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"Procedimiento para ls obtencidn de de-aminol-Phe2-

ArgB-vasopresingt;

- em . e e e

é;gﬁ%dhnﬁw SANDOZ, A.G,, entidad suiza, residente en Basileg,

Suiza.

La presente invencidn se relacio-
-4 . s s
na con un nuevo polipeptido y un procedimiento pgrg

gu produceion,

. 3 ' .
La presente invencion proporcio-

5, nael polipéptido de formula I,

Mod, 113
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y sus sales de adicion de geido.
Lg presente invencion proporciona,
ademss un procedimiento pars la pr0duocién del com~

puesto I y sus sales de adicidn de acido, caracteri-

5. zado porque se oxide un polipéptido de formuls V,
?ONHZ
3 CgH;  Ggfy  ORp  GoWE, SH
.CHZ—CO—NH-CH~CO~NH-CH-CO—NH-&H—CO-NH—CH-CO—NH—CH—CO
1 2 3 4 5 6
Mpr Phe Phe Glu Asp Cys

]?
NHo— G =——NH
| I 2
clzﬂa NH
r-Gra.  GHp v
gHg CHp
b I = CH~CO-NH-C §~CO-NH~CHo7CONHp
P;o Alg Gly




en solucion seuosa o solucion acuosa organica a un -
pH de 4 a2 9, en formg de por si conocidg, ¥y, cuando se
desea una sal de adicion de acido, se salifica el po
lipéptido I resultente.

La oxidacion del polipéptido V -

D
pare dar el producto final I deseado se efectila pre-
ferentemente con gire, oxigeno, perdxido de hidrdge-
no, ferricianuro de potasio o 1,2-diyodo-etano. Pue
de usagrse por ejemplo como solucion orgénica acuosa
10.  una solucion alcohClica acuosa o una mezela de aceto

na y agua.
El polipéptido de formuls V puede

obtenerse disociando los radicales protectores R' y
R" en una o mgs etapss de un derivado octapéptido de

15. £érmula general IV,

?ONHQ
- H H cH CONH S-R!
? R! ?6 5 f6 5 l 2 2 i
EH 60 NH~CH~CO~TH~CH~CO—NH~CH~CO~NH~CH~CO-NH~CH-C0
2
2 3 4 5 6
M%r Phe Ph Glu Asp Cys
g Ny NHw——R"
|
cH, NH
o—— H
Hp—fHe 2 -
Iﬂz fﬂz
I - HéCO—NH—C?mCO-NH-CHngONHZ

PZo Arg Gly
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en la que R' significa un radical cagpaz de

un radical sulfhidrilo en la sintesis de los pépti~
dos, y R" significa un radical capaz de proteger un
radicgl guanido en la sintesis de los pdptidos.

5, El derivado octapéptido IV puede
obtenerse por métodos conocidos pare la sintesis de
los polipéptidos, siendo posible unir entre si los -
amino-acidos y el acido §-mercaptopropidnico en el ~

3 e 4 4
orden indicado en la formula genergl IV uno g la vesz

10. o formgndo primero unidades de péptido elementales y
uniendo éstas entre si.

Lz expresion "métodos conocidos™
tgl como se usa aqui designag métodos en uso o descri
tos en lg literaturs sobre el asunto,.

. 15, El derivado octapéptido IV puede,
por ejemplo, ser producido condensando un derivado he
xapéptido de formula general II,
?H—%——NH——R"
?ONHz CHy NH
?Hz ?ONHZ ?-R' GHZ'?HZ ?Hz II
?Hz CH, CH,, ?H2 CH,

NH2-CH-CO-NH—CH—CO-NH-CH—CO-N——-CH-C0~NH—CH—CO—NH—CH2—GONH2

Glu Asp Cys Pro Arg Gly

en la que R' y R" tienen los significados arriba in~
dicados, con un derivado reactivo de un acido libre

20, de formula general III,
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T
?Hg ?Hz CH2
GHZ-CO-NH—CH-CO-NHnCH-CO—OH IIT
Mpr Phe Phe

~Mpr- = @-mercapto-propionil-

en la due R! tiene el significado grriba indiecado.

Ejemplos de radicales parg prote-
ger el radical sulfhidrilo en el procedimiento grri-
ba indicado mediagnte su bloqueo temporsl son los ra-
dicales bencilo o p-xililo, mientras que ejemplos de
radicales para proteger el radical guanido son los -
radicales p-toluenosulfonilo o bencenosulfonilo.

Debe tenerse presente que el deri
vado octapéptido IV no tiene que serproducido en la
maners arriba descrita, sino que también puede ser -
producido mediante la condensacidn de dos polipépti-
dos que no sean los arriba indicados (o un polipépti
do y wn amino-acido) en lg forma de sus derivedos pro
tegidos, o un octapéptido y acido §-mercapto~propid-
nico en lg forng de sus derivados protegidos,

Los materigles iniciales para la
produceion del derivado octapéptido IV, en cuanto -
sean desconocidos, se oroducen por meétodos conocidos
para la sintesis de los péptidos, siendo posible =
unir entre si los amino-geidos y el acido P-mercap-
topropionico uno a la vez o formando primero unida-
des Ge péptido elementales y uniendo éstas entre si.

El compuesto I, que puede ser de—
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“ . 8 ' N
nominado ae—amlnol-Phe ~Arg —vasopresina, bl un -~
efecto antidiurético considersblemente mas fuerite -
que aquél Ge la vasopresina humsna natural, la ArgS-

N - ’
vasopresina de formula VI,

?ONHZ
CH, CH, CH, CHpy
HH2~?H~GO-NH—!1H-CO-HH-CH—GO-—I»TH—-CH—-CO-HH— H—CO—I‘IH-'CH-@O—-
?HZ |CH 5
S S
1l 2 3 4 5 6
Cys Tyr Phe Glu AsD Cys
NH Cl‘i I‘]H2
?Hz NH
CH,—CH CH
202 | 2 VI
CH, CH,
| | vasopresina
e\ CH-CO-—NH~CI§-CO—-NH~CH2~CONH2 argininica
il 9
Pro Arg Gly
5, de la cugl difiere el nuevo compuesto por el hecho gue

tiene un radical ® -mercapto-propionil-L-fenilalanilo
en luger de un radicgl D-semi-cistinil-L-tirosilo en
las posiciones 1 y 2.
Al comparar los efectos expresagdos
10. en Unidades Internucionales (UL) puede verse que la
vasopresina argininica natursl tiene un efecto presd
rico que e8 tagn fuerte como su efecio antidiure'tico,
mientras que el compuesto I tiene un efecto presori-
co que asciende g 80lo agproximadame.te lg trigésima

15, parte de su efecto antidiurético. EL efecto antidiu
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rético gl ser comparado con el efecto presérico?%&br
lo tanto, cs mas selectivo en el compuesto I que en
1o vesopresina argininics natural., Debido a esta =
propiedad el uso del compuesto I esta especiglmente

indicado en el tratamiento de Digbetes insipidus,

Efecto an- Efecto pre Relacidn de -
Compuesto tidiureti-~ sorico en los efectos -
co enULAg UI/mg (selectividad)
De-aminol-Phez-Arg8-
vasopresing
(compuesto I) 800 + 170 29 + 7 27.5
Arg8—vasopresina 400 400 1
Denaminol-Arg8— '
vasopresing 1300 4 200 370 4+ 20 3.5
Phez—ArgB-VaSOPTesina 350 122 4 13 2.9

E1 efecto antidiurdtico selectivo
del compuesto I no pudo ger previsto de las relacio-
nes hesta shora conocidas entre la estructura quimica
¥ la actividad bioldgica de los compuestos con estruc
tura similar, ya que la eliminacion del radical ami-
no libre en la posicion 1 (de~aminol~Arg8-Vasopresi—
na) y del radical hidroxi fendlico en la posicién 2
(Phez-Args—Vasopresina) no aumento substancialmente
la selectividad.

Lo dosificacidn del compuesto I
debe ser adaptada gl grado individual de deficiencisg
horamonal, la que puede variar considerablemente Yy -

puede fluctuar de 0.1 g 5 UL gplicadas 3 g 4 veces ~
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por dfa subcutaneamente o intramuscularmente.

El polipéptido del invento puede
ser usado en la formg de una base libre o sgl de un
acido organico o inorganico o wa polimerc contenien-
do un radical decido (por ejemplo scido alginico, ce-
lulosa carboximetilica, acido tanico) ya sea por si
mismo como producto farmacéutico o en forma de prepa
raciones medicingles gdecuadas, por ejemplo pora apli
cacidén orgl, parentérica, entérica o intranassl. Con
el fin de producir preparaciones medicinales adecua-
das se trabajan los compuestos con adyuvantes orgéni
Cos o0 inorganicos que sean inertes y fisioldzicamen-
te aceptables. Tos siguientes son ejemplos de tales
adyuvantes;

Pars tabletas lactosa, a;midén, talco y -

acido estegrico;

bare soluciones iuyec=

tables : agua, alcoholes, glicering
¥ aceltes vegetales;
Parg supositorios : acelites ngburales o endure-

cidos y cerss;

Paras sprays intranasa-
les:

..

agua, gliger@pa y otras subs
tanciags liquidas toleradas
por la membrana mucosa.
Las preparaciones pueden ademas contener adecuados -
agentes de conservacion, estabilizacién y humectacidn,
facilitadores de la solucion, substancias edulcorgn-
tes y colorantes y aromatizantes.

En los siguientes Ejemplos no 1li-
mitativos todas las temperaturss estan indicadas en

grados Centigrado.
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EJEMPLO 1: Polipéptido I.

a) S-bencil-§-mercaptopropidnato de

2,4,5~-tricloro-fenilo

Se disuelven 20 g de acido S~ben-
5, cfl-% ~mercaptopropidnico y 22 g de 2,4,5-triclorofe
nol en 170 cc de acetato etilico y 20 cc de acetoni-
trilo, se enfria a =102 y luego se giisden 21 g de =
carbodiimidg diciclohex{l. Se sacude la solucion du
rante 4 horas a la temperatura ambiente, se filtra -
10. la precipitacion de diciclohexil ureeg con succidn y
se evapors el filtrado en un vaclo a 302, Se disuel
ve el residuo en acetato etflico y se lava la solu~
cidn con bicarbonato sddico acuoso y luego con agua.
Después de secar sobre sulfato sodico se evapora el
15. acetato etilico. Se deja reposar el residuo g ~1092,
con lo cual cristaliza el S—bencil-ﬁ—mercépto-propié
nato de 2,4,5-tricloro-fenilo con un P.F. de 172,

b) Ester met{lico de N-carbobenzoxi-L-fenilglanil~I-

fenilalaning

20. ’
Se afiaden 47 g de éster metilico

de I-fenilalanina en 200 cc de dimetil formamida a 122
g de éster 2,4,5~tricloro-fenilico de Necarvobenzoxi-
I-fenilalanina. Después de 16 horas se diluye con
1200 cc de acetato etilico. Se lava la solucion con
2. dcido clornidrico normal, bicarbonato sdédico acuoso
y agua. Después de secar sobre sulfato sodico, de -
evaporar el acetato etilico y recristalizar el resi-

duo de cloroformo/éter, se obtiene el éster metilico

0 de N-carbobenzoxi-L-fenilalanine con un P.F, de 1493,
30.
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@l 32)2= ~182 (aimeti{l formamida).

c) S-bencil-f-mercaptopropionato de metilo~L~Ffenilg-

lanil~L-fenilalaning.

Se disuelven T4 g de éster met{li
5o co de H-carbobenzoxi-L-fenilalanil~L~fenilglsning en
400 co de acido acético anhidro que hg sido saturado
con bromuro de hidrdgenc. Se deja reposar la solu-
cidn durante una hora s 209, se evapora en un vacio
por debajo de 402 y se lava cuidadosgmente el resi-
10. duo con dietil éter. Seguidamente se disuelve el re
siduo en 360 cc de agua a 02, se afiaden 22 g de car-
bonato potasico y se extrae con acetato etilico a 09.
Después de secar sobre sulfato sédico, se giiaden 55 g
de S-bencil-P-mercaptopropidonato de 2,4,5-~tricloro-fe
15. nilo y se deja reposar lg megzcla durante 15 horas a
202, Se lagva la solucidn con acido clorhidrico dilui
do y carbonato sdédico acuoso, se seca sobre sulfato
sddico y se evapora el acetato etilico en un vac{o a
302, $Se lava el residuo con éter/éter de petrdleo -
20, (1:2). Después de secar en un alto vacio a 402 se -
obtiene el éster metilico de S-bencil-f-mercaptopro-
pionil-L~fenilalanil-L-fenilalanina con un P, F, de -
1352, fa) 32)3= -212 (dimet{l formamida).

d) Hidrazida de S-bencil~D-mercaptopropionil~L-feni~

25. lalanil~L-fenilglaninag.

Se disuelven 52 g de éster metili
co de S-bencil—%—mercaptopropionil—L-fenilalanil-L-
fenilalanina en 260 cc de metanol anhidro, se aiiaden
32 ¢c de hidrazina anhidrsg y se deja reyoéar la mez-

30.  ¢la durante 15 horss a 208, Se filtra el precipita-
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do con succidn y se lava con metanol., Después de se

car en un vacio a 502, se obtiene la hidrezina de S-
bencil—&~mercaptopropiOnil-L-fenilalanilaL-fenilalan;
na con un P,F. de 2292, [a] %2= ~27¢ (HC1 0.3 N en &~
cido acético al 95%).

e) S-bencil-f-mercaptopropionil-L-fenilalanil-I-feni

lalanil-T~glutaminil~L-gsparaginil-S~bencil-L-cigs

teinil=L=prolil-G-tosil-L-arginil-glicinamida.

Se disuelven 31 g de hidrazing de
S~bencil-$-mercaptopropionil-L~fenilalanil-I-fenilalg
ning en unag mezela de 250 cc de dimet{l formamida, -
250 ¢c de isopropanol y 32 cc de seido elorhfarico -

6 N, se enfria a -5¢ y se agiaden 12,5 cc de una soly
cion 5 W de nitrito sodico en agua mienirass se agita.
Después de 5 minutos se vierte la solucion resultan-
te en 1,6 litros de solueidn 0,25 N de carbonato 86—
dico en agua. Se filtra el precipitado resultante -
con succion, se lave con azua, Se seca en un alto va
clo a 22 y se aiiade una solucidn de 50 g de L-gluta-
minil—S~bencil—L—cisteinil-L—prolil—G—tosil~L—arginil—
glicinamida en 300 cc de dimet{l formamida. Se deja
reposar lg mezcla Gurante 2 diss, se ailaden seguida-
mente 1200 cc de acetato etf{lico y se lava el precipi
tado con acetato etilico. Después Ge secar a 302 se
lava el producto con metznol cgliente. Se obtiene la
S~beneil-P-mercapto~propionil-L-fenilaleanil-I~fenila
lenil-L-glutaminil-L-asperaginil-S~bencil-L-cisteinil-
L-prolil-G-tosll-L-arginil-glicinanica con un P.F. de

2242, [n] %2= =372 (dimet{l Fformemida).
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) Q-ﬂwrcaptopropionil-L—fenilalanil~L—fenilalanil-

L-glutaminil-L-asparaginil-L-cisteinil-L-prolil<l-

arginil-glicingmida.

Se gflade la cantidad necesaria de
sodio metélico o de potesio metdlico g una solucidn
de 5 g de S-bencil-P-mercsptopropionil-L-fenilalenil—
L-fenilalgnil-b~glutaminil-I-asparaginil-S~bencil~l~
cisteinil-L-prolil-G-tosil-L~grginil-glicingmida en
1200 cc de amoniaco liquido seco para dar una colora
cidn azul estable. Después de afiadir 1,5 g de cloru
ro aménico se evapora la solucidn hosta sequedad. Bl
residuo contiene la §-mercaptopropionil-L-fenilala~
nil—L—fenilalanil-L-glutaminil—L-asparaginil-L-cistei
nil-L-prolil-=L~arginil-glicinamids y puede seguirse
trabgjando como tzl.

g) Compuesto polipéptido I.

Se disuelve el residuo obtenido en
la seccion f) que antecede en 4 litros de aeido acé-
tico 0,01 N y se oxida a un valor pH de 6,5-9,0 me-
dignte la adicidn de 7,5 cc de una solucidn normal -
de perdxido de hidrdgeno en agia. Se gjusts el pH -
de la solucion a 4,5 medignte lg adicidn de acido =~
clorhidrico diluido y después de la gdicidn de 50 g
de cloruro sodico o 0,34 g de dcido metanosulfdénico
o 0,406 g de acido trifluoroacético, se evapora has-
ta sequedad, con lo cual se obtiene un polvo seco gque
se conserva bien, Este puede ser almagcenado y al ser
utilizgdo puede ser disuelto pars dar una solucion -

clara. Sin embargo, ls solucion también puede usar-
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se como tal, si se Gesea después de diluirla con -

agua 0 una solucion saglina.

Con-el £in de separer las sales
inorgénicas, el polvo arriba mencionado obtenido des
pués de la adicion de gcido trifluoroacéticop puede
ser sometido a una distribueion a contracorriente en
el sistema butanol secundario/agua/dcido acético gla
cigl 120:160:1. Después de 200 elapas de transferen
cla la substancia se halls oresente en los tubos 50
a 80 con un maximo en el tubo 64 (X = 0,47). Después
de la evgporacion se obtiene el polipéptido activo con
un buen rendimiento en la forma de un acetato higrog
cépico, el que demuestra un comportamiento uniforme
en la cromatografia y en la electroféresis., Migra-
0idn en lg electroforesis sobre papel a un pH de 5,8
y 40 V/em: 24 mm en 60 minutos (la histidina usada co
mo norma migra 55 mm). Migracidn en lg electrofdre-
sis sobre papei aun pH de 1,9 y 40 V/om: 38 mm en ~
60 minutos (el triptofano usado como norma migra 72
mm). Rf en la cromatografia sobre papel en el siste
ma alcohol isocamflico/piridina/agua 35:35:30: 0,42,
La hidrélisis total (16 horas, 1102, HCL 6 N) propor
ciona dos equivalentes de fenilglanina ¥y un equiva-
lente de cada uno de los siguientes amino-gcidos: -
geido glutaminico, acido espsraginico, prolina, argi
ning y glicina, y los diferentes disulfuros de cistel
na y del dcido $-merceptopropidunico.

LEJEMPLO 2
Se usa el mismo procedimiento deg

, , )
crito en el Ejemplo 1, excepto que se efectua la oxi
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dacion final a 0-352 mediante la adicidn de';gﬁycc -
de ung solucion normgl de ferricianuro de potasio en
agug a wn pH de 5,0-2,0.
EJEMPLO 3

Se usa el mismo procedimiento deg
crito en el Ejemplo 1, excepto que se efectia la oxi
dacion final a 0-352 mediante la adicidn de 1,05 cc
de 1,2-diyodo-etano disuelto en gcetano, a un pH de
5,5-8,5. Después de la oxidacidn se extrae el oxceso
de 1,2-diyodo-etano con acetato et{lico. El acetato
et{lico que queda en la solucion acuoss se elimina -
en un vacio a 20¢.

N O T A

Descrita suficientemente la ngitu~-
ralezg del invento, a8l como la manera de realizarlo
en la préctica, debe hacerse constar que las disposi
ciones enteriormente indicsdas son susceptibles de mo
Gificaciones de detalle en cuanto no glteren su prin
cipio fundementgl. También se hace constar que el -
invento corresponde g ung solicitud de patente presen
tada en Suiza con fecha 15 de Abril de 1,965, bajo el
namero 5 297/65, acogiéndose por tanto a los benefi-
cios que conceden los Convenios Internaciongles en -
vigor, siendo lo que constituye la esencla del refe-
rido invento y por lo que se solicita Patente de In-
vencion por 20 ghios en Bspafia sobre: "PROCEDIMIEBLTO
PARA LA OBIEHCION DB DE~AMIN01-PHE2—ARG8~VASOPRESINA”
caracterizandose por 1o siguiente:

18, ,~ Procedimiento para lg obten—

cidn de de-aminol-Phe2-irgd-vasopresina de férmula I,
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| 45 Y

CONH2
in ?Hz CH2 EHE
zHQ—CO—NH— H~CO=NH~CH-CO~NH~CH~CO~NH~CH=CO=NH=CH=CO-
H2 ?Hz
S
1 2 3 4 5 6
Mpr Phe Phe Glu Asp Cys
FH——m o NH
| fi 2 I
CH, NH
CHQ—CI}H2 ?Hz
‘ in. e
- l{——CH~CO~NH~CH-CO-NH-CH,~CONH,
T 8 9
Pro Arg Gly
caracterizado porque se oxida un polipéptido de for
nula V,
FONH2
SH H H CH OFH SH
6 fes [ (oM 3
iH CH2 CH, CH2 THZ ?Hz
H -CO-NH—&H—CO—NH— H-C0~NH~CH~CO~H~CH~-CO-IH~-CH~CO
l 2 3 4 5 6
Mpr Phe Phe Glu Asp Cys
yH—u~— —un——NH
g v
CHp— 2
| Hy éHe
il H~CO-HH—éH~CO—NH—CH2—CONH2
T 8 9

Pro Arg Gly



« 7 . 7 .
en solucion acuosg o solucion acuosa organica a un -
PH comprendido entre 4 y 9.
S ’ .
28,~ Procedimiento segun la rei-

S 4 . ’
vindicacion 1, caracterizagdo porque se efectua la =

5. oxidecion con aire, ox{geno, perdxido de hidrogeno,
ferricianuro de potasio o 1,2-diyodo-etano,
32.~ Procedimiento segun cualquig
ra de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizadoe por-
que se obtiene el polipéptido de formula V indicada
10, en lg reivindicacion 1, por disocizeidn de los radi-
cgles protectores R' y RY en una 0 mas etapss de un
derivado octepéptido de formula genergl IV,
(lIONH2
?-R' ?655 ?6H5 ?Hz CONH,, %—R'
?Hz EHZ H2 OH2 ?Hz ?Hz
CHQ—CO~HH— H—CO-NH—CH—CO-NH-éH—OO~NH—CH-CO~NH~CH~CO
1 2 3 4 5 6
ilpr FPhe Phe Glu Asp Cys
IiTH G NH ey
CH, NH
I
CH2-?H2 %Hz IV
I CH, CH,
e H--CO—NH—(!H-CO-NH-CHZ-COHH2
T 8 9
Pro Arg Gly

15.

en la que R' significa un radical capsz Ge proteger
. - - - 4 >

wt radical sulfhidrilo en ls sintesis de los pépti-

6os, y R" significg un radical capaz de proteger un

SRS

s . { ’
redical gugnido en lz sinte de los peptidos.
42 ,~ Procedimiento segin la rei-

vindicacion 3, caracterizado porque R' significa el
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?ONHZ

CH CONHZ

j 2

i}HZ {JHZ

radical bencilo o p-xililo y R" significa el radical
p~toluenosulfonilo o bencenosulfonilo.

58,- Procedimiento segun cualquie
ra de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por-
que se produce el derivado octapéptido de formula IV
indicada en la reivindicacidn 3, por condensgelon de

w derivsdo hexgpéptide de férmuls general IT,

\I;IH——C--—NH————R"
{ &
CH 0 W
Cls-R' CHZ-?HQ (:H2
CH CH, clmz II

2
NH2~CH~CO—NH-CH~CO—NH-CH-OO—N-—-!}H-CO—NH—CH-GO-—NH—CHQ-COHH2

Glu Asp

10.

15,

Cys Pro Arg Gly

en la que R' y R" tienen los significados indicados
en lg reivindieacion 3, con un derivado reactivo de

7 |, o - - 14
un acido libre de foruuls general III,

SR fe’s {65
?HZ in CH2
CH,~CO-HH~CH~CO-NH~CH~CO-0H

IIT
Mpr Phe Phe

-Mpr- = P-mercapto-propionil-

en lg que R' tiene el significado arriba indicado.
62,~ Procedimiento para la obten—

cidn de de-amino¥-Phe —ArgS—VaSOPresina; tal y como

queda sustancialmente descrito en la presente Memo-

ria.
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