun g}, se disuelve en 150 co de
dimeﬂlformagida tria'y 88 cede = una soluoidn de 4,264 ¢
{15 mif) de L-prolil-I-isoleucil-glioinemida (vdase k)) y

2 1 co (15 im de trietilamiaa on 50 oo de dimetilfomami-
da. La aoluo:.dn de reanoidn se agita durente 56 hores,
deade O o ¢30. Deap ués do eata tiempo no son ¥soonooibles las
'bandaa de aoiﬂa a 4,75 mioras en el espectro por rayos infra-
rojos. )

Para aialar el prodncto & zeaooidn ge enfria le. #-
lnoiéa reacoionel a -10¢ y el produoto & reaooidn precipi~

ta como masa gelatinosa por edicidn cantelosa 48 750 co de

. agua ‘helada. F1 puoipitadé se separa por sucoidn, se lava

bien cm agus frfa y % seca en vaolo sobre enhidrido gygedyioco.

Pera eliminar las impurezes se ‘triture intimamente y £iltra
al produoto bruto finaments pulverizado, trea veces con
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40 oo oade vez de acetonitrﬂo/metanol 4:1. Después de
dos cristelizaciones en dimetiltormamj.de/aoetonitulo 1: 4.
8o obt:.ane la pentapeptidmnida 3 N-bloquaada con el pu.nto
do fusidn 233-235¢ (demoomposieidal, @1:;;723' 51, 3¢
(¢ = 1 , 03 en dimstnformsm.da) [’alf_g?% -79,59
(0 = 1,—03 en doido acdtioo glaOiall.

7 producto es uaif orme cromatogréficemente en
capas aelgadas ea los sistemas: n-butanol/doido acétioo gla.-
oial/agna .5:1.1, m-atilotilcetona/piridine/agza £5:5:20,
métaiol/olorofom 2:1. Prueba: método de oloro.

f.a misma pentapeptidamida bloqﬁeaéa puede obtene:;
ge astmiamo nadimte oondansacﬁn de N-oarbobenoiloxi—h-aspa—
ragi.nil-s-banoil—b-ouuina (preparada, por eaemplo ssgin
R.A. Boiaaonnas. 31'.. Gut'hnann. P.-A Jaquenoud y J.-P.
Waller, Hel. 58 1491 (1955)) ca L—proyil-L-isalouoil-éli-

oinamidg en dimetilformamida./aoatonitrilo (1 4 4) oon
ayuada de N, N -dioiolohexil-oarbodi.imida.

m)_Pentgpeptidemida C-terminel : L-asparaginil-S-bencil-L-
oisteinil-L-grolil-L-iaoleaoil—gJ_.' icinamide

2,01 g (2 78 mi) de N-carbobenoiloxi-b-asparaginil- _
B-benoil-I.-ciste:.nn-I.-prolil-I.-iaolaucil-glioinam:i.da se

tratan con 12 oo de dotdo bromhidrico 2-n en dcido acdtico

glaciel. E compuesto carbobenciloxi se disualve totalmente
despuds de 40 minutos. Tras 2 1/2 horas de agitacidn a 202

86 ocade g la'solucidn amar.i.llo osoura de 35 co de dter ab-'.
sdl.uto, o lo que pzeoipita el bromhidrato de pentapep-
tidsmida S-'bloqueada, oomo masa x‘esinosa. B‘l pnoipitado

s granulad tras trituracidn repetida con dter abacluto.
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Se filtre y aisuelva y pmoipita dos veces en otanol/dter.

B mismo brombiarato ge obtiene al utilizar éoido

brombfdrico en doido triﬂuo__acético. mientras qua se o’b-
tiene el irifluoroacetato correspondiente al utilizar
aalamsnte el 40ido triﬂ.noae&ioo a temperatauras a re-
flunjo. '
Para le puea‘ba en libertad de la pontapeptzdamida

-bloquoada se diguelven 2,46 g (3 66 milxmolea) de brom-
hidrato ge Ln-aaparaglnil-S-benoil-L-oiq'{:ainil-L-'prolil-I.-‘-.
ipoleuoil-giioinamida en 30 oo de metanol y se filtra me-
diente una columsa intercambiadora de lones de 60 g Dowex-
-21K (fomma OH) trateda previamente con metanol. La éen-
tap‘lsptidamaé' 1ibre se sluye oon 250 00 & 'metanoi y el
eluato exento d¢ bramo pe oonosntra'a 30!_{ en vaocio, bajo'
exolnsidn de fluido para el sscado, Bl .residuo se disuel-
ve y precipita ung vez en etanol/eter sbsolutog y una
ves en aootma/etilacetma/e'ter. Se obtlene la pentapep-
+idamide S-‘bloqueada ©omo polvo hq.groaodpio o, inocoloro,
que se utiliza directamente al oopular con la tétrapapti-
dacida S,N-blogueada, obtenida de acuerdo con e).

n) S-beno;‘-u-tosil-L-oisteinu.L-tiroail-L-isoleucil—L-—sc-,
m.:.-aangggnﬂ-s-benoil-ll-oi gte inilaL~prolil-L-igoleu-
il-g;ioinamida.

Le tetrepeptidscide s u-noqueaaa, preparada baio o)
ge d:i.suelva en 35 900 de dmatiltomanida enfriada a -109
s¢ trata oon una sduoi&z enfrieda a -10% d¢ 0,769 g
(1 3 muimolee) de L-aspuigmu-s-benoil-L-oisteinil-L-
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-propil-ij.soleﬁoi;-glioinm&a {preparada segin M) y

- 0.16 60 il,(’: milimoles) de trietilemine en 5 co de dime-

tilfoxmsmida. Se eleva la temperatura de -7 g -52 C ¥
la aolupidﬁ de remocifn se agita durante 22 horas a asta
temp exatura.

Dupuéa de eate tﬁmpo- falten en o1 espeotiro de
ragos mr:arrojos las bandas aoida oarscterigtions a
4,75 milimicxras.

la nonapoptl.damina N, 5,8 -’bloqueada preoi;:ita

por sdicida ouidedosa de 130 co de agua helada, ae ﬁ.l-

tra, 8e lagva oon agia trra, ‘4oido olorhfarico 0,5-n,
agua, bioarbonato @bédivo sl 3% y agne y se seoe gobre
snhidrido f_o.afdr:i.c? gn' vaoto. Bl producto sinteriza a
205¢ y funde a 211-2179. Parya ia purifioscidn se disuelve
yfp_;:oo:l,pi'bs onatro veces en dimetilformemida/acetoni- '
trile 1:6 y se lava cada vez omn dimgtilfomén_ida/ace to -
metilo 1:7, metanol/ao!!tonitrﬂo 1:5, baoetonitrﬂ;. ace-
tato de etilo y dter. ?nnto de fusién tras endurecido

e 2119 225, 5~228,59 {doaoomposioﬁn) [a‘l:tla?v - 22 79_
lc - 1 44 e dimetilfozmanida). "

0) 8,8"~debidro-L~oigteinil-L-tirosil-L-1golencil-L-seril-
-I.-aap aragi.nil-L-oie‘be :l.nil-I.-propil-I:-iealeuoil -glicinami-

da =Sex4 .11e8-ontoema.

100 mg (0, ven ini}!f.mgleal §e.N-toail-s-b’cncil-‘-b-ois-
to;gi;-l.:ﬁroa;;—pfiaqloqo;l-L-aﬁril-_-l.-iapaiagtnil-s.bon;
oil-I.-cia’beinilfL;pJ;olil-I.-isoleuci;-élioinwida se diguel-
ven en 150 00 d¢ smonisco flnido (destilado bajo godio)
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¥ la solucidn ss trata oon sodio hasts que el color azul
permanece durante 5 minutos. ¥l podio excedents ge destru-~
ye o oloxuro audnico, el emoniaco se volatiliza y el
residuo se libers, en un desecedor al vacfo sobre doido
sulfrioo om®@atrado, del amoniaco restante. El yesiduo
se disuelve en 200 oo J¢ agua helads, la goluoidn ae lle-
va oon 4oido acético 2-11 & un PH de 6,6 8 6,6 y %@ hg-

ce pessr una oorriente de aire hasta que la resccién
precipita ne@ﬁMenu oon aitropmeiato sédico. La
goluoidn de reacoién se meantiens luego a un PH de 4 oo
doido @odtico 2-n, ge ﬂ,_ltta por un hyflo y se liofili-
Z8. 191 producto druto 88 puri:l;ioa por separaoidn’a con-
ttaeorrj.ente segin Oreig ﬁ.c. Craig Maslitio. Chemis-
try, gg_,_ 1346 (19%)7 en el aistems butenol sooundazi.o/

doido acdtico 0 Olv-n. La reascocidn principal pogea con
un ooeﬁoiente de distribucidn K de 0,53 a 259 en u’.te-

ros de rates aislados una aotividad mtooica de aproxj_-
madsmente 130 1.5./mg.

BIBMPLO 2

a) 1-(N-oarbobenoiloxi-I-seril)-2~(t-butoxioarbonil)-
hidrecina. - R

5,59 g l15 m:!.limolea) do N«-oarbobonoiloﬁ.-x,-ggri.

na@or ejemplo pzvepa.rada segin recetas de St. Guttoenn y
Re A Boissonnas, HOLV. 41, 1852 (1958 o §e Baor y Je Me -

mkas. Je biol. ohtm. aie, 25 (1955_7 vy e, 18 g (15 5 mi~
umoles) de t-butoxioar‘oonil-hidzaoina [‘bteaida por

ejemplo segdn las indioacionea de L.A. carpino. & Am.

-
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chem. Soo. 79, 98 v 4427 (195‘7) y LeA. carpmo, C.A.
Cias y B.4. Carpino, ibid. §_];, 955 (1959)7 ge disuelven

‘en 35 o0 d¢ metenol y s traten e 02 ea el térmno de

una hora oon une sdlucidn de 6,99 g (16,5 milimoles) de -
1-oLclohexil-3-(2-mortolinil-(4)-etil)-oarbodiin done-
til-’-p-tnlnoleulfonato en 15 oo 4¢ metanol. Traa perme-

nencig dnrante 20 hona 8 09 ge Goatila el mtanol on

va.ofo y el aceits, que permaneoe. ge fija en éater acético.

-agua. La eoluoién de é'stor aoétioo se lava oon ocuidado

con ada, 4cido ciftrico 2-n, agua, bicarbonato sddioo
el 5% y agua y = seca sobre sulfato sédico. Pres eli- '
minsoidn del deter acétioo en vaocio perusaece el produs-
to como aceite, que oristaliza al tritarer cm étor. El
produoto brutoe oristelizs en lster acético/hexano, pun-
to e fusidn 99-1012 b 112-113¢ (polimorfia; identidad
de los espectros " vayc;s m;r:ojos en solucidn, igual
aotivided dptica, iguel proporoién oramatogréfioca en ca-
pas delgadss. ' '

[_7 25_, . ..25,99 (0 =2, ll en me tanol)

Rendirdento: 2,95 g l56?‘)

.'El pr’.oddoto'as uniforme en‘orﬁﬁa..t.ograme; de oapes
delgedas en los sistemss benceno/acetona 6:4, metiletiloeto-
na/piridina/agua 65:5: 20. N-butanol/écido acdtico glaoial/
agu.a 3:1:1
Prasba: mdtodo e cloro« ‘

.

En lu@r dal metanol también ge puaae utmza: a0e-

tonitrilo oomo disolvonma y 88 puede reampl azar 1a
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1-oiclohexil-3-(2-morfolinil (4)-ot11-oarbodiinﬂ.da por 13
N,N'-diocioclohexil-carbodiimi de.

. b) Bonceusulfonato de 1-(L-seril)-2-(t-butoxioarbonil)-

-hidlﬂin e

14 8 g (41,9 mﬂimolea) de 1-(N-oarbobancilnxi-1,-

' aerﬂ)-a-( t-butoxinarbonil)-hidraoma. ge disuelven en

250 co de metgnol y 9 hidrogensn en presencia de Pd-uar-
bono (10% de Pd) en oofriente de hidrc.»geno. El oataliza-
dox ge filt:& y la sduoidn de reacoidn se o&noentra en.
vaofo. Bl aceite que ;-:ermaneoe se extre dos vecea con
dtexr absoluto y se seca en vacio. Bl produoto que se

ofrece como espume resistente, se elsbora directaments
& oontinusoidn. | _
Pera la osrsoterizeoidn, se transforma el pro-
duoto bmto en el glicensulfonato criatalinc & la for-
me sigrients: 2, 8 g de doido bencensulfdnioco se disuelven
en 6 0o de metanocl, se enfrfaa 0° y @ ceden a una so-
lucién helada 4o 3 g (13,7 milimoles) de 1-(L-seril)-2-
-(t-butoxicarbonil )~hidrecine en 6 co de metencl. Bl
b;noonsu;fonato precipita como-aceite tras adiocidn de
156 00 de dter mseao, que mse llevan mediante respado a
le oristelizecidn. El producto 59 £il tra, se lave con.
moetenol/étexr y pare le purificacién oristaliza dos ve-
oes on otanol/é'tor.
Puato de fugidn 151 5-153,59 (deaoompoaioidn),
Je1te/ %5 .> + 14,49 (o = 1 96 en metanol). Bl producto for-

me soladente una mancha en el oromatograna de capsas

delgades en los sistemas ben ceno/etanol/7:3, metanol/oloro-
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formo/tms el 17% 2:3:1 y n-mmol/piriaina/éciao a0éti~
00 glaoxal/agua 90:60:18:72, h'ueba. ue‘todo ninhidrina.

¢) 1-(R-carbobenciloxi-L-isolengil-L-geril-)-8-(t-buto-

xioarbonil )-hidrecing

~ Una soluoidn Qe 2,7 g (12,35 milimoles) de 1-(1.-
-aeril!-2-ft-butoxioarbonil)-hidraoina ¥ 4,77 g (12,35
milimoles) de N-carbobenoiloxi-L-iseleucin-p-nitrofenil
dster, preparado por ejemplo segin M-Bod’enszk;.r yV.eDu
Vigieand, J. Au. Chem. Soo. 1; 5688 (1959), se desifen
duzente 48 hores & 13-14¢ en 24 oo e éater avdtico.
beapné'g de ungs 7 horas, ‘inioia Ya precipitacidn del
éipa’pﬁ.do bloguesdo. Por dltimo, se enfris la mezdla
de remocidn g 0%, el producto se filtre y se lave oni-
dadoaa;wnte oon detexr aoético frio. Tres dos oriatal:.;

zaoiones en dater softico eanmte, £an de a 18?-1889 ‘

bajo desoamposicidn. [EI.!}]%S? , ~368 {0 = 2,01 en me-

tanol). ’ N
Es uniforme cromatogréficamente en capas delga-
das e el sistema benoeno/etencl 7:3, prueba: método de

aloro.

4) 1-(L-igoleucil-L-gexil)-2-(t-butoxicarbonil )-hidresi-

15,4 g raa 8 m:.limolea) de 1~ (N-oarbobenoiloxi-r.- ‘
-1soleuoil -L-seril-)-2-( t-butoxicarbonil )-hidracine ee
hidrogenan en;soq .60 Je metgnol en preadncia de Pd-oar:-
bono (10% Pa). Tras eliminecién del oatalizedor se eva-
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i:ora el metenol en wacio. Bl residuc oleoso se trets va-
rias veces con dter y dter/dter de petrdlec y el diga-
vente ge destila ocada vez.—E_l residuo pulverulento resul-
tante se triturs lnego con €ster sodtico y se filtre. Kl
érodnoto eg oristalizado dos veces en gietonitrilo para

la purifioacidn.

Punto de :fusi&n 155—134" (desoomposmidn B 134").

[ats7 g‘ -361¢ (o = 1,99 en metenol). F1 producto

e8 uniforme oromatogrd:ficanenta en ocapas (_lelgaaas L

8istema benceno/etancl 8:2, prueba: método de ninhidri-

na.

e) 1~ ( S-benoil-S-toall-L-ois‘bemil-L-tirosil-L—iaoleaoil-L-
geril )-@- ( t-butaxicarbonil )-hidrasina.

Una solucidn ‘enfriada 8 -10¢ de 2, 22g {4,2 mil:x.-.
molea) de S-bencil-N-tosil-I.-o:.stemu-L-ﬁroeiua (prepara-
aegdn V. Du V:Lgmana M.P. Bartlett ¥ A. Jobl, J. .

Chem. Soo. 9, 5572 (19571) y1i, 41 g (4 2 milimoles) de

-( L-isoleuoil -L-eer:u. “2- (t-bntoxioarbon:.l )-hidracina

en 22 oo de dimeﬁlfomanida/aoetonittﬂo 1:1 se trafa.

con 0,89 g (4,3 mi:_l.imolea) de N,N'-dicicloheﬁl-car‘bodiinﬂ.;
da y ® agita durente 52 hores & -10%. §1 ourso ée la
reacoidn precipits n;.N'-dinioloymi;nua y la hidrecide
totrapéptida bloqueédé; La mezola de resccifn ge trata

oon: %G oo de a,gua helada, 8l pnoipitado ao filtra y 8o
lava ouidadoaanaxte con agua, bioarbonato sédico al 3% y
por dltimo otra vez cou agua. Pare la eliminacién de la

N,N'-diciclohexil-urea se fija el producto bruto en 8,3 oo
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de dimetilfomamide.. Tras 2 horaa ae permen §@. a 0¢ se' o
filtra la ures, se lava oon 1,5 0c de din_ntilzomanida,

y 1o £iltrado se trata o 50 co de acetonitrilo. Con ello
precipi ta la hidracida tetrgb‘ptida blogueada -como gela-
tina. Se separa por suceiln, se lava ocon scetonitrilo y

,dtox £rios y oristaliza dos vecss en dimetilfomenida/

goatonitrilo. Panto de fusidn 227-229¢ (Daaoomposioﬂ;).
° T : ~ e
[aze 2°°, -50,2¢, (o = 1,9 en piridine).

El producto es uniforme en el oramatograme de

| oapes delgedas, en los sistemas: metiletilnatona/piridina/
agua 65:5:20, banoeao/etanol 8: 2. -bntanol/pizﬁ.dina/éoido

acdtico glaoial/agza 90:60:18 72. Prueba: m(todos de olo-
T0 ¥ Q¢ Folin.

-

£)_S-bencil.Natosil -L-cisteinil -L-tirogil-L-igoleucil-L-

eerm;hidrgcida ‘

.

‘o, 506 g (O 6 milimoles) de 1-(8-benc:|.l-li-toail-
I.-o.i.s teinil-L—tirosil-L-iaole roil-L-goril )-2-{t-butoxi-
oarbonil)-hidracina se disuelven ea 10 oo de doido tri-
fluoacético al 90% frip y s¢ mentiene a temperatura
ambiente durante 1 1/4 horas. Luego ase an:rxfi’a la galueidn
ro'aociqnai a 99 y e_lfp:odaoto émo}p;.ta con 65 co 38 agusm
helade. Se filtra y. se lave oon. ague, bioerbonato 8ddioco al

' 39‘ egue y por {1timo oon acetonitrilo. Tras oristalizao:.én

en dimetilfomamt ds/acetonitrilo o dimetilfomanida/metanol

" asta hidracida teu'apé'ptida miestra iguales pzopiedaaos

(punto de fusién, proporoidn oromatogréfica en oapas delga-

das y aotivided dptica) que la hidracida prepereda por
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hidrao:!.nolisis del S-beno:.l-N-toBil«L-ozt@@?,g-@,@ul- ek

L-:Laolauoil-L-sorin-metiléster, (véase ejemplo 14} punto de
msién 124-1289 aaaoomposioidn a 230-2:519. @1-:5.725 = - 69,30

(.o =2,06 en éoido fémico). /'afl.fza?26 + 6,3 (o = 2 11 en

dimetilfo memida).
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NOTA

Hecha Ba descripcién del presente invento, se decla-

.ran nuevas y de propia invencidn, las siguientes reiviﬁdica—

ciones, con prioridad de la demande de patente suize nim.
3863/62, depositada el 30 de Marzo de 1.962, y nim. 12010/62
del 12 de Octubre de 1.962, existiendo en ambas unidad de

invencidn.

1. Procedimiento para la preparacién de'Ser4-IleB-
oxitocina (S,S'-dehiaroéL-cisteinil-L-tirosil-L—isolencil—
L~seril-L-asparaginil-I-cisteinil-L-prolil-L-isoleucil-gli-
Qinamida), caracterizado porque se condensa un aminoécido
N=bloguesdo o bien S8,N-blogueado, que se basa en este, o un
derivado funcional de uno de estos, capaz des resccionsar
con un derivado, referente &l grupo carboxilo, del aminoédci=-
do, eventuelmente S=bloqueado, contiguo del lado carboxilo
en la materia final, o0 se pone en libertad el grupo amino
en el derivado dipéptido N-bloqueado o bien S,N-bloquea~
do obtenido, y se condensa con el aminodeido N-bloqueedo
0 bien 38,N~bloqueado, del lado del amino, ¢ un derivado
funcional del mismo capaz de reaccionar, o el derivaedo di-
péptido N-bloguesdo o bien 8,N-blogueado obtenido tras trans-
formacién en el dipéptido N-bloqueado o bien S,N-bloqueado
o un derivado funcional del mismo, capaz de reaccionar se

condensa con un derivado, referente al grupo carboxilo, del
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aminodcido, eventualmente S~bloqueado, del lado carboxilo,

y la condensscién del lado amino y/o del lado carboxilo se

repite con los derivados de aminoécido correspondientes, '

bajo utilizacidén de glicinamida o formacién posterior del
grupo glicinamids, hasta la sintesis de la monapeptidamida
8,N,S'-bloqueeda, 'y en esta se pone en libertad el grupo
amino y los grupos mercapto, y la L-cisteinil-L-tirosil-I-
isoleucil-L-seril-I-esparaginil-L-cisteinil-T~propil-L-iso~
leucil-glicinamida se oxida paras llegar al compuesto 5,5'-Ce=
hidro;

2, Procedim;gnto conforme a lo definido en la
reivindicacién 1, caracterizado porgue por una parte para
la preparacién del derivado pentapéptido~-C-terminal,
se transforme un N-carbobenciloxi-n-asparagini1-S-bep—

cil4f-cistein-alquiléeter o -aralquiléster mediante tratamien-

- 40 con hidracina en la N-carbobenciloxi-L-asparaginil-S-ben-

cil-L*ciateinphidracida y por dltimo medisnte 4cido nitroso

- ge transforma en la-dipeptidacida correspondiente, S,N-blo=

queda, ésta se hace reaccionar con I-propil-I-isoleucil-gli=-
cinamida, o se condense la N-carbobenciloxi-I-gsparaginil-S-
bencil-Lecisteina con la tripeptidamids citada mediante uns
carbodiimida, y la N-carbobenciloxi-L-sspareginil-S-bencil-
L-cisteinil-L-propil-L-isoleucil-glicinamida obtenida en am-
bos casos se transforma mediante tratemiento con écido
bromhidrico en é4cido acético glacial én la IL-asparaginil-
S-bencil-L~-cisteinil-L-propil-I-isoleucil-glicinamida, y por
otra parte para la preparacién del derivado tetrapépbtido Ne
terminal se hace reaccionar un derivado funcionel capaz de
reaccionar de la,N-carbobenci1oxiéL-isoleucina, como el anhf{-

drido mezclado con un &cido slcoxiférmico inferior o el
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p-nitrofeniléster, con un L-serin-alquiléster o ~aral§uilée-
ter péra llegar a un N-carbobenciloxi-I-isoleucil-L-serinés- -
ter o con une serin-hidracida N2-bloqueade para lleger sl
derivado N2 correspondiente de N-carbobenciloxi-L-isoleucil-
L-serin-hidrecida, este o loa &steres anteriormente citados

se tratan con hidrégeno activado catali{ticamente, los L-iso-

_ leucil-Léserin-ésteres originados o bien el derivado N2 origi-

nado de la L-isolsucil-}L-serin~hidrecida se condensan con
S-bencil-N-tosil-L-cisteinil-L-tirosina mediante una carbo-
diimida pare llegar a un S-bencil-N-tosil-L-cisteinil-L-ti-
rosil-L-isoleucil-I-serin-dster o bien al derivado N2 corree-
popdiente de tetrapeptidhidracida 8,N-bloqueada, los primeros
por tratamiento con hidracina o bien el dltimo por solvoliéis
catelftica 4cida se transforman en la S-bencil-N-tosil-I-
cisteinil-L-tirosil-L~isoleucil-I~serin-hidracida, éste nédian-
te accidn de 4cido nitroso se transforme en la S-bencil-N-
~tosil-L-eisteinil-L-tirosil-L-isoleucil-serinacida, esta
tetrapeptidacida N~-terminal, S,N-bloqueada se hace reaccionar
con la pentapeptidamida C-terminal, S-blogueada obtenido ante-
riormente descrita para lleger = la §-bencil-N-togil-L=cis-
teinil—L—t;:Osil—L—isbleucil-L-seril+L-asparaginilws—bencil—
-L-cisteinil—L-pxopil-L—isoieucil-glicinamida, en esta se des-
doblan los dos radicales S-bencilo y el radical S-tosilo, y la
L-cisteinil-L-tirosil-L-igoleucil-L~seril-L~asparaginil-L-cis~
teinil~L-propil-L~isoleucil-glicinamide originada se trans-~
forma mediante oxigeno o ferricimsnuro potdsico en el compuesto

8,5'-dehidro, 1a serd-T1leB-oxitocine.
2

3. Procedimiento para la preparacién de Sert-T1e58-

oxitocina (S,S'-dehidro-L-cisteinil-L-tirosil-L-isoleucil—'
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. I,-;seril-x.-asparaginil-r.-cisteinil-L—prolﬁl-L—isoleucil-gli-
cinamida).

Segin se describe y reivindica en la presente memo-

rie, que consta de 3 hojas, foliadas y escritas a mé-
quina por una scla cara,

Madrid, a 29 de Margo de 1.963
JORO GEIG‘Y A.Go
p‘ a,

JAWNE ISEFN MIRALLES

.
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