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"Procedimiento para la produccién de polipepturos"

— T e s v

La presente invencidén se relaciona con Nuevos
polipepturos y con un nuevo procedimiento para la pro-
duccidn de polipepturos.

La presente invencidn proporciona el pentacoga-

pepturo I-seril-I-tirosil-I-seril-L-norleucil-L-gluta~-
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mil-L~histidil-I~fenilelanil-L-arginil-~I~-triptofanil-
~zlicil=I=ligil=-I-prolil=I-valil-glicil-I~1isil~L~Lli~
gil-L-arginil-I-arginil=I~prolil=-I-valil-L-1igil-L=
valil-I=tirosil~I-prolil-I-valinamida y sus sales de
aedicién de 4cido.

La presente invencién proporciona adends N-car-
bobenzoxi~ Y =0-butil-terc.-I-glutamil-I~higtidil-L-
fenilalanil-(guanido)~N-tosil-I~arginil-I~triptofanil-
glicil= § ~N=formil-I~lisil-L-prolil-I-valil-glicil~-{ ~
H-formil-I~lisil~ £ -I~formil=I~1ligil-(guanido)~i-tosil-
L-arginil-(guanido)~N~togil-I~arginil-I~prolil-I-valil-
& -N-formil-L-1isil-I-valil-I~tirosil-L-prelil-I-vali-
nemids, I-glubemil-I-histidil-I~fenilalenil-I~arginil-
I~triptofanil-glicil- §-F~formil-I-1isil~I~prolil-I~
va‘..]in‘;lé;ggliin%iil- € —N-formil-I=lisil= £ ~li~formil-T-lisil-
L-grginiL~prolil-I~valil- & ~I~fornil-I~lisil-L-velil-
I-tirosil=L~prolil-L~-valinamida, el €ster butil ferc.
de (guanido)-f-tosil-I~arginil-I~triptofanil-glicil-¢ -
H-formil-I~lisil-I-prolina, L-valil-glicil- £ -N-formil-
L-1ligil~ £ ~if-formil-I~1isil-(guanido)=-N~tosil-L-arginil
-(guanido) -N~tosil~I~arginil-L-prolil-I~valil~ & -i-for-
nil~L-1lisil~I~valil-I~tirosil=L~prolil-I~valinamida y
sus sales de adicién de dcido, § ~I~formil-IL-lisil- &~
H-formil-L-1igil-(guanido)~N-tosil-I~arginil~(guanido)
~-l-tosil-I~arginil-I-prolina y L~valil- §~N-formil-L-

1igil-I-valil-I~tirogil-I~prolil-I-valinamida, asf co-

mo los correspondientes pepturos libres y grupo protec-

tor comteniendo derivados fuera de log ya especifica-
dos més arriba.

El pentacosapepturo del invento puede ser obte~
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nido por métodos para la sintesis de compuestos de es-
te tipo actualmente en uso o descritos en le literatu¢
ra sobre el asunto, siendo posible él unir entre si
los aminodcidos en el orden indicado en el nombre del
pentacosapepturo, ya sea uno a la vez o formando pri-
mero unidades elementales de pepturo y uniendo éstas
entre si.

Un método para producir el penbtacosapepturo del
invento consiste en tratar el derivado de henecosapep-
tueo N-carbobenzoxi- ¥-0-butil~terc.-L-glutamil-I~his-
tidil-I~fenilalanil~{guanido)=N~togil=I~arginil-L=-trip-
tofanil-glicile &~N=-formil=I~1igil-L-prolil-I-valil-
~glicil~ £ =N=-formil=I~lisil- £ -H~formil-I~1isil~(gua~

nido)~N-tosileImarginil-(guenido)~i-tosil-I-arginil-I~

prolil~I~valil- § ~N-formil-L-ligil-L~valil-I~tirosil-
L-prolil~I~valinamida con sodio en amonfaco liquido se-
co, condensar la I-glutamil-~L-histidil=-IL-fenilalanil-L
-~arginil-I~triptofanil-glicil- §-N-formil-I~1isil~I~
prolil-I-valil-glicil~ £ ~fi~formil-I-1isil- §-N-formil-
I~ligil-I~arginil~I~arginil-I-prolil-L-valil- £-N-for-
mil=I=1isil=l~valil-I=-tirogil=l~prolil-I~valinamida re-
sultante con un derivado del tetrapepturo L-seril;L-
tirosil-L-seril-=IL~norleucina, en cuyo tetrapepiuro el ra
dical amino del primer radical serina estd substituido
por un grupo protector adecuado y el radical carboxilo
del rodical norleucins se halla presente en forma de

un derivado de dcido funcional capaz de reaccionar con
radicales amino libres, disociar todos los grupos pro-
tectores del pentacosapepturo protegido resultante en

una o mds etapas y, cuando se desea producir uns sal de
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adicidn de #4cido, haciendo reaccionar el compuesto re-
sultante con un Acido orgénico o inorgénico en forma de
por si conocida. Los grupos protectores pueden ser di-
sociados del,pentacosapepiuro protegido, por ejemplo,
mediante tratamiento con dcido clorhidrico acuosgo di-
lufdo, caliente, o mediante tratamiento primero con &-
cido trifluoroacético, 4cido acético acuoso o dcido
clorhidrico metandlico y luego con deido fuerte acuoso,
dilufdo, caliente.

Constituyen ejemplos de derivados de 4cido fun-
cionales adecuados del tetrapepturo I~seril-L-tirosil-
L-geril-I~norleucing que pueden ser usados el azuro,
log anhidruros mixbtos o el producto de la feaccién del
dcido con carbodiimida diciclohexflica o diimidazolcar-
bonilo. Ejemplos de radicales para proteger el radiqal
amino del radical serina en este ftetrapepturoe son los
radicales carbobenzoxi, carboalquiloxi, trifluoroace-
tilo, acetilo, cloroacetilo, formilo, carbo-butoxi-
texrc., p-nitrocarbobenzoxi o trifenilmetilo.

La seleccidn adecuada de los radicales protec-
tores es particularmente dificil en la sintesis del
pentacosapepturo del invento. Hemos encontrado inespe-
radamente que es posible en este caso usar radicales
tosilo (por ejemplo p-toluensulfonilo) para la protec-
¢idén de los radicles guanido de los radiclaes arginina
durante la sintesis y disociar estos radicales antes

de la dltima condensacidn mediante tratamiento con

‘sodio en amonfaco liguido seco, sin una ruptura simul-

ténea del enlace que une al radical lisina en la po-

sicidn 11 con el radical prolina en la posicidn 12,
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cuando el radical =-amino del radicael lisina en le posi-~
cibén 11 estq protegido por un radical -formilo. V

Al sintetizar el pentacosapepturo del invento, es
preferible usar ésteres 2,4,5~triclorofenflicos de aminoé-
cidos carbobenzoxi o en ocasiones pepturos carbobenzoxi
para formar la cadena de pepturo durante la sintesis.

Debe tenerse presente que el pentacosapepturo
profegido no tiene que ser producido en la manera arri-
ba descrita, sino que también puede ser producido median-
$e la condensacién de dos polipepturos que no sean los
arriba indicados (o un polipepturo y un aminodcido) en
forma de sus derivados protegidos.

Los nmateriales iniciales para producir el deri-
vado de nonapepturo protegido, =i eg que han sido des-
conocidos hasta ahora, pueden ser obtenidos mediante mé-
todos para la sintesis de log pepturos en uso actual o
descritos en la literatura sobre el asunto, siendo po-
sible el unir entre si los aminodcidos ya sea uno a la
vez o formando primero unidades elementales de pepituro
y uniendo éstas entre si.

Dehe tenerse presente que el pentacosapepturo
del invento tambidn puede ser obtenido o usado en
forma de sus sales de adicién de 4decido. Tios siguien-
tes son ejemplos de 4cidos adecuados para la formacién
de sales de adicidn de dcidos: los 4dcidos acético, pro-
piénico; glicblico, 14ctico, pirivico, malénico, suc-
cinico, maleico, fumérico, tartérico, cIitrico, hen-
zoico, cindmico, salicilico, 2-fenoxi- o 2-acetoxi-
benzoico, mandélico, metansulfénico, etanosulfénico,

hidroxistanosulfbénico, bhencenosulfénico o tolusno-
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sulfénico, naftalenosulfbnico y sulfaniflico, y los hi-
drécidos de halbgeno, vpor ejemplo &cido clorhfdrico o
bromhfdrico, nftrico, tiocidnico, sulfirico y fosfbri-
co. Ademds, pueden usarse para la formacidén de sales

mnacromoléculas dcidas, por ejemplo dcidos poliurdnicos

neturales (por ejemplo deido poligalacturdnico, pecti-

' na, pectina citrica, algina), mucopolisaciridos 4cidos

(por ejemplo heparina, sulfato de condritina) y deriva-
dos de celulosa obtenidos sintéticamente o microbiolé-
gicamente, contenlendo radicales 4cidos (por ejemplo
celulosa carboximet{lica o sulfato de dextrana), o de
almidbén u otros polisacéridos.

Bl pentacosapepturo del invento y sus sales po-
geen propiedades bloldgicas y terapéuticas similares
g aquellas de la corticotropina natural (tambidn denoc—
minads ACTH en la presente descripcidn); por lo tanto,
su ugo estd indicado para el tratamiento de uno o mis
de los siguientes: reumatismo articular, asma bronquial,
artritis, alergias, gota, urticaria, shock anafilictico,
colitis vlceroga, lupus eritematoso, gquemaduras, derma—
titisg exfoliativa, leucemia linf-4tica, escleroderma,
eczema y condiciones de intoxicacién en el alhoholismo
crénico. El pentacosapepturo del invento, al ser medido
de acuerdo con el método de Sayer, indica una actividad
que corresponde substancialmente g aguella de la cor-
ticotropina natural.

La corticotropina natural requiere el uso de mé-
todos de purificacidn laboriosos y costosos y aln asi .
no puede ser obtenida completomente libre de impurezas

de tipo proteico de alto valor molecular que pueden
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causar reacciones anafilécticas peligrosas; el penta-
cosapepturo del invento, un compuesto sintético, sin
embargo, pueds ser obtenido con un alto grado de pure-
za y libre de impurezas de tipo proteico. Ademés, 1la
produccidn del pentacosapepturo del invento no depende
de la digponibilidad delgléndulas hipofisarias de las
que solo hay un suministro limitado a un costo muy ele
vado. Una ventaja especial es que el pentacosapepturo
del invento, a diferencia de la ACTH natural, esti
exento de un radical metionina, cuyo radical (presente
en 1z posicién 4 de la ACTH) es fécilmente oxidable
por lo cual se vuelve inactiva la hormona; el pentaco-
sapepturo del invento contiene un radical norleucina
en lugar del radical metionina presente en la ACTH, cu
yo radical norleucina tiene las mismss propiedades es-
téricas como el radical metionina, pero no es fécilmen-
te oxidable. Ademds, el pentacosapepturo tiene un radi-
cal valinamide en la posicidn 25 que no se halls pre-
gente en esta posicién en la ACTH netural. Egte radical
valinamida en la terminacién carboxflica protege a la
cadeha de pepturo contra las enzimas disgregadoras. En
comparacidén con la poreidn corresponﬂ;ente de la ACTH,
el pentacosapepturo del pfesenxe invento tiene una al-
ta estabilidad, la que es de ventaja especial para 1la
aplicacién subcutdnea o intramuscular,

El pentacosapepturo del invento pﬁede ser usado
como base libre o como sal ds adicibn con un dcido or-
génico o inorgdnico, ya sea solo o en forma de prepara-
ciones medicineles apropiadas para aplicarée, por ejem—

plo, en forma oral, parentérica, entérica o intranasal.
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Con el fin de producir tales preparaciones medicinales

ge trabaja el compﬁesto con adyuvantes orginicos o inor—

génicos que sean inertes y fisioldégicamente aceptables.

Los siguientes son ejemplos de tales adyuvantes:-—

Pabletas y grageas ¢ lactosa, almiddn, talco ¥y
4cido estedrico.

Jarabes

»”

solucioneg de aglcar de cafia,

> : azlcar invert y glucosa.

2]

Soluciones inyectables agua, slcoholes, glicerina
y aceltes vegetales.,

Supositorios aceites naturales o endureci-

fdos y ceres.

Das preparaciones pueden ademés con‘behe:c adecug-
dog egentes de conservaciéng estabilizacidén o humecta~
c¢idén, facilitadores de la solucidn, substancias edulco-
raentes y colorantes o aromatizantes,

El pentacosapepturo de la presente invencidn pue-
de ser administrado en forma Ge una preparacién depbsito
como es el caso con la ACTH natural.

La presente invencién también proporciona, por
lo tanto, compogiciones farmacduticas que contengan, ade-
méds de un soporte fisiolbgicamente aceptable, el penta~-
cogapepturo del presente invento o una sal de adicibn
de 4cido del mismo.

Como el pentacogapepturo del invento tiene una
actividad que es substancizalmente igual a la de la ACTH,
lzs unidodes de dogificacibn de dicho pentacosapepturo,
que pueden ser edministrades pueden también ser gubstan-
cialmente similares a las administraedas en el caso de

LCTH, es decir de aproximadamente 40 a 60 U,I. por dla
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v en casog excepcionales de 10 a 100 U,I, por dfa. Las

unidades internacionales agul indica@as concuerdan con

el tercer Standard Internacional.

©l pentacosapepturo del invento y sus sales taw—

bién pueden ser usados como intermedios para la produc—

cibén de preparaciones farmacduticas.

Bn el texto y en log dibujos se han usado lag

siguientes abreviaturas:

CBO-~
tri-

(Fox)

(Tos)

1

il

L

n

carbobengoxi-

tritilo~ = trifenilmetilo-

formilo (en el radical & -amino del
radical lisina)

tosilo = p~toluensulfonilo (en el
radical guanido del radi-
cal arginina).

2,4,5-triclorofenoxi

butiloxi-terc.

metoxi

etoxi

-I-arginil-

~L-glutamil-

~glicil-

~I~histidil-

-L-1igil-

~L-norleucil—~

~I~-fenilalanil=

wl=pr0lile=

~I~geril-

~L-triptofanil-~

~I~tirosil-
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En los siguientes Bjemplos todag las teumperatu-
ras estédn indicadas en grados centigrado.

BJEEPLO 13 Bster 0,N-dicarbobenzoxi-L-tirosing—2,4,5-

friclorofenflico. / CBO-(CBO)Tir-O0CP_/

Se¢ disuelven 45 g de O,N-dicarbobenzoxi-Ti=tiro-
gina y 24 g de 2,4,5-triclorofenol en 200 cc de cloro-
formo y 200 cc de acetonitrilo, se enfria hasta ~102,
se afiaden 25 ‘g de carbodiimida diciclohexflica, se de-
ja reposar la mezcla a 202 durante 3 horas, se filtra
se evapora el filtrado, se recoge el residuo en 650 ml
de etanol hirviente, se enfrfa y se filtra. Se obtie-
nen 57 g de éster 0,N;dicarbobenzoxi—L-tirdsina-Q,4,5~
triclorofenflico. Punto de fusibn 1442,

VA4 2;= -35¢ en formamida dimetf{lica.

" BJEIPLO 2: Ester o ~N-carbobenzoxi-g ~i-formil-L-li-

sina~2,4,5~triclorofenilico.

/~CBO-(For)Lis-0CP_/

Se disuelveﬁ 157 g de o ~f~carbobenzoxi- £-~N-
formil-L=lisina y 117 g de 2,4,5~triclorofenol en 900
cc de cloroformo y 90 cc de acetonitrilo y se afladen
103 g de carbodiimida diciclohexflice a -10¢, Se sacu-
de durante 2 horas y separas la ures por filtracidn.
Después de evaporar el disolveulte, se recristalizas el
residuo de etanol. Se obtienen 224 g de éster  -N-car
bobenzoxi- £ ~N-formil~I~lisina~2,4,5~triclorofentlico,
Punto de fusidn 142-1448, o7 2%# -18% en formamida
dimetilica.

EJEMPLO 3: Ester N-carbobenzoxi-(guanido) N=tosil=I-

arginine~2,4,5-triclorofentlico,
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/~CBO(t0s) Arg-0CP_7

Se disuslven 113 g de N-carbobengoxi-(guanido)-
tosil-l~arginine y 65 g de 2,4,5-triclorofenol en 800
cc de acetato etflico y se afladen 51 g de carbodiimida
dicidlohexilica a ~10%, Se sacude durante una hora y
luego se filtra. Despuds de evaporar el digolvente, se
reprecipita el residuo con benceno/&ter. Se obtienen
124 g de éster N-carbobenzoxi-(guanido)=-tosil~L-argini-
na=2,4,5=triclorofentlico.

BJBMPLO 4: Bsbter N-carbobenzoxi-I~fenilalanina-2,4,5-

triclorofenflico. /~CBO-Phe~0CP_/

Se disuel%en 90 g de HN-carbobenzoxi-I=-fenilala~
nina y 80 g de 2,4,5—triolorofeﬁol en 100 cc de acetato
etllico y se afiaden 62 g de carbodiimida diciclohexfli-
ca a =102, Despuds de 2 horas a la temperatura ambiente,
gse separa la urea diciclohexflica por filtracidén y se
evapors hasta sequedad. Después de recristalizar de eta-

nol, se obtienen 120 g de éster N-carbobengzoxi-L-fenil-

alanine-2,4,5-triclorofenilico. Punto de fusidn 1420,
zrb£7'2£f -42¢ en formamida dimet{lica.

BJSVPL0 5: Ester 2,4,5~triclorofenflico del fcido N-

carbobenzoxi~ ¥ ~0-butil-terc.~L~glutdmico,
/ ¢BO-Glu (OTB)-0CP_/

Se afladen 28 g de carbodiimide diciclohexiflica
a 40 g de dcido N-carbobenzoxi- Y =O~butil=terc,=I=glu~
témico y 35 g de 2,4,5-triclorofenol en 350 cc de ace=-
tonitrilo a ~102, Se sacude durante 2 horas a la tempe-
ratura ambiente, se afladen 350 cc de acetato etilic6 N
se separa la urea diciclohexflica por filtracién. Se

evapora la solucidn hesta sequedad y se recristaliza
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el residuo de acetonitrilo. Se obtienen 55 g de éster
2,4,5-triclorofentlico del 4cido F~carbobenzoxi~ Yy -0~
butil-tere.~I~glutémico. Punto de fusibn 1082.

/a7 2%: ~-21¢ en formemide dimetflica.

5 I BPLO 6: ZEsber N-carbobenzoxi-L-triptofanil-glici-

ns-2,4,5-triclorofentlico, / CBO-Tri-Gli~

ocP_/

Se disuelven 79 g de HN-carbobengoxi-I~triptofa~

nil-glicine y 50 g de 2,4,5-triclorofenol en 500 cc
10. de acebtabto etllico y se afiaden 41 g de carbodiimida

diciclohexflica a -102. Se filtra y se evapora hasta

sequedad. Después de recristalizer de metanol, se ob-

tienen 100 g de éster N-carbobenzoxi-L-triptofanil-

glicing~2,4,5-triclorofenilico. Punto de fusiébn 1802,
15, LT 215 022 en formamida dimetflice.

BIELPLO 7: Begter N-carbobenzoxi-I-valil-glicina—

2,4,5-triclorofenilico. / CBO-Val-G1i-0CP_7

Se disuelven 26 g de H~-carbobenzoxi-I-valil-
glicina y 20 g de 2,4,5-triclorofencl en 150 cc de
20, cloroformo y se afiaden 17 g @e carbodiimida diciclo-
hexflica & -102., Después de sacudir durante dos horas,
se separa la urea por filtracibn, se evapora el disol—
vente en un vacfo y se recristaliza el residuo de eta~
nol. Se obtienen 35 g de éster N-carbobenzoxi-L-valil-
25, glicina=-2,4,5-triclorofenilico, Punto de fusibn 1802.
/7 %= —23¢ en formamida dimetflica.
sd ByPTO 8: Bgter H-carbobenzoxi-I~valina=~2,4,5-tri-

gclorofenflico. [/ CBO-Val-OCP_/

Se disuelven 50 g de N-carbobenzoxi-IL-valina

30, en 300 cc de acetobitrilo, se afladen 44 g de 2,4,5-
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triclorofencl y luego 471 g de carbodiimida diciclohexi-
lica a -108, Se sacude durante 2 horas a 202, se gepara
la urea deqiclohexilica por filtraciﬁn y se evapora en
un vacfo. Despuds de recristaligar de &ter/éter de pe-
trbleo, se obtienen 65 g de éster N-carbobengoxi-L-va~-

lina~2,4,5=triclorofenilico. Punto de fusidn 93¢.
ZQ’Q7 %%= -8¢ en forwmamida dimetflica.

EJEMPLO 9: L-valil- €-N-formil-I-1igil-TmvalileT-tiro—
sil~l~prolil-I~valinamida.
/[ H-Vel(For) Iis-Val~Tir-Pro-Val-NH, _/

(comnpdrese la figura A)

Se disuelven 50 g de L-prolil-L-valinamida ¥
100 g de éster dicarbobenzoxi-I-tirosina~triclorofent-
lico (Ejemplo 1) en 100 cc de formamida dimetflica, se
deja reposar la solucidén a 202 durante 48 horas y se
filtra. Se atiaden 500 cc de deido clorhidrico N g la
solucibn y se disuelvgkl residuo oleoso en acetabto eti-
lico. Despuds de lavar con dcido clorhidrico dilufdo
y solucibn de bicarbonato sbddico, se evapora hasta se-
quedad. Después de recristalizar de acetato etilico/
éter, se obtienen 100 g de CBO-(CBO)TiruPro—Val—NHz.
Se afiaden a ésta 90 cc de solucidn de hidréxido sédi-
co 2 Ny 200 cc de etanol. Se dejs reposar durante una
hora a la temperatura ambiente y se atiaden 1000 cc de
dcido clorhidrico N, Se lava el residuo primero con agua
y despuds del secado, con acetato etilico. Se obtienen
60 g de CBO-Tir-Pro-Val-ilH,. Punto de fusiébn 218-2202,
/7 2= 230 en formemida dimetflice.

Se disuelvedl producto obtenido en 200 cec de una

solucién de bromuroc de hidrdgeno 4 N en dcido acético
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glacial y se dega‘}eﬁosar dufante wna hora a 208, Después
de la adiolén de éter/acetato etilico, la H-Tir-Pro-Val-
NHy precipita en forme del bromhidrato. Rendimiento 50 g.
Se disuelven 42 g de bromhidrato de H-Tir-Pro-
Val-NH, en 200 cc de formamida dimet{lica y 33 g de CBO-~
Val-OCP (Bjemplo 8) y se afiaden 12 cc de amina trietfli-
ca. 8¢ sacude durante 48 horas a la temperatura ambiente
v se afladen 500 cc de dcido clorhidrico N. Se disuelve
el producto precipitado en acetato etflico y se lava
con &cido clorhidrico diluido ¥ solucibn de bicarbonato
gbdico. Se precipita la solucidbn de acetato etflico con
éter. Se obtienen 39 g de CBOAVal-Tlr—Pro-Val-NHQO
/X7 21- -262 en Formamda dimetIlica.
Se disuelve el producto obtenido en 200 cc de
una solucién de bromuro de hidrdégeno 4 N en 4cido acé-
tico glaciel y se deja reposar durante una hora a 202,
Después de la adicidn de éter/acetato etflico, precipi-
tan 32 g de bromhidrato de H-Val-Tir-Pro-Val-FH,.
Se disuelven 39 g de bromhidrato de H~-Val-Tir-
Pro-Val-iH, y 29 g de CBO-(For) Lis-0CP (Ejemplo 2) en
100 cc de formamida dimetflica y se atiaden 7.5 cc de
aming trietilica. Se sacude durante 48 horas a 202, se
afigden 500 cc de 4cido acético W y se lava el producto
precipitado con agua y luego con acetato etilico. Se
obtienen 36 g de CBO-(For)Lis—Val—Tir—PrOJVal-NH2.
VA Y %%: ~24% en formamida dimetflica.
Se disuelve el producto obtenido en 200 cc de
una solucién de bromuro de hidrbgeno 4 N en dcido acd-
tico glacial y se deja reposar durante una hora g 20¢,

Despuds de lg edicibn de éter/acetato etflico, se aig-
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lan 33 g de bromhidrzbto de (ﬁor)Lls-Val~T1r—Jro~Va1~NH2
Se disuelven 32 g Ge bromhidreto de H-(Por)Lis-

Vol-tir-Pro-Vel-HH, 7 21 g de CBO-Val-OCE en 50 cc de

Tormanida dluwetdlice y_ se afiaden 8.7 cc de amina drie-
tflica. Se szeude durante 48 horas o 208 y  ee afladen

i
1000 ce de dcido zcéfico N. Se gepera el producto pre-
cinitado nor iltracibn y se lave con a2gua y acetatbo

etflico. Se obtienen 30 g de N~CBO-Vel~(For)Iis-Val—Tir—

Pro-Vai-THye zf:x;7'%1 = —342 en formamidg dimetili-

Cle

Se aisuelve el nroducto obtenido en 500 cc de
metenol v ge hidrozena Qurente 3 horss o pregién nor-
nal vy en nregencis de un catalizador de paladio. Se
se eveporz en un vecfo y se seca 2 508, Se ob-

tienen 21 g de H-Vel—-(For)Tis-Val ﬂir%?roAVzI—Nﬁz,

zﬁ5€j7 %1 = =338 en formamids dinetflica.
EdmET0-108 E{Lﬂéformil—L~1isil-g;ﬂkformil—ﬁ-lisil-

(Guanido) Ftosil-D—erzinil—(guanido)N-to-

gil-I—orginil-T-prolina. [/ H~(For)Iis—
(For)Iis—(Tos) hrg—(T os) Arg-Pro-0H_7

(coumdrese 1la Tigura B)

Se adiguslven 64 g de CBO-(Tos)Arg-0Ck (¥jemplo
3) 719 g de deter e I-prolins-butil-terc. (H-Pro-OTB)
en 70 cc de acetato efflico y se deja repoger a 208 du-
reite 18 hopac. Se laova con goluclédn diluide de hi&réxi~
do cbdico, deido fosforoso diluido ¥ solucidn gaturads de
cloruro gddico, s2 seca sobre sulfabo sbdico y se evapora
en ua vaclo, Despuds de recristelizar de benceno/Eter,
se obtienen 49 g de GBO~(Tos)Arg-Pro-0IB. Punto de fusidn
1078 A§§i7’§1=.o292 en formamiﬁa.dimetilica~‘
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Se aisuelgegﬁl‘l 1§‘5 é"‘: &2} %G-(T os) Arg-FPro-0IB en
150 cc de 4cido trifluorocacdético y se deja reposar
durante 2 horas a 202, Se afiade &ter y se disuelve el
precipitado resultante en amonfaco K. Se lava con ace-
tato et{lico, se acidifica con 4cido sulfiirico 4 Ny
se disuelve el precipitado en acetato etflico. Des-
puds de secar sobre sulfato sbédico, se evapora €n un
vacfo. Se obtienen 98 g de CBO-(Tos)Arg-Pro-OH.
<7 2%= ~112 en formamida dimetflice.

Se disuslve el producto obbenido en 500 cc Qe
uns solucién de bromurc de hidrégenc 4 N en 4cido acé-
tico glacial y se deja reposar Qurante una_hora a
202, Después Ge la adiciébén de éter, se aislan 83 g de
bromhidrato de H-(Tos)Arg-Pro~OH.

Se disuelven 60 g de bromhidrato de H-(Tos)
Arg-Pro-OH y 80 g dé CBO-(Tos) Arg—OCP (£jemplo 3) en
200 cc de formamide dimetflica y se afaden 52 cc de
amine trietilica. Se sacude durante 48 horas =z 2082,
ge filtra y se afiaden 500 cc de 4cido acdtico 4 H.

Se disuelve el aceite gue se separe en amonfaco K,

se lava con acetato etllico y se acidifica con dcido
sulfirico 4 N, Se extrae el producto precipitado con
una mezcla de acetato etilieo/g—buianol ¥ se evapora
gl extracto en un vaclo. Se obtienen 86 g de CBO-(Tosg)
Arg-(Tos) Arg-Pro~0H, /JoX7 2;='-409 en formemida di-
metilica. :

S¢ disuelve el producto obtenido en 500 cc de

~ung solucibdn de bromuro de hidrdgeno 4 N en 4cido a~-

cético glacial y se deja reposar durante una hora a

o082, Degpués de la adicidn de éter, se ailslan 86 g
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de bromhidrato de H-(Tos)Arg~(Tos)Arg~Pro-OH.

Se disuelven 671 g de bromhidrato de H-(Tos)Arg-
(Tog)Arg-Pro~OH y 32 g de CBO-(For)Iis-OCP (Ejemplo 2)
en 200 cc de formamida dimetilica y se afiaden 90 cc de
amina trietilica. Se sacude durante 48 horas a 202, se
filtra y se afiaden 500 cc de 4dcido acdtico 4 N. Se i~
suelve el producto precipitado en amonfaco N, se lava
con acetato etilico y se acidifica con dcido sulfdrico
4 W. Se extrae el aceite separado con una mezcla de
acetato etflico/n-butanol y se seca el extracto sobre
sulfato sbdico y se evapora en un vacfo. Se obtienen
42 g de CBO-(For)Lis-(Tos)Arg-(Tos)Arg-Pro~OH,

L7 211)= +23¢ en formamida dimetilica.

Se disuelve el producto obtenido en 300 cc de
une solucién de bromuro de hidrégeno 4 N en 4cido acéti-~
co glacial y se deja reposar durante une horag a 202,
Después de la adicidbn de éter, se aiglan 39 g de brom-

hidrato ds H-(For)Lis-(Tos)Arg—(Tos)Arg-Pro-0H.

Se disuelven 37gMe bromhidrato de H-(For)Iig=
(Tosg) Arg~-(Tos) Arg~Pro-CH ¥y 19 g de CBO-(For)Ilis-OCP
(&jemplo 2) en 100 cc de formamida dimetilica y se
afiaden 68 cc de amins trietilica. Se sacude Qurante 48
horas a 202, se filtra y se aflladen 500 cc de decido acé-
tico 4 N. Se disuelven el aceite separado en amonfaco
N y se lava con acetato etilico., A continuacién se aci-
difica con dcido sulfirico diluido y se extrae con una
nezela de p-butanol/acetato etflico. Después dQGSecar
sobre sulfato sbdico y de svaporar en un vecio, se ob-
tienen 28 g de CBO-(For)Lig-(For)Ilis-(Tos)Arg-(Tos)Arg-

1

Pro-OH. /27 2D= ~18% en formemida dimetilica.
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Se disuelve el producto obtenido en 500 cc de

o

una solucibén de bromuro ds hidrégeno 4 I en 4cido acé-
tico glacial y se deja reposar durante una hora a 202,
Después de la adicién de éter, se obtienen 31 g de
bromhidrato de H~(For)Lis-(For)Llis-(Tos)Arg-(Tos)Airg-
Pro~0H,

BJEMPLO 11: IL-valil-glicil-& —-N-formil-I~lisil~ &-I~

formil~I~lisil=(guanido)N~togil=L~arginil-

(guanido) N-tosil-Iarginil-I-prolil-I-vea-

1lil- &-l-formil-L~-lisil=L~valil=L-tirogil=—

I-prolil-L~valinamida. / H-Val-Gli-(For)

Iig-(For)Lis~(Tos) Arg~(Tos) Arg-Pro~Val-

(Por)Lis-Val~-Tir-Pro-Val-ily _7

(compédrese la figura C)

Se disuelven 17 g de CBO-Val-Gli-OCP (Ejemplo 7)
¥ 40 g ds bromhidrato de H-(For)ILis-(Por)Ilis-(Tos)Arg~
(Tos) Arg-Pro-0H (Ejemplo 10) en 100 cc de formamida di-
metilica y se afladen 100 cc de amina trietflica. Se sa~
cude durante 48 horas a 202, ge filtra y se afladen 500
cc de 4cido acético 4 N, Se disuelve el aceite separado
en solucién dilufds de amonfaco y se lava con acetato
etflico. Después de acidificar con 4cido sulftirico 4 N,
se extrae con una mezcle de n-butanol/acetato etflico,
se seca sobre sulfato sbdico y se evapora hasta seque~
dad. Se obtienen 26 g de CBO-Val-Gli-(For)Lis~(For)Lis-
(Tos) Arg-Pro-0H. [ol7 2;: -162 en formamida dimetflica.

Se disuelve el producto.obtenido ¥ 19 g ds H-Val-
(For)Lis-Vai—TiruProAVal-NHQ (8jemplo 9) en 160 cc de
formamida dimetilica y 160 cc de acetonitrilo y se alla-

den 7.2 g de carbodiimida diciclohexflica g =102, 3Se
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gacude durante 16 horas a 202 y se separa la urea di-
ciclohex{lica por filtracién. Se afiade 4cido clorhfdri-
co dilufdo a la solucibn y se lava el producto precipi-
tado con agus y acetato etflico. A continuacidén se di-
suelve en etanol caliente y despuds de enfriar se sepa-
ra el producto por filtracidn. Se obtienen 22 g de CBO+
Val-Gli-(For)Lis~(For)Lis—(Tos) Arg-(Tos) Arg-Pro-Val-
(Por)Lis-Val-Tir-Pro-Val-lHy. /7 z;z ~298 ep forma-
nida dimetllicsa.

Se Gisuelve el producto obtenido en 400 ceo de
soluciébn de bromuro de hidrbgeno 4 N en dcido acético
glacial y se deja reposar durante uns hora e 202, Deg-
pués Qe la adicibn de dter, se alsglan 20 g de bromhi-
drato de H-Val-Gli~(For)ILis-(Por)Ilis-(Tos)Arg-(Tos)Arg-
ProJVal-(For)Lis—Val~Tir-PrQJVal-NH2°
BJEMPLO 12: Estar {(guanido)N~togil-L-arginil-L-trip-

tofanil-glicile S~N-formil~IL-1isil-L-pro—

lina~-butil- terciario. [/ H-(Tos)Arg-Tri-
Gli-(For)Lis~Pro-0IB_/

(compérese la figura D)

Se disuelven 97.4 g de CBO-(For)Lis-OCP (Ejem-
plo 2) y 40 g de dster I~-prolina-butil-terciario, (H-
Pro-OTB) en 200 cc ds formemida dimetilica, se déja

reposar la solucién durante 16 horas, se afiaden a la
misma 500 cc de acetato etflico, se lava la solucidn
resultante con deido fosférico dilufdo y solucibn de
bicarbonato potdsico. Despuds de gecar con sulfato sb-
dico, se evapora la solucibdn y se lava el residuo cleo-
so resultante con dter de petrbdleo. Se disuelve el re-

siduo en 600 cc de metanol y 12 cc de dcido acético
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glacial y se disocia el radical CBO mediante hidrogena-
cién a presibén normal y en presencia de un catalizador
de paladio. Se separa el catalizador por filtracidn y
se evapora el metanol, Después de secar en un alto vacio
se obtienen 77 g de 4cido H-(For)Lis-Pro-0IB acético en
forma de un aceite viscoso. Hste se disuelve en 200 cc
de formamida dimetflica, se afiaden 96 g de CBO~Tri-Gli-
OCP y 30 cc de emina trietflica y se celienta durente
6 horas hasta 502, Despuds de la adicién de 1000 cc de
acetato etilico y del lavado con dcido fosférico diluf-
do ¥y solucidn de bicarbonato potdsico, se sece la so-
luciédn con sulfato sbddico y se evapora. Se lava el re-
siduo con éter & se seca. Se obtienen 110 de CBO~Tri-
Gli-(ForisPro~0TB, Punto de fusidn 105-1128, [&X7 2%=
- 538 en formemida dimetilica.

Se disuélven 106 g de CBO-Pri-Gli-(For)lis-Pro-
OrB y 9 cc de 4cido acético glacial en 1000 cc de me-
tanol y se hidrogena en presencia de un cataligzador de
paladio con el fin de disociar el radical CBO. Se sepa-
ra el cabalizador por filtracién, se evapora el disol~
vente y se seca el residuo en un alto vaclo. Se disuel-
ve el residuo en 150 cc de formamida dimetfliza, se affa-
den 105 g de CBO~(Tos)Arg-OCP y 22 de amine trietilica
y se agita durante 16 horas a 208 y durante & horas a
502, Se afladen 1500 cc de acetato etflico, se lava con
dcido sulfirico diluldo, solucidn de carbonato sédico
¥y agua. Se seca sobre sulfato sbédico, se concentré la
gsolucibén y se precipita el producto mediante la adicibn
de dter. Después de filtrar y de secar, se obtienen 108

g de CBO-(Tos)irg-Tri-Gli-(For)Iis-Pro-0TB. Punto de
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fusién 1028 (con descomposicibn). /B{/ 21._592 en for-
mamida dimetflica. ‘ ?

Se disuelve el producto obtenido en 1600 cc de
metanol y se hidrogena en presencia de un catalizador
de paladio a presidn normal hasta que se haya disocia~
do completamente el radical CBO., Se separa el cataliza-
dor mediante filtracién con succién, se descolora la
golucidn con carbén animal, se filtra y se'evapora.

Se lava el reosiduo con éter y se seca a 60% en un alto
vacio. Se obtienen 64 g de H-(Tos)Arg—Tri—éli—(For)Lis—
Pro~0TB. Z7>§;72; = =342 en formamida dimetIlica.

BJEGPLO 13: Leglutamil-I-higtidil-I—fenilalanil-T—ar—

ginil—L—triptofanil—glicil-f:-N;formil—

L~1isil-I-prolil-I-valil~glicil- S=F-for—

pil-T=lisil~ & -N-formil-I~1isil-Targinil-

L-arginil—L—prolil—L—valil~53;NLformil—L~

L
ligilhvalil=-L=tirogil-L~prolil~L~valina-
mida. _é"H-GluFHis—Fe~Arg-Tri-Gli—(For)

Lig~Pro-Val=Gli~(For)Lis~(For)Lig~Arg=-Arg~

Pro~Val-(For) lis-Val-Tir-Pro-Val-NHy .7

(compiress la figura E)

Se disuelven 57 g de H~(Tos)Arg-Tri-Gli-(For)
Lis~Pro-OIB y 42 g de CBO-Fe—QCP (Ejemplo 4) en 100 cc
de formamida Gimetflica, se deja repogar la solucidn
durante 19 horas a la temperatura ambiente, se afaden
a la misma 2000 cc de acetato etilico, se lava con 4~
cido sulfdrico dildido y solucidn de carbonato sbdico,
ge seca sobre sulfato'sédico, g€ evapora y se lava el
residuo con éter., Despuds de secar en un alto vaclo,

se obbienen 8 g de OBO-Fe-(Tos)Arg-Tri-Gli-(For)Lis-
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Pro-0T8, Punto de fusibén 1802 (con descomposicidn).
V4o %4 2%: -322 en-formamida dimetflica.

Se diéuelve el producto arriba obtenido en 15600
cc de metanol y se hidrogena en presencia de un cate-
ligador de paladio a presibn normal hasta gque se haya
digociado completamente el radical CBO. Despuds de fil-
trar, se concentra la solucibn y se precipita el pro-
ducto con 4ter. Despuds de secar en un alto vacfo a
602, se obtienen 57 g de H-Fe-{Tos)Arg-Tri-Gli-(For)
Lis-Pro-01B. /ol7 2;= -482 en formamida dimetflica.

Se disuvelven 54 g de H-Fe~(Tos)Arg-Tri-Gli~(For)
Lis~Pro-0TB y 20 g de OBO-His—Né en una mequa de 60 cec
de acetato etflico y 60 cc Ge forwemida dimetflica y se

deja reposar durante 48 horas a 02. Se evapora, se tra—

ta el residuo con 500 cc de acetato etflico, se filtra

¥y ge seca el producto sbélido en ul alto vaclfo. Se ob-

tienen T4 g de CBO~Hig-Fe-(Tosg)Arg-Tri~Gli-(For)lis=Pro
-0TB. Punto de Tusién 150-180%. /547 2]; ~412 on for-
momida dimetilica.

Se disuelve el producto obtenido en 740 cc de
dcido trifluorocacético y se mantiene durante unas hora
a 202, Se evepora y se lava el residuo con éter, sge
disuelve en una mezcla de dioxano/égua (4:1) y se fil-
tre sobre una columng de una resina intercambiadors
de iones; bédsica, con el fin de geparar los dltimos
vestigios de 4cido trifluoroacético. Se evapors el fil-
trado en un vaclo. Se obtienen 62 g de CBO~Hig—Fe-(Tos)
Arg-Tri-Gli-(For)Lis~Pro-OH.

Se disuelve el producto obtenido en 1500 cc de

metanol y se hidrogena en presencia de un cataligador
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de pzaladio a presidn normal hasta que se haya disociado
completamente el radical CBO. Se filtra, se lava el ca-
talizador con 100 cc de formamida dimetflica, se concen-
tran log filtrados combinados y se precipita el hepta~
pepturo con &ter. Después de secar, se obtienen 40 g de
H~Hig-Fe-(Tosg) Arg=Tri-Gli~(For) Iis-Pro~OH, Punto de fu~-
sibn 220~-225¢, [EX7 21: ~342 en formamida dimetflica.

Se disuelvebl producto obtenido. en 300 cc de for-
mamida dimetilica, se afiaden 28,5 g de CBO~-G1lu(ODB)-0CP,
se deja reposar la mezcla durante 3 dfas a 202, se con~
centra y se afiaden 1000 cc de éter. Después de filtrar
se lava el precipitado con acetato etfiico, ge disuvelve
en una mezcla de dioxano/agua (4:1), se filtra a través
de una columna de una resina intercambiadora de ionses,
dcida, y se evapora., Se disuslve el residuo en una pe-
quefis, cantidad de formamida.dimetilica y se precipita
con acetato etflico. Despuds de filtrar y de secar en
un alto vactd, se obtienen 39 g de CBO-Glu(OTB)-Hig-Fe-
~(Tos) Arg-Tri~G1li-(For) Lis-Pro~0H. Punto de fusidn
175-1802 . {7 %&: ~312 en formemide dimetilica..

Se disuelve el producto obtenido en 60 cc de pi-
ridina, se afiaden 30 g de tri(2,4,5~triclorofenil) fos-
fito. HBste dltimo se produce como sigue: se suspenden
88 g de 2,4,5-triclorofenolato sfdico en 500 cc de
benceno y se afiaden 12 cc de tricloruro fosférico e
02, Despuds de 3 horas a 802, se separa el cloruro
sbdico por filtracidn y se evapora la solucibn, Des;
puds de recrigtalizar de acetato etflico, se obtienen
52 g de tri(2,4,5~triclorofenil)fosfito con un punto

de fusidn de 129¢. Se deja reposar durante 16 horas a
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o208, se aflade éter, se filtra, se lava con acetato
etllico caliente y se seca. Se obtienen 42 g de CBO-
Glu(0DB) ~-His-Pe—-(Tos) Arg-Tri=-Gli~(For) Lis-Pro~0CP,
/X7 2%= -28.12 en formamida dimet{lica.

‘Se disuelven 19 g de CBO-Glu(OIB)-His-Fe-(Tos)
Arg=Tri-Gli-(For)Lis-Pro-0CP y 20 g de H-Val-Gli-(For)
Iig—(for)Iis~(Tos)Arg-(Tos)Arg-Pro-Val-(For) Lis-Val~
Tir-Pro-Val-NH, en 40 cc de formamida dimetflica y 2
cc de anine trietflica y se calienta la solucidn re-
sultante hasta 502 durante 18 horas. Se afladen a la

nisma 1000 cc de acetong hirviente y luego se lava

cuidadosamente el producto precipitado con acetona y

se seca en un vacfo. Se disuelve €ste en una mezcla de
diozano/agua (4:1), se filtra a travds de una resina
intercembiadora de iones, 4cida, y se evapora hasta
sequeded. Se lava el residuo con acetato etflico y

se evapora en un vacfo. Se obtienen 27 g de CBO~Glu
(OTB) -His-Fe-(Tos) Arg-Tri~Gli~(For) Iig-Pro-Val-Gli-
(For) Lis—(TFor)Lis~(Tos) Arg~(Tos) Arg-Pro-Vel-(For)Lis~
Val-Tir-Pro-Vel-NH,. Punto de fusibn 210-2202. /ex72l=
-382 en formamida dimet{lica.

- Se disuelven 5 g del henecosgpepturo protegido
obtenido en 7.5 litros de amoniaco seco y se afizaden
pedeazos de sodio, mientras -se agita vigorosamente, has-
ta que resulta una coloracién azul oscurs estable. Se
afiaden luego 2 g de cloruro ambnico, se evapora el amo-

nfaco, se geca ol residuo en un alto vacfo y se disuel-

ve en 250 cc de dcido acédtico 0.2 N. Despuds de libe~

rar de la sal, se evapora la solucibn hasta sequedad,

se lava el residuo con metanol y se seca en un vacio.,
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Se ovilensn 4.4 ¢ ds Hralﬂrql“—Fe-Ar”~Lrl~G1l*(ﬂor)bl“

¥ro-Val-uli-(For) Iis—(For) Iis~Arg-irg-fro~Val-(For)Lis-

Val«fir%fro—Val~ﬂH2.

JawL0 14 H=tritil-I~seril-L-tirosil-I~geril~L—nor—

leucil=I~slubanll-l~hisgtlidil-I~fonil-ala~

ml-Tesrginil-I-triptofanil—gliclile & i

Forudl=Im1i21il-Ieorolil=I=valil=licileg -

{mfordlel=1i2ile & —i=ToriileTm11gi 1T

cp Lillelor ialleDen0lil~Lev 1il= & =]

I-valinouida, [/ Cri-Ser—0ir-Ser-Ile—Glu-~

Hig—PomArg-Tri—-Gli-—(For)Iis-Ero-Val—-Gli-

(For) Lig—(For) Lis—ire-Are<Fro-Val~(TFor)Iis

~Vel-fir-Pro-Vel-IHy, _/

wiregs la fiiura F)
¢ disuwclven 174 g de Tri~Ser-0H y 117 g de H-
fip=Clle zn uns uwescls do £ litrog de zcetonitrilo, 1

1itro de clorvofomio v 50 ce de Ffommemido dduetllica,

se corfrds hesto =102, se ziladen 124 g de carbodiicids

diciclohsxflica ¥ sé opilta 2 202 durante 5 horag,. Se
Pil%rz, e lazva con 1,5 litro de piridina, se evsporan
log filtrados coublusdog haste sequedad ¥y se crisitali-
% ol pesiduo acctato efdflico caliente. So obtienen

ol o s TrieSer=Tir-Cle, runbto ds Tusibn 220¢.

sy 2 - . na .
Jo</ 5= ~34¢ en Fomirnaide dluetilica.

Se aiswslve el Jroducto oktenido en 500 cc de
forio.ids fisctfliica y ope 2iaden T00 ce de hidracina.
Deevuda e o4 homes a 202, ge vierte la solucibdn deutro
dz 5 Llitros de a_uz, @€ éenﬁrifuga, se disuelve el re—

iduo olsozo en 2 litros de sceteto etflico y se lava

(6]
O
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‘1a soluciébn resultante con agua hasta neutro. Se seca

con sulfato éédico, ge evapors hagta sequedad y se lava
el residuwo con éter, Se obiienen 182 g de Tri~Ser-Tir-
THUH,. Punto de fusién 120¢ (con descomposicidn).

/a7 2%: -30¢ en formamida dimetilica.

Se disuelven 131 g de CBO~Ser~OH y 95 g de clor-
hidrato de H~Nle~Oiie en 2 litros de cloroformo y 70 cc
de amine trietilica, se enfria hasta -102, se afiaden
124 g de carbodiimida diciclohexflica y se agita a 202
durante 5 horas. S¢ filtra, se evapora el filtrado, se
lava el residuo con éter de petrdleo ¥ agua y se secl.
Se cristaliza de acetato etilico/éter de petrédleo y se
obtienen 151 g de CBO-Ser~ile-Qile. Punto de'fusién 712,
A7 2%= ~192 on metenol. Se disocia el radical CBO
mediante hidrogenacidn catalitica en metanol en presen~
cia de un cabalizador de paladio y una cantidad equi-
valente de cloruro de hidrégeno. Después de separar el
catalizador, de evaporar y de afladir éter etilico, se
obtiene un rendimiento cuantitativo de clorhidrato de
B-Ser~-Nle~Ciie,

Se disuelven 46 g de Tri-Ser-Tir-HiH, en una
mezcla de 120 cc de formamida dimetflica, 120 cc de
igopropanol y 120 cc de agua, se enfria hasta ~102,
se gfiaden 44 cc de 4cido clorhfdrico 6 W y luego 3,5 g
de nitrito sbédico mientras se agita vigorosamente. Des-
pués de 5 minutos , se afigden 250 cc de bicarbonato po-
tdeico Wy 1500 cc de agua. Se filtra con succibn, se
disuvelve el producto g6lido en 200 cc de formamida di-
metilica, se afladen 24 g de clorhidrato de H-Ssr—-Ile~

Oile y 23 cc de amina trietilice y se deja reposar la
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imszclae a 202 duraente 16 Lo

dentro &z 1000 ce de azua, se extrac con scetato eti-

lico, se gsca sobre sulfato sbfdico ¥ se evepora. Des-
puds de lavar el pesiduo con éter, se obtienen 56,5 g

o

de Tri-Ser-Tir-Ser-lle-~Cile. Punto de Fusibn 130-1402,

3

evanol enlisnte, gs 2faden 3 ce de hidrocina,

[

e

o

S
=

e
03

renogsor Lo megcels Gurante 24 horag 2 208, se afizden 200
ce &= €for, se Ziltrz, e lave con,éter'y e secg en un
vaclo zobre pentbxido de ©beforo y feido sulfdrico con-
cenbtrado. 9o obtienen 531 g de Tri~-Ser—Dir-Ser—iile—IH--
IHpe runto de fuslbn 2052,

Se disuelven 8,8 g de Tri-Ser-Tir-Ser—ile-iH~IH,
an 30 cc de Torwowlds ddwmetflica, se afladen 10 ce de
=gua, g2 enfrio hogta 102, ge cfizden 5 cc de 4cido
clorvhi@xico 6 il 7 luego 750 ng de nitrito gbdico, =e
aolte o ~52  durcobe 5 winuvos, se =iaden 300 cc  de
goluclbn d; vicarbonsto notdgico 0.2 K ¥y se centrifuga.
Se dlguslve el Uri-Sep-Tir-Ser-Nle-l3 resultaute en
50 cc de Fovacuida dimetllica, se afieden 20 g de He
Flumiis=To—iri=Dri-Gli-(For) Iig-¥ ro-Val=Gli-(FoRlis—
(Por) Tis—Ara—birg—ro-Val-{For) Lis~Val~Tirgro-Val~NH
v 5 cc de azue v lusgo ge zfade cmina trietflica hoge
ta cus o2 obtisne una reaccldn slealina, Se deja ve-

-

nogar  lo aemcle durante 12 horas o 02, ge ailade wuna

oo

id2d adlcion=l de azuro de tetrapepturo, oroduci-
Go de 4.8 g de Uri-Ser-Tir-Ser-ile-NH-IH,, se deja re-

wogar Gurante 6 horas o 202, se evepora haste seque-

R
o)
®
;.J N
I
o
P

ded 2n un =21to vaclo con acetona caliente,
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acetato etilico y cloruro metilénico ¥ se seca en un
vacfo. Se obiienen 23 g de Tri-Ser-Tir-Ser-ille-Glu-
Big-Fe-Arg-Tri-Gli-(For)Lis-Pro-Val-gli-(For)Lis~(For)
LiFhrg-Arg-Pro-Val-(For) Iis-Val-Tir-Pro-Val-IHy.

BImePLO 15 Legerlilel~tirogil~l=geril~I—norleucil—I-—

Zutamil-I-higtidil-I~fenilalanil-I-ar-

ginil-L-triptofanil-—slicil-T=-1igil-T~—

prolil-I-valil-zlicil=L-1lisil-I~1igil-L~-

arginil-T-greinil-TI-prolil-T-valil-T-1i-

gll=L=valil-I~{tirosil-IL~prolil-Il-valing~

mida. / H-Ser-Tir~Ser-Hle~Glu-His-Fe-

Arg-Tri=Gli~Lig=Pro-Val=-ili~Tig-Lig~Arg-

Arg—ProAVal—LiSJVal—TiréPrOAVél~HH2“=7

(compérese la figura F)

a) Se calientan10 g de pentacosapepturo protegido
en 5000 cc de 4cido clorihfdrico 0.1N hasta 1002 duran-
4e 3 horas mientras se agita y en ausencia de oxIgeno,
se evapora en un vaclo, se lava el residuo con acetona
y éter etflico y se seca en un vaclfo. Después de une
distribucibén a contracorriemnte en el sistema 4cido tri-
fluoroacético/butancl secundario/agua (1:120:160), se
obtienen 7.4 g de una fraccidén principal, la que nmues-
tra la misma efectividad como la corticotropina y un
comportemiento homégeneo en la crometografis y en la
electrofdresis. Migracién en la electrofbresis sobre
papel a ua valor pH de 5.8 y 40 V/em: 56 mm en 60 minu-
tos, (la histidina usada como norma wigre 61 mm). Hi-
gracibn en electroféresis sobre papel a un valor pi de
1.9 y 40 V/em: 121 mm en 60 minutos (el 4cido glubé~

mico usado como norma migra 97 mm bajo las miamas con-
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diciones). Rf en cromatograffa sobre pepel en el sigie-
me n-butanol/4cido acético/agua (70:10:20) & 0.01. (La
hidrélisis tobal da la siguiente composicién de aminoé-
ddos Serq .BTri1 .91\1191 .0G1u0.9H151 . 1Fe1 ‘oArg G112.o

3.2

5e . Lis4 1Pro Val oi como es sabido, Tir se descompons

2. 4
nediante la?hidrdlisis 4cida total). El producto puede
ser usado directamente o después de comvertirse en otra
sal. Puede ger almacenado en forma sblida, en solucidn
o como adsorbato.

10. b) Se disuelven 10 g de pentacosapepturo protegido
en una mezcla de 500 cc de dcido acético glacial y 500
cc de agua, se callienta la solucidén durante 10 minutos
hasta 1002, se evapora, se disuelve en 5000 cc de dcido
clorhidrico 0.1 N, se calienta durante 3 horas a 1002 |

15 ¥y se continue el procedimiento en la forma indicada en
a).

c) Se disuelven 10g de pentacosapepturo protegido
en 1200 cc de 4cido trifluoroacético, se deja reposar
la solucién Aurante 30 minutos a 202, se evapora, se

20, disuelve en 5000 cc de dcido clorhfdrico 0.2 N, se ca-
liente durante 90 minutog a 1002 y se continda el pro-
cedimiento en le forma indicada en a).

d) Se disuelven 10 g de pentacosapepturo protegido
en 4500 cc de 4eido clorhfdrico metanblico 0.5 N, se de~

25. Ja reposar la solucidn duraente 24 horas a 202 mientras se
agita, se evapora, se disuelve en 1000 cc de 4cido clor—
hidrico 0.1 N, se calienta durante una hora a 1008 y se

continia el procedimiento en la forma indicada en.a).
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Fig. B. Produccién de H-(For)Lis-(For)Lis-(Tos)Arg-(Tos)Arg-Pro-

OH.
ey £ -l
301459
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CBO-| Lis -OCP  H- Arg Arg Pro |-OH
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GBOOC:P B-{Tis Arg ATg Pro |-OH
}'3‘or ?or '.lPos ?os
CBO-{ Lis Lisg Arg Arg Pro  |-OH
?‘or ?‘or ‘Jl.‘os ‘.Fos
H- Lis Lis Arg Arg Pro  |-OH




NW:.L TEA o3x TS TBA 8T7T T4 T oXY Sav Sxv S5TT ST, kX2 Tea  HH
13 i + (3 i)
I03 8O 507 208 J0&
wmmL IBA  0X3 XTIz T1BA S1T T2A s 0x%  Bxy B3y ST% STT T8 B8 Tomo
] 1] [ 1 1
oz soF  BOE I0Z IO
Cwe{ 1eA  oza _atg  TeA st ieplw Say 2y STT ST i s loso
] 1 ] ] %
03 50% s0% JoF I05
Pay @3y st11_ sTI
¥ * i 1
so5  SOF X0 JI03

S ~TB -0 I-TTE~T A2 TI (X0 )~T34-0IF

~227 (S0 5)~SaY (S05)-STI(I05) ~STI (20 )-TTe~TBA-H 82 U9Fooupoxy p I

1
L3
"1

1




- 33 -

Pig, D Produccién de H-(Tos)Arg~Tri-Gli-(For)Iis-~Pro-0TB

Fo- ]

304D
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‘ For - »
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NOTA

Descrita suficientemente la naturaleza del in-
vento, asf{ como la manera de realizarlo en la précti-
ca, debe hacerse constar que lag disposiciones ante-
riormente indicades son susceptibles de modificacionss
de detalle, en cuanto no alteren su prinecipio fundamen-
tal. También se hace constar que el invento se refiere
a ung Solicitud de Patente,_presentada en Suiza, con
fecha 28 de junio de 1963, n® 8021/63, acogiendose por
lo tanto a los beneficios que conceden log Convenios
Internacignales en vigor, siendo lo que constituye 1la
esencia del referido invento, y por lo que se solicita
Patente de Invencién por 20 aflos en Lspafia, sobre: "PRO-
CEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE POLIPEPTUROS"; carec-
torizdndose por lo siguiente:

18,~ "Procedimiento para la produccién de poli-
pepturost, especialmente del pentacosapepturc L-seril-
I~tirosil-I-seril-I~norleuncil~I-glutamil-L~higtidil-I~
fenilalanil=L-arginil~l-{triptofanil=-glicil-I-lisil=L~

- prolil-I~valil-glicil~I~1igil~Im=1isil=Ilrarginil-L-ar-

ginil~I~prolil-I~valil-I-lisil-L-valil-I~-tirosil-IL~-
prolil-I-valinemida y sus sales de adlcibn de 4cido,
caracterigzado porque ge trata el derivado de henecosa-
pepturo F-carbobenzoxi-7Y -O-butil-terc.-I-glutamil~I-
histidil-I~-fenilalanil~(guanido)~N-tosil-T-arginileL~
triptofanil-glicil—~ &' ~N~formil~I~1isil=L~prolil-I-va~
1il-glicil- & ~N-formil~I~1isil~ & ~N-formil-T-1isil~
(guanido)-l~tosil-L-arginil-(guanido) ~N-tosil-L~argi-~
nil-I~prolil~L-valil~ £-N-formil-I~1isil~L-valil-L~

tirosil-L~prolil-L~val inamida con sodio en amonfaco
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1fquido seco, se cormfenta da L~glutamil=-L-higtidil~L-

fenilalenil-L~arginil-L-triptofanil-glicil~ &-l~for-

mil-I-~ligil-LI~prolil-L~valil-glicil- &~1formil=L~-
ligil- ¥ -U~-formil-I-lisil-I-arginil-I-arginil-I-prolil~
5. I~valil= F=N-Formil-L~1lisil=I~valil-I-tirosil-L-prolil-
L-valinamida resultante con un derivado del tetrapeptu-
r0 L-geril-L-tirosil~L-geril~I~norleucina, en cuyo te-
trapepturo el radical amino del primer radical serina
estd substituido por un grupo protector adecuado y el
10. radical carboxilo del radical norleucina se halla pre-
gente en forma de¢ un derivado de dcido funcional capaz
de reaccionar con radicales amino libres, se disocidn
todos los grupos protectores del pentacoszpepturo pro~
tegido resultante en umo mis etapas y, cuando se desea
15, producir una sal de adicién de 4cido, se hace reaccionar
el compuesto resultante con un 4cido orgénico o inorgd-
nico.
28 .~ Procedimiento segin la reivindicacién 18,
caracterizado porque se disocian los grupos protectores
20, del pentacosapepturo protegido mediante tratamiento con
deido clorifdrico acuogo dilufdo, caliente.
32,~ Procedimiento segin la reivindicacidbn 18,
carecterizado porque se disocian los grupos protectores
del pentacosapepturo protegido med ante tratamiento con
25, deido trifluoroacdtico, deido acético acuoso o 4cido
clorhfdrico metandlico y luego con dcido fuerte acuoso
diluido, caliente.
& .~ Procedimiento para la produccién del nuevo
polipepturo de la férmula L-seril-l-~tirosil-L-seril-L-

30. norleucil~L-glutamil=-L-histidil-I-fenilalanil=-L-arginil
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L—trlnuofenll-gllcll-L—giég} §Lprolll-L-valll—gllcll~
I-1lisil-L-lisil~L~-arginil-L-arginil-L-prolil~-L~valil-
LI-lisil=L=valil=-L=-tirogil~IL-prolil~I-valinamida, ca-
rocterizado porque se disocian los grupos protectores
del pentacosapepturo de fémula N-A-L-seril-L-tirosil-
L-seril-L-norleucil-L~glutamil~L-histidil-I~fenilala-
ml-I~arginil-I~triptofanil-glicil- £ -f#~Formil-I~1i-
gil-L~-prolil~-L~-valil=-glicil- g -~l~formil-L~1isil~ & -li-
formil-L-1lisil~I~arginil-I~arginil-L-prolil-L-valil-
S-i-formil-I~lisil-I~valil-I-tirogil-L-prolil-I~vali-
nemida en la que A{represenxa un grupo protector del
radical amino libre generalmente.usado en la sintesis 7
de los pepturos, en un medio dcido en una 0 més etapas.

58 ,- Procedimiento de acuerdo con la reivindica~
cidn 42,earacterizado porque el grupo A significa el
Zrupo carbdbenzoxi-, carboalkyloxi, trifluoroacetil,
acetil, chloracetil, formil, carbo-butoxi-terc., p-ni-
trocarbobenzoxi o trifenilmetil.

62.~ Procedimiento pars la produccibn de po-

lipepturo, tal como gueda gustancialmente descrito

en la presente iemqria.

Hgta i morla\consi7 de 38 hojas escritas a né-

guing por una ﬁola cara.

\ 26 Ju. 1964
\EDOZ, Ao\:rt
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