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vorios restos de sspsrsging y givbowmine estin sustituidlss

4 AT ereond R e - i e B Do ., s
por el reste del jclde gspereginice, o bifn al resie del

el rssto-ospsrsying, sus dineros, sspecisimente 9qQueLLos

en Loz cuzles < saeuenciss de péphidos iguesles (L -~ 32 ¥

i

s £ H - . L N S . £ . - -~ " 2 PO
L7-34°) en disposicilbn sntipsrslels, vis ilos rmestos cisbeln:

o0, ¥ +os derivados de los pépti
s5i como las soies de adicidn de éeido y los complejos de
los péptides mondmerns y digeros mencionadog y sus derive-

dos, ¥ el proceciviento pors ls ohtencidn de astos come

puest o8,
Derivgnos son, por ejemple, lsz sunidses, espesiasi-
mente 1 smides cm ls terminsl § , gue estdn sin sustiitulr

en el nitrbgeno.

Otros derivedos de los compuestos menclonsdos son
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ics cusles como minimoe el grupe & -~smline sst
cilsdo, gsi como los desemino -péptidos correspondientes
-Los grupos acilo psre ls scllecitn de io8 gri-
pos smino, especizlmente ps 9 ls scllecifn del grupo -
smino; son ios restos de dcidos cerboxilicus, Heles como
log fcidos carboxilicos aliféticos, srométicos, arelifdti--
cos, het OGiCllCDo ¥ beterociclico~aliféticos, especisl-
mente de Scidos slcédnicos inferiores, mono-~ o bivalentes,
teles como eu &gido fbraics, el Scido 55€Lico, el feido
yoplénico, los dcides bubtiricos, ei éciéo sgrilico, el

cido succinico, de los Scidos corboxflices slicéelicos
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20,

gerboxilicos sromfticos, munaéiciicos, mons o bivelsates,
teles como el dcido benzeico sin susbituler o sustilbuirdo,
o el £cide f3dlico, de 4cidps srileslquilo inferior- 6
~3¥guﬁu11—cor“uyilicos, sril-sustituides, veles cons el
fcido fenilocético, de dcidos heterociclicos, mono o bi-
velentes, de 5 hests 6 Lhcmawew, sin sugtitulr o sustitui-
dopg, con nitréhano, szulre y/o oxigens comp heterostonn,
tsles como los deidos piridincerbexilicos, los $cidos
tiofenearboxiticos, o de dcidos helerociclil-slcédnicos ine
feriores, tsles como el Scido piridilscético, el jecido imi-
dszolilocético, donde los sustituyentes de los anillos son
pof ejemplo, dtomos de holbgeno, grupos nitre, grupes de
alguilo inferior o glcoxi inferier 6 csr»bolcoxi ind oT.
ends son de menclonsr, como restos scilo, suse todo, los
restos scilo de sminodcidos, especlolmente de los ckwémino_
§cidos, toles cumo, por ejemplo, el resto piroglutamilico,
sdends, los restoé scilicos que se deriven del £écido gopr-
bbnico o del fcido tiocarblénico, o bien sus ésteres o smi-
dss, por ejemplo, los grupos slquileoxi inferiocr-carbonilo,
teles como el stoxicerbonilo, el terc.-bubiloxicsrbonilo,
edemés el benciloxicsrbenile, sin sustituir o sustibuido
como s.ribs indicedo, cerbsumoilo y tiocsrbsmoile, ssi comg”™
el c¢srbsmollo y tiocarbsmoilo N-sustituido, por ejemplo,
el N-slguilo inierior-csrbamoils, N-fenilcsrbsmoilo, Nefe-
nil-tiocsrbemoilo.

Como soles de 28igibn de 4cido son de HENC Lonsy,

7

especislmente lzs sales de losg #cidos de 3p¢10301an ters—~

péutics, toles gomo ¢l Scide c.orhidrico, el Scido scébi-
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écido poligliutdmico o 1s geletins percizlmente hidroiizse
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su estrucburz sin sclerar totzimente, que ss formen sl
regsr gl-rtes proauctos ergdnicos o inergénicbs g los
péptidas de cadenss lerges y le confieren » éste un elecin
prolongeder. Tzles preductos se describ len, por ejemplo
rd lg insulins y pare ls ACTH y otres piéptidos de efivsais
sdrenccorticotripics. Son de mendionsy, por ejemplo, los
compuestos incrgdnicos que se deriven de los mebo

les como el cslcio, el mognesio. el slumingo, 21 cobalio
b o} 3 ¥

.l

¥ especislmente del cinc, snte todo lss ssles de diffeil

fot
(&9

2

j»h
a

tales coxo los fosfotos, pirofoafstes ¢ poii~-
fosfetos, zs{ como ius hidréxidos de esios petsles 8L cEso
doedo en combinscifn con sustenciss ergsnicss Seidss,
ejemplo, polisacéridos gque contienen grupos dcildos, tules

comdp ls celuloss cerboximetilica, o el dcido ténico, el

1 188" 6 ¥Po-

I

por ejemple, "Colgon K", "Cslgon 222%, "Gz lgo
lirom B 12", laé Sustonclas orgsnices que producen unsg pro
longscibn del efecto son, por ejemplo, les gelstifss no ov-
tigenes, por euea.tio7 la polioxigelatins, lo polivinilpirrg

lidons y 1s celuloss cerboximetflica. s

demés, los sulfo-

natos o fosfatos del 4cido sleinice

o
m

iextreno, polifencle
¥ poileleoholes, ante todo el poliforetinfosioto ¥ el dei-

o

de Titinico, asi como los polimeros y copolim-ros de los
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Los nueves compuestos uuestron un efectos hipo-
caloémico. Asi muestrs el salds con terminel € del compuos-
to de forauls I, en ls rots, ans schivided de eproximada-

gente 100 ~ 200 unidsdes MRC por mg {(péptido) en el enssyo

describo per ﬁumar et sl., J., Endocrinology 33, /1965/,
470, Los nuevos compuestbos bsjen el conbtenids del oo .
gsleio y fosrsto en el plesms ssnguineo de los asalieros,
tol y come se demostrd medisnte enssyos en rotes és 50 -
150 g de peso, In Los poclientes con metabolisme fseo sumen-
tado bsjon el nivél de colcio en lo sengre en sdministrs-
cibn iﬁtravenasa, intremusculsr o suﬁcutéﬂea de 0,0l hos-
ts 5 ng, por ejemplo, en tompdn de scetstn 0,1-m del pH
4,84 P,r 1o tentobe pueden emplesr pars cl trstamiento de
hipercalceniss y de enfermedsdes Osess, teles como ol
Paget’s disesse o l2 osteoporosis.

Loz compuestos de féruuls I con grupo cerioxilo
C-terminsl libre son de por si poco schives, pero se pue-
den enplesr cowo producvos intermedios o de partiderpsra NE)
prepsrscibn de conpuestos sctivos. Asi se pueden trsnel oy
nas, poxr ejempio, en 18 correspondiente ﬁsplB,Pro32udigmidﬁ
que es lgusl de eficez ccmo ls csleitonina M, por sjemplo,
tronsiorasndo e; producto de tLbrmuls I medisnte $OT0 . DULE L
oxicsrbonilezida en el producto Hﬁ{,N43—di~BOC protegido,
formendo después con smonisco en presencis de dieciclohexnil-
carbodiimido e hidrexisuccininide, ly disamido y tinslmernte

disecisndo log grupovs BOC con 4dcido, por ejempls, dcidn

[p]

Loz
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re l2 obtencifin dg 198 nueves péptidos monomeres o dimeroco,
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Scido y complejas
- e - . r
1. en los compuestos dedbrmuls I, o log mencicnsdos snéd-
logos, v derivedos, ¢ dimeros de estos compuestos, enr cu-
yos compnestos como miniwo un grupo 2aino, O uml ETLupo GuI-
boxilo estéd protegido por un grupo probector disocisble,

el (losg) grupe(s) p

3
()
d‘
c+
o
L
()]
v}
[}
]
o
!—l v
5]
Q
o
}_'
Q
—
3
~t
“
Cn

2. 103 compuesstos de formuis IT

‘H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-~Cys-Het-Leu~Gly-Thr-Tyo—

~

Phr-Gin-4sp~-Fhe-Asn-lys-Phe-His~-Thr-Phe~Fro-Gln~-
Thr-ils-11lec~-Gly~Vsl-Gly~A41s~Pro~CH IT

o los mencionsdos enSlogos o derivsdos, donde los grupes

<

mercopto estén libres o proteg per el grupo tritilo,
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se oxiden 2 disuifuroes, 6

%, los compuestos de féraoules III 6 IV

S

B

ifa 11T
R~CH~C0-Gly-isn-Leu-Ser-Thr~-Cys~0H

‘2

R-CH-CO~Gly-Asn~Leu-Ser~Thr-Cys~4

-— 2
T4

— Q2
fate]
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en 198 que 4 significs 1 hests 21 de los restos de dcido

-

sninico gue siguen s'Cystein37 gon grupo smino de cadene

letersl en csso dado protegido, ¥y R significe hidrbgeno o
" /] 5 2 < ¥

un redigel smino scilsdo, se coudenssn con ls restsanbte se-
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lgtersl, en ¢aso dsdo protepide, haste el 2aminodcido U-ter—

<

iinal (Iepreling) segln los métodos conccidos en le sinte-

5

is de los péptidos, bejo 1o condicifn de que se aumples

4]

un método gue psrte de un grupo deido carboxflico setivo-
de, tol como el método szide, el método snhidride o el mé-
toio de los ésteres activadaé, cusndo ls secuencio C-bermni-
nsl wmuestrs un gropo corpoxilo libre, y, si se deses, lus
compLestos mondmeros cbtenidosz se trensformen en sus dime-
ros 0 los péptidos wonomeros o dimeros libres se trsnsfor-
nen en sus derivedos y/o ssles de sdicidn de Scido o cow-
plejos(

Pors ls obtencifin de los produchos de partids,
pers le primers verisnte del procedimiento sepln 13 presen-
te invencifn,ssi comc tembién de toedos los productos interw
medios necesarios en 1lss tres vsrisntes del procedimiento,

igl--

(o]

entron en coﬁsiderécién como grupos protectorss espe
merte los conocidos por la sintesis de los péptidos de ca-
deno lerge, as{ como slgunos grupos protectores nuevos que
se pueden disocior fécilmente, por ejemple, por hidr6lisis,
reduccibn, sminllisis o hidrszinbdlisis.

Asil se emplesn, por ejemplo, come grupos protec-
tores paro los grupos smino los grupos scilo o arslqulile,
toles gomo los grupos fermile, trifluorscetilo, fteloilo,
bensenosulfonilo, p~toluenosulfonilo, o~nitrofenilsullfeni-
lo, 2,4=dinitrefenilsplfenilo (estos radicsles sulfenilo
pueden disocisrse tombiédn por ios efectoz de resctives nu-

debfiles, por.ejemplo, sulfitos, tiosulistos, véose lo po-
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tente inglese 1 104 271), grupes

tituldoo, tel como, por ejemplo,

ezpecielmente grupos o~ O p-metoxi, o grupos difenilc- o
trifeniimetilo, o grupos que s¢ derivan del %cido carpbniwu-
¢o, tsles como los grupos srilmetiloxicexbonilo en csso do— -
do gustituidos en los anillos"arométiﬂosS por ejeaply, por
4tomos de heligeno, tsi como cloro ¢ bromo, grupos nitro.
grupos siguilo inyerior o alcoxi,inferior; 0 BruUpos coloreamé
dores, por q}empie, grapos esclces, en los cueles el grupo
metileno puede estor sustituidoe por otrop resto srile y/o

uao o, en ceso 4ado, dos restos de elguile inferior, tsles
come log grupos vencilo, benzhidrilo o 2-fenil-isopropli-
oxicerbonilo, por ejemplo, csrbobenzoxi, p-brome- o p~clorp--

carbobenzoxi, p-pitrocervobenzoxi, p-metoxicerbshenzoxi,

p~fenilszo-benzilexiserbonileo ¥ pwip’mmétoxi—fenilaza)»benu

ciloxicarbonilo, 4~tolil~iscprcpiloxicarbonilo y, especial-
menﬁe,72~(p~ﬁifenilil)misopropiloiicerbonilo [vésse 1l so-
licitud 1073/67 (Casse 6108)/, 2si como los grupos oxicerbo-
nilo siifdticos, itsles coms el adsmentiloxicarbenilo, ¢i-
clopenzlloxicarbonilo, tricloroetiloxiésrbonilo, terc. omile
oxicarbonilo o, snte todo, terc.-—butiloxicsrbonilo.

Los 5rupao smino pueden protagerse tanbién medisn-—
te formscibdn de enémin&s, obtenidas'por rescceibn del grupo
amino cen l,%-dicetones, por ejemplo; benzoilscetons, sce-
tilacetsna o dimedons.

Los radlcalen garboxile se protegen, por ejemplo,
medisnte formscibdn de smide o hidrezids o por e sterificacidz

Ios grupos emids o hidrszide pueden estsr, en csso dedo,
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sustituldes, el grupo saide, pbr’ejempio;,per el grupo
dh-Gimeboxibencilio 6 bism(§mmeﬁoi;fenila)~metila, el
grupe hidrszids, por ejemplo, por el grupe corxbobenzoxi,
el grupo briciorvebiloxicerbonile, el grupo trifluorscetli-
lo, el grupe tritilo, el grupo terc.~butiloxicerbonilc o
gl grupo e-(p~bifenilil)-isspropiloxicsorbonilo. Fars lo
esterificecibn son sdecusdos, por ejemplo, los alesnoles
Inferiores, en cgso dodo suétituidas, toles comd el meteunl,
etsnol, clenmetilolicohol, benzcilmetilslcchol o, especial- -
mente, el terc.butsnol, ademds, los sralcancles, tales comd
los erilo inferier-slcsnoles, por ejemple, los gicoholes
bencilicos o benshidrilidos, en coso dzdo sustituidos por
rgdicsles slquilo in:erior o slecoxi interior, o Jtomus de
hélégeno, tales como el slcohol p-nitrebencilico, el slco-~
hol p-metoxibencilico o el sleohol 2,4,6-trimetilbenciiicn,
los fenoles y tiofenoles, en csoso dado sustituidos por sug-
tituyentes atrosedores de electrones, tales como el {lofe-~
nol, el tiogresol, el p—nitrogigol, el 24,5~ y 2,4 ,6~%ri~
c¢lorofensl, el penteclorofenel, el p-nitrofencl, el &,%-
dinitrofencl, el p-cisnofenol o el p-mebtsnolsulfonilfensl,
sdemés, por ejemplo, la N-hidroxisuccininmids, ls N-hidroe
xiftelimids, lo N-hidroxipiperidine, ls 8~hidroxiguinolins.
Los rodicales hidroxi de los restos de ls serine,
treonings y tirosino se pueden proteger, por ejemplo, medisn-
te esterificecibn o eterizscidn. Como restos scilicos an ¢«
ls eaterificeciln son, sdecuscos los restos de slesnoilo in~
ferior, tales como el scetilo, los restos groile, tales co-

wo el benzoilo y, ente todo, los restos que se derivsn del



wn
°

10.

200

25,

“gond)

-

[ 5]
&
i

corbonilec, Grupoes wdecusdos psre ls eberizscibn son, por

ejemplo, los restos bencilo, vetrshidropirsnilo 4 terc.-

butilo., ideass, son 2decusdos psrs le proteccidn de Los 1a-
dicsles b:aLon* 5, los grupes 2,2,.2-triflucr-l-terc.butil-

Oh‘CS?bDHLLSMLno g -l-benciloxics
(a

sminoetiles (Wey~

e
or
o]
b.'
q..J

escritos en Ber. 100 (1967), 3878 = 3845),
Los redicsles hidronilo no necesitsn, sin embar 0, ser for-~
zessmente protegidos,

Los radicsles mercapis de los restos cizteine se

protsgen, por ejemplo, por acilizscibn o zlguilizsciidn.
fdecusdo psrs le scilizscibn es, por ejemple, el resto
3 J 5

scebtile o benzecilc, un resto slguilo infericr-cerbemoilo,
por ejemplo, el resto ebtilcerbsmoilo, o el resto csrboben~
zoxi, en ceso dedo sustituide. Psrs leg siguilizacidn son.

por ejeample, adecusdos el resto terc.butil- o benciltiome~-

¥

tile o los grupos srilmetilo, en coco dsdo sustituidos

"

teles como el bencilo, el p-nitrobencilo, el.difenilmstvile,
el dinmeboxibenzhidrilo o el tritilo, sdeands, el fenilciclo-
hexilo, el tienil(2)-ciclohexilo y otros més, vésse Ber.
101 (1968), 68l. No es imprescindible proteger el grupo
imine de le histidine, pero puede ser ventsjoso protegerle,
por ejemplo, por bencileo, tritilo, csrbobenzoxi, edsmentil-
oxicsrhonilo o los grupos de Weygond srribs indic¢asdos.
Ibeferentemente ge empleg en la primers varisnte

del procedimiento segin ls presente invencién, pers ls pro-

teccibn del grupo csrpoxilo de 19 gaedens lsterzl y 2n caso

dsdo el grupo csrboxilo teraminsl, el grupe terc.bubiléster,

pere lg proteccidn del grupo smino de ls cadens lsteral, el
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grupe tero.butiloxicsrbonilo, pers los grupos hidroxilo de

8

lps restus serins, vreonins y tirosine, sieapre qne esto

S
L

.

Lis3

.
e de—

se hoyan de proveger, el grupd terc.bubiléter v, si

ses, pers .o protecciém de le histidine, el prups 2,&,2~tri-

finor-i-ferc.bubiloxi~corbonileuinoetilo. Todos eslhos gy
pos protectores se pueden disaciar, si se desca, en UnRY S0~
lz steps medisnbteshidrdlisis decids, por ejemplo, medionte
4cide trifiucrscético o dcide ciorhforico. Al sinbetizss

el dotriscontepéptidno protegido, emplesdo en lo primers vs-
risnte Gel procedimiento come producto de pertide, emplesn-
do grupos protectores disocisbles con b¢cido trifliuorscético
o $cido c.orhidrico, se protegen 1os grupos merespto, pre=s
ferentemente por bencilo o tritilo., Los radicales S-tritilo
se pusden disocier serectivomente del péptido protegido en
solucidn orgdnice (bejo msntenimiento de los grupos disocis~
bles con Scido trifluorscétiqo) con mersuriscetsto ¢ hidrd-
geno sulfurado. Los rsdicales S~-bencilicos se pueden disow
cisr selectivamente del péptido proteglido con sodio en
smonisco 1liquido. En smbos cosos se obtiene el péptido
protegidu con radisles mercspto libres. Bstos sg pueden
oxidsr sl disulfuro provegido, por ejemplo, con Scido acé-

tico gleciol con yodo, con diyodoetsno o dirdédsno en éisol~

ventes orgdnicos o con oxigeno del sire en smoniaco liquide.:
g & 1

s especislmente wentajoso proteger los grupes mergspto con
grupos tritilo y retirsr éstos del péptido protegido bajo
formacibn simultdnes del puente disulffricg con yodo en me-
tanol; vésse 1s solicitud suize ne 6999/68 (Case 6461).

Te formscidbn del snillo disulfdrico se puede reslizar en
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tos cisteinsz, por ejenplo, del dacspéptide 1-10,.0 en 18
= h oy h o 5 3~ F [ N Art 1A
ebaps del dotriocontapldptido.

_En ls segunds vorisnte a :1 procedimiente, sexfn
le rresente invenciln, se puede prepsrsr el péptido de ca-

dens ebiexto, ewpicado coemo products de psritids, preferen~

&

cr

emente ssimismo com los grapos protectores mepclonsios en

ir

’-—I
Q)
i
L}
o
(5]

oo

nte primers. LoOs grupos

=
[4:4
oy
©
o
[

~tritilo se 1

o

noxre £z

gon sc¢ido Lrifluecrscltico y oxidsr e

o

péptido libre, éde ce-

fon

dena ébierts, en ferme en si csnacids'oan ferricisnurs po~
tésica @n soiuciln 2CLd8e 0 con yodo o con give en smonls~
¢o liguido, Pero tvubién se pueden retirsr los grupos tri-
tilo segln el prosecdimients erribg mencicnedo, coxn yodo
¥y metsnol,bajo formecibn simulténes del disulfuro.

Pars ls prepsrocidn de los darivedos N-gcllicos
se puede emplesr el grups acilo comp grupe protector sri-

no,

Los péptidos mondmerocs ohtenidos se pueden trons-

former wlbteriormente, en forme en si conocida, en sus di

7

rog y viceverss y/o los pEDtLQOS monomeros b dimeros on

N

sus derivedos, ssles de adicifn de #fcidos y/o complejes.
Les trsnsformsciones ulteriores se pueden reslizsr en se-
cuencls conveniente, individuslmente © en combinéciﬁn,

Ie trsnsformecibn de los compuestos mondmeros ob-
tenides en compuestos dimeros se efectus, por ejemplc,
medisnte treztzmiento con compuestos mersspboe en medio neu~
tro o débilmente dcido, por ejempic.medlisnte troteniento

cen hidrocioruro de cistveins. Los ¢ompuestos dimercs se

pueden trsnsformsr hajo cogdiciones bisices, por ejemplo,
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‘gon amonisce diluide, en lod compuestos mentReros.

Fore 1o obtencidn de derivedos acilicos se pue-
de Ne-gseilsy el péptido libre én forme ususl, por ejemplos
medisnte regocibn con un 9nhidrida pixto gue conbengs ol
reato pcilo correspondiente o szide o, onbe Hodo, oon
un éster activedo, tol come el éster de fenile o el éster

or, si

i3
i
&3

de ferilo sustituido. To scilizscidn se puede reall
se desea, en forms selectivs, de ﬁeners gue sSolemente se
sgile el grupo A ~3mino. 7

Is rormscifn de los sales de sdicibn de fcido se
reelizo en forms conoecide.

Toapién 12 Tormscifn de los complejos se efectus
segln métodos conocidus o eguivslentes g éstos.

Los covmpiejos con productos inorgdnicos, btsles
come los compuestos metdlicos de dificil solubilidad, por
ejemplo, los compuestos de sluminio o de cinc,rse efectucn
preferentemehte en forms ondioge @ como se conoce psre el
ACTH, por ejemplo, medisnte resccibn com una ssl soiuble
del metel correspondiente, por ejemplo, cloruro de cins o
sulfeto de cinc, y precipitscibn con un fosfste de mebzl
slealino y/o hidréxido alcelino. Los complejos con ¢ompuese
tos orgénicos, tales como ls polioxigelstins, celuloss care
boximetflice, polivinilpirroiidons, polifloretinfesfato,
$cido poliglutdmico, etc., se obtlene mezclende estes sus-
tsnciss con el péptido en solucidn scuocsa. En igusl forme
se pueden prepsrsr tqmbién los compuestos insolubles con
polifosfstos de metel slealino. |

Is invencidn se refiere tombién o squelles formss
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Gel procedimiento, y se reslizsn les etzpss del procedi-

quier etsps y/o un producto de portids se forme “in situl
y/o se exples en forms de uns sol.

Los'péptidos emplesdos cume productos de psrtids
se obtienen si Zos swinodcidos, si &s necessrio © s8i se
deses, bejo empieo de grupos protectores Ficilmente diso-
ciasbles, se enlazen en ls secusncis mencionsds, individusl-
mente o después de haber formedo unidsdes de péptidos mds
pequefles, forméndose, en coso dado, en une etaps sdecusds,

le sintesis del puente disulflrico. Se trabsjo conveniente~

543

)

de enlsce sdecusdos pars ls obten~

mente sezdn los métodos
cibn de péptidos de cadens lsrge, teniendo en considere-—
¢ién el puente disulflrico, tal y como Se conoce por-ls Li~
terstura, ' '

El enlsce de las unidades sminecdcido y/o péptide
ge efectue, por ejempio, hsciendo resccionsr un sminodcide
o un pépticdo con ei rsaicsl d-smino profegido y grups cor-
boxilo terminsl sctivedo, coun un sminodcide o un péptidg
ool grupo d~smino libre y grupo csrboxilo bterminsl iibre
0 protegido,rpur ejewmplo, esterificsdo o smidsdo, o resa-
clensndc un 9miﬁoécido o un péptido con un grupo @-zmino
gctivedo y radicsl carbcxilb tefminal proteglidc ¢on un emi~
nofcido o con un péptido con grupo cerboxile terminsl 1li-
bre y grupo A -smino protegido. El gru.o csrboxilo se pue-

de sctiver, por ejeamplo, mediente transformscibn en un 2zi-
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15.

20,

25.

do, snkidrido, iailuszollde de dcido, o en un
45, %al como el ¢ster clisnmaetilico, édster tiolfenfiico, és-
ter p-nitroticfenflico, éster tieccresilico, &sbter p-nets-

nosulfefenflico, éster p-nitrolenflico, éster Z 4-diniiro-

fenflico, éster Z,4,5~ 6 ,4,6-triclorofenilico, éster penw

& » -

taglorofenflico, $ster H~hioroxisuccinimf{dice, éster Nehi-
droxiitslimfdico, Gster 8-hidrexiguinolinico, éster R-hi-~
drowipiperidinico, o medisnte resccibén con une corbediimides
{en ¢ss0 dodo bejo sdicibn de E-hidroxi-succinimids}, & L=
N’'=gorbonildiimidszel, o ssl igoxszolinics, por ejemplo,

el rescetivo de Wondwsrd, el grupo smino, por gjemplo, por
resccidn con un fosfito. Come mébodos mbs usuoles son de
menc;cnar el método carbodiinids, el método segln Weyzond-
Winsch (corbodiinids en presencie de N-hidroxisuceinimida),
el métedo szids, el método de los ésteres sctivsdos y el
nétedo snhidrido, sdemds el método segln Merrifield y el
método de los K-gorboxi-snhidéridos o de los Netiecsrboxion~
hidrides.

Adenm$s de ls obtencibn de 1os productos finsles
represents tombién le obbtencibn de los productos de puyrti-
do, snte todo de 1l Irscciln del péptido que contiene el
puente disulfdrico y su enlece con le parte restente del
péptido, un objetvo especisl de le invencidn. Se ha descu-
bilrto que es veptajoso pertir de une gsecuencis que compren!
ds los primeros 10 sminodcidos N-termingles y condenser
con este término N tods 1ls secuencisz restante.

Pero también se puede enlszor lo mencionsds se-

cuencis H-terminel con el frsgmenbo hasts el 28 sminodeids



(glicing) con grupo csibnxilo G~termiusl y condenser el

29 ~ 32, Hste proceder es texhién sspecisliments sdecusdo
pexrs le prepsiocibn de los ésteres (-terminales, por ejenmpi:

<

5. de zquelleos que se deriven de zlesunoles de cadene lsrpz, o

todo de Weygond-¥insch. En ceso de ques se reslice ls conden-
spcibn de 13 secuencis 1-10 con 15 seguencis .C-terminel L1 -
10, 32, se emples preferentemente 8l pétedo carbodiimids o el
método segln Weygsnd-¥Winsch,
7 7 A continuscibn se explics con més detslle ls pre-
peracibn del decapéptido N-terminal (1 w.lO).
- Se puede sintetisar, por ejemplo, de les secuen~
15. ciss 1=t y 5-10 6 1-5 y 6-10 6 1-56 y 7-10 6 1-7 y 8-10,
¥5l y como se sprecis de 1las uras 1l - B; pero tsabién
se pucden emplear otres frecciones pare he sintetizscidn
de ls secuencis 1 -~ 10.

Como grups protector psrs el grupo o -smino en

20. la cisi;einal se emples preferenteaente el grupe terc.butil-
oxicerbonilo o un grupo eguivelente, disocisble por Lidrd-

lisis f¢ide, o, cusndo se he de prepsrsr un dotri&conﬁapéP»:
¥ ]

&

tido W~ ~seilado, el correspondients grupo acilo, por ejem-

plo, acetilo. Ademds se emplesn couvenientemente comd gru~
25, pog protectores de mercepbo aquellos que se pueden disosisr
C s <z el
selectivemente en compsrscibn con el grupo protector N -5-

o

minc disocisble por hidrélisis fdcids (por ejemplo, el grups

terc.butiloxicarboniin), por ejemplo, el grupo bencilo o©
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9

$ritileo. BL vodicel esrboxilo terminsl del decspépticn

no necesits nscedmsriscents sor provegide, por ejespls, no
ashento Lo condenszeidn se reslizs sepin el méiedo 22zids o
“Phldﬂ*do. bate grupo se puede pﬁo+ebar sin ewmborge, tombic
medisnte esterificvscidn, como srribs indicade, por edempas,

icocidn con metonol o etonol (disceisciln

Lj
te
!—h
‘.')
©

medisnbe cute

el grupo &ster con lejis sbdice diluidse) o con aloohol

C‘)

J
benc{lico o onfiozos {dis cibn del grupo éster, pox

ejemple, con sodiv en smonises ligunide). Ie proteccidn del
4 4

zrupo 2mino de Los productos intermedios se efcobtus pedligne
.L b -

te los grupmsxproﬁcctores psusles, por ejemplo, cerbobeounsnoe-

i, tritilo, terc.butiloxicervenilo 6 2~(p-bifenilil)-isc-
propiloxicerbonilo. Los grupous csrboxilo de les prouuctos
intermedics, se esterificon, si es necessrio, an la forne
usuel.Log grupos hidroxi del resto sering 7 treoning &8¢
protegen por eterizscibn, por ejeaplo, con berc.bubsnol o
equivalentes.

En lss figurss s continuscifn y en los ejemp.cs

significa:

el método szido

[AC T O
N N

el método de les snhidridos mixbos

o

el método de ius ésteres sctivsdos, espsclsimente el

O
N~

éster p-nitrofenilico (ONF) o el éster hidroxisuccin-
imido (OSU)
4y el método corbodiinmide

5) el método segln Weygend-Winsch

BCC  terc,bubiloxicosrbonilo

DEC 2-~(p-b 1‘en1¢xl)~109pr03Y;o ricerbonilo
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b
OtBu terc.butilédster
5, OBzl benciléster
ONB  p-nitrobenciléster

OKP p-nitrofenilédster

10, CP  2,4,5-tricliorcfeniliéster
tBu  terc.bubtiléter
4 .aaetilo
Bup fismercaptopropionilo

TFA gcido vrifivorzeético

15 Los grupos Dp-nitrobenciléster x benciléster se &
socien en les secuenciss gue contienen metioning, con sodlic
en egmonlaco liquidb, en otros casos por hidrogendlisis en
presencis de csrbén de peladio, el grupe cerhobenzmoxi os
mismo por hicrogendlisis, el grupo N-tritile con Scide scé-
tigo ascuosu, el grups tercﬁbaﬁiloxicérboailo con éci&é
triflﬁoracético, el grupo difenilisopropiloxicsrbonilo con
dcide scético scuoso o, por ejemplo, con uns mezcls ée 8¢
do ecético glocisl, dcido fbrmico (sl 82,8 %) y agus {7:1:
2), como descrito en la solicitud suize 1073/67 (cese 6100},
25, Bl p-nitrobenciléster o el metiléster se puede trensformsw
con hidrsto de hidrazins en ls hidrszids. Con lejis sédics

diluids se hidroiiza el grupo metiléster. Bl terc.butilés-~
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ter se disoclis cen Jcldo trifiuvocscébico, esimismo el ters.-
butiiéter. Los grupos S-tritilo se rebirsn con mercuriscets.

to ¢ hldrbégenc sulfstedo, el grupo S-bencilico con godio

e

en emonisce liguido, dizccifndese simulbsnesmente Llos ER AR

léster o p-nitrobenciléster en csso dsdo existenics

[l

pos beno

b

El cierre de snillo sl tisulfuro se efectds, por ejenpit,
poxr oxiéscién con l,andiyédoetanoﬁ el de los compunesiovs con
S-tritilo protegido con'ycdo en natsnol.

Lo secuencis C—terminel,srenlaznr con ls sscuen~
cie N-terminsl, y que comprende los ominofcidos 11 hsshs
52 o bien 11 hssto 28 se cempone, por ejemplo, de los se-
cuencios 11-16, 17-20, 21-28 y 29~22, %2l y comd muesiro
lz figurs 9,

En este escuens estén protegidos los grupns Lidyge
xilo de los restos treonins y del resto tirosing, eatn sin
embergo, no es imprescindible. Teubién se pueden reunir on-
tre gi otres secuenéies perclsles y emplesr otros grapos
protectores,

Lo figurs 10 muestrs le constibucibn del bexapép-—
tido (en forms del hidrszids) de los sminodcidos 11-16. Ra-
te se puede enlezsr segln el métedo 2zids con 1o secuencis

17 - 28 6 17 - %z,

O N

Le secuenciz 17 - 28 se puede sintetizar segln
el método ozide de los fregmentos 1720 ¥y 21-28,

Lo figurs 11l muestrs lez sinbesis del hidrszids
de tetropbptido de los. sminodcidos 17-20, la figuré i2 lo
sintetizocibn del octepéptido 21-28. Despuds del enlesce de
les dos secuenciss se disocis el grupo protector J-siino

(el grupo carbobenzoxi por hidrogen6lisis en presencis de



t

gerbdy de pelsdic} 7 el dooscopédntido obtenidn con cedsnss

lsterzles protegidss se condenss segln el método szids con

T2 secuencis 1l ~ 28 asi obtenide se puede enly-

vl
[
£
@
2]
o
o)
EQJ
©
=
s
o
<
o
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]_—

tetropéptido de los smincfcidos £9 -
32, éuys obtencitn se muestrs en ke figura 13, por ejempio
iz Weygsnd-Yinsch, Se obtisne entonces el
snide del decosapéptide 11 - 72 protegldo. De este se pus-
de disocisr el grupe protector d-zmine (cerbobenzoxi, pox

10. ejemplo, hidrogenoLriticsmente, DFC con Scido scético gl 0%

4

o $cido scético glacisl-fcido fdrmico (el 82,8 %) - agus

(7:1:2) y enlazer el conpuesto asi obtenide con grupo

d -zmino libre, después de rebirer el Scido acético, con

el decspéptido N-terminel (Fig. 1 - 8), por ejemplo, sesils
15. el método de los enhidridos mixtos, de los (sbteres achive-

dos (O3U) o segln Weygsnd~Winsch. -

Pero también se puede enlazsr ls secuencic 11-28
con grupo csrbexilo C-terminsl libre, después de disociax
el gr&po protestor A-suino eﬁ la forms mencionsds, con

0. el decepéptido E—terminal,segén el métedo de los enhidridos
mixtos y condensar el producto zsi obtenido con el tetrs-
péptido-smides 29 ~ 32, por ejemplo, segln Weygond-¥Winsch.

Otre posibiliasd de gintebizasr ls secuencis 1i-3%2

C~terminsl consiste,; por ejemplo, en cocmponerls de les se-

Y\J

25. cuenciss percisles 1l ~ 19 y 20 - 32, cque se muestrsn en iog
fig wres 14 y 15, preieventemente segln el mébtodo de los so~

hidridos mixtos o segin Weygsnd-¥insch.
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20,

hre., BEn esté coso no se disocla, por ejeuplo, ¢l grure

terc.butiléster existente en el swincdcide 32 y se turone-
forme en el grupo zmida, sino gue se le mentiene hssto ia
ebops J. Lo condensscidn de le secuencis 2C - %2 con grupno
corboxilto libée C~termuinel con. ls secuencis 11 -« 19 de ls
figurs 14 se efectds, por ejeuplo, segin er mébtodo de Los
snhidridos nixtos, ssimismo ¢l enloce de le secuencis 1l -
32,58i obtenidas, con lo secuencis 1 - 10 H»terhina .

Del dotrizcentepéptido-smids protegido se disp-
ciean los grupos protectores, por ejemplo,rcon $cido tri-

fluocrscético o constido clorhidrico concentrsdo.

Bl dotrigcontepéphido con grupos SH libres o pro-
tegidos con tritilo, » ewplesr pepe el procedimisnte sapin

l9 vsrisnte 2),se puede prepersr en forme snfloge como el
dotriscontapéptido protepido srribe descrito, con le dirg-
rencis de que los grupos SH protegidos se mentienen hasto

el finsl de Lo sintesis. Solo después de gue se hayon reti-
rado todos los demds grupos protectores del dotriscontopép-
tido protegido se disocisn los grupos protectores SH o bién
se oxids el compuesto protegido con tritilo directsmente
como srribs descrito,

El procedimiento segtn le verisnte 3) es especial-
nente sdecusdo psrs ls prepsrscibn de productos finsies en
los cusles estdn sciledos er grupo d~-omino y el grupe smie-
no de cadens lateral. Bl decoapéptido Nd'~sciledo sg puede

prepsrsr, por ejenplo, segln le figure 5 K; pero Hembién ss
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puede escoger cono rura protestor s

pio, el grupo scilo s wentensr. Los métodos ae sirtetiss-

&3

cibn corresponten s log srribs descriitng.

Sepin o4 updo de trsbeje se obtienen los nueves
cempuestos en forms de bsses o de sus sszles. De las ssles
se pueden obtener las bases cn forms en si copncide. De

o

éstes Gltimes, s su ves, se p&nden obten;r,ﬁecvsnun regce

'.d;

con #cidos gue son sdecusdom psre lg obtencifn de =sles

oplicacidn terspéuiica, 5 sales, tales como, por esjem—

ila:

. 5n

plo, ggueilss conideidos ‘or mnic.o.,7 teles como los pidrd-
cidos heleogensdos, pur ejemplo, el $cido clorhfidricec o el
édcido bromhfdrice, el Scido perclérico, el $cido nitrisec
el dcide tiocifnico, los $cidos sulfbricos o fosfdricos,
o los &cidos orgénicos, tales como el scide férimico, acé-~
s - i 2o PR 49 s -;+. - Fes & m

tico, propibmico, giicbdlice, ldetico, pirdvico, oxdlico,

naldico, succinico, moléico, fumbrico, mélico, tériricso

2

citriceo, azcbrbico, hidroximsléico, dihidroximzléico, beu-
zbico, frenilacético, 4»aminobenzéico, 4-hidrowibenzfico,

entranflico, cinsmico, mondélico, selicilico, 4-zminossli-
cllico, 2-fenoxibenzbico, 2-scetoxibenzdico, metonosulfbni~

c0, etegnosuliodnice, hidroxietanesulfébnico, bencemeosulffnice

p~toluenosulibnico, nsftalinsulidnice o sulfanilico.

jh
-
k]

Los péptidos, obtenides segln ei presente proce
miento, se pueaen euplesr en Iorme de preparados foermscéuti-
cos., Estos conbienen Los péptidos en mezcls con un exci-
piente orgénico o inorgdnico, fermacéutico, sdecusdo pors
la zplicacibn enteral o parentersl. Cecmo tzles entran aque~

1lles productos en considerscidn que no resccionsn con low
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polipéptidos teles come, por ejenpls, lo gelating, lsst 53, .
glutess, sal cowln, fécule, estesrnbo de mognesio, tslus,
los goeites vegetoles, los slcoholes bemeilicos, ls gons,
los glicbies voiislquilénices, lo veseline, ls colecterlny
y obros excipientes meuicionsles conocidos. Iog preperzdos
farmpscbubicos- se pueden presentsr, por ejemplc, como liofi-
lizzéos o en forms lﬁquiée,rcamb soluciones, suspensionas

¢ emtlsiones. En coso dsdo estaordn emterilizsdaes y/o con-
tendrdn sdyuvantes, toles como agentes de conservaciin,
estebiiizscidn, huwectacidn o emulsibn, Asimismo pusden con-
tensy otros msteris.es terspéuticsmente volisos.

Ls invenciin se describe en los ejemplos siguiennr
tes. Lzs tempersturss estdn indicsdss en grodos centigra-
des,

En ls cronmstograiis de ceps delgsds se emplezn
los siguientes sistemss:

Sistems 37 : n~butsnol-piridins-sgus (46:31:23)

& 434 : tloohol terc.smllico-~isopropenol-sgne
(100:40:10)

n 473G ¢+ alcohol ters.emilico-isopropsnol-~agus
(51:21:28)

" 43% : alcohol terc.omilico~iscproponol-sgua
(32:32:36)

" 45  : gec.hutenol-smonisco scuoso sl 3% (70:30)

" 52 - : n~butanel-dcido scético glacisl-sgus

(75:7,5:21)

4 524 n-butenol+fcido scético glacisl-apus

s

(67:10:2%)
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Sistany

it

it

1

n

it

i

LOLA

1024

10ZE

104

115

1214

v

LY

"

"

"

.

a

sec.butonol-Scido scético glacisl-ssus

(67:10:23}
a

oceteto de etilo-piriding~dcido scé

‘glecicl~agua (62:21:6:11)

2

n-tubenol-piridina-4cido scético gliscisle
sgua (58:2@:8:3@)

n=-butenol-piridins~4cide zcdtico gledielw
sgus (42:24:4:30) |

scetoto de stilo-metiletilcetons-dcids fir-
mice~-zgus (50:30:10:10)

éster scético-metiletilcetons~dcido agéii~
¢o glacisl-egus (50:30:10:10)
cloroformo~metonoli-emoniaco scuoss &1 17%

(42:41:18)

-8cetoto de etile-piridins-asgus (49:24:27)
p

gcetsto de eftilo-n~-butenol-piridina-écido
scético glascisl-gsgus (42:21:21:6:10)
scetoto de etilo-piridins-$cido féruico-
egus (63:21:10:6)

isopropenol-smonisco(el 26 %)-sgus

(85:5:10)
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(23

za

e

-~

2

ve

Ly

bemcénu«eﬁﬁnal (80:20)
benceno-etonol (90:10)
bencona-ehonol (95:55
plcohol nfamiliéo~écido féruwico~zguo
(70:0:10)

n-butenol~dcido scético~agus (66,6:16,7:16,7)
n-butenol-piridins-icido scético~sgus
(66,6:12,5:4,2:16,7)

sleoheld n-seilico-piridins—sgus (50:30:20)
cleroformo~metonol-fcido acético glacisl
(8794:997:279)

benceno-gtenol (70:30).

crometegraiis de ceps delgods se efectus =o-

bre gel de sflice (Silicegel) u éxido de sluminio ("Alex®

D-C de ls firms Comsg con un 8 % de yeso) o sobre celulo-

g3 ("Selects 1440"de lo firms Schleicher und Schuell).
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10,

15.

25,

N o 1
Eiemplo L

hsp-Fhewisn-Tys-Ehe-iis~Thr-rhe~Pro-Gln~fhr-ily-Tle-GLy-

Vol-Gly~Ale-Fro-EH (Calcitoning M)

414
{4

150 ng de BOC-Cys~Gly-Asn-Teu~Ser(tBu)~Thr(4Bu)-Cyg-i

etimT 03
Gly~Thr(tBu)~Tyr(tBu)-Thr(tBu)~-Gln-4sp(0tBu)~rhe-Ann-Lys-
(BOC )~Phe-His-Thr(tBu)~Fhe~Fro-Gln-Thr{(tBu)~Aisg~Tle~Gly-
Vsl-Gly+Ala-ETb~NHg ze disuelven en % cc de foide tyit
scético 2l 95 %, se enjuzgs con nitrégeno y se dejs reposey

dursnte 90 minutos s ab°. El trifluorecetsto de ls doiris~

<

contepéptido~smids libersde se preciplte entonces nedliant
gdicifn de 60 cc de dter absowuto y libre de pearbdxidoe como

LY

polve zzorfo, se sepsrs por centrifugacifn, se scupende on

A0 oo de éter rscién prepsrado, se vuelive & cezbrifuger, ¥

o

el residuo se secs o 30 . Poro 1o tronsformscidn en el ace-

toto se disuelve el triflucracelsto en 3 ce de syus y se

A

filtrs 3 través de ums columng eguilibrads con fecido soébi-
co 0,0?—N de intercsmbisdores de iones débilmente bdsicoes
(por ejemplo, Merck n2 II; @ = 7,5 mm; 1 = 20 ¢cm), Se lavs
con $cido scético 0,02-N haste que lo reeccibn de Folin

seg ﬁegativa, el eiuado se concentrs 2 un volumen de aproxi-
modamente 5 cg¢, se filtrs s través de uns columnz de Bis-Gel
P 6; se equilibrs en #cido scético 0,1-N (volumen del lecho
de'gel = 200 ¢c). El elusdo se onslizs crometogreficensnte
en ceps delgods (Alox, sistem@VBB). Les frgocicnes pringi~
psles (méximoc en sprozimsdsmente lOOL- 120 ¢c) se reunen, .
Be cbncentrén_por evoporscidn en el eveporsdor rotatiuvo (teg

pergturs interior ne superior s 200) hezstas segquedesd, se vael -



Sa

109

15,

20,

25,

}
1
v

1

ve o disolver en 5 ¢¢ de aguo y se Lliofilis

Q
"y

53 obbtenido se somete, psrs su liumpiezs definitive s pns
. b i

© Ty,

stribuciln seyln Graig 2 trovés de 500 sscolonss en o

j=h)
pote
)

b

sistems de disolventes n-outanol-&cido acébice glocisl-crus
(#:1:5, vol.) con volumenes de foses de cads vez % ¢g. De
los elementos de distribuciéh 12 141-180 (mox. em n? 162
K = 0,48) ae pisls, al concentrar por evsporscidn hasts aso-
quedsd (evsporzdor rotativo, tempersturs interier méximo
200),disalucién en dcido scético 0,1-N y liofilizscifn

el dotriscontepéptide~smida, cromotograrice y elestroforétie
¢ezmenve uniterio, como polvy blenco, smorio.

Bon el cromstograms de csps delgads muestrs ieos siguientes

volores Rf:

sobre "Alox" D~0 (Fs. Cemeg; Rf (52) = 0,56
6xzido de sluminio con un 8 % RE }79) = 0,65
de yeso) RE (45) = 0,45
sohre celuloss "Selecta" 1440 Rf {(45) = 0,51
(de 1l Fz.Sghleicher und Rf (1014)= 0,60

S'&haélle pleces terminsdes)
Electrofbéresis sobre celuloss "Selects™ 1440
pPH 1,9, 1% horas, 280 V:
trayecto de recorrido = 395'cm hacis el cédtodo,
pH 7,1, 1% horss, 280 V:

rsyecto de recorrido = 1,% cm hacia el cétodo

EL producto de partide se puede prepsrer como sigue:

1, Z~Asn=Leu-Cde

16,7 g de H-leu-OMe y 46,0 g de Z~48n~0NP se di-




5.

15.

20,

suelven en 100 ¢c de dimetilformezaids recién destileds. Lo

0

Jt

olucidn se dejo repossyr dursnte 19 horss e &50. Después
se opregsn 1,2 litros de sgua,el precipitsdo cristelino se
Filtre en vocfo. Bl derivedo dipéptide se secs en veolo
40° ¥ después se recristslize dos veges en metaﬁol»agua.

F.f. l80~1810; [E%/SO= +2° (¢ = 2,0% en cloroformo)

2e¢ H-tan-Ley-Qiig

15,0 g de Z-Asn-Leu-Cile se disuelven en 400 cg
de t-butenol-sgue (9:1) y se hidrogens en presencis de £ g
de carbén de psledio (10 % de P3d). Yermineds ls hidrogcus-
¢ciln se sepera el c¢atoiizsdor por filtracidén en vsclio y se

evspore o 40%, Bl residuo se sigue euplesndo directsmente.

3¢ E=Gly-hsn~leu-Qlie

4,4 nMol de H-Asn~Leu-Clle se disueiven ern 15 ce
de dimetilformsdide y después se sgregsen 5,5 miiol de Z-Gly-—
p~nitrofeniléster.:L5 svlucién smsrills, clers, se dejy
dursnte 18 horss s 27°. Después se evapors en slbto vieio @
400, se seca, el residup se mezcls con éster scético, con
Lo que oristslize., Después de 1 hors s 0% se filtrs en
vaclio y se secs. Después se vuelve 2 suspender el produc—
to de nueveo en 25 cc de éster scético, se frots, se filtra

en vaclo y se seca; p.f. 154°,

4, H-Gly-isn~Leu~-QMe

1,5 g de 2-Gly-Asn-Leu-OMe se disuelven, b2jo cs-
lentsmiento, en 100 ¢¢ de metsnol y ls solueibn, enirisds

2

8 temperature sumbiente, se hidrogens en presencis de 0,% ¢



56

10,

15.

20.

25.

de carbén de palsdip (L0 % de Pd). Terminods 1s recepcifn
de hidrdgeno se scpzre del cstslizsdor por filtrzciln en
voclo y se evspors heste sequedsd. Se cobtienen ssi 720 me

de H-Gly-fisn-Ieu-0lic en forma emorfoa.

5. BOG~0vs (TRT )-Gly-hsn-Teu-Clie

710-mg de H-Gly-Asn-Leu-Ole y 1,36 de BOC-Cy=

Y]

(TRI)-OH se disue.ven en Lo cc.de ggetonitrilo y lsz solu-
cifn enfrieds & 0% z2 mezcls con 820 pg de diciclohexilcezi-
bodiimids. Después de 30 minutos s 0° ¥y 60 hores s 28 se
sepsrs por filtracifn en vecfo de le diciclohexilaree y el
filtredo se evepors heste sequedsd. EL residuo se mezcls
con éter de petrdlec, se ifrobs, se vierte le solucidn de é&-
ter de petrdleo y el producto insoluble se recoge en Eater
pebtico. Le solucibn éster scétics se lave o 0¥ com soiu-
¢ibn diluids de 4cido citrice, sgua, soiucién de bicsrbo=

nato sbdico y sgue, se secs con sulfato sbdico y se evey

pors.
Bl derivado tetrgpéptido, obtenido como resins ineonliores,

se vuelve s precipitsr, psrs su limpiezs, de acebons-E&ter.
Rendimiento: 1,2 g 6e poivo, que, segln le cromatograsiis de
cepe delgsds el gel de sflice, es unitsrio; RE = 0,39 en el

sistems cloroformo-metsnol (9:1).

6. BOC—Cys(TRI)—Gly—-Asn—-Leu—-NHNH2

988 mg de BOC~-Cys(TRI)-Gly-Asn~Leu~Cile se
ven en £0 ¢c de metsnol y s la soiucién,enfriada g 07, se
ogregon 2 co de hidrsto de hidrezina. Después de 14 horse
o 2% se sgregon <00 ¢G de Jclido scético 0,5-H, frioc conmo

el hielo, el precipitsdo obtvenido se frobts s fondo, s fil-
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10,

15.

20,

25,

tre en veclo, se love neubtre con sgus de hislo y se soce

21 secwdor de vecfo. Bl BOC-Cya(4RI)-

o

dursuve ls neche en

*

Gly-isn-Leu-hidrszide en brubo se limpis disolviende y pre-
cipotsnde dos veces en metanolesguz. Bn lo crometograris
de cape delgeda en pleces de gel de silice es ¢l RE = €5

en el sistems cloroformo-metanol (9:1).

7. BOC-Meat-leu-Gly-Uie

de Z-Leu~-Gily-Oke (J.2m.chem.Sec. 78, 2126

\ N

24

Pt

(1956)) se disuewven en 200 cc de metenol y 1s solucifn, en-
frisds a Oo, se hidrogene en presencis de 1 g de corbin de
paledio (LO % de Fd) bejo intenss sgitacidn o 0%, Yerminsss
1l hidrogenscifn se sepsrs del cabelizsdor por filtrocidn
en vocfo y el filtrsdo se evepors en vecio o umg temperatu-
s del baiio de Zbo.

El residuo oleginoso se mezgcls, sin secsy, con
4 g de BOC-metionine y ls mezc¢ls se disuelve en 100 cc de
geebonivrilo. Después se concentrs por eveporscibn en vscio
¢ un volumen de 60 cc, se enfris s o° ¥y se sgregen 4,5 g de
diciclohexilecarbodiimids. Despuds de desgosificsr con aitré.
geno se dejs durante 30 minubos s 0° y Qurante 18 horasz 2
25°, Después se sepsrs ls diciclohexilires precipitods por
filtracibn en vaclfe.y el filtrsdo se concentrs hssts seque-~
dsd. El residuo se lsvs bsjo frotscibn con éter de petrblen-
se vierte le solucifn de éter de pétréleé y el producto in-
soluble se secs. Despuds se disuelve en dster ecétice ¥ le
gsolucibn se lave con solucibn diluids de &cido citrice,

sgus, solucifin de bicarbonsto sbédico y sgus, Se secs con



b

sulioto s6dico y se &vepors. BL residus
su'limpleza, en ls contidad minimo de scetoms libre ds

perbxido y se precipits medicute sdicibn de Sber Libre de
perfxido; se obtiene osi el derivado tripéptido BOC-Hebt-

5, Leu~Gly~0Oie como podvo s6iido.

8. HeMet-Leu~-Gly-Gile

'3 g del derivede bripéotido obbenido bejo 7)

se mequan con 60 cc de HCL 0,41 en éster scébtico y la
mezclis de regceibn se dejs dursnte 20 minubtos s 250a Después

10, se evepurs haste sequedsd y el residup (H-let-Leun-Gly-

OMemhidrocLoruro) se secs dursnte 24 horss 2 0,01 Torr

sobre soses cdustice.

9. TRI-Cys(TRI)-Met-Leu-Gly~Clle

1,23 g de H-lMet-Leu-Gly-OMe, HCl y 1,43 gz do
TRI-Cys(TRI)-0H se newchken con 15 cc de gcetonitrilec y %00
mg de Memetilmorfolina. Después de enfrisr s 0° se soregsn

800 mg de dicicliohexilcsrbediimide y 1l mescle de rescel

[

n
se agiﬁa dursnte 1 horo a 0° y dursnte 45 hores s 500 bao
nitrégeno., Después se fiibrs, el filtrsdo se evspors en

2:. veclo hsste sequedsd y el residuo se frots con éfer de petrd
leo. Se vierte la solucibn de éter de petrbleo, el residuo
se sece y se disuesve en éster scético. Le solucibn ésier
acética se iave o 0° con solucibn de 4cido citrice, sgus,
bicerbonsto sbédico y sgus, se secs con sulfeto sbdico ¥ se

25, evapora. Psrs su limpileza se disuelve el products en brato
(resins debilmente smsrillents) en 1ls menor centided posi-

ble de metenol y 13 soluciln se cromstografis en uns colum~
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25,

ng prepsrods en metonol de Ssephedex LH-ZO (2,5 + U0 con).
Se recogen Lrscciovnes de 4 cco cadz une, se eveporsn indi-
viduzlmente y su pureze se controls pedisnte crometoprasiis
de caps Gelpsds en plocaes de gel de sflice en el sisctens

glorolormo~metanol (Y9:1),.

109. B-GCys{TRI)-Met=-Leu~Gly-0ile

1,1) g del derivedo tetrspéptido obtenido bLejo

- P

9) se disuelven cn 15 cc de dcido scético ol 75 % 7 se dejs

e

2 A0
durente 1 hores & 3C . Después se evepors en slto vecio hao-

ts sequedsd y el residuo se frots con éber libre de perdui-
do. EL polvo sélide zsf obltenido (s2l dcido scétics del
H-Cys(TRI )-Met-Leu-Gly-CHE) se filtrs en vacin, se love con

éter y se secs. lendimiento: 695 ng.

10b. H~Cys(IRI)~Net-Leu~Gly-OH

740 ng de H«Cys(TRI)—Met—Leu—Gly»OMe se disuelven
en 10 cc de mebonol y 1,5 ¢c de egus, bsjo calentsmiento,
Enjusgendo con nitrbgeno se gotesn s tempersture smbiente
5,0 cc de lejia sbdice 1,0~N y se sgits dursnie 25 aminutos.
Después se enirfs a OO, se sgregsn 3,0 oo de fcido crorhi-
drico 1,0-N y 20 cc ée sgus y el precipitsdo coposo se sesz
re por filtraciln, se le lgve con agus fris y se le seus o
tenperstura ambiente sobre sose céustica.en glto vscio hose

to oblener constencis en el peso. Rf7o =.0,40; Rfl?lA =0,45,

1l. Z-Thr(tBu)~Ole

12,92 g (40 miiol) de &~an( tBu)-C¥e se hidrogensn
en 200 cc de Scido scético glacial y % g de corbén de Pd

~

(31 10 %) & tempersturs smbiente. Ls recepcién de nidrdsenc
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- agregen 5,3%6 cc (38,5 mifol) de trietilemine, 1z scluci

¥
2
o]
i

he termingoo despufs de une hors. Lz sulu

dek cstelizador por filivscidn y se

2]

' )
tronps de azus 2 35 . Después de secsr ¢l

se obtienen 7,5 g de un sceite que,

de caps deigads, es unitsrio y se sig

mente.

12. DRO-Ser{t3u)~Thr{tBu)-OHe

19,35 g (38,6 miiol) de DPC~den(tBu)~CH, sl de gi~

r

¢lohexilaming, se¢ recogen en 500 cc de cloroiorme j, 2 0% ce

~agite tres veces con 25 c¢ de jcido cftrice J-N y cingo ve-

¢es ¢on 40 gc de solucidn de sl comin semisstursds. Degpuds -

Spue

de secsr lz solucibn sobre sulfsto sbdico se evspors y 1w

-

espums obtenids se recoge en 250 cc de éster scético. fe

O

iy
o

Jraa

enfris s -10° 7, bajo sgitacibn, se mezgls con 5,13 nc

(38,6 mMol) de isobutilclorocerbonsto. Se sgliie durante 10

. 4 0 ' ‘iz : .
minuteos & ~10" y después se gotes ls solucibn, enfrisés =z

(]

-12°, de 7,3 g (38,6 miol) de H-Thr(tBu)-Ole en 100 cc Ge
éster scético de moners gue le teuwpershirs de resccidn ns
spbrepase nunco® los -1¢%, Terminsds ls introducciln se si-
gue agitendo aﬁﬁ dursnte uns hors g =10° y después se dejz
reposer durante ls neche 2 tempersturs smblente. Iz sonlu~-

¢ibn se sepsrs por filtrscibn del hidroclorure de ¥& triel

smine precipiteds y, o Oo, se lave tres veces, csds ung cou
20 cc de bcido citricp 1-N y cinco veces con solucibn sstu-
reds de sal comln, se secs y se evapora. (Producto en brue

to (gceite): 22,07 g. fers su limpieze se cromstograllis
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25,

en ung columns de gel de silic

e fa
de patrbéleo~&ster scético (l:1) se eluye&avdéspuéﬂ un eiluoe
do previo de 110 ce, 737 mg de produsto puro.
" In el cromstogrsne de cops delgsds en gel de sili-

ce en toiueno-scetoms (7:%) es el RL = 0,51

13. DRC-Ser(tBu)~Thr ($Bu)-NH-KH,

4,20% g (7,4 miol) de DFRC-sSer(tRu)-Thr(tRu)iMe
en 18 cc de nmetenol se mezclen con 5,55 o6 (eprox. 110 ol
de hidrsto de hidrszine y se dejs reposer duvsnte 10 horsg

s Genmpersiurs smbienkte 2 horsse o 400. Lo solucidn de reoc-
y -

~cibn se recoge en 450 cc de éster scébico y se lavs custen

veces con solucibn de ssl comfin semisaturads. Despuds de

secsr la solucidn sobre sulizto sbddice se concentra por zvi-

porscibn s unos 15 ce y se mezcla,cbn unos 5 ce de éter da
petrbleo, Durante la noche cristslizon 3417 de de 1l bidrg~
zids del p.f. 13z-134°,

En el cromstograoms de caps delgsds en gel de silice en

tolueno~scetons (7:3) es el Rf = 0,40.

s, DFCoSer(tBu)~Thr(tBu)~Cys(TRI)-Met~Leu~Gly~OMe

900 nmg de DFC-(Ser(tBu)-Thr (tBu)~NENE, en lz co
de dimetilformemids se ‘mezclsen s -20° con 2,0 cc de HCL
2,0-N en &ster scético y despuds con Zlohg de t—butilnitrin:
to. Después de 19 minutos o -10° se gotes sobre lz sclucidn
entrisds o -10° de 680 mg de ls sal Scido ecétics del H-
Cys(TRI)~Met-Leu~Gly-Olle en 9 cc de dimetilforasmids ¥y e
tonces se agregen aln 350 ng de N-metilmorfoling., Lo teupo-

raturs de reaccibn no deberd sobrepaser dursnte estus adi=-
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10.

15.

20.

25,

ciones ios mbo. Jespués se splts dursn ~57
dursnte 18 horss s =5 . ~e evapors enbonces en vocic y en
glts vocio sc concentrs s un pequefio volumen y el produsis
en brubtoc se precipits medisnte zdicifn de sgus de hielo
El producto se rrotes 2 fondo, ls soluciﬁn 9curs9 ze vierte
¥ el hexepéptido insoiuble se seéus. Psre su limplezs se
precipite cods vez, dos veces de sclucidn npetondlics nedie:
te 9dicidn de sgus y después de solucitn de éster scébico

medisnte sdicidn de éter de petrblen., He obtienen 480 mg

de DFC-Ber(tBu)~-Phr{tBu)~Cys(TRI)~Met-Leu~Gly-Oie.

l4b, DPC-Ber(tBu)-Thr(tBu)-Cys (TRI )-~let~Teu~Gly-0H

857 mg de DPCaser(tBu}»Thr(tBu)»NHmNHé en 8,0 oe
de dimetilformomids se mezclsn o -10° con 1,87 cc de dcign
clorhidrico 2,0-N en éster scético y 0,19 cc de t-bubilni-
trito. UVespués de 15 wminutos o -10° se gotes, bsjo enjusgs-
do con nitrégeno, ung solucibn de 665 mg de E~Cys(TRI)-Met-~
Leu~Gly~OH y 0,665 cc de trietilamins en 7 cc¢ de dimetilfox-
memids. Se sgite sdn durente uns hors s -10° y se dejs 16~
poser dursnte £4 horss @ 0°. Concentrondo ls mezcia &e resa-
¢cibn o unos 3 cc (elto vacio, 30%) y precipitende con 50 co
de apus se pbtiene un preducto coposo, que se fiitrs, se lo-
V8 ¢on sgue y se sec¢s en alto vabia sobre soss céusticéb Se

limpis medisnte solucién y precipitecibén en henceno-hexsno.

Rf = 0,36 en el sistems clioroforme-metsncl (7:3).

15, DEC=-8er(tRu)-Cys(TRI)~Met~Leu-Gly-0H

2;5 g del derivedo de hexsnéptido prepsrsdo se-

ram

Elana
» i

L
QO
sy

Tt

gin l4s) se disuelven en 100 c¢cc de dioxsno-zgus ¥ S
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Vet ahdi Bes . i g o0
gen 5 ce de lejis sbdics 1-¥. Después de 90 minutoc o £F

80 ¢ de solucibn de fcido citrico scuosepl 2 %, iris come

el hielo. Bl dervivsdo del hexspéptido precipitsco se irohs

g fondo, se filtrs en vaclo, se leve con veriss perciones

o

o 2

de epuz de hielo y se secs en el seusdor de veclo.

~

16, H-der(tBu)~-Thr(tBu)-Cys(TRI }~iat~-Teu~Gly-QH

{(sel fcido agdtice)

870 mg deJ derivedo hewspéptido obtenids nogdn 1)
3 4

sc disuelven en 1% ce de dcido ascético 8l 80 % vy Ls soliu-
¢cién se dejs dursnte & horss o 500. Después se evepors en
olto vecfo » 30° haats sequedad, el residuc se gsess dursne
te 1 hors 2 500 y después se mezcls ¢on éher libre ds perh-

xido y el polvo obtenido se frote » fondo. <e filtrs en vg-

cio, se lave ulteriormente con mucho éter y se seca.

17. BOC—Cys(TRI)«GLy—Asn~Leu—ﬁer(tBﬁ)«Thr(tBu)ucys(TRI}w

Het-Teu~Gly-0OH

1,0 g-de BOC—Cys(TRI)wGlyvAsnuLeu—EHNHB e disusli-
ve en 20 cc de dimetiliormomide y ls solucién enfrisds o
-10° se mezcls bajo sgitscibn con 1,5 cc de HCL 2,0-T en
éster scébico y 145 mg de t-butilnitrito: Después de 15 wi-
nutos o -10° se spregen otros 10 ce de dimetilforremlds en-
frisds o -10% 1,0 g de H-Ser(tBu)~Dhr(tBu)-Cys (LRI )-tet-

Leu~Gly~OH (s8l 4cido scético) finomente pulverizsds y 400

g de N-metilmorfoline. Is mezcle de resccidn se sgits boio
. o ¥
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25,

5 28%. Despubs se concentrs por evsporsc

nitrigeno dursnte 1 hovs o -10° ¥ durante 4

ko]

cfio & un volumen de unus 6 ¢o y el derivad

do 8e pracipits medisnte sdicibn de 100 cc ée ag

o
s
fo)
o

hielee El precipitedo rormesdo se frobe, se filbrs en ve-

"rgld y en el secsdor de vscio se secs zobre soss céustice.

ELl producto wmuestre en el cromet pgrems d:

cepe delgeds sobre pl

CQ

de gel de sflice &l Rf en

cloroformo-metsnol (?:5) = (5,60,

18. BOC-~Cys~Cly-dsn-Leu~-Ser(tBu)-~Thr(tBu)-Cys~¥et~Lew-Glr-C

200 mg da BOC~-Cys(TRI)--Gly-hsn-Leu~Ser{4Bu)-Thoit
Bu)=-CyséTRI)-let~Leu~Gly~CH se disuelven en 100 cc de meto-
nel y en el trsnscursc de 1 hore se gobes 2 uns sciucidn in-

tensemente ggivads de 400 mg de yodo en 120 g¢ de matznol

v

L3¢ Terminsds ls sdicifn se sigue agitondo durente 45 winubos

¥y la solucién efrisds o 0° se descolorep con solicifn scuem
sg 1-N de ticsullesto SédiCD? Después se concentrs en vecis
g un volumen de sproximsdsmente unos 1D cc y el derivede
decopbptido se precipits medisnte edicid e 100 cc de so-
lucibn scuoss 2l 1 %, fria como el hielo, de 3cido saétice.,
Después de frotar, filtrar ea vacio y levar con ggus de
hielc se secs el producto en el secsdor sobre sose céustic:
Bl preducto se somebte, psre su limplezs; 2 une distrivucifn
de contracerriente en el sisteme mebtenol-tempbu~clorcformc-
tetrasclorecsroono (10:%:5:4) (bsmpbn: 29 cc de #cido scéii-
¢o glscisl, 19 g de scetato aménicos completado con sgus a-
1 litro);



A

" 20.

n

1
©

wane

se reuncn, L sciuciln se evepors. Fors robirvsr el scelsto
ménico se disuelve el producto en oloroformo y ls solusidn
se love tres vecss con solucifn diluide de fcids citrico

P

¥y btres veces con spue, y despuls se evspors hoste seguedsd,

PR3
Crometogreme de caps delygsds sobre plsces de gel de siliics

i 100 = O, 45; Rf 1z14 = 0,55, Bf 70 = 0,40, RL 438 = 0,3k,

19. Z—ﬁsp(CtBu)»Pﬁe~OCH§

3,0 g de hidroclorurc del fenilslsninmetiléster
se disuelven junto con 6,17 g de Z-Asp(O0tBu)-0HP en 25 oo
de N,N-dimeviliormenids sbzolute s une solucibn clare y, hu-
jo sgitscibn, se mezclo con 1,93 cc de trietileming. Ly suse
pensiln amarillo intense se sglite durente la noche & Temps-
rature smbiente, despuds se recoge en mucho éster scético
y se weves tres veces con solucibn acunese diluids de dcido
eftrico, cinco veces con solucibn scuess diluids de soss ¥
finslmente con solucibn scuoss ssturste de sal conmlia haste
que el lliquido de lovado se mantengs neutro. Después de se~
cor sobre suliato sbdico se evapors y el sceite, soluble
en éter y en clorolormo, que se hs formedo, se limpies pedisn-
te cromotogrofis en colmns de gel de silice (lo sustoncis
se eluye con tolueno y tolueno/éter 4:1); se obtiene un pro-
ducﬁo incoioro, oleginoso.
En gel de silice es el valor Rflen clorol ormoGng-

tenol (9:1) 0,75; en cloroiormo scetons (l:1) 0,67.

20. HwAsp(OtBu)»Fhe—OCHa, HC1

770 mg dei dipépbtido Z-Asp(0tBu)-Fhe~0Ole se uliauel



10.

203

25,

ven en 200 ¢c dg wmevznol y tajo sdicidn de 0,60 cc dz fa1ow

zador de ¢»riudn de posisdio (8l 10 %) se descarbobonsoxilizns
oon'hidrégeno & Gtempersturs zabjentc. Terminade lo recep-

cibn nuy rfpids de hidrlgeno se filtrs, se esvspors, en &gl
acégico se sepsre por Liltrscibn de sigo imscluble y se pis-

eipitz con éter.

En el cromstogrems de caps delgsds oo gel de gf-
lice en el sisteme ciloroformo-metenol (2:1), es el R =
REf 43C = 0,63.

2l. 2~Glu-Asp(OtBu)-Fhe~ C“IB

550 mg de H~Asp(0l u)»—Phe—OCH79 HCL se disuslven
Junto con 574 mg de Z~Glo-ONP en 2,5 cc Ge K:Xﬂaluvtilfufﬁg"'

mide ebsoluts y con 0,20 cc de trietilamine sc axite durs

le]

te 15 horss 2 uns tempersturahel bafio de A0-23%, 4 conbinus-

cibn se sgites en mucno éster zcétice como deuerit

[o)

o
(Y]
SN

o
[y
e
"

Se Sec3 y Se evapors.

22, H~GlnwAsp(OﬁBu)—Phe—OCH5, HCl

4.4 g de Z-—Gln—-Asp(OtBu)--Phe«-OCH5 se descsrboniben—
zoxilizsn en 300 cc de metsnol, después de syreger 2,4 cs
de Scido clorhfdrico en dioxsne (BQO—N, 7,2 mol) ¥y 900 ng
de caﬁalizador a; 10 % de corbbn-psledioc, con hidrégeno s
temperaturs ambiente. Teruinsds ls recepciln de hidrbézenc
ge filtrs y se evapors en vecio hsstes sequedsd, Bl resicuo
s6lide, 2merillento, se frots dos veces con &ter y sin ul-

terior iimpiezs se ewples pare sigulente etsps,
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2%, Z=Thr(tBu)-Cln-4sp(0tBu)=~The~00 3

3,68 g de 2-Thr{tBu)-0H, ssl dicicleohexileménics,

3

7

o

se axiben en €sler scéiico tres veces con sclucibn scuos
diluide de dcido citrico y tres veces con solucibn scuoss
sstursds de sl comln, se¢ seco sobre sulfste sbédico y se eve
pors. HL sceite cisro como sl sguz resulbanbe se sgihe con
3,54 g de H-Gin»Asp(OtBu)~Pﬁe~OCH5, HOL en 40 cc¢ de cioruro
metilénico, se‘agregan.0,9 ce de trietilening y ls solie
cibn de 1,54 g de diciclohexilearbodiimids en 10 cc de clow
ruro mebilénico se gotes, be leve ulteriormente con 10 cc

de cloruro metilénico y ls suspensifn se ogity s Lemperstu~
ro subiente dursnte 14 horss.rbespués se colocs dursnte

2 horss en 12 nevers, el precipitado sb6lideo se filtra, se

le lave con poco cworuro metilénico y el filtrsdo se agite
con mucho éster scético como descrito en 19. Bl rasnidue dc
evaporscidn mmorfo se frots con éter~hexsno (L:1) y se

SECT.

24, H—Thr(ﬁBu)—Gln—ﬁsp(OtBu)—Phe—OCHB

4,3 g de Z—Thr(tBu)-Gln—Asp(OtBu)—Phe»OCHa sé Rj
drogenan en 300 cc de metenol con 1 g de cotalizsdor de pe-
ladio~carbbn 9l 10 % en le forms usual, ﬁgrmiuada i3 recep-
¢ibn de hidrbgeno se fiitrs y se evepors. Bl residuc de evgw
porscibn, uns espums sb6iide, incolors, se*emples sin ulte-

rior limpiezs en la etsps siguiente.

25. Z~Tyr(tBu)-Thr($Bu)-Gln-Asp(OtBu)~Phe-OCH,

v

Se liveran de 3,5 g de Z-Tyr(tBu)-0H, sel diciclo-

hexilambnica en éster scético, cvmo descrito bajo &% con i
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cide citrico, el Juido y el sceits ¢love
to con 3,29 g de H-Thr(tBu)~-Glo-isp(0iBu,
de acetonitrilo. A esto se sgregsn 1,31

garbodiimida en forme sélides y se sglts

o tempersturs smbiente. De sepesrs shors
ls diciclohexilfres precipiteds, éste se lsve cor slgo de
scetonitrilo y el tiitrsdo se evapors haste seguedsd. El wa-
siduo se disuelve en mucho c.oroforme y se¢ sglts, esto con
iTes veces solucibn scuoss diiuids de fcido citrico, tres
veces con solucibn scuesa diluide de sosg y cueltro veces cou
solucibn sslursce de sal comln. Después de secer sobre sule
feto s8b6dico se evspory y el residﬁo se digsuelve en metancli~
éster scético (1:8) y se precipite en frie con éter de pa-~
tréleo. Se repite ls precipitacifn. EL pentepéptido protegi-

do resultsnte es un polve de grano fino.

26, H-—Tyr(tBu)~-Thr(bBu)-—Gln—-Asp(O‘cBu.)-wPhe—OCH5

- 4,0 g de Z~-Tyr(tBu)-Thr(+Bu)-Gin-4sp(OtBu)-Fhe-
OCH5 se descsrbobenzoxilizen en 100 cc de N N-dimetillormz-
mids sbsoluts, prevismente hidrogensda, bajo adicibn ds

1,4 g de carbén-pslodio sl 10 %, # teupersbure ambientc con
hidrbgenc. Terminsds Ls resepcitn de hidrbgeno se alluye
con 400 cc de metsnocl, se filtrs y se evspors en vsclo.,

El residuo sblido, incodoro se eumples sin ulbterior limplezs

pers ls etsps sigulente.

27, Z=Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-isp(8tBu)~Fhe-0OCHE

>4

De 2,85 g de Z-Thr(tBu)-OH, sal diciclohexilembni-

co, se lipers e: §cido en éster scético como descrito bajo
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e iy

&%, ¥ el scelte del Z-Thr(iBu)-CH obtenido se »gits ¢ ton-

pereture smbiente, con 3,33 g de H-Tyr(tBu)-Tar(sBu)-Gla-

+
fo=
in

p{CtBu)-FPhe~CCH. en 80 c¢o de scebonitrilo. 4 esto ue syre~

A%

gan en forme sblide 1,20 g de diclelehexilcorbodiimide y

de sepsrsr por filtrecibn de ls diciclohexilires precipite-
dg, que se 1evo con tres porciones de 7 cc csdn ung de sce-
tonitrilo, se evapors en voslo y el residuc se precipito

tres veces, en éster scético/sclucidn de slcohol, con Cter de

petrbleo.

28, Z~Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln(0tBu)~Pae~NHNE,,

1,2 g de Z=-Thr(tBu)-Fyr(tBu)-Thr(tBuj-Gln-4zp{0t
Bu)ul:'he--OCH5 s
¢ls con 0,6 c¢ de hidrsto de hidrezine. Se dejs dursnte tms
dfos en lz nevers con lo gue se precipite un precipitasdo
geletinose. Este se solidifics adicionsndo éter, se iilirs

y el residuo se recristelizs en metesnol/&ter.

29. 7-Lys(BOC)-~FPhe-0Oile

25,0 g de Z-Lys(BOC)~ONP y 10,7 g de H-Phe-Oiic,

HCL en 70 cc de dimetilformsmide se mezglan bsjo sglteciin,

? tempersturs aswbiente, con 6,9 cc de trietilemine y se agi-

te sln dursnte 18 horss., Después de diluir con éater scéti~

co se¢ lsve con solucidn de carbonsto potésico hastes estar
libre de nitrofenol, se sgite con dcido cltrico O,1-m y
agua; se secs sobre sulfato sbdico y:se evopors en vsecio
hosts sequedsd., De éster scético~hexsno cristalize el aipép~

tido protegido del p.f. 78-80°.

Had

=

&

0

.
H

Ri = 0,45 en el cromstogramo de cops delgeds en ge
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50 Z-Lys(BOC}~Pne~ﬁF—HHZ

<7 g del meillibper del dipéptids de srrihs s

o

disuelven en 135 cc de mebtsnol caliente, & tempershturs sm-
biente se mezcis gon <> cc de hidrato de hidrszing y se de-
g8 repossr dursnbte 16 horss. El sristslizado se mezcls con
125 ¢¢ de 2gus, se fiitro en vacio y se lavs bién con agus.
P.L£. 173»1740 después de recristelizsr sn metonol-zgus.

Rf = 0,5 en ei cromstogrsms de ceps delgsds sobre gel de

sflice en elfsistens cloroformo~metenol (85:5).

31, Z~Lys(BOC)~Phe-His-OM

5.4 g de Zwlys(BOC)-PhewﬂHuNHa en 40 ¢¢ de dimestil-

formomide se mezclon o -16° con 6,8 ¢c de HOL 3,65 en dig-

ns. de ggregen 3,64 g de H-His-OMe, 2 HC1 sblido, 2 continns
cibn se gotesn 4,2 cc de trietilemins. Se dejs caléntar &1
el plezo de 1 hors & 0° montenidndose medisnte adicidn de

un totsl de 0,8 ¢c de trietilomine un pH de sproximsdemente
7. Déspués de agiter durante ls noche o 0% se vierte en

250 cc de agus y el producto untuoso se obtiene en forme
pulverulentsa frotaﬁdo con sgus., En el cromstogrames de gcaps
delgode en gel de silice en clororérmmeetanol (9:1) es el

Rf = 0,4, P.f. 126-137 (en éster acético).

32, H-Lys(BOC)-Phe-His-QMe

6,8 g de Z-Lys(BOC)-Phe-His~0He en 140 ¢c de me-

4

tonol se hidrogensn en presencis de 1 de carbdn P3 2l 1%,
(]
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ge sigue elsborsndo inmedisztenente.

33, Z=hsn-Lya(RBOC ) -Fha-Hig-0ie

El metiléster del tripéptido obtenido bsjo 3

5,4 g) 3 4,5 g de Z-Asn-OP ze sgiten en 20 c¢c¢ de Qimebilw

formsmids durante 20 horas s tempersturs smbiente. Despuéds

de ggregsr Gter-hexsno se precipits el derivado del péptido,

se filtra y se libers con éter del nitrorensl, Se linpis

‘disolviendo y precipitendo de dimetilformomido-&ter.

Bl producto es unitsrio en el cromotogreme de caps delgads,

34, Z=hen=Tys(BOC)-Fhe-His~NH-K} 5 ;

5,97 8 de Z-Asn-Lys(BOC)-PherHis~Cle se dizusliven
en 20 cc de meteonol hirviendo. 4 1z solucibn »0n coliente
2 unos 500 se agregan 2,5 cc de hidrsto de hidrszins y se
dejo repossr durante 20 horass 2 tempersturs smbiente. Hu-
diente gdicibn de sguo se precipits -le hidrszids del pép-~-
tido, se separs por filtrscibm y con gus se love hssts es-
ter libre de hidrszins, EL producto se disuelve y precipi-

to en dimetilformsnids-sgue.

55+ Z~Thr{tBu)-FPae~Pro~0H

P am moere ke ey

4 g de Z~Phe-Pro-CH se disuelven en metonol-spus
(4:1) y se hidrogens en presencis de carbén de peladic (10%;
de Pdi). Lerminads 1z recepeibn de hidrbgeno se sepsrs poc
filtrscitn del catolizsdor, el filtrado se evapors hosta
sequedod y el residuo (H~Fhe-Pro-0H) se secs. Bste se mene

cls con 1,1 g de N-metilmorfoline y tonts asgus hesta gue el



producte justoments se disuclva, Ly solucifn ae diluye scun
dimetilforasnide heste que quede ung solucidn elers, despudés

se enfris s =57, A esto se sgrege uns sciucibn del snhidri-

N
[
UJ
\..-'
i
(@]
5

do mixto del Z-Thr( que se prepsrs ae la msuers si-
guiente:

3,6 ¢ de Z-Thr(tBu)-Ch se disuelven en 40 5o ds
tetrahidrofurénu sbsoluto, se ggrepan 1,8 co de trietilgui-
ne sbsolute y lo solucidn enirisds s ~10% se mezels con 1,7

g de ¢loroceroonstc de isobutilo. Después de 5 minutos 2

U)

-10° se vierte, sin tener en considerscibnm el hidrociorur:
tristileminico precipitsdo, tode ls mezcls de resccibn 2 ls
solucifn de dipéptico de arribs, Le mezcls se dejs dursnte
1 horz @ abo y dursnte 18 horss 2 50. Despubs se sepsrs por
filtrscibn de lo insoluble, el elusdo se libers en vacio del
tetrzhidroiursno y en 2lto vacio de ls dimebilformsrids ¥
el residuo se mezcls con solucién‘de bicsrbonsto sbdico

Lss pertes insolubles se retirsn lsvendo con é&fer, la £z-
se gcuoss se recubre con éster scbtico y se scidifica. EL
derivedo tripéptido se extrse con éster 2cético y ls solu-
cibn ester scétics se lave neutro con sgus, Después de sew
cer sobre sulisto sbédico y eveporsr ss obtierne el Z~Thr{isu)
~Phe-Pro~0H como producto resinosc incoloro. Psre su lim-

plezs se axsuexve y precipits de benceno~éter de petrbleo

variss veces.

36, Z-Tle-Gly-OMe

2,22 g de ssl diciclohexilanbdnics de 7-Ile-CH

I

se suspenden enh éster 2cético y se acidifics con §cide ci

:.«,

trico 0,2-m. Lz solucibn éster scétice obtenide se lsvs neu~
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tro, Se secg y se evspors hastes sequedsd, BL residue so di~
suelve en 1% cc de scebonitrileo, o lo solucidn se sprepsn
750 ey de H~Gly-Clie, HCLl y @ Oa, bejo sgltescidn, 0,8% ce

de trietilsmine. Despuds de 10 minubtos se sgregsn 1,24 g de
diclclohexilesrboalimids y se wgite durente ls noche s 0°.
Bl precipitsdo se¢ seporz por filtracifn y el filtrsdo se
evapore haste sequedsd, el residuo se recoge en 30 cc de
Ester scético y se filtre. Is solucibn éster scética se la-
vs con 4cido citrico O,z-m y solucidn sstursds de bicesrions-~
to sddico, se secs y en vscio se concentrs @z unos 10 e,
Despuéds de egregar 25 ¢¢ de hexono cristolizs el dipéptide
protegido, p.f. 1€0mic2®, Bf = 0,55 en el sistens clorsfor-
mo-metonol (95:5) en el cromstogrsmoe de caps delgads en pei

de silice.

37, H-Ile-Gly-(ie

5,}6 g de Z-Ile~Gly-Olle se disuelven en 100 g da
metsnol y 10 co defécido clorhidricon l-N y 2e hidrogens en
presencis de 0,5 g de corbbdn de pelsdio (sl 10 %). Después
de sepsrer el cotelizsdor por filbrscifn se evapors totalmeg.
te el disolvente. Lo espums obtenids es unitasriz cn ¢l cro=-

motogrsms de caps-delgada scobre gel de sflice; Bf = 0,26

en c¢loroformo-metanol (95:5).

38, 4=-Als-Tle-Gly-QOMe

2,39 g del hidrocioruro del éster del dipéntido
de orribe y 7,78 g de Z2~Als-CNP en 40 cc de dimetilformgmi-~
do se mezcleon bajo sgitecidn con l,4.c¢ de trietilsmins y

lo suspensifn obtenids se agite, durente ls noche, s tempers-

P
3]

3

turs smbiente. Después de diluir con éster seétice se 1z
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e ester 1i-

=

>

bre de nitrolenol, & continuscién se lave zGa con dcido
citrice O¢l-m y szue. Una parte del deriveds del tripéotids
se montiene dursnte lz ogitscidn sin disolver, ss filtra.
Lz sblucitn ésber scétics se evapors totslmeute Gespués de
secsr. El residuc se compone ssimismo de products puro.
P.f. 190m19lo, Rf = 0,5 en el cromstogrems decsps delgads

sobre gel de silice en el sistems cloroferme-netsnol (S5:5).

39, H-Ale~Ile-Gly-CHie

2,0 g de Z~Ala-Ile-Gly~OMe se disuelven en 40 cc
de metaneol bsjo ligero cslenﬁamiento, después se hidrogens
en preéencie de 300 mg de carbdn de psladis (sl 10%h). Ter-
mingde ls hidrogenscidn se sepsrs del cstelizsdor por fil-
trecibn y el filtrado se evepors totelmente hests sequedsd.
El residuo unitsrio en el crometogrsms de ceps delzsds se

sigue elaborsndo inmedistomente,

40, Z-Thr(tBu)-Ale~Ile~Gly-Oie

1,36 g del éster del tripéptido de srrihs y 2,6 g
de ZnThr(tBu)~OHP se pgiten en 3 cc Se dimetilformomida du~
rapnte 20 hores s temperature emolente. El derivsdc del te-
trepéptido se precipite con éter, se sepsrs por filtracién
vy con éter se lsve hosts ester libre de nitrofenol., 81 pro-
ducﬁn se limpis disolviendo y precipitende en dimetilfop~—

memide~-éter,

‘-

41, H-Thr(tBu)-Als-Ile-Gly-OMe

5,66 g del compuesto carbobenzoxi de¢ srriss se bhi-

drogenen en 50 cc de dimetilformsmids y en presencis fe 1 g
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de corbdn de palsdio (sl 10 %). Despuds de sepsrer ol ¢ohs-
lizador por filtraciln z través de une cgps de 2 § 83 nori~
t2 se¢ evapors ls dimevilformomids tobelmente en slio vacio

o 40%, El residuo sworfo se sigue elsborsndoe en Lruto.

42, HE=Thr(tBu)-Ale-Tie~Gly-CH

4,3 g del metiléster del tetropéptido se disusi-
L

ven en 45 c¢ de metanol bajo ligero selentsmientc. Despuds

ey

eG-

d¢ enfrisr o 20° se sgregan 12 ce de lejfc =édice 1-N. 3
pués de 5, 10 y 15 minutos se agregen, ¢sds vez, 5 cc¢ de
sgus. Después -de 1 hors s tempersturs smbiente se sgregen

12 cc de 4cido clorhidrico 1~N, se libere. en vacfo del me-

]

~
A4

I

tenol y se extrse con n-butsnol. Is solucldn butenbdlice
laove con sgus hests estar libre de clorure, después se
evapors sin secar, en vacio hsste sequedsd, El reciduo se
enples sin ulbterior limpiezs psars lo sigulente etspo.

43¢ Z=-Gln-Thr(tBu)-slg-Tle~Gly~OH

El derivsdo del tetrspéptido srribas obtenido {4,z
g) se agits Jjunto .con 4,8 g de Z-Gln-ONP y 1,35 cc de tri-

etiloning en 30 cc de dimetilformsmids dursnbe 24 horess 2

G

temperaturs smbiente. Después de ggregsr bter se precipitl:

@

5v

'

el producto, deépuév se filtrs en vecio y con fter se
hasts estar libre de nitrofenol. Después ae disolver en n-~by
tenol satursdo cén ggua se agits 3 Oo,con.éeido clorhidrida
1-N, después se isva con ogus hasta estsr libre de cloruro

¥ sin gecar se evapora en vecio o 40°, Volviendo s disol-

ver y precipitar en dimetilrormsmidsléter se obtiene 2l pro.

ducto puro. Después de secsr en aito vacio o 40° sobre PED-
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téxido de fésforp se obtiena en ls titrscibn potencismé-

trics, con NoOH 0,1~ en metsnol al 80 %, un pes

o
[3+]
s
£
K
@
o
®
e
a3
&3

de 693, cslculado 680.

44, HNG1nnmnr(+BL ~ple~Tle~Gly-0H, HCl

340 g de Z-Gin~Thr{tBu)-4le~Ile~Gly~0H se¢ disucl-
ven en 70 ¢c¢ de dimetilformemnids coiiente, Después de eniri-
ar o temperaturs smbiente se sgregen 5 cc de 4cido clorhi-
dri¢o 1-N y 500 mg de coarbln de pelsdio (o1 10 %) y Iis
drogens. Terminads 1s hidrogenscibn se £iltrs en vacic el
cotelizsdor o trs.és de 1 g de norits y el filtrasdo se gon-
centré per evsporscidn en slto vacie @ 40° o unes 10 cc.
Estes solucibn se gotes en 100 cc de &ter, el msterizl pra~
cipitedo se separs por filtrscibn y se lsvs con éter. Bi prg
ducto secsdo en alto vscio z tempersturs smbients de, 2n 12
titracidn potenciométrics con lejle sbdices Q,1-N en meta-

nel al 80 %, un contenido de un 91 %.

45. Z-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr{tBu)~3lo~Ile~Gly-OH

2,8 g de Z-Thr(tBu)~-Phe-FPro~0H y 0,77 ¢c de tri-
etilzning sbsoluts se disuelven en 30 gc¢ de tetrshidrofu-
rgnc seco y lo soiucibn enfrisds @ -10° se mezclyg gota e
go%% con 700 mg de isobutilclorocsrbonsto, cuidéndose que
leo tempersture no sobrepsse los 4500 Despuéds se dejo duran-
te 10 minvtos 8 «lbo y seguidémente se vierte unaz solugidn
enfrisds s -20° de 2,5 g e H~Gln-Thr{tBu)«ils~Ile~Gly-CH,
HC1 en 65 cc de d*metll;ormemlas-agua (9:1). Se ggregsn en-
tonces, gutes & gota, 1,« cc de trietilemine y se deje dursn-

te 1 hore a -10° y dursnte 18 horss s 0°. Se concentys en-
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“tonges por eveporocidn en vaciv y despuls en sl

to veclo o
40° de tempersture del befio s un volumen de unos 15 ¢o g deé
pués se precipits medisnte a2dicibn de 100 cc de dcide zcd~
tico 8l 2 % frio cono el'hielo. Se filtrs en vecio, se lo-
ve con 9gus de hielo, se secs ¥y psrs su limpieze se disuei-
o

ve y precilpits dos veces en metsnol-agus, rendimiento: 3.9

2 de derivado de cclapéptiido.

46, H=Thr{tBu)~Fhe-Pro-Gla~Thr{tBu)-Ala-Tle~Gly~0E

3,6 g del Z~-Thr(tbu)-Phe-Pro~-Glo-Thr (tBu)-4Lle-~
Ile-Gly~0H ootenide bajb 45) gse disuelven en 100 cc de doi~
do scéticn sl 80 % y l2 solucifn se hidrogens en presencis
de 0,5 g de corbbn de palodio (10 % de Pi). Terminsde L
recepcibn de hidrégeno se sépara el catelizsdor por filtrs—
cidn en vaclo y le solucldn se evopors hasts sequedsd. Is
gel fcido acétice del derivade del octopéptide, obternids co-

mo peliculs incolors, se secs en alto vacio.

47. Z-Asn~Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)~Phe-Pro-Gln~Thr(tLii)-

Ale-Ile~Gly-OH
1,60 g de Z-4sn-Lys(BOC)-Phe-His-hidrszids se meu--

alon con 25 cc de dimetilformemids, después se enfris o
~20° y después se sgregsn 4 cc de dcido clorhidrico scuoso
2,5~N., Se zgite o -20° hasts gue se hays disueltc totslmen~
te el hidrozids. Se gotesn entonces 2,0 ce de sonlucibén 1,0~
N de nitrito sbédico, la mezcle de resccibn se cslients
-10° y se dejo duranté 20 minutos 01-100. Se vierte enionce:
en ung solucidn enirisds s -lOo de 1;50 g de Helhr(tBu)~

Pae-Pro-Gin-Thr(tBu)~Als-Ile~-Gly~-0H (s2l 4cido zcética) en
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25 c¢ de dimeviiforasmids 21 80 % y 1,11 g d2 Hemetiimorfo-
lins. Lls mezcle de resccibn se dejs dursnie 16 horas s 0°,
Deépués se evapors en 2.1to vscio 9 un volumen de unos 8 ce
¥ se precipits meaisnte sdicifén de jcido scébico ol 1 %,
frio como eir hielo. Después se filtrer en vscio y secsr on
el seécador de vacio se disuelve y precipits el producto en
bruto, pers su limpiezs, dos veces el dimetilformsmids-—
éster scético. EL rendimiznto en dodecapéptido protegido

gsciende # 2,1 g.

48. H-Asn-Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Giln-Thr(%Bu)~

Ale-Tle-~Gly-0H
1,85 ¢ del dodecepéptido protegido de srriby se

disuelven en 50 cc de 4cido acético 21 90 % y se hidrosens

~en le forme usual en presenciz de 0,4 g de cerbbn de pslo-

dio (10 % de Pd). I s3l 4cido scéitics del H~4sn-Lys{B0C )~
Phe-His-Thr(tBu)~Phe-Pro-Glo-Thr(tBu)-4ls~Ile-G1ly~-0 que
gueds , desPuéé de filtrsr en vecio ex cotallizsdor, evoponsr
ls solucibn y secsr en alito vacfo, se sigue elshorsudio

sin ulterior limpieza.

49, 2-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr (+Bu)-Gln-Asp{0sBu)~Fhe-bsn-

Lys(BOC)-Phe~His~Thr(tBu)«PneuPra—Glanhr(tBu)—Alaw

Ile~Gly-QH
2,30 g de Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Cln-Asp (Ot~

Bu)-Phe--I\IH—-I\]H‘2 se disuelven en 35 cc¢ de dimevilformsmids y
se gotes o 1o solucibn enfrisds s -20° de 3,5 6¢ de dcide

clorhidrico 3-N escuoso, Se sgregsn entonces 2,7 cc de solu-

cibn 0,9-N de nitrito sbédico y ls mezcls de rescsiidn ss de~

o

-

je repossr dursnte 20 minutes s -10°. Después se gotes 1o
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solucibn enfrisds 2 -10° de 1,72 g de Hehsn-Lys{BCC)-Fae-
Bis-Pnr (tBu)-Fre-Fro-Glo-Thr( Lgu)~hlJ~TL9—Gi"- i (gel felds

sics) en 30 ce de Gimetiiformemids ol 90 % y 1,0 g de

@
o
G
&
Yote
o

"2

L3 meacle se aeds repossr dursnte 18 ho-

Nemebilmorfolina,

¥

rog 00, después se concentrs peor mvayoracién en zlto ve-
cf{o heste uns con slatencla oleginoss y pT progucto se pracie.
pite medisnte edicibn de 100 ce de solucidn de dcido cftri-
¢o 81 2 % fris como ed hmelo. EL precipitsdc se frote s fone
de, se sepora por cenbrifugscién, se levs ulteriormente

4 veces con pequefizs porciones de supue de hiclo y en el Se=-
cador de vecio se seco sobre soss cdustice. Ters ls linmpie-
z3 se-disuelve Yy precipits varias veces en dimetilformsmidsg-

éater scético.

50, Z-Ala-ETo~NHP

2,28 g de HwPro~NH2 ¥ 7+57 5 de Z-A1l5-CRP se di-
suelven en 0 cc de dimetilformsmide y lo sclucibn susrills
se dejs repossr dursnte 18 horss s tempersturs smbiente.
Después se evepore en alto vecfo haste sequeded, el residus
se mescls con éstér scético y el polvo formsdo se frota &
fonde. Después de filtrer en veciec y secar se obtiemen 5,5

g de Z-Alo-Pro-NHi, del p.f. 164.165°

5. Z—Gly-Ala—Pro~NH2

5,1 g del derivado dlpeptxdu de grribe se dicnel-
ven, bojo c¢slentamiente, en 200 cc de une mezeles de t-buta-
nol-agus (9:1) prevismente hidrogensds. Lo solucidn enirise

ds @ tempersturs smbiente se hidrogeﬁg en presencis de 1 g

de corbén de psledio (10 % de Pi). Terminede ls hidropgens-
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cifn se evepors is soviucidbn inmedistomente 2 uns tempersti-
rg del besilo de 300 ¥ 0,01 Torr hssts sequedsd, el residuoc
deiH-AleuEro—Nﬁa se disuelve en 300 co de dimetilformamics
enfriads o9 ~e0® y desyués se agrege le solucibn, preparsds
comd sigue, del snhidride mixto de %-Gly-OH:

3,7 & de Z-Gly~OH y 2,65 co de trietilemine sbsoluts se di-
suelven en 2% c¢¢ de tetrshidro@urano sbsoluto y se goter 2
12 solucibn enirisds s -10° de 1,85 g de clorocsroonsto deo
etilo, bajo sgitscibn y refripgerscibn, de nmaners que .1 iem-
persturs no sobrepose los -5°, Después se enfris & ~10°,

se dejs repossr dursnte 5 minutos y después se vierte lo
mezcle, sin tener en considerscibn el hidrocloruro de txi-
ebilsmine precipitsdo, 2 ls solucibn de H—Ala~Pro-HHd de
grribe. Después de 1 hora s -10° y 18 horss s 0° se sepe-
rs ls solucidn por filtisciln y el filtredo se evspore en

vacio y después en slto vecio hosts seguedsd, Después se

‘mezcls con 1 litro de ¢loroformo, se separs por filtrs—

cibn en vecfo del hidrocloruro trietileminico, ls sclucibn
cloroférmicé'se lova dos veces, c¢ads uns con 20 cc de so-
lucibn semisstursde de cloruro sédico, se sece con sulfato
sbdico y se evspors. El derivado del tripépdide obtenido
ruestrs en ls cfomatografia de cops delgeds sobre gel de

sf{lice el Rf = 0,58 (en metanol).

5¢+ H~Gly-Als-Pro-KKE >

3,8 g del derivedo tripéptido en bruto cbtenido
bajo 51 se hidrogensn como descrito bsjo 51, ELl residuo

que quede despuls de separsr el cstslizsdor por eveperacifén
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en voclo y eveporsr el disvivente, muesirs en ls cromebopro-
fia de copy delgods sobre gel de silice en metoncl el Lf =

0,15, rendimiento <, g.

55 Z—Vel-GlyuAia»”rouﬂﬁy

El smide del tripéptido en bruto obtenido bzjo
52 sze disueive en 30 ¢c de dimetilformemids, A lo solucidn
e ggregsn 4,lhg de Z~Vol-p-nitrofeniléster. Despuds de re~
poger dursnte 18 horss s tempe:auvurs swbiente se evsuore lo
solucién smorills hssts seQuedad, el residuo se mezcle con
éster scético; se frote, se filtre en vecic, el peolve peo-
lotinoso se disuesve en ¢ litros de clorotormo, ls sclucidn

se lave 2 veces, cade uns con 20 c¢ de dcido citrico 2l 5%

y dos veces con solucildn semisstursds de clorure sbddico.

Después se secs la solucibn clorofbrmics con sulfsto sddico
¥y se evapors. El residuo de ia evoporacilén se mezcis, bzjo
colentomiento, con 100 cc de éster scético y despuis de ro-
possr 2 0° se sepafa por filtrscidén en vocio el derivado
tetrapéptido precipitedo como polvo sblido; p.f. 205 - 8100,
volor Rf en placas de gel de silice = 0,80 en cloroformo-

metanol (1l:1).

St H-Vol-Gly-hls-Fro-NH,

1,1l g de Z—Val—Gly~Ala~ETc—NH2 se disuelven en
50 ¢¢ de dimetilformsnids ¥ la solueidn se hidrogens en pre-
sencis de 0,5 g de carbdin de paladio (10 % de Fd). Terminadsi
la recepcibn de hidrégeno se sepsrs del cstelizsdor por fil—'
trecibn en vacfo, ls solucibn se evapors y el residuo se ze-

~ ) . e s
ce en slto vacio » uns tempersturs de=1 badc de 25°. Se obtis
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ne gsi el Letropéptido H~V31—Gly»ﬁla»PT0~HH2 comd sestan~

ciy incotores, vsior Rf = 0,20 (plecss de gel de s

[ash]

18-

1ice,

“

tems cloroformo-metonol = 1:1).

55. Z=Thr(tBu)~Pyr($Bu)-Thr{tBu)~Gin-4sp(0tRu)~Phe-Asn-Lys—

(BGG )-Phe-Bis~Thr(tBu)~Phe-Pro-Gln-Thr (tBu)-Ala-Ile-

Gly-val-Gly—AlawPro~NH£

800 mg dc¢ Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr (tBu)~Gln~4ssp (0t~
Bu)~-Phe~-4sn~Tys{BOC)~Phe~His~Thr(tBu)-Fae-Pro-Gln-Thr (Bu)-
Ale-Ile~Gly-CH, 510 mg de H-Vel-Gly-Ale-Pro-NH, y 120 mg de
H-hid:oxisuccinimida se disuelven en 9 cc de dimetilformaini-
da bajo ezgitecibn @ 450 y después se sgregen 120 mg de dici~
clohexilcarbodiimida. Lo mezcle de resccibn se sgite o 450
en totel dursnte 12 hores sgregéndiose despubs de 3 ¥ 7 ho-
ras cads vez a20n 20 ng de diciclohexilcarbodiimids j 20 ng
de Huhidroxisuccinimids. Después se vierte en 200 co de
éter y el precipit;do fino se separs por filtrscibn en vascic
Pors su limpieze se somebe el productc s uns distribucidu

de contrzcorriente en el sisteme metsnol-tempdn-cloroformo~

tetraclorocarbono (10:3:5:6, tsmpbn como bsjo 18).

56. H~Thr(tBu)=Tyr(tBu)-Thr{+tBu)~Gln-Asp{0tBu)~Phe~Asn-

Lys(BOC)-Phe-His~Thr(tBu)-Phe-Pro-Cln~Thr(tBu)-ila~

Tle-Gly~Va1-Gly—hls-Pro-NH,

227 mg det docosapéptido-smids protegido obtenido
bajo 55 se disuelven en 10 ccrdé Zcido scético 8l 90 % ¥y 13.'7
golucibn se'hidrogena en presencis de 100 mg de carbbdn de
paladio (10 % de Pd) bajo intenss ag;tsciénq Terminads 13

recepcidn de hidrdgeno se sepsra del cateslizador por filtms-
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cibn y el Filfrado se evspory hSuta seguaedsd, Bl residuo

ge disuelve en n-butenol ssiursdo con sgus y se agits tras
veces con pequeiiss porciones de solﬁcién 21 5 9% de garbons-
to sbdico y dos veces con pocs ezus. Después se evopors

1o soiLucidn de butenol, sin hoverls secsdo prevismente, en
altc vaclo 8 uns Gempersturs del bafic de 550 y el residuo
se 9e¢s an glto vacic. Se obllenen 3si 185 mg del docosapéy-

tido descerbobenzoxilsdo como resins incolora.

]

{
57. BOC~Cys=Gly-Asn-Lou~Ser(tBu)-Thr(tRu)~Cys~Met-Leu-Gly—

Phr ($Bu)-Tyr (§5u)=Thr (£Bu)~G ln-Asp{ 05 Bu)-Phe-Aan-Tys

(BOC)=Fhe-His=Thr(tBu)-Fhe-Pre=Gln~Thr(tBu)~41s-Ile-

Gly-Val»Gly—Als~fT0-NH2

181 mg de BOC»C§S~Gly—Asn—Leu~Ser(tBu)~Thr(tBu)~
Cs-Het-Leu-Gly-0H, <88 mg de H-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(thn)-
GlmmAspéOtBu)—PhefAsn~lyé(BOC)~Phe—His—Thr(tBu)—Phe»ETcn
GiuwThr(tBu)ﬁAla-Ile—Gly—Va1—Gly¥Ala-Pr0~N”2 y 25 ng de H-
hidroxisuccinimids se disuelven en 2 ¢c¢ de dimetilformami-
de sbsoluts, bsjo cazlentomiento, y despuds de enfrisr o tem-'
perst ws smbiente se meucla con 31 mg de dicliclohexilcarbo-~
diimids. El vssito se enjusgs entonces con nitrbgenc, se
clerrs y se dejs reposer dursznte 15 hores o 450. Ies diciclo-
hexildres cristsline formsds se separs por filtrscidn, se
lave dos veces, c¢ads uns con 0,5 c¢c de dimetilformemids, el
filtrado se concentra por evaporscibn enhalto vecio o lo
mitsd de gu volumen y el producto en oruto se precipits me-
disnte adicibén de z0 cc de benceno y 120 cc de éter de pe-
tréleo. Pers su limpiezs se vuelve s}disolver Yy preciplibar
une vez de mefanolnbenceno~hexéno, se separs por filtrscidn

y s 450 se secs hosts opbtener un peso constente. Se obtiena
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asi e; dotriascontapéptido-amids protegids como polve smor-
fo?queren 13 cromobograiis de caps delgads nuestrs uns msn-
oha principel y distintos productos secunderics. Este se

puede empigar en est: estsdo psrs la disociscibén de lous

grupos protectores.

Ejemplo 2 ) =

f
E-Cys~Gly-Asn-Leu-Ser-Thr—Cys—HMet-Leu~Gly—Thr-Tyr-Thr—Glo-
Asp-Phe-iisn~Lys-Phe-His-Thr-Fhe~-Pro~Gla-Thr-Ala~Ile~Gly~

Vol-Gly-Ale-FPro-IK, (Celcitonins M)

. 23 mg de BOC»C§S~Gly~AsnuLeu~Ser(tBu)—Thr(tBu)~Cﬂ“

Asn~Lys(BOC)-Phe-His-Thr(tBu)~Fhe~Pro~Gln~-Thr {4t Bu )i lg—~
Ile-Gly—Va1—Gly~Ala—Pro—NH2 se recubren s 0° ¢on 0,6 cc

de fcide clorhidrico concentrsdo, el recipiente se enjuego
con nitrbgeno, se cierra y @ 0° se sgite dursnte 10 mino-
tos. Se enfris entonces s unos °600, se evacus en glto ve-
cio y 13 éﬁlucién se concentré gunentondo lentemente iz tem-
peraturs hasts 0° hssts obtener un jeraebe. Después de sgre-
g8r O,4 cc de sgus se liotiliiza, el residuc se disuclve

en 0,2 co de 4cido acético 0,1-N y psrs su tisnsiormecidn
en el scetate se filtre o través de uns columne (F = 6 mm;
1 = 100 mm) de intercomoisdores de iones débilmehte Bigi-
cos (por ejemplo, Merck n? II) que se guilibrd con $cido
acétice 0,1-¥. E1 elusdo se ccndentra hastarun volamen de
0:5 mm, se liofi:iza, se secs ulber. iormente 2 40° en slto

vaclo y finsimente se equilibrs con lo humedsd de ls atmbs~




10,

15.

20,

25,

fera dejdndole repossr en ei recipiente sbiertn. Se obtiene
a8l el acetato de ls calclitonire X comeo polve blence, kidro-
scluble, |

El dotriascontepéptido-snlds protesido, emplendo ot
mo producto de partide, se puede prepsrsr de la moners si-

gulente:

le E~Gly-Asn-Leu-Clie

. N L5 4 v N H ] 3 e 31 D -’
2,0 g de Z-Gly-Asn-Leu-Clfe (del p.f. 158-1%%" des-
pués de recristsiizor en metenol-sgus) se disuelven bajo ca-
lentemiento en 20 c¢c¢ de w@wetsnol y se hidrogens con <00 ng

de c¢arbbn de psiadio (10 % de Pd) hests terminsr ls recep-

cibn de hidrégeno. BL cotovirizedor se sepsrs por filtracidn

y el filtrsdo se concentrs o uné temperaturs del bsio de
40° por evaporscibn hasts seguedsd, con lo que se ohtiene
el tripéptido—metiléter directesmente en forms cristalins
purs (1,34 g; p.f. 138~l§9°). In ¢ss0 necessrlo se puede
recristslizar en metonol-dster scético-éter de petrileo.

Rf52 = 0,22 (sobre gel de silice).

2. BOC~Cys=(TRI)~Gly-4sn-Leu-Me

5,7 g de H-Gly-Asn~-Leu-OMe, 9,2 g de BOOmCys(TRI)-
OH y 4,16 g de N-hidroxisuccininide se disuelven en <CO c¢¢
de dimevilformemids, se entris a O° y bajo sgitecibn se mez- .
cls con 5,57 g dg diciclohexilcerbodiimide en forms s6lido.
Se opite a0n dursnie uns hors » 00; se déja entonces repo-
sar durénte la noche 3 unos 200, se concenbtra por evspors-
cibn en alto vacio @ un volumen de unos 100 cc y separs per
filtracibn de ls diciclohexillres pfécipitada. Bl precipits-

do se sigue entonces cuncentrendo por evoporsciln en slto
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veéio hasts former uns nosa pegajess, se disuélve en 200 cc
de.n~butznol y consecutivamente se lavs con sgue, solucidn
8l 5 % de dcido tértricoe, 1-N bicerhonsto s6dico y nuevamen—
te con spue. Le solusibn se concentrs shors a'un volumen de
unos. 50 ¢¢ y de e3%0 se precipits el derivedo tebtrspéptido
mediante odicidn de 300 cec de éter de petréleo¢78e linpie
disolviendo ykbrecipiténdo en dimetilformemids-~agus y en
metanol~éster acético~éter de petrdles y se obtiene asi el

derivado tetr

Q

péptido como polvo smorfo del punto de fusibn
45 - 148%, En el cromotograme dGe csps delgods sobre gel de
sflice muestirs éste los siguientes valores Rf:
Rf 115 = 0,68; BRI (scetons) = 0,59; Rf (cloroformo-
metanol 8:z) = 0,60.

3. BOG—Cys—(TRI)-Gly—Asn-Leu~NHNH2

2,7 g de BOC-Cys(TRI)-Gly-Asn-Leu~CHe se disuel~
ven en 22 ¢¢ de metsnol, se enffis o O° Y se meacls Gon 2,4
¢c de hidrsto de hidrszins. Después de unos 30 minutos @ 0°

se dejs reposer lz solucibn dursnte ls noche s unos 200, e

[#2]

vuelve o enfrisr s Q° y se mezcls entonces conm 102 cc de

L2
(&)
) W9

do zcético 21 3 % frio como el hieln. El precipitedo se ho-
mogenizs bién, se separe por fiitrscibn y en el filtro de
vacfo se lavs con 4cido acético 8l 3 %, frio como el hielo,
hests que ls resccibn de Folin ses negativas en el liguido
de levedo y @ continuscibn se secz. Se obtienen 2,2 g de
hidrszids del tetrapéptido, cromstograficemente purc, del

.. . 0
punto de descoumposicibn slrededor de los 195, Este muestrs

en el crometogroms de cz2ps delgeds sobre gel de silice los

siguientes valores Rf: Rf (¢loroformo-metsnol 8:2) = 0,30;
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Rf (scetons~metanol 9:1) = 0,53,

4, BOC-Met~Leu-Gly~Cile

6,7z g de 4-Lzu~Gly-O¥e se hidrogenen en 50 cc¢
de metsnol con H00 mg de cerbon de psiadia (10 % de 4)
hasts terminsr ls recepcibn de hidrégeno. Ls sclucidn se
sepers del csteiizsdor par'filtrscién y en vocio se concen~
tre & unos 10 cc, se diluye con 30 ¢¢ de dimetilformomids
y en alto vaclo se vuelﬁe o eoncentrar & unos 20 cc. En-
frisndo con hielo se agregen 7,7 g de BOC~Met-OCP, lo solu-
¢cibn clare se dejs repossr durante 6 hpras a 20° y el disol-
venbe se evspors en slto vacio. El residuo oleginoso se
disuelve en éster scélico y consecutivomente se lsve o o°
con solucibn de potass ol 5 %, dcido clorhidrico Q,z-N ¥y
finslmente con sguz; 15 rsse orgsnics se secs sobre sulfsto
sfdico y se concentra por eveporacibn hssts sequedsd. Bl re-
siduo oleginoso se recristelize en benceno-éter de petrdles;
p.f. 126=127%; en gel de sfilice es el Rf 43 C = 0,66;
Rf (tolueno-scetons 1:1) = 0,58.

5. B-Met-Leu-Gly-Olie, hidrocloruro

3,24 g de BOC-Met-Leu-Gly-Oile se disuelven en 13

cc de 4cido cuorhidrico 3,8-N en éster scético y se dejo

reposar dursute 30 minutos s 20°, Medisnte sdicifbn de 100

cc de éter de peiréleo se precipitd el hidrocloruro del
tripéptido~éster como masa pegajoss y ls solucidn sobrens-
dsnte se decsnts. Frontsndo con 100 cc de éter libre de
perdxido a 0% se obtiene un produst&ifinamente pulverulen-
Yo que se separs por filtracibn y sobre hidrdxido potésico

se secs en el secsdor nosts obbtener un peso constante, EL



gompuesto es cromstogralicomente puro, pero smorfo y muy
higroscbpico. En gel de siiics muestrs los siguientes vo-

lores RI: Bf 45 C = 0,48; Rf {tolueno-scetons 1:1) = C,%5.

6. TEI-~Cys(TRI)-det~Leu~-GLly-Clie

3,22 g de TRI-Cys(TRI)-0H, 1,97 g de H-kiet-Leu~
Gly~Qiie~hidrocloruro y 0,74 ¢¢ de trietilamina ée disuel~
ven en 32'00 de acetonitirilo y-se esgregen 1,54 g de dici-
clohexilcsruodiinids en trorme sblids. Is solucibn, 21 prin-
¢cipio e¢lara, de L2 gue se sepsrs diciclihexil&rea, se deje
10. reposer dursnte 16 horss o 20°, Después se entris & OD, se

sgregen 100 cc de sgus, se homogeniza y el precipitzdo blan-

G0 se separé por filtrscibn. Se lavs con agus, se sccs y deg

pués se frots durente 5 minutos @ 40° con 50 cc de éster

scético. La diciclohexillres Eggsiuﬁié“se sepsrs por fil-
15, tracibn o tempersturs smbiente y se lovs con 20 c¢c ce éster
acético, Del fiitrado se precipite el derivsdo tetrezpéptido

‘medisnte sdicibn de 300 cc de éter de petréleo como preci-

pitedo gelstinoso, se sepsrs por filtracibn y se secz.il

disolver y precipiter este producto en bruto de metsnol-
20, éster gcético-~éter de petrbdleo se obtiene un producto cro-
metograficemente unitario del p.f. 2150 sproximedanente.
Sobre gel de silice muestrs éste los siguientes valores
Rf: en el sistemo CHCla—metanol (87:3) Rf = 0,57; en n-bu-
tilacetsto Rf = 0,51,

25, 7+ B~Cys(TRI)-Met-Leu-Gly-Olie, scetsto

A uns svlucidn de 1,852 g de TRI-Cys(TRI)-Met~
Leu-Gly-OMe en 16 c¢c de fcido acético glacisl se gotesn

4 ¢¢ de 2gus de moners que el precipitedo formsdo se vuelvs
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8 disolvei de nuevo. La solucién clors se a2gite durante uns
hora s tempersturs ambiente y despuésrse mezcla o 0° con

12 cc de sgus, se filtro y el precipitade se lave con dcide
scético 3ir50 o trio. Bl filtrado se evopors en alto vscio
5 §O° hasts obtener un sceite, éste se frots con gguz ¥y s¢
liorilizs. Bl polvo blanco onbtenido se secs durante 15 ho-
rss sobre hidrbxido sédico en slto vecfo. En el cromatogra-
me de cops delgsde en gel de sflice demuestrs ser &l pro-

ducto unitsric. Bn toiueno~scetons (7:3) Rf = 0,28, en clo~

roformo~netanol (99:5) Ri = 0,48,

8., DFEC-Ser(tBu)~Thr(tRBuy)~Cys(TRI)~Met-Leu~Gly~Oile

2,284 g de DF-C-—Ser(tBu)-Thr(’cBu)~N‘H-—NH2 (vésse
el ejemplo 1, sub 13) en 15 cc de dimetilformemida se mes-
clan & -20° con 6,5 cc de #cido ¢lorhfdrico 1,55-N en ésfer
acético y 0,51 cc de t-butilnitrito y se sgite dursute 15
ninutos o ?100. Deépués de sgregsr 1,4 c¢¢ de trietilamine
se gotes 13 solucifn enfrisds o -10° de 1,406 g de H-~Cys(
TRI )~iet-Leu~-Gly~OMe~acetsto en 10 cc de dimetilformanmida.
Bl pH de ls solucibn de resceibn asciende-entonces ] }«,5,
Mediente sdicidn de 2 gotos de btrietileming en dimelilror-
momids (2,8 cc¢ de trietilemine completsds con dimetiliorma-
mids 2 10 ¢¢) se ajusts el pR 7 -~ 8. Desﬁués de 5, 10y
20 minutos se 3u§enta cals vez con 2 gobas de solucidn de
trietilomine el pH de nuevo 3 7 - 8, Despuds se mantiene
este velor constsnte..ls solucidn de resccibn se montiene
dursnte uns hora s ~-10° y dursnte lBZhoras 2 0°, Después se

sepsrs por Ifiltrscibdm del hidroclorure trietilsminice pre-
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cipitedo y el 1iltrsdo se evaporé ¢ 30° en alto vasio hos-
ta obtener un zceite. IFrontorde con agus se obtiene un pol-
voique se lsva con sgus y se liofilizs despuéds de froter
con a2gua. Después d¢ froter dos veces c¢on 10 oc de hence-
no-éter de petréleo (1:2) se obtiene el derivsdo nexspépii-
do en forms purz. En el crometogrems de caps delgads en gel

de sflice en tolueno-scetons (7:3) es el Rf = 0,42,

83, DPC-ser(tBu)-Thr(tRBu)-Cys(TRI)~0H

5.7 g de DPC—Ser(tBu)-—Thr(tBu)—NH—I\TH2 en 50 ce
de dimetilformsmids se mezelsm s -15° con 16,35 ac de fcido
clorhidrico 1,53-N en éster scético y 1,4 cc de t-butilni~

trito y se dejs reposer dursnte 15 minutos z -10°. Después

¢

de sgregsr 3,5 cc de trietilamins se gotes uné solucidn en
f#iede 8 -10° de 3,03 g de H~Cys(TRI)~0H y 1,4 cc de¢ tri-
etilemine en 40 cc de dimetilformamids y 16 cb de sgus, se
3gi£a durénte uns hors a -10° y se mantiene dursnte 15 ho-
ros o 0°, Is soluéién clers se evopors s40° en alto vacic,
el residuo se recoge en éster scético y asgus y lo fese or—
génica se lave con solucifn de sal comin ssturads en un 50
El aceite obtenido después de evepofar el disolvente se
disuelve en poco éster acético y se gobtes en 300 cc de
éter de petrbieo (sgitado s Oo)n El producto se precipits
como un polvo Ligersmente smerillento. En el cromstogrems
de csps delgads en gel de sflice en el sistems clorofcrmo-

metsnol (7:3) es el Rf = 0,62,

8b. H-Ser(tBu)-Thr(tBu)~Cys(TRI)-0H

909 mg de DPC~Ser(%Bu)-Thr(tBu)-Cis(TRI)-CH se
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disuelven en 10 c¢¢ de cioruro metilénico, se mezcls ceon 1o
ce de duido monocierovacético en sgue (de 75 g de decido

loreacético y 25 cc de spus se ggite 3 temperaturs s~
B g I

[»)

hiente dursnte 1o rinutes. Ls soluciln se enfris entovnces

g Oo, se mezclia con 50 ¢ de sgue y con smonieco concenbra-
do ge ajusﬁa un pH de 6,5, Be precipits 23l el producto

en formg de aceite, Este Se love oln dos veces con ague, des
puds se recoge en t-butenol ¥y se liofilizo. Frotendo el
liofilizzdo con éter de petiéleo se obtiene un producto
uniterio. Bn el cromatograme de ceps delgeds en gel de si-
lice en cloroformo~metanol (1:1) es el Rf = 0,40; en me-

tanol RI = 0,50.

9. H~Ser(+Bu)-Thr(tBu)-Cys(TEI)-et-Tou~GLy~Oa

2 g de DFC-Ser(tBu)~Thr(tBu)~Cys(TRI)-Met~Leu~
Gly~OMe se disuvelven 3 450 en 40 cc e 4cido scético glocisl
8l 80 % y 8 continuascidn se dejs reposar dursnte 1 hors o
450. Se concentrs e conbinuscibn en vscio » un volumen de
unos 10 cc y se liecfiliza. BI residuc se disuelve, pars ls
eliminscibn totsl del dcido acético, en 15 cc de terc.bu-
tenol y 1,5 cc de agus y nuevamente se liofiliza. Se obtie
ne un residuo pulverulento que se disuelve en 5 cc de mets-~
nol y 20 cc de éster scéuico y se vuelve g precipitsr me-
disnte adicidn de 150 cc de éter de petrbleo. Despuds de
dejsr repossr brevemente sz 0% se vuesve g Seperar por Iile
trecibn, se lavs con éter de petréleo y se seco. Se obtie-
ne un pelvo smorfo de} p.L. 180° gue. como Gnicss impurezss
contiene aln huellss de 2—(p-bifenilil)—propsnol(—Z). Tl

hexspéptido se empies en ests forms psrz su ulterior elo-
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berzeifn. Hste muesirs en el cromstogrsmo de cape del;

‘sobre gel de sflice los siguieates veleres Rf:
i

en cloroformo~zcetons (L1:1) Rf = 0,48
en cloroiormo-metanol {(9:1) Rf = Q,54%
en tolueno~scetono (1:1) ~ Rf = 0,49

10. H~Ser(tRu)~Thr (tBu)~Cys(TRI)~-Ket~Teu-Gly~0H

. 1,4 g de hexapéptido-metiléster de 9) se disuel-
ven g 450 en 16 c¢c de metsncl ol 90 %, se enfris s 20° (cen
lo gue el péptide se vuelve s precipiter psrcislmente) y se
mezcle con 4,32 co de lejis sbide 1-N. Ts suspensifn se agiw'
to dursnte 25 minutos s 22° (despuds de unos 15 minutes se
hs disuelto todo en forme clers) y entonces se precipits el
hexzpéptido mediante adiciéﬁ de 4,72 cc de %c¢cido ciorhidri-
co 1-K y 30 cc de sgus como precipitedo finamente coposo.
Se dejs repossr aln dursnte 15 minutes s Oog se filtrz, y
se lavs con sgus haste que el filtrsdo estd libre de iones
de cloruro. Después de secar sobre hidrbxido potésico y pent
6xido iosférico se nbtienen 1,3 g de producto en bruto que,
pers su liumpiezs, se homogenizs dursnte 5 minutos 2 80° con
ung mezcle de 25 cc de dimetilformemids y 60 cc de bencenc
y se precipits mediante odicibn de 120 cc de éter de petrd-
leo. Después de dejor reposer dursnte 10 minutos e 0O° ée se-~
pare por filtracibn, se lava con benceno y éter de petrdlec
¥y se secé, Ei derivedo hexapéptido asi obbtenido, cromatogre-—
ficamente puro, muesirs un punto de descomposicitdn de uncs
210°% y éh muchos disoiventes es de dificil solubilided. En

lo cromstogreffs de cops delgads sobre gel de silice es

Rf 45 = 0,39
Rf 52 = 0,77
Rf 100 = 0,47.
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11, BOC~Cys{TRI)~Gly-isn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)~Cys(TRI)~

Met~Leu-Gly-Ol

1,04 g de BOC-Cys(IRI)-Gly-Asn-Teu-NH-Nil, se di-
suelven en 8 cc de dimetilformsmids sbsoluts, se eniris 3
~25P y o esto se gotesn lentsmente 0,92 cc de Scido clor-
hidrico 3,6-N en dioxsno, después 0,179 cc de terc.butilni-
trito. #sts mezols se ggits durente 15 minutos o -10° y se
eniris o -15° y con une pipetaﬁse introduce en une solucidn
enirisds & ~15° de 878 mg de.H—Ser(tBu)wThr(tBu)-Cys(TRI)—
Mev~-Leu~-Gly-Cll y 0,588 c¢c¢ de trietilomine en 12 gc¢ de di-
metilformomids absolata. Se agits durante unos 10 minubos
a -10° ¥ durente 3 hores a OO. Psrs msntener uns resccidn
debilmente bssice (pH eproximesdsomente de 8) se saregsn
8l principio adn doé veces, cads ung 0,065 ¢¢ de trietilomi--
na. Lo mezcles se dejo repossr dursnte 15 horss s 0° Yy des-
pués se concentrs por eveporscibn en alto vascfo hssts cbte-r
ner uns consistencis en forms de pulps. Después de syregsr
50 cc de metsnol se precipits el derivodo decapéptido. Le
suspensibn se coiients dursnte 5 minutos o 400, se dejoa re-
posar durente 10 minutos o lOD, se separs por filtrecidn
y el precipitedo se lovs con 20 cc¢ & metsnol., Al seczr en
alto vscio sebre hidrbéxido potdsico y pentbxido de fisfore
se obtiene el derivasdo decapéptide del punto de descompo-
sicibn .inexscto en unos 820—2500. Este mgestra en el ¢ro-
mstogreme de cape delposds sobre gel de sflice los siguientes
valores Rf: '

en el sistems clorofermo - metsnol (8:2) Rf = 0,28

en el sisteme 70 RE 55

it
o
\J
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N
.en ¢l sistems 10% Rf = 0,75
en-el sistems 121 4 Rf = 0,59.

) . n e ™ v
1z. BOCwCys—Gly~Asn~Ieu—ber(tBu)-Thr(thu)—Cys~Met«Ieu-

Gly-08

1,7 g de BOC-Cys (TRI)~Gly-Asn-Leu~Ser(tBu)-Thr(t
Bu)-Cys(TRI)—Met»LeuuGly—OH selaisuelven en 170 ¢e¢ de dipe~
tilformsmids ceiiente y despuds de enfrisr s tempersturs
aublente se gotes, en el trsnscurso de 1 hora, 3 une solu~
cibn intenssmente s2gitsds de 2,5 g de yodo en 500 cc de me-
tennl. 5 continuscidn se agits sln dursnte otrs hors y se
descoloﬁa entonces 1ls solucidn entrisde a 0° gasi totalunen-
tg éon tiosulisto sbédico 1-W. Despuds de concentrsr ls
soiucibn por evsporsciin en vecio, finslmente en albc vacic
8 400, 8 unos 100 cc de precipile totslmente con éter, soli-
dificsndo rdpidsmente el sceite precipitado. Después de se-
parsr la.SOLucién etérice se secs. el residuo brevemente en
vecio ¥ después se frote con sgus. El derivado decspéntido
precipitado se filtra'en vecio, se lava con agus y se sesa..
Pars su limpiezs se disuelve en 25 cc de cloroformo, se
sepzre por filtrscidn del poco materisl insoluble, el ril-
tredo se concentrs por evaporscibn aproximsdsmente & ls mi-
tsd y se precipitas con hexsno. Se obtiene el derivsdo decsg-
péptido puro qﬁe, en el cromstograme de caps delgads sobre

gel de sflice, muestrs el Rf 100 = 0,48.

13. Z-Asp(OtBu)—Phe~GCH5

30,3 g de Z-hsp(0tBu)~OHP y 18,3 g de H-Phe-CCH,,

s
HCl se disuelven juntos en 150 ¢¢ de dimetilformsmide Yy se
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gotes » 1ls solucidn clars de 11,8 cc de trietiloming.
Lo suspensibn rormeds Se agits durante 20 horss o tempers-

turs smbiente cen lo yue se tifie smoerillo intenso. A con-

Lo
w

tinugcibn se concentra, por eveporscibn en vaclo, o ung
100 c¢ y en un litro de éster scético/cloroformo (4:1) se
spits tres veces con dcido citrico.ol 5 %, 19 veces con
caroonato s56dico sproximodamente 2-N y con solucibn de so
conln satuteds haste que ls rceccitn ses neubra. Bl proeduc—
to en bruto, un aceite smerillo, se trosts en éter con csr-
bbén sctive y después de inyectsr se cristalizs en 6450 cc

de éter/nexsno (1l:1) en is nevers. Be formen cristales inco-
loros en forme de agujos del p.f. 74,5 - 76, 5 in el cro-
metogrsms de copo desgode en gel de sflice es el valor Rf
en el sistems ciroroformo-medtanol (95:5) = 0,74, eﬁ clorp-

formo~zcetons (75:<5) = 0,65,

14, H~Asp(t3u)~Phe;00H5

48,6 g de Z--Asp(OtBu)--Phe—OCH3 se descerhobenzo-
xilizen en 700 cc de metanol, después de agregar 53,5_00
de fcido clorhidrico 5~N en dioxsno y 5 g de cotslizador
de palsdlo svbre carbén a2l 10 %, en el matrdz de sgitocidn
8 tempersturs smbiente. Terminsds ls recepcibn de hidré-
genc se filtrs y se evepors., Se ohtienen 38,7 g de uns es-
pums blsnce. En el cromstograme de‘cape delgada en gpel de
sflice en clororormo-metano (9:1) es el Rf = 0,60; en clo~
£0f OTMmO-5C et ona (1:1)'es el Rf = O, 58 Rf 102E = C,42. Rl
producto se empieé sin ulterior Limpieza pera ls siguienie

condensscibdn.
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s %

38,6 g del H—Asp(OtBu)~Phe—OCH55HCl obtenido se

1]

diéuelven con 4<,0 g de Z2-GIn-ONP en 170 ¢¢ de dimetilfor-
mamids & uns so.iucibn clsrs, ligersmente smsrills ¥, bzdo
agiéacién se mezcly lentsmente con 13,9 cc de trietilsminag.
Se forms uha suspensiin naranj# que se splts durente =4 Lo~
rzs g ung tempersturs del maﬁohde 30-35°. Duronte este tism-
po se agreggn otres 40 cc de dimetilformemids y ademds
1,39 cc ée trietilemins.

Pgrs 1o elaboracién se disuelve el prepsrado en
4 litros de cloroformo y en un sistems de sperstos de distr}
bucibn en contrs-corriente de 20 escalones (volumen de fases
fase infericr 400 cc, fase'superior 200 ¢¢ por reciplente)
se lsvs consecutivemente con 1 litro de solucibn 81 5 % de
§cido citrico, 400 cc de solucibn ssbursds de sal condta,
6 litros de sosz 2N y 2,8 litros'de solucidn saturads de
g8l comdn. Después de secsr y evaporsr cristelizs el deri-
vado tripéptido en 1,8 litros de etenol lentsmente en 1z ne-
vers. Se obtiene el Z-Gln~-Asp(0tBu)~Phe-0CH, del p.f. 1

188°,

>

En el crometogrems de casps delgeds scbre gel de
sflice se obtienen los siguientes volores Rf:

en cloroformo~metanol (9:1) Rf

= 0,39;
en cloroformo-acetonz (1:1) Rf = 0,24;
en el sistems 1028 ' " Rf = 0,69;
en el ‘sistems 89 - Rf = 0,46;
en el sistems 434 "Rf = 0,65

4&&]§O= -28° 1% (¢ = 1,3 % en dimetilformsmids).
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16. I-I--Gln—Asp(OtBu)--Phe—CCH5

7.55 g de Z—-Gln—-Asp(OtBu)—Phe—OCH5 sé disuelven
en 400 cc de metonol, se mezcls con 4,1 c¢c de Scido clore
hidrico 3-N en dioxsno y'en presencis de 2 g de corhin
de pgledio (10 % de Pd) mé hidrogena. Después. de seporar el
catolizodor por filtrecidn en vacio y evaporar se obtiene
el HmG;nuAsp(OtBu)-Phe»OCHz,HCi ¢OILC espums incolora. En
el.cramatogrsma de caps delpads sobre gel de silice se oh-
tienen los siguientes volores Rf: en cloroformo-metanol
(9:1) Rf = 0,1%; en ciorotormo-scetons (25:75) Rf = 0,14;

en el sistems 102 E Rf = 0,22,

17. Z-—-Thr(’cBu)—Gln-Asp(OtBu)—Phe-OCH5

‘Tods 1o centidsd del hidrocloruro de 16) se di-
suelve junto con 7.4 g de Z-Thr(tBu)-0SU en 14 cc de dinme-
tilformomide o temperaturs ombiente y o ests solucién se
gotesn, boajo enfrismiento en el bafio de hielo, 1,72 cc de
trietilomine. 4 continuscibn se sgits lo suspensidn msrre-
néces dursnte 20 horss s tempersturs smbiente. Después de
ls elsboracibn ususl en mucho éster acético (cods vez la-
vando tres veces con 4cido citrico el 5 % Yy cexrbonsto sb~
dico aproximedemente <-Hy lavsado neutro ¢on solucidén satu- {
rade de szl comin, secado sobre sulfsto sbédico y evapors-—

— B
cibn en vacio 3 30-40°) se trats el producto en bruto en
etanol con carbbn activo y se cristslizs en 90 cc de eto-
nol en ls nevers. P.ft 155—1610. ] '

En el cromstograme de csps delgads en gel de si-

lice se obtuvieron los siguientes vslores Ef:
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en cloroformo-metanol (9:1) Rf = 0,52;
enxciclohexano—acetona (3:7) RL = 0,48
en:el sistems 89 . Rf = 0,48
en el sistems leli Rf = 0,76

/E@7§O= -4° 10’50 (¢ = 2,3 % en dimetilformemids ),

18. H-Thr(tBuj«Gln»Asp(OtBu)uPhe—OCH§

L78 mg de Z—'.L’hr('bBu)-Gln«Asp(OtBu)~Phe—OGH3 se
hidrogensn en i5C cc de wetznol con 10C mg de carbln de pa~
ladio (81 10 %) s temperstwrs smbiente y neutro. Se obtie-
nen 395 mg de uns espums incolors de H~Thr(tBu)-Gln-isp(0t~
Bu)wPhe-OCHa, que, sin ulterior limpieszs, se emple? paras la
slguiente convensegcibn. ‘

En el cromastograme de csps delgeds sobre gel &

]

sflice se obtienen los siguientes vslores Rf:

en c¢lorofermo-metanol (1 : 1) Rf = 0,75¢
en cloroforuosmetonol (9:1) Rf = 0,17;
en gscetons ' Rf = 0,18;
en el sistems 10ZE Rf = 0,23,
en el sistema 89 RT = 0,12,

19.,z~myr(t3u)-an(tBu)uG1n~Asp(OtBu)~Pne-OCH5

687 mg de Z-Tyr(tBu)-OH-ssl diciclohexilsmdnica

- se ggiten en cloroformo con 4cido citrico scuoso y el dcide

libre obtenido, un aceite cloro, se mezcla en 6,5 cc de
tetrahidrofursno con 0,139 cc de N-metilmorfolina.
4 =22° se agregan 0,170 cc de cloroformisto de isobutile

y se agite dursnte media hore g -22 haste ~10°, Después se
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otuz el sistems H-Thr(tBu)weln—ﬁsp(OtBu}£he~OCH5 arribar

deserito, disuelto en 15 ¢c de tetrahidrofuraho ¥ enfrisdo

prevismente, y se enjusps conr5 ¢¢ del mispo disolvente.
Despuds de 1/2 horo 3 -10° se spite 20n durmznte 15 horss

5 5 temperaturs ombiente. Después se congentrs por evsporsciir
en voclo y se elabors en éster scético en la forms usual
(vésse 17). Bl producto en brubto se disuelve en 15 cc de
éster acét;co, se precipita con 40 cec de éter y s continuo-
cibn se cristslizs en ls nevers con metsnol, Se obbtienen

10, sgujes cortes, gruesss, que 3l secar en 3lto vscio s 500
ge descomponen. P.f. 169-1730.

En el cromstogroms de coaps delgade sobre gel de

sflice se obtienen los siguientes vgzlores Rf:

en cloroformo-metanol (9:1) Rf = 0,46,
15. en cloroformo-metsnol (1:1) Rf = 0,95;
en cloroformg-acetona (1:1) Rf = 0,44,
en el sistems 89 ) Rf = 0,61;
en scetons ' Rf = 0,68;
en el sisteﬁa 1028 Rf = 0,73
50. [5$7%l= -54° %0,5° (¢ = 2,0 % en dimetilformomids ).

20. H«Tyr(tBu)—-Thr(tBu)-—Gln-—Asp(OtBu)»-Phe—OCH3

2,36 g de Z-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Asp(0tBu)-FPhe~

OCH5 se hidrogensn en 450 ¢c de metsnol con 500 mg de cor-
bén de psledio 21 10 % en la forms ususl o tempersturs am—
25, biente. Be obtiene ane espums incoiors gue seglin el cromato-
grems de cops delgods es unitsris y tomo tal se sigue emple-
sndo. En el cromstograms de caps delgads sobre gel de si-

lice se obtienen los siguientes vaiores Rf:
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en c¢loroformo-metznol (95:5) Rf = 0,22;

en, el sistems 89 Rf = 0,42,

21, Z-Thr{tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)=-Gln-42p{0tBu)-Phe-0CH

N

El-producto de 20 se disuelve junto con 1,48 g
de Z~Thr(tBu)-0SU en 3 cc de dimetilformsmids y se sgits
duraﬁte 21 hdfas 2 temperaturs smbiente. Después de diluir
lo solucibn de reasccibn con mucho éster acético se eisbors
en ls forms usuzl (vésse 17). E1 producto em brute se di-
suelve en caliente en 30 gc de éster scético-metsnol (9:1)
¥y dgspués de enfrisr en er bafio de hielo se precipits con
80 cc de éter. Se obtiene el producto como polve incolcro,
omorfo, del p.f. 146-148°, En el crometogrems de caps del-

gads sobre gel de sf{lice se obtienen los siguientes vslo—

res RI:

en clorolormo-metanol (9:1) Rf = 0,55;
en 6Lorof 0rmo-acet one (1:1) Rf = 0,60;
en el sistems 89 ﬁf = 0,43

153731 = 46 £ O,bp (¢ = 2,0 en dimetilformonmids).

22 Z~Thr(tBu)—Tyr(tBu)~”nr(tBu)—Gln—ﬁsp(OtBu)~Phe-NHwRH;

1,91 g de Z~Thr(tBu)-Tyr(tBa)-Thr (tBu)~Cln-
Asp(O‘cBu)—Phe—OCH3 se disuelven en 80 c¢oc de metonol y se
mezcle con Srcc'de hidrsto de hidraszins. Después de dejor
reposar dursnte =< horss z tempers turs smbiente se zislia el
producto precipitado J se secs en 5150 vacio 3 60°. Se ob-
tiene ls hidrszids microcristsline del p.f. 229~2290 {des—-
composicibn).

En el gromstogrsme de cops delgsds sobre el de



G
O

15'

254

silice se obtienen los sipguientes valores RE:
en clovoformo-metonol (9:i) Rf = 0,32,
en clclohexsno-zcebons (%:7) R = 0,23

0,34.

i

en el sistems 89 Rf

Zaiﬂgo= 8% 1% (¢ o 1,0 en dimetilformomida).

23. Z=3gn=-Iys(BOC)~Phe--His~-0OMe

5,4 g de HfLyS(BOC)—Phe—His-OHe (véose el ejemplc
1) y 4,5 g de Z-Asn~ONP se spiton en 20 cc de dimetiltorma—
mids dursnte 20nhorss s tempersturs smbiente. Despuds de
sgregsr éster scébico se precipite el derivado del péptide,
se g&poro por filtrscibn y se lavs con éter. Después Gz ree
crisﬁslizar en metanol funde elrproducto 3 182~1839.

En el cropetograme de cops delgode es el RflOO =
0,57 (en gel de silice). 13£7g0= -28°% (¢ = 1 en dimetii-

formamids ).

24, Z--.ﬂ.sn-«L:,'s(BOC‘—Phe--HianH—NH2

3,97 g de Z~Asn-Lys{BOC)~Phe-His-OMe se disusl-
ven en 8 cc de dimetilformsnids csliente y 12 cc de metsnol.
4 1o solucibn stn caliente s 30° se agregan 2,5 cc de hidra-
to de hidrazins y se dejo reposar dursnte 20 horss s tem-
persturs smbiente. Después de sgregsr agus se precipits el
hidrezide del péptido, se sepsra por filtrsciln y con spus
se lsvs hasts estsr libre de hidrszina. ﬁi producto sole-
cristslize en etsnol; p.f. 200 - 201°, En el cromatograns

de csps delgads sobre;gel de sflice ?s el Rf43C = 0,5,

25. H-Phe-Pro-0OH

4~-Fhe~Fro~0H se transforms por reduccidn catsliti-
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ca (corbén PA) en metsncl-sgus (4:1) en el Gipéptido lihre.
Este se obtiene, después de concentrar por evaporscifn ls
soxucibn de hidrogenscibn libersds del catsiizzdor, e un
pequefio volumen medisnte zdicibén de scetons, en forms oris-
tsiins ¥ e3v0 momo monohidreto del dipéptido del p.f. 12y -~

128.

26, Z~Thr(tBu)~Fhe~Pro-0OH

20,2 g de Z~Thr(tBu)-03U, 13,3 g de H-Phe-Pro-0i

- (monohidrsto) y 6,9 cc de trietilsming se disuelven en &0

¢c de dimetilformemids, se dejs repossr dursnte ls noche

o unos 20° y después se concentrs en aléo vacfo hosts for-
mor un? mesa pegajoss. Ests se disuelve en 500 cc.de éster
2cético y se lavs conco veces, cads uns con 100 cc de solu-
cifn 8l 5 % de #cido tértrico y s continuscibn con szgue hss-
te ester neutro. Is fsse orgdnics se concentrs por evapors-
¢ibn hests séquedsd ¥ lo espums residusl s6lids se pulve-
riza y se seca en glto vecio s 400, Disolviende y preci-
potento dos veces en éster acético-éter de petrbleo se ob-
tienen 13,5 g de derivsdo del tripéptido smorfo, cromsto-
graficeomente puro con uns zons de fusibn inexscts en unos
75—8505 En el cromstograms de caps delgsds sobre gel de si~

lice es el Rfllb = 0,68; Rfyoqy = 0,57

27. Z-Thr{iBu)-Als-Ile-Cly-Cle

1,26 g de H~Ala~-Ile-Gly~OMe (vésse el ejempic 1)
y 2,5 g de Z~Thr(tBu)=-03U se agitsn en 3 cc¢ de dimetilfpr-
momides durante 20 horas s tempersturs smbiente. El derivsido

del tetrspéptido se precipits con éter, se sepsrs por fil-
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ciln y se lave con éter. Después de recristslizsr en otencl
. o L7 n0 9! - ,

es el p.i. = 2289-220". /[« % ~43% (g = 1 en metanol),

Rf = 0,55 en el sistems cloroformo-metanol (95:5) sobre

gel de silice.

28, H-Thr(tBu)~Ales~Tle~Gly-Qile

| 5,60 g del compuesto csrbobenzoxi de arribs se
disnelven en 4607cc de metsnol coliente y en presencis de

1 5 de carbdén de poladio (10 % de P&) de hidrogens. Después
de separsr el c¢stzlizedor por filtracibn se evapors el me-
tonol en vecio o 40°. Bl residuo s6lido se sigue elsboranuo
inmedistomente, Rf = O,< en el sistems cloroformo~metanol

(95:5) en gel de sflice)

29. E-Thr(tBu)-ila~Ile~Gly~0H

4,3 g del éster metilico del tetropéptido se di-
suelven en 45 cc de metsanol basjo débil coalentamiento. Des-
pués de enrriasr o 20° se suregon 12 cc de lejfls sbdics 1-H.
Después de 5 minutos se agregsn 20 cc¢ de sgus y después de
obres 10 minutos 12 ¢¢ de dcido clorhidrico 1-N y 20 c¢e de
metanol) Bl precipitsdo cristelinoc se sepsrs por filtrscidn

y se lavs con etanol sl 90 %. Funde » poartir de 240° bajo

descomposicibn., RflOO = 0,15 en gel de siiice.

302, Z2-Gin-Thr(tBu)-Ale-Ile~-Gly~CH

Bl deriﬁado del tetrapéptiﬂo (442 g) deserito bo-
jo 29) se suspende en 110 cc de dimetilformemids sl GO %, se
mezclo con 1,4 cc de trietilsming y se calients » 70° hests

que se hoays disuelto la cantidsd princéipsl. Después de en-

frisr s 25° se ayrepgon 4,8 g de Z-Gln~-0NP, se agits dursnte
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18 horss @ tempersturs gmbliente, se gpgreys
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Z—éln—OkP y 0,7 ¢c de trietilemins y se szite aln dursnte
20 ﬁoras a 500. Bl producto precipitsdo se sepsrs por Lil-
traoién,-Ls lejle medrez se mezcls con éter y el producteo
precipitado 5 asimisno sislado. Ambss fracciones se suspez;
den juntess en .60 cc de t-bubtsnol, después de grregar jcido
clornfdrico 2-N hosts un pH 2 se frote bién y despuds se
precipite ssregsndo en porcicnes un totsl de G600 cc de snus.
El producto se sepsrs por centrifugscifn, se leve 20n dos

veces, c¢ads uns con «00 cc de sgua, y se liofilize. Be pua-~
]

jo descomposicibn. El producto contiene 5 Mol de aguz. IEn

‘el cromatograme de csps delgeds sobre gel de sfiice es el

30b. Z~Gln-Thr(t3u)-hla-Ile~Gly~OMe

<t

[w)

[}

@
{

4,6 g del H-Tor(tBu)=-41la-Ile~Gly~OMe descrl
jo 28) en 30 cc de dimetilformami&a sé mezclan con 3,5 g dsz
Z~Gln-OKP y se agites @ teupereturs smbiente hasts que lg
mezcls solidifique. Después de dejsr reposer durante ia no-
che se diluye cun éter, el precipitsdo se sepsrs por fil-
tracifn y con éter se lsvs hssts ester libre de nitrofencl.
El pentspéptido protegido muestrs en el crometograms de
cepa delgada sob%e gel de sfilice el BRf = 0,14 en el siste~

me cloroformo-metanol (S85:5). P.f.: 250°

31s. H~Gln=-Thr{tBu)-Alse-Ile-Gly~0H, HC1

3,7 g de Z2-Gln-Thr(tBu)-~4ls~-Ile~Gly~OH se suspen-

den en.:150 cc de metsnol 31 80 % ¥ 5,5 cc de %cido ciorni-
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drico l-ll y se hidrogens en presencis de 2 g de corpbn de
peledio (8l 10 %), hests que ls sustsncis se hays disuelte

y no se observe ninglng recepcién més de hidrégeno. Después

de separsr es cotolizsdor por filtrescitn se concentrs fuer~

temente el filtrsdo por evaporscibn en veclo, se diluye con
t-butenol y se liofilize. En el cromsiogrsms sobre gei de

sflice es el RflOl = 0,48,

31b. H-Gln-Thr(tBu)-4is~-Ile-GLy-CMe, HCL

4.4 g del derivado pentépéptido descrito bajo
30b) se suspenden en 800 c¢ de metsnol 21 80 % y se celien—:
tes durente aizln tiempo s 507, I suspensifn se enfris o
temperatgra subiente, se mescle con 20,8 cc de dcido cilor-
hidrico y 3 g de carbbn de psloadio (el 10 %) y se hidroge-
ns hests yue hsys terminedo lo recepcidn de hidrbgeno y el
producto de portids se hays disuelto. Después deAseparar el
cotolizpdor por iistrscibn se evspors elrfiitrééo en veclo
o 40° y el residuo se deshidrats evaporando dos veces con
dimetiliormsmids en alto vecfo. El fesiduo se emples sin
ulterior limpieza. Rfy50 = 0433 en el cromstogrsus de capa

delgzds en gel de siiice.

32, 7-Thr(tBu)-Fhe-Pro-Gln-Thr (tBu)=Alo~TIle-Gly-Ole

12,0 g del hidrocloruro del pen}apéptido~metilés—_
ter descrito bajo 31b) se disuelven en 80 cc de dimetilfor-
memids, Consecutivemente se ogregon, bsjo sgiteciltn y o
temperaturs smbiente 13,3 g de Z-Thr{tBu)-Phe-Pro-OH y

5,75 g de N-hidroxisuccinimida, después, @ 0° 2;76 cc de
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4o acético 81l 80 % y 13 soiucibn se hidrogens en presencis

trietilemine y 6,2 g de diciclohexilcarbodiinida.
0 - : .

& O heste gue 1o wezcls se cupese, despuls se dsjs repossr

por evaporscifn 2 unes 50 cc se precipits el products con

300 ¢c de éter. EL msterisl sisledo se lsvs con dcide ci-

trico 0,0%-m y sgus y se secs en alto vacio s 40°, se Lim~

pie medisnte recristslizescidn en 1 1itro de isopropsnol.
Se obtienen 18,2 g del derivsdo de octepéptido protegido.
Rf 89 = 0,27 en el cromstogrsms de cops delgadas sobre pgel

de sfilice,

3%, Z-Thr(4Bu)-Fhe-Pro-Gln-Thr (tBu)=Alsp-T1e-Gly~OH

10,9 g del octapéptidowmetiléster descrito najo
32) se disuelven en 190 coc de metonol sl 90 % baje celents-—
miento @ 70°, Después de enfrisr s tempersturs smbisnte se
ggregan 50 cc de lejie sbdice 1-N y 10 minubos més terde

160 cc Ge sgue en pequefiss porciones. Se Filtre pera scls-

rer y del fiitrsdo se precipits el producto vertiendo en

600 c¢c de #cido clorhidrico 0,05-N enfrisdo con hiels. Tl
precipitado se sepsrs por filtrecidn y se lavs neutro con
ggud. El preducto, unitsrio en el cromstogrsms de ¢apas Gel-
gede sobre gel de sflice (Rf 100 = 0,45) se puede rTecrise—

talizer en metonol-sgus.

34, B-Thr(tBu)-Fhe-Pro-Gln-Thr(tBu)~4ls-Ile-Gly-OH

5,6 g del Z-Thr(tBu)-Fhe~Fro-Glo-Thr{tBu)-ilo~-

‘Ile-Gly-CH obtenido bsjo 3%) se digsuelven en 100 cc de &ci-

de 0,5 g de carbbn de polsdio (1C % de Pd). Terminsde 15 re-
32 B P
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cepcifn de hidrdgeno se sepsre por filtrocibn en vacio del
catelizpdor y lu solucibn se evepors hests sequeCed. L2
ssl Scido scébide del Gerivedo octopéptide obtenids como
escerchille incolors se secy en alto vecio. En el ¢romsio-

grome de caps delgada en gel de silice es el Rf 100 = O,el.

%5, Zw-hsn-Lys(BOC)-Fhe-His-Thr(tBu)~Fhe~Pro-Gln~Thr jtBy -

Ale-Tle~-Gly-Cil

11,¢b g de Z-Asn-Lys(BOC)~Phe-His-hidrezids, di-
sueltos en 65 cc de dimetilformsmida, se mezclan @ -20°
hesta —250 en el plszo de 2 minutos con 8,4 cs de dcido
giorhidrico 4,2~N en dioxgno. 3 continuscildn se agregen &
—l5° hasts -20° 2,1 cc de terc.butilnitrito y se dejs re-~

possr dursnte 15 minutos s —150. Después de enfrisr o ="

*l

se sgregen 4,8 cc de trietiloming, después ums solucibn de
9,0 g del producto descrito bajo 34) en 210 c¢ de dimetil-
formzmide 51"90%. Enfriando fuertemente senwztiené ung
tempersturs interior de —150. En el trsnscursoe de un?
hors se calients s 0% monteniéndose el pH en 7-8 agregsnno
ocssionélmente trietilomine. En totel se sgregen aGn 2,5 6C
de trietilamins. Después de sgitsr dursntz ls noche @ o°
se vierte en 3 litros de éter, el precipitado coposc se
separs por filtrscibn y se lave dos veces con éter y uns
vez con sgus. El-producto en bruto se disuelve en 500 cec de
.

metsnol csliente y se vuelve 8 precipiter vertiendo en 1,5

litros de %cldo scético sl 1 %. ELl producto seporado por

s - i

de gel de sfiiice).
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6. H-Asn-Lys(BOC)-Fhe-His-Thr($Bu)~Phe~Fro-Gln-Thr{ LBU -

5la-T1le-Gly~0R

1,7 g del dodecepéptido protegzide de srribs se
disuelveq en LO0 cc de dcido acftico #1 80 % y en presen-
cia de 0,5 g de corbdn de psledio (10 % Pd) se hidrogens
en ls forms ususl. Después de sepsrsr del catslizsdor por
filtracidn se cuncentra fuertemeate por evgporscibn zn al~
to veefo & 30° ¥y el residuo se liofilizs con terc.butanol
El producto obtenide en rendimiento cusntitstivo, unitsrio
en el gromatoprsms de caps deigeds (Rf 100 = 0,1 sobre gel

de sflice) se sigue eisborsndo inmedietomente.

37. 2~Thr{tBu)-Tyr($Bu)~Thr(tBu)=Gln-4sp(05Bu)-Phe-isn-

Tys (BOC )- lhe~H1S-Thﬂ(tBu)=Ph°—Pr0«GlnwmnrftLa)~ﬁ g~

Ile~Gly-OH

1,75 g del derivado de péptido descrito bejo 22)

Tt

se disuelven-s 50 Len lO c¢c de dimevilformemids, Despué

n

de enfrisr s -20° se gotesn 0,9 cc de d¢ido elorhidric

<

4,2-N en dioxesno. Entonces se agregsn s _159 0,22 cg de

terc.bubilnitrito y se dejs resccioner dursnte 15 minutos
2] —150. Se vuelive @ enfrisr entonces de nuevo 8 ~BQ° ¥y

se gotean 0,55 cc de trietilsmine y despuds uns solucidn
de 1,6 g del derivsdo de péptido descrito bsjo 36) en 40 ce
de dimetilrormemids a8l 90 %. Se zuments ls temperzhturs en
el plszo de 1 hors @ 0° manteniéndose el pH en /-8 sgre-
gendo en porciucnes trietilanina. En totsl se sgregsn 0,25
¢c de trietilsmine. Después de egitar durénﬁe ctras 15 ho~

rss o 0° se precipits el producto vertiendo en-étexr, el pre-

cipitodo se sepsrs por filtrsciln y se lsve con éter y ague.

124
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Pers limpisr se disueive y precipits uns vez en dimetll-
formsmids-&ster scético y una vez en dimetilformsmido-fci-
do clorhfdrico 0,02-H. Bl materisl puro muestrs en el
cromstogreme de ca.o Gelgsde sobre gel de sllice el Rf 100

= Oﬁj'!‘oo

38. Zwﬁla»EmO~NHa

2,28 g de H-Pro-Ni, ¥ 7,57 g de Z-Als-ONP se
disuslven en 20 cc de dimetilformsmids y la solucifn ams~
rills se dejo reposarx dursnte 18 horss s tempersturs s~
biente. Después se evapors en aito vacio hosto sequedsd, ol
residuo se mezcls con éter y el polvo que se formwa se fro-
to intenssmente. Después de sepsrar por filtrecibn en vaslc
¥y secar se obtlenen 5,5 g de Z-A13~PID~NH2 del p.f. 187,55 -~
168,5°, [ba750= ~74% (¢ = 1 en metonol).

39, Z~Gly—ﬁls»£To—NHa

27,1 g del derivedo del dipéptido de airivs se
disuelven en 425 cc de etanol y despgés de sgregor 8% cc
de jc¢ido crorhfdrico scuoso 1,0-N se hidrogens en presen~
¢is de 4,25 g dé carbén de psladioc (10 % de P3)., Termina-
ds lo hidrogensqién se evapora lo solucgibn en vacfo o uns
tempersturs del boilo de 40—500. Bl residuo se disuelve o
40° en 40 cc de gimétilrormamida y la solﬁcién se enfris
s 20°, Después se sgregsn 9,1 g de Z-Gly~ONP y después de
disolver se gotesn beajo Sgitaciﬁn,ren el plezo de 45 minu-
tos, 11,2 cc de trietilemine sbsoluts. Después se spite

i
durente 20 horss s tempersturs smbiente. La suspensiln se
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evapors z 40° ¥ 0,01 Torr y el residuc se repsrie enire

600 cc de agua y 300 cc de éter. Lz cepo scuosabe exhree
d0§ vecés9 ceas uns con 300 cc de &ter y ls cspa etérice
dos veces, ¢a3ds uns con 300 ce de wvgus. Las fracciones

sCU0SES Se eveporsn conjuntsmente en vacio @ 405900 ¥ ayre~

gendo variss veces cloroformo y eveporendo se libzre del

agus. El residuc bicn secado se recoge @ 40—500 en 500 cc

de éster scético, el hidroclorure de 15 trietilsmins insol

bt

i
ble se sepsrs por filtracidn y el filtrsdo se mezcls & 5Q-
40° con 10 cc de éter, con lo que se presents ls cristsii-~
zaelbén. Después de repossr dursnte un2s 20 horss s +5° hes-
to +10° se sislan los cristales, se lsvs y se secs. P.l.
105—10609 Bl producto contiene un 3 % de hidrociorure de
trietilsmine. Este se puede segulr rezccionsndo en ests fox-
me. Psrs le lLimpiezs se disuedlven 5,0.g del cristalizsdo
en bruto &e srribs en 10 ¢c de sgue y después de sgreger
20 c¢ de cloruro metilénico se mezcls con 15 c¢c de solu-
cifn sstursds de carbonsto potdsico. Le caps orgdnics se
separe, sé extrge con iO cc de salucidn saturadé de csr-
bonato potésico, ls caps scuosg se extrse con 15 cc de clo-
ruro metilénico. Iss soluciones cgloruro metilénicss reunis
dss se secen con sulfsto sbdico snhidro y se evepors. El
residuc se cristalizs en 50 cc de éster ocético. Se obiie-
nen 4,4 g de derivedo tripéptido del p.f. 109-112°%. Des-
phés de cristalizsr en scetons-metenol-éter (L0:4:6) se
obtienen cristsles del p.f. 44,5 - 145,5° (polimorfis
cristeiine). L}Q?;Oé -93% (¢ = 1,0 en metencl).

En ls cromstograris de caps delgads sobre gel de

sfiice en clororormo + metsnol (8:2) es el Rf = 0,38.
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40, H«Gly—élw-?ro»NHa

18,8 g del derivedo de tripéptido-saids en bruto
obtenido_bajo 39) se disuelven en 400 éc de dimetiliormgi~
ds y se hidrogens en presencis de 1,0 g de qarbén de pslo-
dio (10 % de Pd). Terminsds ro hidrogenscidn se filtrs y is
solucibn, después de desgssificsr brevemente, se caples en

ls etsps siguiente.

41, Z~V51—Gly~Ala-Pro—NH2

4 18 soluciln del tripéptido-emids obtenide bajo
40) se le sgregsn 0,1 g de Z—Valnp-nitrofeniléster ¥y le
mezcls se deja repossr dursnte 18 horss s tempersturs an-
biente. Después se evapors s 5O~6O0 y 0,01 Torr hasts se-
gueded, el residuo sé frots con 300 cc de éter y seo filtrs.
El residuorde filtrecitn se secs y en 210 c¢c de etsnol gbh-
soluto se aglts dursnte 15 minutos 8 70—800, se enfriz o
o° y se filtrs. Bl residuo se cristslizs en uns mezcls de
170 cc de tetrshidroiursno sbsoluto, 25 cc de agus y lLC
cc de éter. P.f. =¢o9-a11°. Vslor Rf sobre piacaes de gel

de silice = 0,4z en cioroformo-metanol (8:2).

42, H-Vel-Gly-Ale-Pro-NH,

1,1 g de 2-Veli-Gly~Ala-Tro-NH, se disueiven en
50 cc de metanol al 80 % y leo solucién sélhidrogena en pre-
sencis de 0,% g de carpdn de palsedio (10 % de Pd). Termi~
nada la recepcidn de ﬁidrégeno se se?ara el cstﬁlizadai por
filtracibn en vocio, la solucibn se évapora y el residvo
se secs en 9.L0 vacio ¥ une tempersturs del bafic de 350.

Se obtiene asi el tetrdpéptido H-~Vol-Gly-Ale-~Fro-NH, como
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sustencis incolors, vsior Rf = 0,20 (plascss de gel de si~
t

lice, sistems cloroformo-metsnol = 1:1),

43, Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)=-Thr(tBu)-~Gln-4sp(0tBu)-Phe-Asn~

LXS(BOC)-Phe—His~Thr(tBu)~Phe-Pro~Gln-Thr(tBu)~ﬁLa«

Ilemely—'\'al—(}ly—-ﬂ13«—Pr0-—HHa

800 mg dei derivado de péptido descrito bajo 27).
500 mg de H—Val-Gly*Als—ETo~NH2 ¥y 170 pg de H-hidroxisucci-
nimide se disuelven en 10 c¢ de dimetiliocrmemids, se con-
centre por evaporecidn en olto veclo & sproximsdsmente lg
mitéﬁ'y se mezclz con 250 mg de diclclohexilcarbodiiamlida.
Después de agliter durente ls noche s tempersturs smbiente
se precipite con éter y el masterisl se sisls. Se limpis
medignte distribucibn de Craig en ls mezcle de metenol-tonm—
pbn (cemo en el ejemplo 3, 1l2)-cloroformo-tetracloroccerbono
(10:3:5:0), k'= 0,29, E1 producto sisledo de ls distri-
bucibn, puro, muestrs en el cromafogramg de éapa delgads

Rf 107 = 0,62 (sobre places de gel de sflice).

44, H~Phr(tBu)-Tyr(tBu)~-Thr(tBu)=-Glo~-Asp{0tBu)-Phe~Asn~—

Lys(BOGC )-Phe~Has~-Thr(tBu)~Phe~-Pro~Gln-Thr(tBu)~Ala-

Ile-Gly-Vel-Gly-Alo~Pro-NH,

' EOO'mg'del derivodo de péptido de srribs se di~
suelven en'3D cc de 4cido scético 8l 80 % y se hidrogens

en presencis de 100 mg de csrbdn de psledio (10 % de Pd).

Terainsds ls descsrbobenzoxilizscidn se sepsrs el costali-

zgdor por filtrscidn, el filtrsdo se concentrs fuertemente

por evaporscibn en sito vecic o 500 y el residuo se liofi-
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lize en terc.butonol. El residuo se disuel;éwen ib c¢ de
metsnol, medisnte adiciln de bicarionsto sbdico 1-K se
pone debilmente slicaiino y se precipits gobtesndo en carbo-
nato potédsico O,1-mn, El producto sislodo se vuelve lpme-
distomente & disolver y precipiter. En el cromstogroms de

gepe delgzds sobre gel de silice es el Af 10C = 0,34.

45, BOC~0ys=GLly-fsn-Leu-ser (1 Bu)-Thr (tBu)-Cys-ieti-Leu-

Gly~Thr (tBu)-Tyr (4 Bu)~Thr (tBu)~Gln-Asp(0tBu)-Fhe=

4sn-Lys(BOC )=Phe-His-Thr{tBu)~Phe~Pro~Gln-Thr (tBu)-

Ala—Ile-Gly—Vsl—Gly«Ale-PTo-NHZ

288 mg del producto de siribs, 181 mg del derive-
do de ?éptido descrito baje 12) y 46 mg de N-hidroxisueci-
nimids se disueiven en 2 cc¢ de dimetilformsnids s 450 condu-
ciendo por encime nitrégeno. Después de sgregsr 52 ng de
diciclohexilcarbodiinids se agite aln dursnte 3 horss
450, después.se precipits con éter libre de perfbxido y el
prodpcto se sisls. Se limpis medionte une distribucién
de Creig en el sistems metanolﬁtampén(como en el.ejemplu
% hajo l2)-cloroformo~tetrsclorncerbono (1l:3:6:7); X =
0,74. EL producto puro aislsdo de la distribucifdn muestre
en el cromatogréma de caps delgads Rf 524 = 0,5; Ry 100 =
0,35 (sobre gel de silice). '

Ejemplo %

H-dys~Gly—Asn—Leu—Ser-Thr~C§s»Met-Leh—Gly-Thr~Tyr-Thr—Gln~
Asn-Phe-4sn-Lys-Fhe-His~Thr-Fhe-Pro-Gln-Thr-41s5-Ile~Gly--

i
15 ¢slcitoning M)

Vol-Gly-Ala-Pro~Ni, (Asn
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53 mg de BDCv-CX;,'s—Gly—{%sn«Leu-—Ser(tBu)-—‘.’t‘hr('tBu):~C;~,:fa-
Eet»Léu«Gly»Thr(tBu)»Tyr(tBu)TThr(tEu)aGlnrésn~Phe—Asn—
Iys(BOC)aPhefﬁis—Thr(tBu)—Pne~Pro~Gln-Thr(tBu)—Ala—Ile-
Giy~VslTGly~AlswPTo—RH2 finisimsmente pulverizsdo se di-
suelven 2 0% en 2 cc de dcido ciorhfdrico concentrado ¥
ée agite dursnte "5 minutos. Después se retirs el &dcido clor-
hidrico,disuelto en forme gaseosqben slto vacio dursnte 2
minutos, se diluye cob 4 cc de sgus enfriede con hielo ¥
el prodﬁcto se tronsforms en ls sal §cido scétlca en une

pequefis ¢olumn? de Amberlite CG-45 (intercsmbisdor de iones

-debilmente bssico en torms de scetoto) y se Lliofilize.

Se obtiene el producto en forme de un lLiofillzedo incolore:
En el espectro ultrsvioletes en #cido scé&tico gl
10 %—es.)‘mex = 275 nm (& =1700). En el cromgtogroms de co-
pe delgeds en celulose (Selecte) es el RI 45 = 0948,
Rf 101A = 0,49; en 6xido de sluminio (Alox, Comeg) es el
RE 79 = 0,57.
En ls electrofbresis se trsslsds ls sustencis
s 280 V enrl,5 horss sobre placas de celulose Selects
en direccibn hscie ez cdtodo 2 un pE = 1,9 (4cido scético-
tompbn 6ido £O6rmico) : 345 CRe |
E1l producto de pertids se puede prepsrer ¢omd

sigue:

l. Z—Gln—Asn—Phe-—OCH5

1,5 g de 7-Gln-ONP se disuelven junto con 10,8

g de H—Asn—Phe—OCHaﬁ_hidrocioruro (4nn. 688, 259 /1965/)

en 100 sc de dimetilformsmids ¥ lentsmente se mezcle con

R T

[

R T



4,55 ¢ de trietilsnine. Se forms uno posts espess que se
diluye con 50 cc de dimetvilformemids. Después de resccio-
ner dursute <4 horss o tempersturs smviente se filtre y el
residuo sé +8ve con dimetiliormemids, Bl Z-Gln-isn-Fhe-Cile

5, 2ai oblenido se puede recristslizar en auchs dimetilioras-
nids coaLiente..P.f. «6l-265" (decomposicitn).

'Q " s A : s . > £ .
/X ;O = +11°% (¢ = 0,94 en tricuids heximetilfosrbrice).
£Lf

2. HaGlnwAsn-Phe-OCHa—hidrocloruro

14,1 g de'Z-Gln-f:s:fi--Phe--OCH5 se hidrogensn en 80C
10. gc de metonol bsjo adicibn de 8,5 ¢c de dcido ciorhidrico
3-N en dioxsno y £,4 g de cerbbdn de polsdio sl 10 % » 450.
Terminsds Lz recepcibn de hidrbégeno se filtrs y se evaspors.
El residuo se sigue eaplesndo sin ulterior limpleze.
En el cromatogramz de caps delgsds sobre gel de

15, sflice es el Rf »2A = 0,27; Rf 45 = 0,31; Rf 43E = 0,50.

3,,z-mnr(tBu)—Gln-Asn-Pne~OCH5

9,3 g de H-Gln-Asn~Ihe~OCH5-hidrocloruro se disuvel
ven con 11,9 g de Z»an(tBu)éosU en 150 ¢cc de dimetiifor-

momide e ung sovlucidn clsra. A esto se gotesn 2,85 cc de

20.
trietilsmine en 10 c¢ de dimevilformomide y se sgits dursn-
te 217hores o temperaturs smbiente. A qonﬁinuacibn se con-
centre por evaporscibn en vecio, el residuo se recoge en
mucho éster scético-cloroformo (9:1) y se sgite con 2 x z00
25 cc de scido citrico 9k 5 % y 1 x lOO%cc de agus. Ahors se

separs por filtrscibn del precipitsdo insoluble, el fiitra-

do se agits 9ln con 2 x 200 ¢c de solucibn de soss 2-N ¥y
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3 x JOO cc de apus, se seca con sulisto s64ico y s5e evapo-
re., Bl residuo de evsporscidn se recrist=lizs junto con el
residuo de fiitrscibn srribs obtenido en Zimetiiformsmids/
tter (i:1). Pof. 237 - 241° (Gescomposiciin);

1 % en dimetilformsmids ).

En el crometopreoms de caps delgsds sobre gel de
s{lice es el Rf %2 = 0,59; Rf 1OZE = 0,59; en 6xido de

pluminio (Alox) es el Rf 434 = 0,59%.

4, H-Thr(tBu)-Gln-Asn-Phe~OCH,

6,31 g de Z-Q’I‘hr(tBu)«Gln--A.ann-Phe-—OCH5 se hidroge-
nen neutro en 600 cc¢ de metsnok junto com 70C mg de carbdn
de palasdic sl 10 % o tempersvurs smbiente en un recipiente
egitador. Ls sustoncis se dlsuelve lenbemente. Bl residuo
de eveporecifn smorfo se emples directsmente en ls siguien~

te condensscidn.

* En el crometngrome de caps delgada sobre gel de

s{lice es el Rf 52 = 0,21, BRf 1024 = 0,21; en 6xido de aiv-

0,19,

minio es el Rf 434

5. ZmT,yr(’sBu)-—‘I'hr(tBu)—Gln—ﬁsn—Phe~-OCH5

Une solucibn de 5,9 g de Z-Tyr(tBu)-OH (libersds
de 8,8 g de Z-Tyr(tBu)-OH-sal diciclohexilsménica) en 85
c¢ de tetraniérofurano'se mezcls con 1,84 cc de-N-metilmor~
folins y 2 »550 se hace rescclonsr con 2,281¢c de clorcefor-
misto de isobutilo. Sg agite dursnte medis hors s -20 has-

$a 12°

y lo solucidén enfrisds & -10 del derivedo tetrapép-
tido H——’.[‘hr(tBu)—Gln—-Asn—Phe--OCH5 en 25 c¢c de dimetilforms-

mids se vierte y se enjusge con 15 cc de dimetilformsmids.
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Despuéds de resccionsr dursute 19 hcrss'a temperoturs sm-
biente se concentrs por evsjsorscilén en vecio, se suspende
en éster acéltico y se agite 3 veces con soluciln al 5 % de
dcido oltrico, 3 veces con solucidn 2-N de soss y 5 veces
con solucidn semisstursds de ssl comGn. 3¢ separs por fil-
trecibn del residuo en suspénsién ¥ se secs en sito vacio.
El producto se puede cristalizar en metsnol. P.f. <16 -
219°%; [&,739 = +4° (¢ = 1,0 en dimetilformomide)

"BEn el cromatogrsms de ceps delgoade sobre gel de
sflice es eL Rf 52 = 0,64, Rf 10z84 = 0,70; en 6xido de olu~

minio (Alox) es ei Rf 434 = 0,65; Rf 89 = 0,17,

6. H—T;yr(’cBu)—Thr(tBu)-—Gln-Asn-—Phe—-OCH5

5,1 g de %-Tyr(tBu)-Thr (tBu)-G1n-Asn-Phe-CCH; se
descarbobenzoxilizan en 600 cc de metanol o tempersturs om-
biente con 800 mg de carbbn de pslsdioc sl 10 % en ls forma
ususl. Bl H-Tyr(tBu)-Thr(tBn)-Gln-Asn-Phe-0CH; obtenido
puestrs en el cromgtogrsme de cspé delgade en gel de sili-
ce los_siguientes ves.iores:

Rf 89 = 0,1%; Rf 10ZE = 0,28; Rf en cloroforme-metsnol (9:1)
= 0,11.

7. Z»Thr(tBu)—Tyr(tBu)—Thr(tBu)-GlnrAsn—fhe—OCH5

Ei derivedo de pentepéptido obtenido bajo 6, el
H-'l‘yr(tBu)-—Thr(tBu)--Gln—Asn—-Phe-OCH5 se d;suelve con 4,3
g de Z-Thr(tBu)-0SU en 40 c¢c de dimetiliormsmids y se agite
dursnte 18 horss s tempersturs smbiente, Lo elsvoracifbn

se efectus como bajo 5. El residuo de dificil solucidn en
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éster scético se recristelize en metenol. P.i. 205 - bOSO;
/'of_-v’.’..jo_‘.']—o "'l o d” ..l_ id . . - vy
[y = 4o (¢ = 1,7 % en dipetiltormomido); en el croms-—

togroms de caps Gelgods sobre gel ae silice &5 el WL 1028

= 0,69; Rf 89 = 0.28; Rf en cloroformo-metsnol (9:1) = 0,30.

8. Z—Thr(tBu)—Tyr(tBu)—Thr(tBu)—Gln~Asn—Phe~NH-NHP

_Z,O'g de Z?Thr(tBuQTgr(tBu)u”hr(tBu)nGln-ﬁsnthe~
OCH5 se disuelven en 150 cc de metsnol y se hsce resccionar
con 10,7 c¢ de hidrsto de hidrscine durante € horss g tem-
persturs embiente., Se sepsrs por filtrecibén del precipita-
do, ¢éste se lsvs con metsnol y se sece en alto vacio sobre
éciéo sulffrico concentradpo., P.f, 231° (descouposicidn);
ZBQ]%O = +4%¢c = 0,89 en dimetilformsmids).

En el crouwstogrome de capas delgasdas sobre gel de

silice es el Rf 43C = 0,57; Rf 45 = 0,60; Rf 10ZE = 0,53.

9. Z=Thr(tBu)~Tyr(tBu)~-Thr(tBu)-Gln-isn~-Phe-Asn-Lys(BOC )~

Phe~His-Thr(tBu)-Fhe~Pro~Gin-Thr(tBu)-4la~Tle~Gly~CH

800 mg de Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-isn-
PhemNH—NHE se disuelven en 18 cc de dimetilformemida, @ -20"
se mezcia con 0,58 ¢¢ de 4cido clorhidrico 3-N y se mezcls
con dioxsno y con 0,16 cc de t-butilnitrito. Se sgits dursa~
te 15 minutos & -<0 hasta—l5°, se egregesn después 0,30 cc
de H,N-diisopropil-etilsmins y 855 mg de H-Asn-Iys(BOG)-
Phe-His-Thr (tBu)~-Phe-Pro~Gln-Thr(tBu)~Als-Ile-G1ly~0H (zce-
teto) en 20 cc de dimetilformsmids (sl 90 %) y se egite o
0°. Después de dos ve&es uns hors se sgregsn cada vez (,075
cc de N,N-diisopropil-etilsmins (en totel 0,15 ¢¢) y se sgi-

ts dursnte 15 horass 2 0°. B1 prepsrsdo se vierte y agltis en

!
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600 gc de éter, se ceje sedimentar el precipitado y seé
filtre en veclio. Fare su limplezs se disuelve y precipits
el producto en brubo uns vez en dimetilformsmids-éster avé-
tico y uns vez en dimetilformsmids~jcido clorhfdrico scuoso .
0,002-X,

En el cromstogrsme de ceps delgsds en gel de si~
lice es el Rf 43E = 0,62; Rf 100 = 0,32; RE 45 = 0,53;
Rf 3 = 0,27. '

10, Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gin-AsnyPhe-Asn-Tys (RO )~

Phe-Hig-Thr(tRu)-Phe~Fro-Gln-thr(tBu)~4le~Tle-Gly=Vol=
Gly-4lo-Fro-NH, ' '

786 mg de Z=(Thr(tBu)=-Tyr(tBu)-Thr(tBa)-Gln-isn~
Phe~Asn~Lys (BOC )~Fhe-Eis-Thr (tBu)-Phe~Pro-GLn-Thr(t5u)-4la-
Ile-Gly-CH y zblng de H—Val-Gly-Ala—Pro-NHa se suspenden
Jjunto con 82 mg de N-hidroxisuccinimide en 10 cc de dime-~
tilformemids y, bajo sgitaciln, se mezcls 2 40° gon 90 ng de
diciclohexilcarbodiinids en 1 c¢c¢ de dimetilformsamida. Des-
pués de 3 horss s 40° se sgregen otros 65 mg de dicliciohe~
xilesrbodiimids y se agite durante un votal de 21 horss
s 40%, Se diluye con 10 cc de metanol y se introduce y sgi-
ta en 350 cc de éter, se dejs sedimentar el precipitedo ¥
se le sepsrs por filtrscibn, Ei precipitado se limpis me-
disnte distrﬁbuciéﬁ segln Graig en él sis tens mebonol-tam-
pbén-cloroformo-tetrsclorocsrbono (10:3:5:6, tempdn como en
el ejempio 1 bajo 18). ; '

Después de 450 escalones sé aisls lo sustongis

unitaris segln el cromstograms de cospe delgsds (K = 0,66).
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In el crometogrsme de caps delgads sobre gel de

sflice es el Rf 3 = 0,40; Rf 45 = 0,42; Rf 100 = 0,32.

11. B-Thr(tBu)-Tyr(tBu)~Thr(tBu)~-Glo-isn-Phe-Asn-LTys (BOC )~

Phe~His~Thr (tBu)-Phe-Fro~Gln~Thr(tBu)-4le-Ile~Gly~Val-

Gly-AlauPro-RHZ

G4 ﬁg de Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr{(tBu)~Gln-4sn-
Phe-Asn~Lys (BCC )-Phe~His-Thr(tBu)~Phe-Pro-Gln-The (tBu)~
Ala—Ile-Gly~Vel—Gly-Ala—ETo—NHa se hidrogenen en 100 c¢c
de 4¢ido scitico sl 80 % en presencis de 16 mg de carbdn de
paledio al 10 %, & tLempersturs smbiecnte en un reciplents
sgitedor durente 15 horss. Se filtrs por sspiracibn del
cetalizador, éste se 1sve con lg misme mezcls de disoiven-
tes y se liofiitize. Se obtienen 54 mg del docosspéptido-emi~
ds~scetato., Este se disuelve en 10 cc de metanol csiiente,
con slgunas gotes de solucibn 1l+N de bicarbonato sbdico
se ajuste 2 un pH de unos 7,5 y se introduce y agite en 50
ce de soiucidn de soss 0,1-N de 0°,

‘ El precipitsdo lechoso se dejs sedimentsr, se
sepgra por filtrecidn en vacioc, se lsve coﬁ 22U Y Se Secs.

En el.cromatdgrama de caps delgsde sobre gel de

sflice es el Rf 43F = 0,50; Rf 110 =-0,61; Rf 52 = 0,21.

12. BOG-Cys=Gly-Asn-Leu~Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leu-Gly~

Thr (tBu)~-Tyr(tBu)-Thr(tBu)~Gln-Asn~-Fhe~Asn-Lys (BOC )~Fha-

His-Thr(tBu)~Phe~Pro-Gln~-Thr(tBu)-41s-Ile~Gly-Va1l-Gly~

Ala—PrD—NHZ

9% mg de BOC-Cys-Gly-—Asn-Leu-sSer(tBu)~Thr(tBu)-Cys
Met-Leu~Gly-0l, 95 mg de H-Thr(#Bu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-



10.

15.

20.

25

- 109 =

hsn-Phe-Asn-Tys (BOC Y-Fhe-His-Thr ($Bu)-Fhe~Pro-Gln-fhr(tBu)-
A10wIleuGly~V0lnGlyuAla~Pro~NHa, 14 ﬁg déiN~hidroxisucciniw.
nids yilO c¢ de dimetiliformsmids se sgiten bajo nitrdgeno '
éon 15 mg de diciclohexilearbodiimids. Ie mezcls de reac-
ciénrse 2zito o 40° durente un total de &0 horss, sgregsnco-
se después de Zrhoras nuevemente 15 mg de diciclohexilcar-
bodiimids. 4 ébntinuaciﬁn se iniroduce el prepsrsdo en 300
cc de éter sbsodluto, se_dejs‘reposar dusnte 2 horos en Lg
nevers, se sepsrs por filtracién.en-vacia el precipitsdo y
se le lave con éter., Pars su limplezs se reperte multiplice-
tivemente el producto en bruto en el sistems metanol-tampbn-
6¢0reformo—tetrsciorocsrbono (1X:%:6:7, tompodn como en el
ejemplo 1 bajo 18) s trovés de 220 escelones. Leos frsccioneé'
pures (recipientes 104-121; K:i,O) Se reunen, Se evVapors y
en plto vecio se livers o 40° del sceteto smbnico.

En el crometograms dé cope delp #la sobre gel de

sflice es el Rf 45 = 0,60; Rf 96 = 0,59; Rf 100 = 0,22,

Ejemplo 4
he-Cys~Gly-hsn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly~-Thr-Tyr~Thr-Gla-

Asp~fhe~Asn—Lysane—His-Thr—Phe—Pro—Gin~Thr-Ala—Ile-Gly~
Vol-Gly-Alo-Pro-NE_ (N -scetil-colcitonins &)

100 ng de Ac-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser (tBu)-Thr(tBu)-Cys
—Met-Leu-G1y-Thr(tBu)-Tyr (B0 )-Thr (tBu)-G1a-Asp(0tBu)~Phe-
Asn—Lys(BOC)-Phe-ﬁis—mhr(tBu)—Phe-Pro~Gln—Thr(tBu)wéla~Ile~
Gly»ValeiywAla-ETo-NﬁZ ée reciban,b?jo enjusgado con nitrd-

geno,; & 0% en 3 cc de 4cido trifiuorecético al 95 % y despuds



5a

15,

25

- 110 -

o e

de disolver totsimente se dejs repossr dursnte 90 minutos
2 t§mper3tur3 smbiente. A 0° se precipits con 50 cec de éter
frfo, 13 suspensibu se centrifuge y el precipitsde se fro-
t3 #4n dos veces con éter. Bl proﬁucto sec3do en slito va~-
¢fo sobre sese ciustics se recoge, pors su trenslormenpn Lo .
forms de scetzto, en 3 c¢c de sgus, se pose 2 uns coluang
equilibrads con $cido scético Q,OEéN de intercsablisdores
de iones debilmente bésicos (por ejempleo, Mersk; 7,5 mm,
20 cm) y se eiuye con Scido scético 0,02~N. EBL elusdo se
evepore en aito vacio 250, el residuo se recoge en 2zus
y se liofiliza. El polvo blsnco se scmete, psre su limpiezs
5 uns distribucibn de Crsig en el sisteme n-butenol-dcide
acético élacial—sgua (4:1:5) (volumen de fgses 3 cg). Das-
pués de‘600 etapss se reunen las tracciones que contienen
producto uniteric segln el crométograma de ceps delgades,; se
evepors en zito vogcio o dbo, Se recoge en gEuwus Yy se iloii-
Llize. Secsndo sobré soss csustice en slto vecic 9 tempers-
turs smbiente se outiene un Holvo smorfoe.
En la electroffresis sobre "Selects" (pH 1,9;

1% hores- 280 V) se traslade el producto -1,8 cm, 8 un.pH
de 4,8 - 1,2 cm. En el cromotogrems de cops delgsds sobre
"Alox" es el Rf 52 = 0,65; RE V9 = 0,60; Rf 45 = 0,7<;
sobre "Selecte" R 45 = 0,95; Rf 1014 = 0,63%; Rf 52 = 0,.38.

~El1l proéucto de psrtide se puede obtener como si-

gue:

1. TRI-Cys(TRI)-Gly-Asn-Teu-OMe

9,1 g de TRI-Cys(TRI)-OH y 3,2 g de H-Gly-Asn-Leu~
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Cile se recogen en €0 cc de dimevilformsmids y, bsjo asgite-
¢idn,se mezclo o 0% con 3,7 g de diciclonexilearbodifmice.
Después de 15 horss o 0° se sepors por filtrsciln ce io di-
ciclobexillres, el filtrado se evapors hsste sequedsd y ol
residuo se cristslizs en clorotformo~éter de petrdleo. P.I.
126 - 130°. Eg.el cromatogiama de goaps delgsds sobre gel

de silice ez el Rf = 0,27 en el sistems clioroformo-metsnol

(95:5).

2. H~Cys(TRI)-Gly-Asn-Teu~Ole, scetoto

1,8 g de TRI-Cys(TRI)~Gly-Asn-Teu-Cile se disuel-
ven en 16 cc de fcido scético glacisl y o tempersturs sa-
biente se mezcls, éota 9 gots, con 4 cc de sgus. Después de

uns hors s tempersturs smbiente se sgregen 12 cc de agus,

‘se fiitrs del tritilesrbinol precipitado y el filtrado se

evapors enreito vacio o 40° nesto sequedisd, BEl residuc ole-
ginoso se reéoge en texrc.bubanol & se liofiiiza. Se obtiene
un polvo biaﬁco gue en el cromstograms de caps delgsdo so-
bre ge;'de gsfiice muestrs el Rf = 0,45 en el sistema: clo-

roformo/metanol (8:2).

3+ 46-Cys(TRI)-Gly-Asn-Teu-Qlie

A 1,02 g de H-Cys(TRI)-Gly-Asn-Leu-OMe, scetato -

y 0,9 cc de Scido acético glacisl en 15 c¢ de cloroiormo se

"ggrefgen g 0° 1,9 g de diciclohexilcorbodilmida seco. Des-

pués de unos 10 minutos hs solidificedo ls mezcls de resc-

¢ibn 5 una pulpe. Estd se diiuye conilO c¢ de cloroiormo y
4

lo mezcls se sgits durante 4 horss o 0°. Después de suregsr

30 c¢c de &ter de petrbleo se separs por filtracidn y ei pre-

P
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¢ipitsdo se recristsliza en cloroformo csliente. P.f, 156 -
1580, En el crowmstogrems de ¢sps delgsds sobre gel de sili-

ce es ¢l Rf = 0,25 en el sistems cloroformo-metsnol (9:l1),

4, ﬁg~0y3(TRI)—GLy«Asn—Leu~NH~NHE

Se mezclen 2,42 g de Ac-Cys(TRI)~Gly-Asn-Leu~Oiie
en 21 ¢¢ de dimetilformamids con 3,75 cc de hidrato ae hi-
drszins y 18 soiucibn clezre se dejs reposar dursnte £ hores
o tompasture smbiente. Despuds se enfris s 0° y bejo sgi~
tacibn se sgregen 150 cc de sgus. El precipitsdo se sepsra
por filtrscidn, se lsve con sgus frfs y se secs sobre penti-
xido de fésforn. Psra ls limpiezs se disuelve y precipits
en metanol cgliente. Rf 53 = 0,55 en el cromsbogrema de oo~

pe delgasds con gel de silice.

5. Ac-Cys(TRI)~Gly~Asn-Leu~Ser{tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI )-Het-

Leu-Gly-OH
1,44 g de Ac—Cys(TRI)—Gly~£sn—Leu~Nﬁ~NH2 se Qi

suelven en lQ cc Ce dimetilformsmids y enjusgendo con ni-
trbégeno se mezcls 3 -10% con 2,5 ¢o de scido clorhidrico
2,0~N en éster ecético y 0,26 cc de tsbutilnitrito. Después
de 15 minutos o -10% se agregs uﬁa solucibn enfrisde s -10°
de 1,02 g de H-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys(TRI)-Met-Leu~Gly-OH
(sel $cido acétiCa) y 0,84 cc de trietilsmins en 12 cc de
dimetilformamids, zotez a gote, de maners querla'temperaturs
nd sobrepsse nuncs los ~10°. se sgite s(n dursnte une hore
s -10° y se dejo repossr dubante 24 hbres s 0%, E1 proéuc—

to se precipits en forms de gelatine. Is mezcls de resccibn
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se cencenbrs por eveporascibn s unos 5 cc, se vuelve 9 pre-
cipiter totslmente medisnte sdicildn de 20 cc de metsnol, se
sepsre por fiiltrscidén y se levs con dimebtilformomida-nets~
nol(l:1) irfo. Despuds de froter tres veces con agus fris

¥y secsr sobre soss céustica se disuelve y precipits uns vez
en dimetilformsmids~metsnol, con lo que se obtiene el pro-
ducte de dificil solubilidéd eﬁ rorms purs. REf = 0,25 en el

sistems cloroformo-metsnol (8:2) en gel de silice,

6. hc-Cys-Gly—-Asn-Leu-ser(tBu)-Thr(tBu)~Cys=iet-Len~Gly~0f

Uns solucidén de 410 mg de Ac~-Cys(TRI)-Gly~Asn-
Leu-Ser (tBu)~Thr (tBu)-Cys (TR )-Met-Leu-Gly-OH en 35 ac de
dimetiltormsmids se gotes o tewpersturs ambiente, en el
plszo de 15 minutos, 3 uns solugién fuertemente sgitade de
1,0 g de yodo en 150 cc de metsnol. Terminsds ls introduc-
cibn se ogits sln dursnte uns hors, después se enifris a c®
y lg solucibn de réaccién se descolores medisnte sdicifn
gote 8 gotoe de soiucibén 1,0-N de tiosulfsto sbdico. AL vecic
de la trompé de sgus 2 300 se evopors primersmente el mets-
nol y después, en slito vacio (500) se concentrs por evapo-
rocifn & unos L0 ¢c y se mezcls con 200 cc de éter. Se de-
cants de ls resins precipitsds, se frots tres veces con é-
ter y tres veces con sgua y se sece en alfo vacilo sobre so-
se ¢sustica. E@ré limpisr se disuelve en ¢loroformo, se fil-}
trs y el producto se precipito del filtrado medisnte hexsno.-

Rf 70 = 0,50; Rt 43C & 0,35 en gel de silice.

t

7. Ac-Cys-Gly~-Asn-Leu~Ser(tBu)~Thr(tBu)-Cys=ilet-Leu~G1y-Thr-
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(tBu)-Tyr (bR )~Thr(tBu)-Gln-Asp(0tBu)=Phe~Asn-Lys ( BOG )~

PherHig=-Thr{thu )-Fre-Pro-Giln~Thr(tBo)-ilo-Ile-Gly-Voln

Gly~-hAls-Pro-Hil,

116 ng de Ao-Cys-Giy-Asn-Leu~Ser(tBa)-Thr(tBu)-Cys

" Met-Leu-Gly-OH, 250 mg de H-Thr(tBu)-Tyr(5Bu)-Thr ($Bu)-Gla~

4sp(0tBu)~Fhe~-ssn-Lys(BOC )-Phe~His-Thr (tRu)-Phe-Pro-Gln-
Thr(tBu)-—ﬁle—Ile~Gly—Val-uGlymél'é_Pro-NHa y 16 mg de B-hidzo-
xisuccinimids se disuelven en ¢ cgc¢ de dimetilformsmids y se
agyregen, & tempersiurs smblente, 50 ng de dici¢lohexilcer~
bodiimides seco y enjusgsndo con nitrdgenc se dejs repossy
dursnte 24 horss s 40°. Sin sepsrsrle de ia dicicsohexiil~
reg por filtrecibn se concentrs el prepsrado en slto vsclo

5 un gsceite y este se frote éon metsnol-&ter (1:1) 3 un poi~-
vo y se filtrs. Bl producto se limpis disolviendo y preci-
pitsndo dos veces en metonol-éter. Rf 43E = 0,50; Rf 524 =
0,30; Rf 100°'= 0,32; Rf 107 = 0,65 en gel de silice,

A

Ejenplo 5

Emp—Gly-Asn-Leu-der—Thr—st»Met-Leu—Gly—Thr-Tyr—Thr»GlnaAsp~

Phe-45n-Lys-Phe-His-Thr-Pae-Pro~Gln-Thr-i1lo~Ile-GLly—Val-Gly~

- Ale-Pro-Ni, (Dessmino-calcitonine M)

50 mg de Bnp-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys-et
Leu~-Gly-Thr (tBu)-Tyr(t+Bu)~Thr (tBu)~Gln-45p(0tBu)~FPhe-~Azn-
Lys (BOG )~Phe-His~Thr(tBu)=-Phe~-Pro-Gln~Thr(tBu)~Als-Ile~..
Gly-Val-—Gly—Ala-Rro»l\‘Ha se mezcleon enjusgendo con nitrége-
no s 0% con 0,95 cc de 4cido clorhfidrico concentrazdo. 3Se de-

Jjs resccloner a(n dursnte 5 minutos, se pone entonnes bajo
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pgitseibn el recipiente de reacclon bajo slto vac‘o, deg~
pués de b winutos se¢ ggregon 40 cc de terc.butsnol y se lio-
filize. Se obtiene un polvo blﬂnco voluminoso. Bn el cro-
motograms de ¢spe delgzds en celuloss es el RE 45 = 0,54;
RE 52
Rf 52

L}

0,34, en bxido de siuminio es el Rf 45 = 0,47,

0,61 y Rf 79 = 0, 66.

El producto tiene en-l9 eleotrafére 8 sobre ge-
luloss “Selecte"™ 1440 (pH 1 9; 1+ hores, 280 V) un trayec-
to de recorrido de 1,8 cm; 2 un pH de 4,8: 1,2 ci hscis
el cétodo. '

El producto de partids se puede obtener como sigusi

1. Bap(TRI)-0H

,Sé disuelven 6,5773 de 5cido ﬁ-mercaptopropiéniu -
éo, recien destiiados, en 100 cc de benceno y enjusgonde
con nitrégeno se sgregsn en porciqnes, 8 Oo, 25,1 g de
trifenilclorémetané. lerminsds 1o introduccifn se retirs
el enfrismiento con hielo. Is solucidn, sl principio cisrs,
comienze 9 precipitarse el prodﬁcto. Después de 2 hores
se enfris o OD, se filtrs y se levs con metonol frio., Is re~;,

cristslizacibn en cloruro metilénico-metsnol suministrs el

producto clsro del'p.f. 200-201°,

2, Bonp(TRI)-Gly-Asn-Leu~OMe

(%

4 uns solucifn enirisds e 0° y ggitada de z,6¢ g
de Bup(TRI)-CH y 1,58 g de H-Gly-Asn-Leu-Oife en 30 cc de
dimetilformsmide se aéfegan 1,85 ¢ dé diciclohexilcoarpodi~
imida. Después de 24 horau o 0° se bepara per fiitrscibn de ’
ls diciclohexii{ires y el flitredu $e evopors 40°% hes

sequedsd., EL producto se limpis diselviendo y precipitsndo
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en metsrnol. Bn el cromstogrsms de coaps delgsds sobre ge

sflice es el RY 45 = 0,67.

2. Bmp(TRI)-—G.Ly-—Asn—Leu—HH—NHa

1,06 g de Bmp(TRI)-Gly-Asn-Teu-OMe se mezclian en
5, . 30 c¢g de wetonol con % ¢¢ de hidrato de hidrszine. Después
G2 2 horss s teupersturs smbiente cristslize el hidrazidas

3l inyectsr. Se recristalize en metsnol celiente. P.f., 190 -
1940. Bl Rf es : 0,35 en el sistems cloroformo~metanocl

(8:2).

10. 4, Bap(TRI)~-Gly-Asn-Teu-Ser(LBu)~Thr(tBu)~Cys (TRI)-Het~

VLeu—le—OH
| %z6 mg de Bmp(THI)—Gly—Asn—Leu--NH_NH2 Sa2 mezcis3n
en 8 ¢c de dimetilformonids a_—lSo con &£,21 cc Ge 4cido
ciorhfdrico 2,2i-N en &ster acético y 0,18 cc de t-bubil-
15, nitrito, Después de lﬁ'minutos g ;lOD se gotes une solucidn
entrisds & -10° de 1,38 g de H-Ser(tBu)-Thr(£Bu)-Cys(TRI)-
lMet-Leu~-Gly-OH y 0,7 cc de trimetllsmins en 10 c¢ de dime-
tilformamida. Se sgits sdn dursnte uns hors s -10° Yy se
deje Teposer dursnte 15 horss s 0°. Despufis de agreger 20
20, &c de me?anol se sepsrs por filtrscibn, el precipitsdo se
lsvs con meténol frio, después se frotez en agus, se filtre
Y se secs sobre soss. cdustica. El producto unitezrio segln
él'cromstograma de cops delgsds se presents en un 40 % como
ssl trietilaméﬁica, Bn el crometograme de cape delgsds so-
25, bre gel de silice el Rf = 0955 en el sistems cloroformo-nme-

tonol (7:3).
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5. Prin-Gly-4sn-Leu-3er(tBu)~Thr (tPu)-Cys~Mes~Lou-Gly~-0N

4 uns solucidn de 1,4 g de Bap(TRI)-Gly~4sn-Leu-
Ser(tBu)~Thr (tBu)~Cys (TRI J~tiet-Leu~Giy~0E en 150 cc de di-
metilrormsmids se epregsn, & temperaturs smbiente, 0,5 c¢ de

fcide ¢lorhidrico 1,0-N. Is solucibn se gotes en el plszo

de %0 minutos s una solucidn fuertemente zgitads de =z,25 &

de yodo en 500 c¢ de metsnol. Lo mezcle se sgite sln dursn~

te uny hors o temperaburs smbiente, después se enfris o oY

y sgregondo gots s gots solucibn scuoss 1,0-N de tiosulisto
s6dico de dgscoiorea. Después de egreger 1,6 cc de lsjis
s6dica 0,5~N se concentrs por eveporacibm s unos 20 cc con
ung tempersturs del 5350 de 400, se mezcles con unos 400 ce
de éter y se deconte. Bl residuo se frote con 20 c¢cc de sgus,
se filtré, se lavs con sgps fris y se secas sobre scss cius-—
tice. Bl producto se limpie disolvienuoo y precipitsndn de
cloroiormo~éter. En el cromstograme de coaps delgads sobre
gel de sfiiice es el Rf 1214 = 0,43; REf 100 = C,34; REf 43 =
0,28. .

6. Bmp=Gly—Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr (tBu)-Cys-Met-Len-CGly—

Thr(tBu)=Tyr(tBu)-Thr(tBu)~Gin-Asp(0tBu)~Phe-Asn-

Tys (BOG )=Phe-His-Thr ({Bu )-Phe~Fro-Gln-The(tBu)-4la-
T1le-Gly-Val-Gly-Als-Pro<Ni, ' '

46 mg de Bmp-Gly~isn-Teu-Ser(tBa)-Thr(tBu)-Cys-
Met~Leu-Gly-OH, 8L mg de H-Thr(tBu)~Tyr(+Bu)-Thr(tBu)-Gln-
Asp(OtBu)-Phe~Asn-Lys(BOC )-Phe-His-Phr(tBu)~Phe-Pro-Gln-
Thr(tBu)nAla~Ile~Gly-Val—Gly—Ala-ITc:NHE, 9,7 mg de Nehi-

droxisuccinimids y 1% mg de diciclohexilcarbodiimids se wmon-.
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tienen en 2 cc de dimetilformemids dursnte 3 1/2 horss 8
45°% 1o solocidn clsr , N ; o A
t5%, Lg solucidn clsre se gotea entonces en 40 ¢o de éter
gbsoluto 2 0° y el producto precipitsdo se sepsre por fil-
tracibén. Se limpis disolviendo y precipitsnds en metznole

5. sgus. RBf 45 = 0,38 en el cromstogrsme de caps delgads scbre

gel de silice.

Ejemnplo 6

A-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-det-Leu~Gly-Thr-Tyr-Thr-Gla:
10. Asp-Phe-Asn~Iys-Phe-His~Thr-Phe-Pro~Gla-Thr-Ale-~Ile—Gly~
Vael-Gly-4la~-FPro-CH

120 mg de BOC-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser(4Bu)~Thr(sBu )~
CJSwMet—Leu—GLv—mhr(tBu)~T}r(tBJ) Thr (tBu)=Gln~4sp{QtBu )~
Pae»Asn—Igs(BOC) Phe-His-Thr($Pu)~Phe-Pro~Gln-Thr{tTa)-4la~-

15 IlenGly—Val—Gly~ALa~Pro-Oth se mgntienen con 3 c¢ de &ci-~
do trifluorscético sl 9% % GQursnte 1% horss bajo nitrdgenc
2 tempersturs smbiente, después se precipits con éter li-
bre de perékido. Bl producto sepasrzdo por filtracidn se
-lave con éter haéta estor libre de 4cido, después se disusi-

20. ve en éc¢ido scético 0,02-N, se filtre & través de uns colum-
ns 4s intércambiador de icnes Merck n? II (debilmente bssi-
co, formé de scetsto) y el eluzdo se liofiiizs. Bl dotris-—
contapépti&o obtenido se trasls@s en 1ls electroféresis sobre

"Selects" con un pH de 1,9 y 280 V en 1% howrss 3,0 c¢m hacis

25, . el cétodo, con un pH de & ;8: 1,5 ¢m. Rf 79 = O,45; Rf 52

T\!

0,42; Rf 45 = 0,40, en "Alox"™ Rf 52 = 0,28; REf 45 = C.42;
Rf 1014 = 0,50 en "Selecte".
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ELl producto de psrtids se puede obtener como

sigue:

1. H-Pro-QtBu
9,15 g de Z-Pro-OtBu se hidrogensn en 100 cc de .

5. metsbol y 1,0 g de carbbn de polsedio (10 % Pd) » tempara-

turs smbiente., Lo recepcidn del hidrbgeno estd terminsds

después de 30 minutos. Le soiucisn se sepsrz por fiistrscidn

del catslizador y se evepors a 500 en veeib a2 ls tromps

de agus. El scelte resultante es unibvsrio en el comstogrs-
10, me de caps deigade sobre gel de silice. Rf = 0,55 en el sis-

temns cloroformoumeténol {1:1)

2., Z-~4ls-Fro-0tBu
10,32 g de Z-419-0KP y 5,0 g de H~Pro-OtBu se de-

jon reposar s 0° en 10 ce de éster scébico dursnte hors y

o tempersturs smbiente dursnte 15 horss., Despuds se diluye

-t

p&
-

con 100 c¢c de éster acético, se lave con solucibn de csr-
bonsto potésico sstupeds en un 50 % y con sgue, Se sece So-
bre sultsto sbdico y se evapors. Bl sceite resultsnte es
unitsrio seglin el crowmstogrems de cspe delgads sobre gel de
20, sflice (Rf = 0,65 en el sistems cloroformo;metanol (G6:1))

y se sigue emplesndo directsmente.

3, H=Als=FPro~-0tBu v "

9,%6 g de Z-Als-Pro~OtBu se hidrogensn en 100 cc

de metsnol en presencis de 500 mg de carubn de poladio (10 %

25, de Pd) @ tempersturs smbiente. Lo recépcién de hidrbégenc
hs terminado después de 90 minutos. Le solucibn se sepsrs

por filtracibn del catslizador y se evapors s un sceite en
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el vacko g ls tromps de sgus o 500. Dernuestres ser unitsrio
en-el cromstogroms de csps delgade sobre gel de siiice.

Rf = 0,35 en el sistems cloroformo-metsnol (1il).

4, ZeGly-4lo-Pro-0tBa

1,65 g de 2-Gly-ONP y 1,09 g de H-Als-Iro-~0OtBu

se dejon repossr en 20 cc de éster scético dursnte uns hors

g o° ¥ dursnte 20 horss e tempersturs smbiente. Después se

diluye con éster acético, se lsvs con solucibn sstursde al
50 % de carbonsto potésico y con egus, se secs sobre sulfs-—
to sbédico ¥ se evapors. oe obtienen 2,06 g de un acelte
unitsriorsegﬁn el croustogrzms de caps delgesds. RE = 0,8

en el sistems cloroformo-metsnol (l:1) sobre gel de silice.

5, H-Gly-4ls-Pro-0tBu

2,06 g de Z-Gly~Als-Pro-OtBu se hidrogensn en

30 ¢¢ de metonol en presencis de 300 mg de cerbbn de pala-

‘dio (51 10 %) o tempersturs smbiente. Ls recepcidn e hi-

drﬁgeho he terminsdo éespués de 90 minutos. Se sepsrs del
catsiizedor por filtracibn y el filtrado se concentrs por
evaporacibn s unos 5 cc. Se agregsn 10 cc de é&ter. Dufsnte
1 noche cristszlize el produéto° P.fo 132 - 1540; Rf = 0,2

en el sistems cloroformo-metanol (l:l)'en gel de silice.

6. Z-Vol-Gly-Alo-Pro-0%Bu

3,73 g de 2-Y91-0NP y 2.99 g de H-Gly-Als-Pro-
OtBu se sgiten en 1z cc de éster scético dursnte uns hors
s 0° y 20 horass s tempersturs smpbiente. Después de dilui

con éster scético se lava con soluciln setureds 21 50 % de
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cervben-to potésico y sgue, se secs sobre sulfzto de sodio ¥
5@ evapors o 500 al vacib de 13 trompa de sgus, ELl sceite
se cristalizs en metanol-ggus. P.f. 75-750. En el cromato»l
grems de cope delgsds sobre gel de silice es el Rf=0,4z en
el sisteme tolueno-scetons (l:1l) y el Rf = 0,46 en el sis-

tewoe cloroformo-metsnol (9:1).

9, H-Vol-Gly-Ale-Pro-0tBu

53% mg de Z—Val-Gly~Ala—Pro—OtBu ge hidrogensn en 3
10 ¢c de metsnol en presencis de 300 mg de corobén de pslo-
dio (ol 10 %) @ tempersturs embiente. Después de 20 minu-
tos ho terminedo ils recepcibn de hidrﬁgeho; Se sepsrs del
cotalizedor por filtrascibn y el filtrsdo se evapors s 500
en vaclo o ls trompe de sgue hasts obténer un sceite. Rf =
0,52 en el sistems cloroformo-metsnol (L:1) sobre gel de

silice.

8. B~Thr(tBu)=~Tyr(tBu)~Thr(tBu)ein-Asp(0tRu)~Phe~Asn—

Lys(BOC )~Phe-His-Thr(tBu)~Fhe=Pro~GLln~Thr(tBu)=-Als-
Tle-Gly-OH |
270 ng de Z-Thr(tBu)~-Tyr(tBu)~Thr(tBu)-Gln-

Asp(0tBu)-Fhe-Asn-Lys (BOC )-Phe-His~Thr (tBu)~Fre-Fro~
Gln-Thr(tBu)-Als-Ile~Gly~OH se disuelven en 30 cc de Scido
acético al 80 % y se hidrogens en presencis de 50 mg de
corbbdn de paladi; (10 %) hssta que hays terminsdo 1ls dise-
ciacibn del grupo cerbobenzoxi. Después de sepsrsr el cata-
lizsdor por filtrecibh se concentre fuertemente le solu-
¢ibn en alto vacio s 500 y después sexlioiiliza en t-butg-

nol. El rendimiento es cusntitastivo.
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9. BOC-Cys~Gly-ssn-Leu-Ser(tPu)«-Thr(tBu)-Cys—~iet-—Lley-

Gly-Thr (£3u)-Tyr(tBuw)~Thr(tBu)-Gln~Asp{ 0t By )~Phe~

Asn-Lys (BOC )-Phe-His-Thr(tBu)~FPhe~Pro-Gln~Thr(tBu)-

Ale-Tle~-Gly-CH

181 mg de BOC-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-The(t3u)-

E}S~Mct~Leu~G4y»OH se disuelven en 1.8 cc de tetrahidyoe

conduciendo nitrbégenc por encims, con 0,017 ¢¢ de K-metil~
morfoline y 0,019 cec de clororormisto de isobutilo. Después
de 10 minutos # ests tempersturs se sgregs vng solucibn de
255 mg del derivedo de octadecspéptido obtenido bajo &) en
5 ¢ de dimetilformemido 51 95 % y 0,02 co de N-mebilmorfow-
lins. Se égita gn dursnte 30 minutos & ~10° y dursnte 2
horas e 0°. Medisnte lo sdikifn de &ter libre de peréxide
se preciphts el prodpcto en bruto, éste se vuelve s disol-
ver anrdimetilformamida ¥ Se precipite gotvesndo 4cido clor-
hidrico b,OE—N enfrisdoc con hiieleo, Disolviendo y precipi-
tonto dos veces en dimetilformemide-éster scébtico se obbtie-
ne uh producto puro. En el cromstogrsms de cape delgsds sov

bre gel de s{lice es el Rf 524 = Q. 43%.

10. BOG-Cys—Gly-fsn-Leu-Ser(%Bu)-Thr{tBu)-Cys~Met-Leu~

Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)~Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)—-Fhe—Asn—

Tys (BOG )~Phe-His-Thr (tBu)~Phe-Pro-Gln~Thr (tBu)-hls-

Tle-Gly~-Vel-Gly~Als-Pro~0tBu
374 mg del derivsdo de péptido descrito bajo 9),
160 mg de H-Val-Gly-Als-FPro~0tBu, 46 mg de hidroxisuccini-~

mide y.-3 cc¢ de dimetiiformesnids se mezclen bajo nitrbgeno
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PNV,
2 tempersturs subiente con 62 mg de dicicleohe
ds y se dejs repossr durente le noche z tempershurs ambisn~
te., Mezclondo con ébter se precipits el producio, se filtrs

y se lavgbién con éter y éster scético. El producto se
disuelve nuevemente en dimetilformemids y se precipits go-

teando 4cido citrico 0,05-m enirisdo con hielo.

-~

=4

Jempl

Biemplo 7

t

Nsh-eeetilécelcitonins M

100 mg de calcitoninag M -scetato (6 ~hidrocloru-
ro)_sg disuelven en 5 cc¢ de sgus-dimetilformemide (2:1),
se mezcle con 77/u1 de uns solucién 31 10 % de p~nitrofe-
nilscetato en dimetilformsmide y medisnte adicién de Zolu~-
cibn scuoss 0,5-m de trietilsmins se sjusts un pH de 9,1,
Bzjo este pH se inicis ls resccibn y se termins medisnte
pdicién contfnus de trietilsmine monteniendo constente el
pH en el transcursg de uns hors sproximsdamente. Se 2yregan
entonces lSQ/ul de $cido scético glscial y se extree tres
veces, ¢sds uns con 10 cc de éster ascético. Le fsse acuoso
se concentrs por eveporscibn hsste sequedsd y el residuo
se limpis medisnte une disvribucifn segun Craig en el sis-
tems n-butenol-dcido scético glocisl-sgus (4:1:5) s trevés
de 170 escalones. De los elementos de disfribucién 109 -
128 (rmsx = 122;'K = 2,5) se obtiene, sl concentrsr por
eveporscibn hasts sequedad, la NE€ -gcetil-csleitoning M purs
como polvo smorfo, soluble en sgus, ' '

En el cromaetograsme de capaﬂdelgsda sobre celuloss

("Selecta™") es el Rf 10lA = 0,67; en 6xido de aiuminio (Alox
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de lz Fz. Coamag) es el RIf 52 = 0,68,

En l9 electroféresis sobre plsces de copes delgs-~
1

dz de cgeluloss ("Selects") se trosleds ls sustencis & 17

Voltios/cm en 1% hores con un pH de 1,9 2,6 ¢m hscle el cé-

* todo, con un pH de 8,0 0,6 cm hacis el #4nodo.

Ejenpio 8 T .

Czlcltonine M mono- v discetilsads

10 mg de calcitonins M~acetato se disuslven en
2 ¢¢ de dimetilformemide sbsoluts, se mezcle con 0,5 ¢c de
uns solucibn 21 1 % de p-nitrofenilscetsto en dimetilforme~
mida, se enjuegs con nitrigeno y el tubito de cristal cerrs-
do se dejs repossr dursnte 30 minubos s 40°. se gEregsn en-
tonces 5 ¢c de scido acéiibo 2~N, se extrse el p-anitrofe-
nilscetsto en exceso y el p-nitrofencl formedo ﬁon éster
scético (2 x.30 cc), lo fose scuoss se evepors en vacio has-
to sequedsd, se vuelve 3 disolver el 0,5 cc de &cido acéti-
¢co 81 95 % y se iiofilizea. El producto se compone de uns
mezcls de derivedo mono- y discetilico, sdembs de alge
de producto de psrtids. El derivedo monoscétilico es, & su
ves, uns mezclas de N® - h{ HE ~derivedo ccmb se demuestirs
en ls electroforesis 2 un pH de 8.

Lo sepsrscitn del msterial de pertide, del mono-
y discetilo se efectus segln ls distribucibdn de Creig en el
sistems n-butsnol-bcido scético glecial-agus (4:1:5), o en
ung elecﬁroféresis de'Eapa delgsds prepsretivs sobre plocaes
de celulese ("Selects") con un pH de 1,9 (1% horss s 17 Vol-

tios/em); recorrido: vésse mes sbsjo. Le mezcle de los dos
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derivados MOnoscétilicoé, obtenide de ests maners, 3¢ sSeps-
ro tembidn medisnte electrofdresis de csps delyade grapﬁraw
tive con un pH de B (tsmpbn: solucibén 0,l-m de tr;etilami—
ne ajustods cbn dilxido de corbono s un pH de 8; 3 horss
o 17 Voltios/ecm). Pors mayores csntidades de sustoncis se
enples lo electrofbresis continue, libre de soporte, g¢si~
mizme s un pH de 8; En smbos sé comporte neutra ls N -sce-
til-caslcitonine M, electricamente, mienﬁras el derivedo
Ife-@cetilioo se trsslads hsciz el dnodo.

Los compuestos muestrsn los sigulentes volores
Rf:'Ndﬂ—acetil—calciﬁcnina I sobre celuloss "Selecte":
Rf 1014 = 0,67; sobre 6xido de sluminio ("Alox" de ls Fa.
Comsg) Rf 52 = 0,68.
Ts N& -scetil-colcitonins tiene en smbos sistemss los nig-
mos vsdiores RE como la NO(—acetil~calcitonins M (1ls oslci~
tonine I muesire en estos sistemss Rf 1014 = 0,56 y Rf 5¢
= 0,62); la ¢ Jia-diacetil«calcitonins M muestrs en estos
dos sistemss Rf 1014 = 0,75 y Rf 52 = 0,73. Bn ls electro-
foresis sobre placss de cops delgsds de celulose ("Selecta"}r
es el recorrido de % - y de NEn-monoacetil~calcitonina M o=
~2,6 ¢m 3 un pH de 1,9; 0 minutos; 177Voltios/cm; y Lo de
Iid Jﬁa-diacetil-calcitonina'M, bajo igusles condiciones,
~1,3 cm (ls de calcitonins M —5,77cm). Con un pH de 8,0 se
trosleds lo NE ~pcetil-calcitoning M en 90 minutos s 17 Vole
tios/cm +0,6 cm, mientraes la N% -~gcetilosloitoning K (a1
iguel que la celeitonine M) se queda;pareda en el puntec de

partida.
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Ejemplo g

| Bl produsto de psrtids:

BOC-Cys—~Gly-Asn-Leu-ser-Thr-Cys-Met-Leu~Gly-OH
descrito en el ejemplo 1 se puede obtener teombién de Lz na-

ners’ siguliente:

1, BOC~Ber-Thr-CBal

A uns solucidn de 75;& g de BOO-Ser-CH, ssl dici-
clohexilaménice, en 500 cc de cloruro metilénice se sgre-
gsﬁ 47,0 g de H-Thr-~0Bzl, HC1l en 300 cc de cloruro metilé-
nico, se sgita duranté 10 minutos s tempersturs smbiente ¥
se éﬁfria entonces 3 —50. A ests temperstars se gotez uns
solucién de 40,1 g de diciclohexilecarbodiimids en S0 cc de
cloruro metilénicec. Se agita dursnte % hores » ~5° y dursn-
te tods 1s noche & teupersturs smbiente. Después de sepsrar
por filtracidn ls diciclohexillres y el hidrocloruro de leo
diciclohexilomine se agite le soldciGn, y esto tres vesoes

con 4c¢cido clorhidrico 0,1-N, dos veces con solucibn gl 20 %

‘de szl comln, une vez con solucibén sl 10 % de bicarbossto

sbdico y dos veces con solucibn sl 20 % de sal comln y se

secs sobre sulfsto sbdico. Iz solucilbn se concentrs por

eveporscibn 2 unos 600 cc, se entris s 50 y Se separa por

filtrecibn de lz ulterior diciclohexilfires. Después de evs-
porar haste sequeded se c¢ristelizs el residuo, psra su lim-
piezs, en éster scético-hexsno,

P.f. 110-111°%; [et/y = -8,5 (¢ = 2 en dimetilformomids);

Rf 2 = 0,33 (en gel de silice).
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2. H-Ser-Thr-0Bzl, TFA

65,7 g de BOC-Ser~-Thr-0Bzl se disueiven en 100
cec de écidortrifluorscéticoral 90 % y le solucibn se uejs
durante 1 hore & 20°. Después se gotea, bsjo agitacibn, en
1000 ¢c de éter seco, se ogite dursnte uns héra y se dejs -
repessT dursntg l2 noche @ —103: Ei precipitado obtenido se
sepsrs por filtrecifn y se leve tres veces con éter seco y
se secs en veclo sobre soss cédustica; P.f. 128-1290; Rf 7 =

0,65; Rf &4 = 0,50 (en gel de silice).

. ROC-Leu~Ser~Thr-0Bzl

O

52,% g de H-Ser~Thr-0Bzl, TFA se disuelven an 145
gc de dimetilformemids y @ 0% se mezcls con una solucidn
de 48,0 g de BOC-Leu-ONP. Se sgregen entonces 21 co &e
trietilsmine y 0,75 cc de dcido acético glociol, Lo mezcls
de resccibn se sgits dursnte 3 horss o 0° y durante los no=-
che s temperaturs smbiente. Después de agregsr 2,1 litros
de éster acético sezglté la solucifn y esto dos veces con
sgus, dos veces con jcido clorhfdrico 0,1-N, dos veges con
solucibn al 10 % de sal comln, ocho veces con solucidn sl
20 % de corponsto potdsico, dos veces con éoluciﬁn de syl
comin 8l 10 % y une vez a8l 30 %. Después:de secor sobne |
sulfsto s63iéo se concentra ls soluqién por evaporascidn
9 gproximsdemente 1,4 litros. Durente ls ﬁoche en ls nevera‘
cristelizs el tripéptiﬂo protegido del p.f. 114~116°;
[Ty = -1° (¢ =2 en dimetilformemida); RE 2 = 0,25

(en gel de sitice).
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4, H-Levp~ser-Thr-0Bzl., TFA

46,1 g de BOC-Leu-Ser~Thr-0Bzl se disucslven én
92,5 cc de dcido trifiuoracético sl S0 % Yy s& degje Gurente
1 hore & 20°. Después se sgrege, bsjo agitscibn, éter seco
(925 cc), se agits dursnie uns horé o 0° y se dejs repcssy
dursnte ls noche s -10°, E1 precipitedo formsdo se sepsrs
por filtrscifn, se lave tres veces con éter seco ¥ S¢ secs
en vecio sobre sosz cdustica. P.f. 168-171°; BRf 7 = 0,80

(en gel de silice).

5 BOC-Asn-Ieu-ber-Thr-0Bzl.

20,8 g de BOC~Asn-CH se suspenden en 208 c¢c de
scetonitrilo, se mezcle con £2.7 g de resctive X de Wood~
werd y se sgits dursnte 30 minutoes e 200; Después se gotesn
ba jo égitécién 12,6 ¢cc de trietilsmins de maneré que 13 lenw~
persturs interior no sobrepsse los +52°, se enfris s 20° ¥
8 ests tempersturs se ogits aln dursnte 50 minutes. 1=z solu~
cibn casi clors se enfrfs a O° y se mezcle con une solucilbn,
ssinismo enfrisds s 0°, de 39,1 g de H-“eu-Ser-Thr-0Bzl,Tif
y 10,5 cc dé trietilsmine en 257 cc de dimetilformsmida.

Ie mezcls .de resccibn que solidifics répidsmente se sgits
durente ls noche o tempersturs smbiente, se enfris » -10°

¥ se agite sln durante 2 horss & -10°, Después se filtra en
vacio el precipitedo cristslino y el derivado tetrapéptido
se lsve uns vez con aceténitrilo frfo, uns vez con éster
scético y tres veces con sgus, hests estsr libre de clorurc.

El producto obtenido se cristslizs en 370 c¢c de dimetilfor-

momide, 5,7 cc de 5cido acético glacial y %70 cc de sceto~
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nitrilo. Pof. 225-206"; (] = -36° (¢ = 2 en dimetilior-

momids); R 6 = 0,85 (en gel de sflice).

6, B=-Asn-Leu-Sep-Thr-0Bzl, TFA

32 p de BOC~Asn-~leu~-Ser-Thr-0Bzl se disuelven en

182 cc de dcido trifluorscético sl 90 % y se dejs dursnie

45 minutos a 20°, Después se concentra lo solucibn por eve-

-porecibn o unos 40 cc, se mezcls bajo sgitacibn con 400 ce

de &ter y se agito dursnte <0 minutos bsjo reflujo o 357,
Lz suspensién cristsling se enfrie entonces s =-1.0° y se de~
Jje reposar dursnte la noche & —lQo. Bl precipitedo se sepa~
e porjfiltracién,_se'iava tres veces con éter y se seca
en vacio sovhre soss ciustics. P.f. 125—1270; RE & = (0,33

(en gel de silice).

7+ BOC-Gly-Asn—-Lleu~Ser-Thr-0Bzl

26,3 g de H-Asn-Leu-Ser-Thr-0Bzl,TFA se disuelven
en 100 cc de dimetilformamids, se enfris g O°, se meac.la
consecutivemente con 7,5 cec de trietilsmins, 0,54 ce de'écin
do scético glscisl y uns solucién de 14,4 g de BOC-Gly-ONP
en 100 cc de dimetilformsmids, se ogits o tempersturs am-
biente hsste que le mescls solidifique y sé dejs repozor
dursnte 2 diss. Be sgregsn entonces, bajo;agitscién S00 ¢o
de éster scético y se dejs repossr durante 1s noche o ~10Y%,
El precipitado se sepors por filtrscibn, ée lgvs dos veces
con éster ecético y dos veces con'éter, se agits durante
medis hors con 200 cc‘de agua, se seﬁars por filtracidn,
se lave con ogus y Se& secs en vacio.vP.f. 22?u228°;

[eA7y = =23° (¢ = 2 en dimetilformsmida); RL 9 = 0,50

(en gel de silice).
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8., BOC-Gly-fsn-leu~-Ser-Thr-CH

' 17,0 g de BOC~Gly-Asn~Leu-Ser~Thr-OBzl se disuel-
veﬁ bajo calentamiento en 340 cc de dimetilformsmids. Deg-
pués de enfrisr s tempersturs smbiente seragregan %4 g de
carbbén de pslodioc 21 10 % y se hidrogens. Ls reduccibn ke
te&minado desgués de 4 horss. Después de sepsrar el cotalie
zeaor por filtrascidn se concen%ra la solucifn por evepore-
c¢ibn en 2lto vecio. Frotando tres veces con ébter se obbie-
ne un pentepéptido unitsrio segln el cromstogrems de caps
delgeds. P.f. 181-183°; {47y = -16,5° (¢ = 2 en dimetil-
formzmida); Rf 7 = 0,65 (en gel de :sflice).

g, BOCuGly—Asn—Leu—SeruThr—Cys(le)~N2H2~Z ‘

9,2 g de H»Cys(le}wNéHz—Z,HGl ge disuelven en
200 cc de dimetilformsmide recién destileds, se mezcls con
12,2 g de BOC—Gly-Asn—Leu—Ser-Thr—OH ¥y & tempersturs om-
biente se agite hosgs disolver. Entonces se enfrf{s 1s solu-
cibn » O°, se sgregen 5,28 cc de trietilemins y 4,88 g de
N-hidroxisuccinimids en 100 cc de dimetilformemids, se si-
gue enfrisndo s -22? Yy se ggregon 4,36 g de diciclohexilear—
bodiimids en 30 cc de dimétilfofmamida. Se ggits durante
una hors o —220, se dejs entonces subir lentsmente lz tem~
persturs interiop, se agits a0n dursnte 3 diss 8 tenpers-
turs smbiente, se filtro delo diciclohexilfires precipiteds
y se evspors en zlto vecio hasts -sequedsd., Bl residun se
8gits con une wmescls de éster acbtico & splucibn 8l 5 % de
fcido cfitrico, el precipitsdo se sepers por filtracibn, se

lsve con sgus, se sece en vecio, se sgits con &bter seco, se
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filtrs y se seca gn slto vaclo, P.f, 1‘7';’:--1’,78D [ngn = -25eh
Yy

(¢ = 2 en dimetilformsmids); Rf 1 = 0,21 (en gel de silice).

10, HE-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys(Bal)-NyHymG, TFA

13 g de BOC—Gly~Asn~Leu~Ser~Thr~Cys(le)~N2H2~Z
se disuelven en 130 ce de 3scido trifiuoracético sl 90% y 12

’

solucibn se dejs reposer durenbte 2 horss a 22°, Después se

aencentrs ls solucidn por evsporscibn ¥ el residuo se agi-

Y5 tres veces con éter y se secs en veclo sobre so0ss céusti-~ -

¢o. Puf, 159~161°. Rf 6 = 0,63 (en gel de silice).

11, BOC—Cys(le)—Gly-Asn-Leu—SeraThr-Cys(le)-N?H9~Z

6,69 g de BOC-Cys(Bzl)~CSU y 12,2 g de¢ H-Gly-Asa~
Leu~Ser-Thr-Cys(le)~NéH2—Z, 1,22 TFA se disuclven en 100
cc de dimebilformomids. De ung slucibn de 150 mMol de tri-
etilsmine en 100 cc de dimetilformsmids se gotes bsjo zgi-
tocibn tsnto trietilomine hoste que ls mezcls de resccidn
gobre pspel indicsdor Afmedo indique un pH'de 6,4, Lo solu-
¢ibn se sgits dursnte 3 diss s tempersturs smbiente, después
se evapors en alto vscio hssts sequedsd. El residuc se ggi-
to dos veces con 300 cc de éster acético, o continuscildn
tres veces con une mezcls de 150 cc de éster seético ¥y
30 ¢c de solucibn 91 5 % de 4cido citrico, se sepsrs por
filtrescifbn, se sécs en vacio y se cristal%za en dimetilfor-
momidayéster scético. P.f. 191-193% /o7y = -31,5°
(¢ =2 en dimetilformqmida); Rf 8 = 0,35 (en gel de sflice).

i



10.

15

20.

25,

iz, BOC«-Cys-—GLy-—Asn—Leu-Ser~an~-Cys-~1\I'2H3

6 g de BOC-Cys(Bzl)-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys(Bzl)-

NéHéuZ se disuelven o ~40° en 700 cc de omoniscc 1lf{guido

+ 8e¢0. Bajo sgitecibn se asgregen en el punto de ebullicibn

del gmonisco 973 mg de sodio de moners gque el color ds la

. mezcls ae resccibn se vuelivs solsmente szul ¢laro. bespués

dé 25 minutos hs terminéao ls reduccibn. Se agits sun dursn-
te 10 minutos monteniendo el tefiido 9zul, Se sgregen en-
tonces 2,4 ¢c de Scido gcético glscisl y se evaéora en 8l-
to vocio (eprox. 1 mm) hosts sequedad. Bl residuo se sgita
con 12 cc de sgus, 5,2 cc de Scido scético glacial y 20 co
de éster acético duiante uns hora 2 00, el precipitsdo se
sepore por filtrscidn, se lseve dos veces con solucibn Ge
écido scético 81 1 % (10 ¢c) y uns vez com 10 cc de éster

gcético y se sece en slto vacio.

REf 5 = 0,65 (en gei de silicge).

13, BOC-éys—Gly—Asn—Leu-Ser—Thr-CyémméHa

1,0 g de BOC—Cys-—Gl,y--Asn~-Leu-Ser—Thr—Gys—N2H5 se

disuélve en 100 cc de dimetittormemids y 500 c¢¢ de sgue, gue
contiene 1,25 mwequivaientes de dcido clorhierico. Con 3,7
cc de ung solucidén 0,43-N de hidréxido potdsicc se ajusts
el valor pH de 1o solucidén s 6,8. santeniendo este velor
pPH se gotesn en el plezo 90 minutos, bajo agitacifn, simul-
ténea@enté 247 cc de un2 solucibn 0,0l-m de ferricisnuro
potésico ¥ 4,9 cc de uns solucibn 0,43-N de hidréxide potéd-

sico. Se agits aln @ tempersturs smbiehte dursnte 90 minu~-
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toz y ¢ continueciln se ajusts con 0,7 ce de dci
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gloacisl el voror pH de 13 soiucifn 8 4,0. Despuds se apite

e e -

1z solucibn con 50 ¢c de Dowex~2-X8, forms de acetsto, o

“«r

s : ; - : -+
_continuecidn con 13 cc¢ de Dowex-50W-X8, forme H™, se filtrs

g

y se esvapors hasts seguedsd. Elrr931duo'se disuelve en trou-
toneol 91750 %, se liofilize y se secé en slto vacin. #l pro-
ducto contiene aéraximadamenhe un 15 % de goetato potésico.

Lg unitsrio en el cromstograms de cspz delgsds sobre gel de -

sflice. Rf 5 = 0,63; RE 6 = 0,70; RE 7 = 0,75,

ey Heleu~Gly-0B4 HCL

Se disuelven 14 g de Z-Leu~Gly-OEt /prepsrads sc-
gbn J.R. Veughen & R.L.0seto, J.Am.Chem.B0c. 73, 553% (1951))
en 150 c¢ de etsnol absoluto, se mezcls con 11,9 ce de uns
solugién 6,9~N de $cido clorkpifdrico en etznel y se hidraga~;
ns en presencis de 2,8 g de csﬁbén de psladic (10 % de 2d).
Desyués de 1 hors se sepsra del catalizsdor por Liltracidn
en vocie y en vocfo, o 40° de tempersturs del befc, se evo-
pvra. Bl residuo es un sceite y se sigue eloborsndo direc—

tamente. Rf 1 = 0,50 (en gel de sflice).

15. BOC-Met=ILeusGly-0ORt

16,5 g de BOC~ﬂet—NkH; en 100 cc de dimeiiliorms~
23 ,
mids se mezclan o 0° con 14,8 ¢¢ de Scido clorhidrico an
tetrahidrolureno (5,39-N, 80 aliol), o éontinuagién 8 -20°

son 5,4 cc de iso-smilnitrito. Despubs de 5 minubos a -20°

S¢ agregs uny solucibn previemente enfrisds de 10,1 g de

H~Leu~Gly-OBt, HCl y 16,9 cc de toiebilapmine en 100 cc de

dimetilformenida. Le mezcls Ge resccifn se dejo dursnte 3
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dise 8 O . Después se sepsrs por filtrecibn @el hidrecloru~
ro de trietilemins precipitade y el filtredo se evepors en

51t0 vocio heste sequedsd. El residuo se disuelve en scebge

to de etilo y la solucibn se lavs consecubivomente con 3 pex

" ciones de solucibn diluide de 3cido citrice, 3 porcicnes de

soiucifn diluids de bicarbonsto sédico y con agus. El pro-

ducto en bruto que se obtiene después de secar y evepurar

-l solucidn se cristslizs en éster scético-hexsno.

0 118~1190; [BifD = -30° (¢ = 2 en dimetilformemida);

Bf 1 = 0,72 (en gel de silice).

16. BOC-iet-Leu-Gly-0H

9;98 g de BOC-Met-Leu-Gly-OBEt se disuelven en
500 c¢c de metonol. En el plszo de 45 minutos se gotean, s
temperatﬁra smbiente, 57 cc de lejls sbdice 0,59-N y se sgi~
te o(n dursnte 1 hore. Después se sjusts con 4cido c.orhi-
drico 0,68-N el pH‘a 7 y le solucibn se ewapors heste ge-
quedad. BL residuo se.disuelve en éster scétice y sgus y el
pH se ajuSté con dcido csorhidrico 0,68~N 5 2. Ls fase acuo-
85 se ggite con éster scético, Iss féses éster scéticss
reunides se laven con solucifn de ssl comln, se seca y se
evgpors., El residuo se cristalizs.en éster scébico-hexano.
P.f. 137 - 138°%; [/ = -31° (¢ = 2 en dimetilformenids);
Rf 7 = 0,74 (en éel de siliice).

i

17. B-Het-Leu-Gly-0H
' . 6,9 g de BOd-MetmLeu-GlynOH se disuelven en 70 cc
de $cido trifiuorscético a2l 90 % y se deje reposar dursnte

1 hors 9 20°. Después se concentrz 1s solucifén por etvspors—
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éién, bajo agitscibn se mezcls cén 150 cc de é&ter y se dejo
repoéar dursnte ls noche 5 -10%, E1 precipitedo Iformsdo se
separs por filtrscibn y de nuevo se egits con 100 cc de
éter, se separa por filtrescibn, se isva'dos veces con &éter
y se seca en vaclo sobre sose chustice.

P.f, 134 - 135%; Bt 7 = 0,52 (en gel de sflice).

18, BOC»éys~Gly-Asn—Leu~8er—ThrhC§s~Met-Leu—Gly~OH

800 mg de Boc-éys-ely-Asn-Leu-Ser—an-cés-NaH5
(contiene un 15 % de acetsto potésico) se suspenden en 15
cc de dimetilformomids y se sgits dursnte 15 minutos o 450;
uns parte de lo suspensidn se disuelve. Se enfris shors o
0° y primersmente se sgregsn 1,45 cc de $cide clorhidrice
en tetrahidrofursno (z,0-N), se sigue entriando o -20° y en-
tonces se agregen 0,114 cc de iso-smilnitrito. Desjués de
10 minutos o -20° se mezcls con 0,24 cc de trietilsmine y
e continuscibn seragrego'una solucifn prevismente enirisds
de 431 mg de H-Met-ILeu-Gly-OH, 0,57 TFA en 5 cc de dimetil-
formemide. De uns svlucibn diluids de trietilsmins en dime-
tiliormamids se gotes tents trietileming hests que ls mez-
cls de resccibn sobre pspel indicedor hlmedo sefisle un pH
de 6, La solucifn turbis se dejs dursnte 3 diss & 0°, des-
pués se separs por filtracibén del precipitedo formsdo. El
fﬁltrado se evspors en albo vacifo hasts sequedad; el resi-
duo se aéits tres veces con soluciéﬁ 8l 16 % de 4cido citri~

co, el producto obtenido se sepsrs por filtrscilm y se sece

en alto vecio.

N

Rf 6 = 0,68; Rt 7 = 0,75 (en gel de silice).
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Nd'TDalmitoil—éys«Gly~Asn-Leu—Ser—Thr;6§s~MetmLeu—Gly—Thr~
Tyr-ThréGln»Asp-Phe—AsnaLySwPhe-His~Thr~Pbe-Rro—G1n—Thr—
Ala-Ile=Gly—Val-Gly~Ala»Pro-NHa (NCA—palmiteil—calcitoni-

* na M)

171 mg de Nd‘-palmitoil—éys-GlynAsnuLeu-Ser(tBu)»

. ___—':______-_1 ) .
Thr{tBu)~Cys~Met—Lea-GLy—an(tBu)—Tyr(tBu)nThr(tBu)oGln—

4sp(0tBu)-Pare-Asn-Lys (BOC)-Phe-His~Thr(tBu)-Phe~Pro~Gln—
Thr(tBu)fAla-Ile—-Gly«-Val—Gly-Ala»Ero--NH2 se mezclan con 5
¢c de dcido ciorhidrico concentrsdo, de andlisis puro, en-

frisdo con hiele, se sgite a_OO hests lz solucidén (unos 2

‘minutos) y la solucibn se dejs 2 continuscibn bajo nitebgen

no dursnte otros 8 minutos s O°.7Después se libers del dgi-
do ¢lorhidrico disuelto en forms gagseoss medisnte evacus-
¢ifn durente 1 minuto a2 0,01 Torr, se sgregen entonces 100
cc de t-butenol y se liofilizs. Se obtienenks' 138 de 1z
ssl clohfdrics de 1la §% ~paimitoil-calcitonine M como pol-
vo incoloro. En el crometogramé de caps delgads sobre Oxido
de gluminio ("Alox") muestrs el producto el Rf 45 = 0,5Z;
Rf 52 = 0,76, El producto muestrs en el ensesyo segln Kumsr
en comparscién con ls cslecitoning M un efszcto clarsmente
més prolongsdo.

Lz N<K—palmitoil;dotriacontepéptido—amida prote-
gide, empiesds cbmo producto de psrtida, se puede prepersr

de lz moners siguiente:

1. Pelmitineto de p-nitrofenilo (Pol-ONP = hexsdecsnsto de

p-nitrofenilo):
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4 5,0 g de p-nitroienol en 60 c¢c de cloroformo-
&ber (1:1) se agregan,bajo enfriaﬁiéntc con hielo, primera-
mente 9,4 g de cloruro psluitflico y después 5,0 cec de tri-
etilamins, Después de hervir durshte 2 horss bsjo ref.ujo
se recoge en éster scético y lé fase orginics se lsvs con
patssa 0,5-N y sgua, se seca sobre sulfsto sbdico y se evo-
pore.Cristslizsndo con Ster-Gter de petréleoc se obtienecn

hojitss del p.f. 64-65°,

2+ P3l-Cys(TRI)-Gly=-Asn~Leu-Qife '

1,32 g de B-Cys(TRI)-Gly-Asn~Leu-OMe y 780 mg
de paimitinato de p-nitvrofenilo se disuelven en 0 cc de
dimetilformsmids recién destilsde y se dejs repossr dursnte
24 horass g temperaturs ambiehte. Del producte en brute re-
sultante después de evsporsr el disolventerse obtiepe poxr
disolucibn y precipitsecifn en metanol el compuesto en for-

mg purs segin el éromatograma de caps delgeds.

3. Pbl-Cys(TRI)-Gly—Asn-Leu—NH~NH2

4 1,35 g de Pal-Cys(TRI)-Gly-Asn~Leu~OMe en 40 cc
de metonol se sgregsan 4,0 cc de hidrasto de hidrazins y ls
solucibn se montiene dursnte 24 horas s temperaturs smbien-
te. Bn el evepufador de rotsciln se concentrs entonces a

250 8 unos <0 ¢c 'y se sgregan 150 cc de 4cido scético 0,5-N.
13

. El producto precipitsdo se sepsrs por filtrecibn, se lavs

con ggus fris y se seca sobre soss ciustica. En el cromsto-

L}

grams de caps delgsds sobre gel de silice muestrz el pro-

ducto el Rf 100 = 0,45.
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4, Pal-Cys(TRI)-Gly-Asn-Leu~Ser($Bu)-Tar(tRu)~Cys (TR )
Het-Leu-GLy-0H '

1,08 g de Ps1-Cys(TRI)—Glywésn—Leu~NH—NH2 en 10

¢c de dimetilformemids se mezclon s —150 con 1,5 ec de Selico
" ciorhfdrico z,0-F en éster scébtico y 0,17 cc de t-butilni-

. trito. Después_de 15 minutos s -10° se gotes uns solucibdn

entriadas » -10° de 980 mg de HQSer(tBu)mmhr(tBu)—Cys(Taz)m
mef~Leu-Gly—OH y 6,56 cc de triebilomine en 10 cc¢ de dime-
tilformemids, Después de repossr dursnte uns hors s ~10°

y dursnté 15 horss a 0® se agregsn 50 ¢c¢ de metgnol y el
produqtc precipitado se separarpor filtracién? se lava

con metznol frio y @ 40%se seca en a;po vecio, Bl polve re-
sultsnte se frots tres weces, cads uns con 10 cc de sgus y
después se seca sobre soss cdustics. Disolviendo y preci-
pitondo en dimetilformamids—metsnol se obtiene el producto

puro segln el cromstogrsme de caps delgsds.

5. Pal«éys—Gly-Asn—Leu—Ser(tBu)—Thr(tBu)—Cystet-Leu—

Gly-OH

Uns solucifn de 670 ng e Psl-Cys(TRI)-Gly~Asn-
Leu-Ser(tBu)~-Thr(tBu)-Cys (TRI)-Met-Leu~Gly~CH en 50 cc de
dimetilformamidé se gotes 8 temperoturs smbiente, en gl pis-
zo de 20 minutos o uns solucibn fuertemente sgiteds de 1,0
g de jodo en 150.00 de metsnol. Se agite sln durante une
hors y despﬁés se descolores 1a solucibn de resceién & 0°
medisnte sdicibn a OD,'gota 2 gots, de tiosulfato shdico

gcuoso 1=N. Ls solucidn clars se concentre por eveporscila,

primersmente en vecio & ls tromps de sgua, después s BOO
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hests unos 10 ce, se mezcls con 200 ¢c de éter-&ter de pe-
tr6leo (1:1) y se decsnts. El residuo se frots, despuéds de
secsr brevemente, en vecio z ls trompe de 2gus, tres veces
csds une con 10 cc de ogus y se secs sobre soss chustics.
Pors su limpiezs sSe disuelve y precipite de éloroformo—éter
de petrbleo. En el crometogroms de cops delgads en gel de

silice es el Rf 5% = 0,50.

6. NO(-E@l-CyS-Gly—Asn~Leu~ber(tBu)~Thr§tBu)ucis—Met-Leu—

Gly-Thr{tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tRu)=Gln~Asp(OtBu)-FPhe~Aisn=-

Lys (BOG )~Phe-His~Thr(tBu)-Phe-Pro~Gln-Thr(tBu)-4le-Tle~
G&y-Val»Gly~Ale-Imo-NH2

A uns saiucibn de 418 mg de N‘%-Pal-Cys—Gly—ésnr
Leu-Ser(tBu)~Thr(4Bu)~Cys-iet-Leu-Gly~0H, 290 #g del docosa~-
péptido protégido descrito en el ejemple 2 sub.44 y llO me,
de N;nidroxisuccin§mida en 15 c¢ de dimetilformsmids recién
destilsds se sgregsn bsjo agitocibn y celentando a 450
135 mg de diciclilohexilcsrbodiimide. Se agits afln durante
3 hores bajo nitrbgeno o 450, se agregsn nuevamente cada
vez 70 mg de N-hidroxisuccinimida y diciclohexilcarbodiimids
y se égita dursnte otrss 4,5 horass @ 45°. Después se eniris
s 0O° y se vierte en 300 cc de éter libre de perféxido, en-
friedo con hielo. Después de 12 horas » 0% se filtrs en vaci
el precipitasdo, se le lave con éterhy se secs en vacfo o 40°
Psrs su limplezs se disuelve el producto en metsnol-cloro-
formo (1:1) y en este ‘disolvente se ?romatografia ascen-
diendo en uns columns de "Sephadex" IH 20 de lss dimengio-

nes 110 x 4,2 cm. se recogen fracciones de % ¢c y se con-
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ruebon medisnte cromestogratie de ceps delgads. En ests
crometogrefis de caps delgsds sobre plaeces de gel de sili-

ce es el Rf bHzh = 0,62.

Ejemplo 11

. Nd’»la&ril-dystly—Asnmbeu~Ser—Thr-Cys—met—Leu~Gly-Thr—Tyrm

Thr-Gln-isp-Phe—Asn-Lys-Phe-His-Thr-FPhe-Pro-Glo~Thr-Als-

Ilecﬁly“val“Gly—AIS"Pr0~NHa ( Nd~~19uril-calcitonina )]

7 mg de N{i—lauril—dys—Gly—Asn~Leu—Ser(tBu)~

. Thr(tBu)~C§s~Met—Leu—Gly—an(tBu)—Tyr(tBuT—Whr(tBu)wGln-

4sp(0tBu)~Phe-Asn-Lys (BOC )-Phe~Hig~Thr ($Bu)~Phe-Pro-Gli~
Thr(tBu)—Ala-Ile_Gly—Val-Gly—ﬂla~Pro-¢H2 se agregan, bajo
agitacién,370,42 ¢c de Scido clorhidrico conceniraao, de
ondlisis pdro, entrisdo con hielo y, bajo nitrbégeno, se agi-

te dursnte 10 minutos a OD, Psrs r&tirer el 4cido clorhi-

.drico disuelto en forms de gss se montiene dursnte 1 minu~

to s 0% ¥ 0,01 Torr, después se sgregan 6 c¢c de t-butsnol

y la mezgie se liofiiiza. Se obtienen 5 mg del monohidro-
clorure de lo H*-lsuril-celcitoning M.

En ls disposiciln de enssyo indicsds por Kumer
et sl. (J. Endocrinology, 3%, 469 /1965/) muestrs el pro-
ducto un efecto mes prolongsdo en compegracibn con ls galci~

tonina.

El producto de pertide se puede prepsrar como Si-

gue:

l. ILsurinato de p-nitrofenilo (Isu-ONP = dodecsnsto de p-ni--

trofenilo)
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El compuesto se prepors segln el mismo procedi-
miento como descrito para el pslmitineto de p-nitrofenilo

de 5,0 g de p-nitrofencl y 7,2 g de cloruro lsurflico.

2. Leu=-Cys(TRI)-Gly-Asn-Teu-Olie

1L:5 g de lourinsto de p-nitrofeniio ¥y 1,65 g de
I-Cys(TRI)-Gly-4sn-Leu~OME se dejsn repossr en 25 cc de
dinetilformenids dursnte 24 horss & tempersturs smbienbe.
Ly eveporacifn del disolvente y ls disolucidn y precipits-
ciﬁn en metsnol sunministrs el producto uniterio segln el

crometogrome de cape delgada. RI 53:¥ 0,60 en gel de silice.

3. LeuFCys(TRI)—Gly~ﬂsn*Leu~NH-NH2

1,0 g de Lau«Cys(TRI)»Gly—Asn—Leu~OMe se hacen
resccionsr en 40 c¢ de metsnol y 4 cc de hidrato de hidra-
zins dursnte 24 hores sl hidrazide s tempersturs smbiente.
El sislsmiento se gxeciue concentrando por evaporasclén
ls solucibn y precipitendo con $cido clorhfdrico 0,5-N.

Rf 100 = 0,40 en gel de siliice,

4, Ipu~Cys(TRI)=-Gily-Asn-~Leu=-Ser(tBu)=Thr(tBu)-Cys (TRI)-Ket—

Ten-Gly-0H
1,42 g de Lsu-Gys(TRI)-Gly~Asn~Leu—NH-NH2, di-

sueltos en 10 cc de dimetilformsmids, se mezclen o —lbo

con 1,58 ¢¢ de 4cido ciorhfdrico 2-N en éster scético y 0,14
cc de t-butilinitrito. Después de dejsr repossr durante 15
minutos & -10° se sgregarla solucién:enfriada o -10° de

965 mg de H-Ser($Bu)-Thr(tBu)-Cys(TRI )-Met-Leu-Gly~0H y
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0,525 cc de trietiisming en 10 cc de dimetilfermsmids ¥

se dejs repossr dursnte L hors é -10° y durentz 15 horss
s 0. EL producto precipitsdo de lg solucibn 22 rezccidn en é
forms de gelsting se precipits totelmente medisnte sdicidn
de 20 cc de metanol, se filtrs y se frots tres veces, cada

ung c¢on 10 ¢c de sgus y se sece sobre soss cdustica, Pers

- lg limpieze se disuelve y precipits en metanol calientes.

5¢ Lsu?Cys-GlymAsn-Leu—Ser(tBu)—Thr(tEu)—Cy§~Met—Leu~

Gly~OH

A uwns solucibn zgitsde de 1,0 g de yodo en 190 ce
de metsool se goteon o temperaturs smblente Y00 mg de Lau-
Cys (TRI}~CGly-Asn-Leu-Ser(tBu)-~Thr{tBu)-Cys(TRI)~Met-Ley~
Gly-OH en 507cc de dimetiiformomids, en el plszo de 20 mi-
nutos, y después se sigue sgitsndo sGn dursnte unas hors.
Pors eliminsr el sgente de oxidacidn en éxceéo S€ BETCESD
2 0°, gote s gbts, solucibn 1-N de tiosulfsto y despiss
se concentrz en vacio 2 lo tromps de sgus y en alto vecic s

unos 10 cc. Hedisnte adicibn de 200 cc de &ter~éter de pe-

'tréleo (1:1) se precipits, el precipitedo sscsdo se frots

tres veces con sgus, se seca sobre souse cdusbice y pers la
limpieze se disuelve y precipite de clorocformo~éter de pe-

troleo.

6. B —1guril-Cys—Gly-Asn-Teu-Ser(+tBu)~Thr(tBu)=Cys-Het~

Leu~Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBa)-Thr(tBu)~Gln-4sp{0tBu)-Phe~

ﬁsnnlys(BOC)nPhe—His~Thr(tBu)—Phe—Pro~Gln~Thr(tBu)nA13»

Ile-Gly-Val-Gly-Als-Pro~Ni,
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Uns mezcle de 35 mg del docosapéptid 1gffds pro-

tegido, descrito en el ejemplo 2 sub. 44, 24 ng de Nm =13U=

1i1-Cys—Gly-hsn-Leu-Ser(tBu)«~Thr(tBu)-Cys-Met-Leu~GLly-OH,

6 ng de N~hidroxisuccinimids y 0,8 cc de dimetilformemide

se sgité durgnte l-hora bsjo nitrbgeno o 500, se ggregsn en-
tonces 6 mg de dicicionexiicarbodiimida, se agitg dursnte’
otrss 2 horas Eajo nitrbgenc o 500, se vuelven 2 spEregsr
ceda vez 5 ng 4 e N-bidroxisuccinimids y diciclohexilcsrbo-

diimids y se sgito sln dursnte & hores » 50° bajo nitrdége-

no. Después se vierte tode 1s mezcle en 60 cc de éter libre

de peroéxide, se deje repusar dursnte 18 horss a OD, el pre-

cipitsdo fino se sepsrs por riitrscibdn y se secs en vscio &
40°, Se obtienen 30 mg del N‘x-lsuril;dutriacontapéptido«ami
ds protegido, en bruto. Psre su limpiezs se disuelve el pro=-
ducto en bruto en metsnsl-clororecrsmo (1:1) y se cromobogra~ -
fis enaformarescendente a través de uns columns preparsda

en 19 nmisms mezcis (1,5 x 30 cr) de Sephsdex IH 20. Se
recogen irscciones de 3 cc, se evgporsn individuslmente

y s= determine su pureze mediente cromatogrsifs de cape
delgads sobre p;acaé de gel de sflice. (Rf 524 = 0,%5).

Se obtienen 15 mg de dotriacontapéptido-amida protegids,

bura.

Bjemplo 12 . ‘ . .
H-éys~Gly~Asn-Leu~Ser—Thr—Cj§—Met—Leu—Gly-Thr—Tyr—Thr—Gin~

Asp-Phe-Asn~Iys-Phe-Hig-Thr-FPhe-Pro-Gla-Thr~Ailo~Ile-Gly-
Vol-Gly-Ale-Pro-NH, (Calcitonine M}

32 mg de BOC-Cys-Gly-Asn-leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cys
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Met»“eu»Gly—Thr(tBu)-Tyr(tBu)-an(tBu)-Glnmﬁsp(DtBu)mPhew

Asq—Igs(BOO)«Phe»HismThr(ﬁBu)—Phe»Ero~Gln~Thr(tBu)—é13~
Ile«Gly—ValnGlynAle—Pfo»NBZ se libersn en ls misms forume
como descrito en er ejemplo 2 @e los grupes proetectores,
5 : Bl scetste dollo éa;citonina M obtenido se comports en ls
- cromeztografis ge cops delgede y en lg electrofbresis igusl
cbmo el producto descrito en el ejemplo 2. En lo cromsto-
gratis de ceps deugads sovre 6xido de sluminio "4lox!
(Csmag) es el Rf 52 = 0,48; Rf 45 = 0,41; Rf 79 = 0,55,
10, En 1s crometogroris de cspe delgada sobre celuleoss (Selec-
te~ pleces prepsredes S+5 n® 1440) es el Rf 101f = 0,54,
Rf 45 < 0,40,
En ls electrofbresis sobre celuloss (Selects - places pre~
persdes n? 1l440) es el recorridc de treslscibnm hscis ei cé-
15, todo 8 280 V en 1,5 horss con un pH de 9,10 = 4,0, con un
PH de 4,85 = 4,2,
' Ie dotriacontapéptido;amids protegids, empLeads

como producto de partids, se puede obtener como sigue:

L. BOC-Cys(TRI)-Gly-Asn~-Leu-Ser(tBu)~Thr (tBu)~Cys(TRT Y~ilete

20, Leu-Gly-The (+Bu)~Tyr (Bu)=Thr ($Bu)=G1ln-4sp(ObBY )~Phe-fsin

Igs(Boc)—rhe;His-Thr(tBu)—Phe-Proneln—Thr(tBu)~A1a~11e»

Gly-Val—Gly-Ala-ETo—HH2

" 125.6 mg de BOC-Cys (TRI)~Gly-4sn-Leu-Ser(tBu)~
Thr (tBu )~Cys (IR )~Hes-Leu-GLly~-0E y 189,0 mg de H~Thr(tBu)-
25. Tyr(tBu)wThr(tBu)~Gln~Asp(OtBu);Phe-Asn~Lys(BOC)»Phe»Hisn
' Thr(tBu)-Phe—ETo—Gln—Thr(tBu)—Ala~Ile—Gly—Val—Gly»AlemETom

EH? se sugpenden junto con 31,4 mg de N-hidroxisuccinimids
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en 2,5 co de N§H~dimeﬁilformamida bajo nitrdgeno. Se ogre-
Bon 57 mg de diciclohexileorbodiimide en 1 ec de dimetil-
formenids y se zgits durente 4,5 horas » 450. Después se
vierte el preperédo en 250 cc de &ter sbsecluto sgitedo, se
separs el precipitedo coposc por filtrscibn y se le lave co
éter, Se obtieunen 314 mg del producto de dificil solubilidsc
en metanol, ) .

En el crometogrems de csps delgsde sobre gél de
sflice es el Rf 100 = 0,51; Rf 107 = 0,77; Rf 524 = 0,56;
Rf 438 = 0,65,

2. BOC-Cys=-Gly-Asn-Leu-tSer(tBu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leu~Cly—

The (£Bu)-Tyr($Bu)=Thr (tBu)-Gin~Asp(0tBu)-Fhe-Asn-Tys{thu"

~Phe~His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr (tBu)-41s~I1le-Gly=~Val~

Gly-—Ala-Pro-NH2

219 mg del dotriscontspéptido-smids protegido, des
crito bajo 1 se disuelven en ﬁimetilformamida csliente y
después de eniriar s tempersturs smbiente se'gotea en el
plezo de 50.minutos ? uno solucibdn de 124 hg de yodo resu-
blimedo en 30 cc de méfanol. DeSpués de enjusger dos veces,
cads une con #,5 cc de dimetilformemids se ggite adn dursn~
te -l hore 2 temberaturs subiente y después se gotesnlents=-
mente, s O°, 1,25 cc de solucidn acuoss 1-N de tiosusfato
sbdico hoste que'13 solucidn estéroasi incolors. 4 conti-
nuscibn se sgregon 0,05 cc de lejls sb3ics scuoss 2-N y en
vecio se concentis por evaporacibn . sproximedamente 1/3 de
su volumen. Ls solucidn se introduceﬂy agita en 450 cc de

éter libre de -per6xido y el precipitedo se filtrs. Este re- -

&
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siduo de filtrscibn se somebte directsmente & uas disd S RATPR

cibn de contro-corriente en el sistems netsnol/tanpdnclo~
%

reformo/tetreciorocerbono 11:3:6:7 (tompln como en el ajen-

plo 1 bajo 18). Decpués de 280 escslones se encuentrz lz

sustgnciz en Los recipientes 100 hsste 132, Ests se sisls

y en el mismo sistems se vuelve s distribuir en 560 esce-
lones. El producto locslizsdo medisnte crometogrefis de co-
pe delgsde se sisle (X = 0,69) y en sl%0 vsclio se libers @
40° del scetsto smbnico.

En el cromeajograme de cSpé delgeds es el Rf 534 =

0s4; Rf 100 = 0,35; Rf 87 = 0,66; Rf 43E = 0,59.

Ejemple 13
Lo calcitonine M protegids, emp¢eada en el ejemplo
2 como producto de psrtids, se puede sintetizsr de los

frogmentos 1 - 28 + 29 -~ 32 como sigue:

1, BOC~d?Q~ClJ-Asn»Leu-&er(tBu3—“Pr(t3u/~07ooheb Teu-Glv-

Thr(tBu)~Tyr(tBu)-Thr(tBu)—Gln»Asp(OtBu)-Phe~Asn«

IUS(BOC)cfhe-HlsuThr(uBu)—ﬁheutvomGln~Thr(uBujwaTa~
Ile-Gly-OH

860 mg de BOV—ugs—Gly—Asnmbeu~Ser(tBu)~”hr(tBu)«

——3 _ _ . Ll
Cys-iiet-Leu~Gly-OH en 7 ¢c de dimetilformsmids se mezclsn

~con 0,1 ¢ de trietilomine y 292 mg de triciorvecetayo de

pentsclorofenilo, o OD, Yy se agits & estes tempereturs, hajo
nitrégeno, dursnte uns hors. Se sgregsn shors 1,627 g de

H-Thr (tBu)~Tyr (tBu)Lhr (tBu)-Glo~Asp (OtBu)~Phe-Asn-Tys (BOC
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Fhe-His=Thr(tBu)-Phe~Pro~Gln~Thr(tBu)=hlo~ILle~Gly~0H
(prepsrszdo de 1,75 g del compuesto csrbobenzoxi descritec

en el ejemplo 1, bsjo 49, mediente hidrogenscitn en jeide
scético 2l 80 %), 0,09 cc de trietilsmine y 7 cc de dima-
tilformemids y se sglts dursnte lz noche s temperaturs gie-
biente. El producto en brute que se precipite después de
gatéarle en scido chorhidrico d;O2~N frfo como el hiele, se
limpis medisnte distribucilin en contrs-conrriente en el sis-
tems metanol-tempbn-cloroformo-tetreclorocsrbono (1l:3:6:7,
tompln como en el ejemp lo 1 bsjo 18). Coeliciente de distriw.
buciﬁﬁ H = 0,8, Lss fracciones gque contienen el derivado
octscosapéptido se reunen, las solucibn se concentrs fuerte- 7
mente y se liofilizs en t-butsnol., El producto puro muestra
en el cromstogrsms de cops delgsds sobre gel de sfilice ol

Bf 45 = 0,33; Rf 100 = 0,35 y Rf 115 = 0,48.

2. BOC~-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)~Cys—iict-Leu-Gly~

Thy ($Bu)=Pyr (£Bu )=Thr (tBu)=G1ln-Asp-0tBu )~Phe-Asn-

Liys (BOC )~-PHe~His-Thr(tBu)~-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)=4lo-~

Ile—Gly--Val—Gly—Ala-—Pro-—NH2

50 mg de BOC~dys~Gly—Asn—Leu—Ser(tBu)-Thr(tBu)ncjs
Met-Leu~Gly—mhr(tBu)—Tyr(tBu)—Thr(tBu)—Glﬁ—Asp(OtBu)—Phen
Asn—lgs(BOC)—Phe—His—Thr(tBu)-Phe—P;o—GlnfThr(tBu)—A18—Ile~ :
Gly-OH y 27 mg de H-Val-Gly-Als-Pro-Ni, (ﬁjemplo 2 bsjo 4<)
se disuelven en 1 cgc dg dimetilforﬁs@iﬂa. 4 le solucibn se
sgregsn 2,9 mg de N—hidroxisuccinimidg y 8,3 mg de diciclo-

hexilcorbodiimide y lo soiucifn se sgits durente 2 horss bas-~
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jo nitrbgenn. Después se agregen otros 1,7 mg de N-hidro-
xisuecinimide y 5,5 mg de diciclohexilesrbodiinids (smbos
disueltos , cads vez, en 0,1 cc de dimetilformemids) y se

agite dursute otrss 3 horaes a 450, Después se vierte lsz so-

¥

lucibd elsrs en 50 cc de éter, el precipitado se sepsrs por
FLiltrscidn en vaclo, se secs, se frote con ague, se Ifiltrs

en vocio y el polvo 9Gn hlGmedo se disuelve y precipites en

metsnol. De ests meners se sepsres el derivado betrepéptide

en exceso g(n existente en el producto en bruto. Le cslcito~ -

hEs

nins i pretegids oblenids muestrs los vslores Rf indicsdos
en el ejemplo & bajo 45.

Is diseciscibn de los grupos protedtdres se efec-
tus como descrito en el ejemﬁlo 2. Ls calcitonine M libre
obtenids contiene huellas del derivadb sulféxido, por .io
demdés es purs. Ls sctividsd bidlégics del producto sscien~
de 5 80 U/mg. .

N O T &

Descrita suficientemente la naturaleéa del inven
to, asi como la menera de realizarlo en la practica, dabe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente Iindi-
cadas sﬁn éuscepﬁibles de modificeciones e detallé'en

cuanto no alteren su principio fundemental; también se he-

“ce constar que el invento se refiere a wna solicitud de

patente presentada en Suvizs, con los ntmeros y fechag zi-
gulentes: 12691/68 de 23 de agosto de 1968,~ 12811/68 de
27 de szosto de 1968, — 13067/68 de 30 de agosto de 1968,
~ 15147/68 de 10 de octubre de 1968, - 17235/68 de 19 de
noviembre de 1968, y 11671/69 de 31 de julio des 1969, aco-

ziéndoss por lo tanto, a loz beneficios que conceden los

R e LI LI

B (et

e, APy A e AT 4

o v
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onvenios Internacionales en viger, siendo lo
tuye le esencia del weferifo invento y por 1o gue se soll
cita Patente de Invencidn poxr 20 sfica en Espafla, sobre:
Procedimiento pars la obtencidn de péptidos de eficacia
hipocalcémica; caracterizdndose por lo siguientie:

1= Procedimiento para la obtencidn de péptidosn
de eficacia hipocsleémica, caracterizedo porque un dotrig

conhapéptido de fdrmula I:

H;Cys«GlyaAsn~Leu~Ser—Thr—Cya—iét—LeuwGly~”hr~Tyr~Thx—Ginn
AspuPhe—AsnyLys-Phe~His«Thr~?he-Pro—G1nrThr»Ala—Ile-Glyn
Val-Gly-Ala-Pro-0H (1)
¢ los compuestos correspondieﬁfes, en 1os cuales wno ¢ ve-
riosrfestos de asparagina y glutamina estdn suetituidos
por el resto del deido asparsginico, 6 bien sl resto del
gcido glutamiﬁioo y/0 el resio del dcido asparsginico por
el resto aspéragina, sus dimervs, y los derivados de loa
péptidos mondmeros 6 dimeros, esi como las sales de adi-
cién de éciddvy:los complejos de los péptidos mondmeros y

dimeros y sus derivados, se preparan segun metodos en si

conocidos,

2.~ Procedimiento segin la reivindicaeién 1,
caracterizado porgue (1), en los compucstos de férmula I,
6 los mencionados andlogos, ¢ derivados, ¢ Gimeros Ge eew
tog compuestos, en cuyos compuestos como minimo un grupo
amino, 6 un grupo carboxilo'esté prptegiq? por wn grupo
protector disoeiable, el grupo (6 los grﬁpos) protector(es)
se disocia(n) 6 (2), %os compuestos de férmvla II:
H—Gys-Gly»Asn«ieu~Ser—Thr-Cys~Met-Leu~Gly—Thr—Tyr~Thr—
Gln-Asp-Phe-Asn~Lys-Fhe~Hig-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-Aila~

I1le=Gly=Val=Gly=AilawPro-QH {(11)
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6 los mencionados apdlogos ¢ derivados,

mereapso estdn libres O protegldos por el grupe tritilo

se ‘oxidan a disulfuros, ¢ (3), los compusstos de fdrmue

lag III 6 IV:
- 8

1
t
CH,
_ R~CE~C0-Gly~Asn-Isu~Ser-Thr-Cys-0H (TT1)

.

S
i

CH2

‘ .
R-CH-C0-Gly~Asn-Leu~Ser-Thr-Cys-A (zv}

en las gus A significa 1 hagta 21 de los restos aminodoi-
dos Que siguen a la cisteina7 con grupo amino de cadena
1atefal, en caso dazdo protegido, y R significs hidrdgeno
6 un radical emino acilado, se condensan con la restante
secueghcia C-terminal del péptido con grupo amino de cade-
ne leteral, en caso dado protegido, hasta el amino 4cido
C-terminal (I~prolina) segin los métodos conccidos en las
sintesis de los péptidos, bajo condicidn de que se emplen
wn método que parte de un grupo &cide carboxilico acitiva-

do, tal como el método azida, el método anhidrido ¢ el mg

todo de los ésteres activados cuando la secuencia C-termi

nal muestrs vn grupo carboxilo libre y, si se desea, le¢s
compuestos libres obitenidos se transforman en sus deriva-
dos y/o sales de adicidén de deidos 6 complejos.

3.~ Procedimiento segun la reivindicacién 1 ¢ 2,
para la obtencién de ﬁuevos péptidos segin uno de los pro
cedimientés destacados en la descripcidn,

4 .~ Procedimiento segun une de lasg reivindics~-

ciones 1 - 3, cerascterizado porgue se perte Ge compuestos
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en log cu&lés los grupos carboxilo ésfén provegidoes pop
el grupo terc.butiléster. |

'5;- Procedimiento segtn wna de las reivindica-
ciones 1 - 4, carecterizado porquejﬁe p&rte de compuestos
en log que log grupes amino esten protcg&dos por el grupo
terc.butiloxicarbonilo.

6,4~ Procedimiento segin una de las reivindica~

-oiones 1 - 5, caracterizado porque se parte de compuesitos

en los que los grupos hidroxilo en las cadenas laterales
sgtdn protegldos por el grupo terc.butiléter.

" 7.~ Procedimiento para la obtencién de ruevos
péptidos como indicado en las repregentaciones esgueméii-
cas 6 descrito en loz ejemplos.

-

8.- Procedimiento segtin wna de laa reivindico-
ciones 1 - 7, caracterizado porque se prepara el amids
C~terminal Gel compuesto de férmula I 6 lag sales ds& &di
cién de decido de eplicacién ferapéutica & los complejos
del mismo.

-

G.~ Procedimiento segun una de las reivin

1dica-
. . 15
ciones 1 - 7, caracterizado porque se prepara la Agp |

Frod2.-diamida del compuesto de férmula I 6 las sales de
adicién de écido de aplicecién terapéutica 6 los comple-
Jos del mismo. | |

10.~ Procedimiento segin una de las relvindica-
cloneg 1= T, caracterizado porque se prepéran log derivg
dos N —acilicos del amide C-terminal del compuvesto de fér
mule I 6 las sales de'adicién de éciéo de aplicacién tera

péutice 6 los complejos de estos compuestos.
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11+~ Procediniente asgln wna de las rpeivindica-

[

t hid R - st 04 o 5 . o f- T ey er b4 Py o H
go K =acetilico de lz amida C-berainal del compuesic de
t

terapéutica 6 log complejos de estos compusstods.

. 12.— Procedimientc segin mia Ge 1as reivindica
iones 1 -~ 7, c&racte:izado norgue se prepara el derivew~
do dessmino dé~ia amida O-terminal del compusstc ds Ldr-
mila I ¢ lss geles de adicidn de deido de eplicasidn ta-
rapéutica 6 los complejos del mismo,

13.~ Procedimiento gegin une de las relvindicoe

ciones 1 - &2, caracterigado porgus el dobriscontapdpti.-
do & dotriacontapéptido-amide protegido, empleado GOmo

producte Ge partida, se prepars por condsnsacidn del de-

[¢]

epéptide Me-terminal protegido com el docosapéptido 6
docosapéptido-anida C-terminal protegido.

n

14 .~ Procedimientc segin une de las velvindica-
rcicnes-1'« 12, caracterizado poréue el detriscontapéphi-
do 6 dotriscontapéptido-amida prqtegido, eﬁpléado como
producto de partids se,pfepara pof condensacidn del cecta
cosapéptide N-—terminsl ﬁrotegido con el tebtrapéntida é
tetrapéptido—amids C~terminal.

15 .~ Procedimiento pars la obtencidn de péptidos
de eficécia hipocalcémica; tal y como queda sustancialmgg
te descrito en la presente memorias.

Esta memoria consta de ciento cincuenta y Gos ho
S

jas escritas & mdquins por unse sola cara
Madrid,
CIB4 SOCIETE AT

3, GOME

p. p- FirmaddiA\. GARCIA BRAYO
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