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péptide fguaies (1=32 ¥ 1'=32') ertin snlazados en-diupogicids antie
paralela a través de los restos cistsinicos 1,7Y ¥ 7.1' madiante
eniace disulfirico, ¥ los derivades de los péptidey monduercs &
dimeros, as{ como las sales de adioidn de delde ¥y los ccmplejos de
loa mencionados péptidos mono- y dimeros y sus derivados, y & un
procedimientc para la obioncidn de éstos compueston.

Son de destacayr eszpecislmente log pépiidos de fdumula I,

donde el swinodeido en la posicién 8, la metionina, estd sustituide

por valina, norvalina, leucina, iscleucina, norleucins & Zeido o=

y‘complejos. -

Log derivedes de loz compuestos mencionndos son, snbe todo,
aquellos cn loz cuales ol grupo Qesziao estd acilado, uzui como los
corrauponilentes Qesaminol-péptidas.

‘Loa grupos acilicos para la acilizaclén de loas gruﬁoa ail-
no, especialmente para la ascilizzsidn del grupo ﬁd wznino, aon les
restos ds dcidoe earboxflicos, tales cowo los dcidos carboxilicos
alifisicos, aromdticos, aralifdtices, heterociclices y hotercclclilie
alifdticos, eszpecislmente de Scides alcénicag § elguénicon infe=
riorez, mouo~ & bivalenies, tales como el dcide f£lérmico, acftico,
propiduico, los dcidos buifrices, el ééido aerflise, el Acldo suc~
cintco, do Scidos carboexflicoz alicielicos, t2les como los fcidos
cicloa:].quilcarboxiliccsD do feidoz carboxflicos meneciclizos apron
unéticos, mone~ & bivalenteé; teles come e) doido benzdice § T4&Li-
co, sin sustituir y ousbitvide, de deldos avil-alquilo infericre 6

»alguenil=curvonilicos sin gustliiuir § meilesustituidos, ltales

.



10,

=
wn

20,

~ T e

¢ 1
‘3 ‘ l'l!l"- ~l
ecemo al &nddo fanilacdtlen, de doidos n"*rrec"chﬁcaa 4o 5 Gaaia @
mionurss, tans; 5 bivelentes, 2in sustliniy & suebliuides, cm
niiwéeonc, azvufro y/6 cxfgeno ceme hetercdiomes, tales ccmn loa
deidog piridincarboxilices, tlofencarbexilicos, & ds dcidos haterse
ciclilealeano inferior. %ales come el deido piridilacédtics, deidn
inidazolilacétice, donds los sumtituyentes de log awnilles gon; pod
ejemplo, 4tomos de hallgeno, grupos nitre, grupos algquile iufurier

§ aleoxi inferior 6 prupus carbalsoxi inferior. Adasfds mon de mane

clorar cono restog acilo, ante todo, lcg restos ecilo de =al acfaldns,

glutzaflico, ndemds los restos acilicos que se derivan del feido
carbénico 6 del dcido ticcarblnico, 6 bién sus Ssteres & suidas,

pee ejemplo, los grupos alguiloxil inferiore-carbonile, tules cowo
ctoxicerbonile, terc.-bubiloxicarbonile, ademis el bencilexicarbe-
rile sin sustituir, & sustituido como arriba indicado, carbemaile

¥ ticcarbamoilo, asf{ como 21 -carbamollo y ticcarbsmoilo Resusti-
tuido, por ejexmplo, N~slquilo inferior-carbamoila, HRefenllocrina-
noilo, K-fonii~tiocarbamolilo.

Come sales de adicidn de 4dcido son de menclonar ezpecials
mente las ssles de los Acidos de aplicacién teranfutiss, tales cono
el Zeido clorhidrico, el fcido acéiico, el Acido sulfdrice, ol
cido fosférico y log dcidos sulfénicos, tales comé log dcides
alcane inferiove-gulfénicos, 8l fcido benceno~ & toluenosulfiniss.

Bajo complejos se han de enbender los coapuestos suya osipase
turs adn esitdn sin aclarer, quz bajo asdieifn de elertas susianciss
orghnicas & incegfénicas forman péptidea de cadenz larga iuprimiens
do & éston un sfecto proiongado. Tales sustancias se describen,

por ejemplo, pere ACTH y ofros péptides de eficaclie adrenpeorti-
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cotrégi¢w.,ﬂ0ﬂ éa mencicnzn, por cjewnlo, low coupucntos inorgde

alcie fud o

nices qu‘ se derxvun de metalaes, Lalsa como del calelo, magnselo,

aluminia, cobaite y especislnents Gel cine, ante Yodo lay s
dz dificilrsolubiliéad,talcs comg 1oz fosiates, pirefosistos, y
polifeufatos asi como los hidrdxidos de éston metaleas, adenfs iom
polifovafatos de metal slealino, tales como, por ojemple Plalpan NV
Calgon 322%."Calgon 188" § "Poliron B 127, Susgtancias opgiuican que
producen una prolongacsidn del efeado aon, por ejenplc, las gsla-

tinas no antigenas, por ejewplo, la polioxigelating, ol poliy Jinile

s

plrrolidon y la celulosa carboximetilice, adsmds log dsteres del

L

écido sulfdnlco 6 del fcido fosférico del dsido elginies, dextrse

no, polifenoles y pol ialca;oles, ante todo el poliflcrsetinfosfata

¥ el dcide [Fitinico asf como los polimercz y copclimeros d» lus

enincdcidos, por ejemplo, la protamine & el acido poiigintaninico.
Los nuevos compuestos, especialmente agquellog gue en la
posicidn B contiensn uno de log sminedcidos de intercuudls arribs
mencionadcs. nuestran un efocto hipocalecémico. Estos redusen 2l cone
tenidc de plasma, caleio ¥ Toafato en la sangve de los mamiferas,
tal ¥ como se ha podids demostrer mediante ensayos cn raisg Wishur.
- Los compuestos reducen tambifn on ol asr humang en nival
ds plesma=calelo de la sahgre en adminletracidn inirvevenosa dz
0,01 hasta 5 mg on tsmpdn-de acetato O,len del pli 4,6 ¥ por 1o
tanto, se pueden emplear en forma corrsgponélents parx la hiperonlie
cemia.
Bl procedimiente segﬁn ia presente ivvenciln pave ia obe
tencién de les ruevos pdpltides mons- § dimerca, sus derivedos,
sug sales de adicidn da dsido y cemplsjos me coracteriza porque

1. on los ceupucstos de £érmuls I
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AAHnﬁys-ﬁlyvAEn-IauvSerufhrncys«met~Lau»&ly-Thr-Tyr=Th:~ﬁ1nwa;3uPhcu
SOr7o13 920 2L 22 23 2445 26 27 28 29 30 31 32
‘Asn»Lye-?hewHia-Thr-Phe~Promcln-ThrnAla-Ile»Gly~¥a1—G13~Alaarrew

Ni, ,

donde cozo minimo uno y como méximo 16 de los anminodcides en las
posiciones 2, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 21, 23, 24, 25, 24,
27, 29, 30 y 31 estén sustituidos por otroes ¢ ~aminodcidos satura-
les & sus homblogos, & on los dfmeros correspondientes & derivadoa
de éstos péptidos, en cuyos compuestos como minimo un grupe euina
§ un grupo carboxilo estd protegido por un grupo protector dizoe
cisble, se dimosia el grupe protactor (& los grupos protecteres) &
24 los compuestos de f6rmula II .
1 2 3 4 5 6 7 8 9§ 10 11 12 13 14 1% 16

H-Cye-Gly~Asn—Lou-Ser-Thr-Cys-Met-Ieu-Gly-Thr-Tyr-Thr-GlnnAsp-Phe»

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 20 31 32
Asn—Lgs—Phe-His—Thr-Phe-Pro-GlinhrnAla-Ile-Gly-Val—Gly-Alaw?ra—

NH I,

2

donde como minimo uno y como méximo 16 de los aminodicidez en las
poniciones 2, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 21, 23, 24, 25, 26,
27, 29, 30 y 31 estén sustituides por otros O, =aminodcidog natu~
rales 6 sus homéloéos, é los mencionados derivados, donde los
grupos mercapto sstén lidbres 6  protegidos por el grupo tritilo,
pe oxidan a disulfuros & -

3 Tos compueatos de férmula III § v
S ' S
i é 1
CH2 H2

R=CH-C0-Y~Asn-Lou~Ser-Thr-Cys-CH Re(H=l0uY=Asn~Lou~Ser=Thr~Cyg=4
IIT 'S
donde Y slgnifica glicllo & I~zerilo, A repreoaenta 1 haste 21

de los'restos amincécldo aubsigulentes a Gisteina7, en cagc dadd
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intercambiasdos eﬁ la forma indicada, con grupo snino de cadena
lateral ¢n caso dado pfotegido ¥ R significa hiergeno é wn grupo
amino écilado,'se condensa con la restante secuencia C~terminal
del péptido con grupo amino de cadena lateral,en caso.dado protegis=
do (hacta el término C de la L-prolinanida), segiin los métﬁdos cono=
cidos en la sintesis de los péptidos y, s{ se desa, los compuestos
mondméros obtenidos se transforman en sus dimeros 6 los péptidos
mono- & dimeros libres se transforman en sus derivades y/§ sales

de adicidén de fcido 6 complejos,

Para la preparacidn de los productes de partida para la pri-

_ mera variante del procedimiento segin le presente invencidn, como

también de todos los pr&ductos intermedios necesarios en las 3 va-
rian#es del procedimiento, entran en consideraci6n7co§o grupos pro=-
tectore%,eeﬁocialmente los conocidos por la sintesis de péptidos

de cadena 1arga,as£ como algunos nuevos grupos proteciores que se
pueden disooiar facilmente, por ejemplo, por hidréiisia, reduccldn,
anindlisis 6 hidrazin6lisis,

Asi ge emplean, poxr ejeﬁplo; como grupos pratectores para
los grupos aﬁino, los grupos acilo & aralquilo, tales como los gru-
pos formilo, trifluoracetilo, téloilo, Benceﬁosulfonila, p~toln-
enosdifonilo, o-nitrofenilsulfenilo, 2.4-dinitrofenilsu1fonilo
(éétos grupos sulfenilo se pueden éisociar también por reaccién
de reactivos nucledfilos, pbr ejenplo, sulfitos, ticsulfatos, vénge

~patenté inglesa 1 104 271), en caso daﬁo sugtituidos, tal como,
por ejemblq, por grupos alcoxi inferior,.especialmente loz grupos
diténil- § trifenilmetilo sustituides por grupoes o § p-metoxi,
é grupos que se derivan del fcido éarb&nico, tales como grupos
arilmetilbxicarhonilo sustituido en los aniilos aroméiicos, por

‘ejemplo, por 4tomos de haldgeno, tales come clor¢ 6 breae, grus
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‘pez nitro, geupos alquils infericr § alcoxi inferior & grupoz ci-

lorantes, por ejemplo, ¢rupos Azo, n los cusles el grups nubile-
no pusds estar susiltuide pof un reato arilo ulterior v/ 6 uro 4,

en ¢3so dado,ldoa restos alquilo inferior, tales camo grupos Lenol-
1o, benshidrilo & 2-fenil-icopropil-oxicarbonilo, por ejenplo, core
bohenzoxi, p=bromo~ & p=slorocarbobenzoxi, p-ﬁitrocarbobenzmxz &
p~metoxicarbobenzoxi, p~fenilazo-bsnziloxicarbonilo ¥ pi{p=~meto-
xi=fenilazo)~benciloxicarbonile, 2-tolilisoéropiloxicavbunilu Y.
sgpecialmente 2~(p=bifenilil)~-isopropiloxicarbonilo (vense Lo pa~
tente francesa Nr. 1 554 051), asi{ como grupos oxicarbonilo ali-
Phiicos tales como adamsntiloxicarbonile, ciclopentiloxicarbonilo,
tricloroetiloxicarbonilo, terc.-amiloxicarbonilo §, ante tode,
terc.~butiloxicarbonilo.

Los grupos smino ge pueden proiegesr tanhién medlante fore
macién de enaminas, obtenidas por resccidén del grupe amino, con
1,3-dicetonas, por ejemple, benzoilecetona, acetilmcetons ¢ dimee
dons. .

Los grupos carboxilo se protegen, por ejemplo, por forma-
cién de amida § hidrazida & por esterificacidn. Los grupos amida
e hidrazida pusden, en ceso dudo, estar sustituidce; el grupo &mi-
da, por ejemplo, por el grupo 3,4~dimetoxibencil= 6 bige{penetonie
fenil)-metilo, el grupo hidrezida, por ejemple, por el grupoe cLrbo-
benzoxi, ol grupe tricleroetiloxicarbonile, el grupo triftlusrace.
tile, ol grupo tritilo; el grupo terc.=butiloxicarbonile § al gou-
po 2-(p-bifenilil)-iscpropiloxicarbonilo. Para la saterificscidn
gon adecuados, por ejemplo, los alcanoles inferiores, en cusw dady

sustituidos, tales como uetanol, etanol, cliewmetilalcohel, benzolle
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metilalcohol é, éspacialmeﬂta el terc.~hutenol, ademds les arale
canoles tales coxno log arilalcanoles infériores, por ejemplo, loo
alcoheles bencilices § bancilhidrilicas, en caso dado sustituides
por grupos alguilo infericr & alcexi inferdor 6 4tomos de haldgeno,
talea como el alcohol p-nitrobencllice, el aleohel pemetoriborcie
1ice 6 el aleohol 2,4,6«trimetilbencilico, los fenclea y tlcfenoles
en caso dado sustituidos por sustituyentes atraedores de electrones,
tales como tiofonol, tiocresol, p«nitratiofenol; 254,5= ¥ 24,5~
triclerofenol, pentaclorefenol, pe-nitrofencl, 2,4=dinitrofensl,
p-cienofencl ¢ p-metansulfonilfenol, ademés, por ejemplo, la Ne
hidroxisuccinimida, R-hidroxiftalimida, H=hidroxipiperidina, 8=
hidroxiquinolinaa -

Los grupos hidroxi de los restos sﬁrina, treoninag y tiro=~
sina se pusden proteger, por ejemplo, por estorificacidn 6 ete-
_rizacién. Como restos acilo en la esterificacidén son adecuados,
por ejemplo, los restos alcanollo infgrior, tales como aceiilo,
los restos afoilo, tales como benzoile y, ante todo, los restes que
geo derivan del dcido carbénico, tal como el benciloxicarbonilo 4
etiloxicarbonilo, Grupos adecuados para la eterizacién aon, por
ejemplo, los restos bencilo; totrahidropiranilo & terc.-butilos
Ademda son adecuados para la proteccién de los grupcs hidroxilo
los grupos 2,2,2-trif1uor~l-terc.-butiloxicarbonilamino— 4 =l~bencil-
oxicarbonrilaminocetilo (Weygand), descritos en Ber. 100 (1967),

3838 - 3849, Los grupos hidroxilc no nscesitan sin embargo nar fore
zosameate protegidos. '

Los grupes mercapto de los reatos clsteina se protégcn, por

ejemplo, por acilizacidn & alquilizacién. Para la acilizacidn
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es sdecuado, por sjemplo, el resto acetilo & banzo;lo, el restlo

otilca;bamoilo & el resto carbobenzoxi, en caso dado sustituido.
Para 1s alquilizacién son adecuados, por ejeuplo, el resto tarc.-
butile § benciltismetilo 4 ios grupog arilmetilo en caso dado sue=
tituidog, tales como bencilo, pe-nitrobencile, difenilmetile, dime-
toxibenzhidrilo & tritilo, ademds el fenileciclohezile, tienil(2)~
ciclohexilo y otros,,vease Ber. 101 (1968), 68l. EL grupo imiae
de la histidina no necesita aser forzosamente protegido, »ero pueds
ser ventajoso protegoerle, por ejemplo, por bencilo, tritlilo, car~
bobenzoxi, adamantiloxicarbonilo & loa grupos de Weyzand' arriba
mencionadcse |

Preferentemente se emplea en la primera variante el pro-
cedimiento de la presente invencidn, pafa la protecclidn del grupo
cerboxilo de la cadena lateral, el grupo terc.-butiléster, para la
proteccién de un grupo amino de la cadena lateral el grupo terc.-
butiloxicarbonilo, para los grupos hidroxilo de los reotes serina,
treonina y tirosine, siempre que éstos hayan de ser protsgides, el
grupo terc.-butiléter, s{ se desesa, bara la proteccifn del grupo
imino de la histidina, el grupo 2,2,2-t{rifluocr-l-terc.-butiloxi-
carbonilaninoetilo, Todos ésios grupos protectores se pueden diso~
ciar, si se dessa, en uns gola etapa mediante hidrélisis éci&a,
por ejemplo, mediante geido ?rifluoracético 6 dcido clorhidricso,.
Durante la sintesis de los dotriacontapédptidos protegides, empleas
dog en la primera varianfa del procedimiento como productoide pare«
tida, bejo empleo de grupoz protectores disocisblescon fcido tri-
fluoracético § dcido clorhfdrico, se protegen los grupos mercapto,

preferentemente, con bencilo & tritilo, Les grupos S-tritile go
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pueden diaoéiar dél péptido proteglio en dlsolvenie orgénics en
forma gslectiva (mantsniendonlos grupoa @isociahles con dcide trie
fluoracétice) con mercurlacetato y sulfohidrdgeno. Los grupes Se
benc{licos me pusden disocisr selectivamente del pdptido probeside
con sodio en amoniaco liquide. En ambos casos se chiicne el péptlide
proteglido con grupoa mercepto libres. Este ge puede cxi@ar entoncey
2l disulfuro protegldo, por ejemple, con yodo en dcido gcética
glacizal, con diyodoetanc en disolventes orgénices & con oxigens dal
airae on amoniaco 1iquido. Es especlialmente ventsjozo proteger les
grupos narcapto modiante grupes tritile y retirar datos del pépiido
protegido bajo formaeidn simulbanes del puente disulfdrico con yodo
en metanol, vease Kamber y Rittel, Helv. Chim, Aéta 51 (1968)

2061, Ia formacién del anillo disulfdrico se puede realizar en la
atspa de una de las secuencias parciales conteniendo los doa rege
tos cisteina, por ejemplo, del decapéplido 1-10 6 en la ctapa del
dotriacontapépiido. '

En la 2% variante del procedimiento de la pressnte invencidn
se pusde obtener el péptidc de cadens abierta, empleado como pro=
ducto de partid&,'preferentemenﬁeeashnismo con log grupcs protece
torea meﬁcionadoa para la vﬁriante 1). Los grupbs S-tritilc 856 pugw
dén rctirarrcon dcido trifluoracédtico y el péptido de cadens ableria
libre oxidar, en forma conocida;con ferricianuro potdsico en solu=
cién acuosa § con yodo & coﬁ airs en smonieco liguido. Pero tembién
se pueden retirar los grupos tritilo segin el procedimiento avriba
mencionado con yodo y metanol, bajo formacidn simultduea del di=-
sulfnro,

"Para la obioncidn de los derivados N-ascilicos se puede

&
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emplesr el grupo acllo como grupo protector aming,

Los pépiidos mondmeros obtsnidosise puedsn trangfornar ule
teriormente, en forma en sf conocida, en sus difmeros y a la inversa,
y/6 los péptidos mono- & dimeros en sus derivades, sales de adi-
¢ién de dcido y/6 ccmplejos. las transformaciones ulteriorss se
pneden reslizar en una secuencia convenients, individualmeute $ on
conbinacidn, 7

Ia transformacifn de les compuestos mondnerog obtenidoes
en loz dfmeros se efectus, por ejemplc, medisnte tratamiento cen
compuestos mercapto en medio neutre § debilmente dcido, por ejemplo,
mediante tratamiento con hidrocloruro de cisteina. Loz compuestnca
d{merocs se pueden tranaformar bajoc condiciones bdsicas, por ejerplo,
con amoniaco diluido, en 108 compuestos mondneros,

Para la obtencidn de derivados ac{licos se puede Ne-acilar
el péptido libre en la forma usual, por ejemplo, medisnte reaccidn
con un anhidrido mixto & azida de Zcido gue contenga el correspon-
diente resto acilo, é, ante tado, un éster activado, tal como el
dster de fenlilo § éster ds fenilo suastituido. Ia acilacibén se puc-
de realizar, s{ se desea, en forma selectiva, de manera que gola-
mente se gscile el grupe ¢ -amino.

Le formacidn de las sales de adicidn de dcido se efectuz on
forma conoccida,

También la fermacidn de complejos ge realiza segln métodos
conocidos § sguivalentes a éstos,

Los comuplejos con productos inorgénicos talez como com-
puestos de metal de dificil solubilidad, por ejemplo, compuestoa
de ﬁluminio 6 d& cine, se preparan convenientemente en forza gnde

logza a como conocideo para el ACTH, por ejemplo, por reaccida con
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’éﬁé dal-sdlugié‘déi metal correspondiente; por ejemplo, clorurc -
do -eine & sulfato de cinc, y precipiiascién con wn foafato y/6
hidréxido de metal alcalino.’Loé ccmplsjos»con compueston wrgduicoy
tales como polioxigelatina, celulosa carboximetilica, polivinil-
pirrolidon, polifleretinfosfato, deide poliglutimico, etc. ze ob=
tienen mediante mezcla de Sstas sustencias con el péptlide en so-
lucidn acuosae Bn igual forma se pusden preparay tambié% compuestos
ingolubleg con polifosfatos de metal alcalino. |

Ia invencidn se refiere tombidn a aquellas formas Ge ejo=
cucidén del procedimiento on las cusles so parte de un productio ine
termodio que e obtiene en cualquier etapa del procedimiento ¥y se
realizan las otapas que faltan, & ¢l prosedimlento se interrumpe
en cualquier etape y/6 un producto de partida se forma in situ
y/8 se emplea en forma de una sal,

Los péptidos emplcédos como productos de partida so ob~
tienen ai_los aminodcidos, s es neccesario 6 deseable empleando
grupos protectorés faciluente disociables, se enlazan en 1@ 96=
cuencia mencionada, individualmente 6 deapués de haber formado uni-
dades de péptidos mis pequefias, formandose aqui en camo dado en
unn-etapa adecuada la sintedgls del puents disulfuro. Convenlerto-
ments pe trabaja segdin los métodcs adecuados para la obtencidén
de péptidos de cadena larga, tenlendo en considargcién el puente
disulfuro, tal y como se conoce per la literabura.

El enlace de las unidades sminodcido y/6 péptido 50 efac=
tua por lo tanto, por ejemplo, haclendo reacclioner un aninodsido
$ un péptido con grupo c{-aminé protezideo ¥y grupo carboxile termie

nal activado con un amincdcide 6 un péptido con grupe ch~emino
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libre y grupo carboxilo terminal libre § protegido, por ejemplu,

esterificado & amidado, ¢ reaccionande wn aminofeids 6 un péptide
cou grupo d-anine aectivado ¥y grupo carboxilo terminal protegido,
con un amincfcido & un péptido, con grupo carboxilo terminal lidro
¥y grupo of~anino protegldos El grupo carboxlle se puede astivar,
por ejemplo, mediante tranaformacidén en un azida, anhldrido, imi-
dazolido de 4cido & en un éster activado, tal como dster cimomstfe
lico, éster tiofen&lico, éater p-nitrotiofeniliéo, éster tiocrasi-
lico, éater p-metansulfonilfeniliéo, fster p~nitrofenilico, édoter
2,4~dinttrofenflico, éster 2,4,5= 6 2,4,6-triclorofen{lico, éater
pentaclorofenf{lico, éster N-hidroxisuccinimfdico, éster K-hidroxi-
ftalimfdico, éster B8-hidroxiquinolinico, éster N-hidroxipiperidi-
nico, 6 por reaccidn mediante un carbodiimida (en caso dado, bajo
adicién de N-hidroxisuccinimida) & N,N'=-carbonildiimidazol, &
sal lsoxazolinica, por ejémplo, reactivo de Voodward, el grupo
amino, por ejemplo, por reaccién con un fosfito. Como métodos mis
usuales son de menclonar el método carbodiimida, el método segin
Weygand=-Winsch (carbodiimida en présencia de N~-hidroxisuceinimidn),
ol método azida, el método de los ésteres activados y el método
anhidrido, ademds el método de Merrifield y el método de los an=
hidrides N-carboxi 6 anhidrides N-tiocarboxi.

Ademds de la obtenciln de los productos finales reprasents
también la,preparaci6n de los prodﬁctoa de purtida, ante-todo
de la fraccidn de péptido, que contiene el puente disulfure, y su
enlace con la parte restante del péptido, un objeto especlal de la
invencidn. Cuando el aminofcide en la posicidén 10 § 12 es glicina,

es ventajoso partir de una gecuencia que comprends los primeros
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10 6 bién 12 aminodecido H-terminales y condensar con éste términe
¥ toda la secuencia restante.

Perc tambidn se puede enlazsyr Hoda la secuencia Hetorminal
mencicnada con el fragmenic hasta el 28 aminofcido (glicina) con
grupo cerboxilo Ceterminel libre y condenser el octaoosabéptido
con al anida teotrapéptido de los aminodcidos 29-32. Enta conienna-
cién so ofectin, por ojemplo, segin el método do Weygand-Winschs
En cano dq que se realice la condensacién de la secuencia 1-10,

6 bién 1~12, con la secuencis C-terminal 11-32 § bhidn 13-32 se em-
plea preferentemente el método carbodiimide § el métedo segin
Voygand=Wingch.

A continuacién se explican formas de ejecucidn preferentes
para la preparacién del péptide de férmule I, en el cual el cctavo
aminodcido, la metionina, estd sustituida por valina, norvalina,
leucins, isoleucina, norleucina & &cido deaminobutirico (éste
octavo aminodcido se denomina er las figuras como X). los csquemas
nuestran modos de frabajo gspeclales que, naturalamente, se pue@en
gugtitulr por modos de trabajo equivalentes.

En las figuras y en los ejemplos significan:

1) el mésodo azida
2) ol método do los anhidridos miztos

3) el método do los ésteres activades, sspecislmente ol éster p-
nitrofenilico (ONP) & el éster hidroxisuccinimida (OSU)

4) ol método carbodiimida

5) ol método megin Weygend-lillnsch 7

BOC terc.«butiloxicarbonilo

DP¢ 2-(p=bifenilil)-isopropilioxicarhtonilo

Z carbobenzoxi
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TRI tritile

Bzl benecilo

0tBu &ster terc.-but{lico

0Bzl éster bencilico

ONB  éster p-nitrobencilico

QNP éster p;nitrofenilico

OMe éster met{lico

05t  éster etflico .

OCP  éater 2,4,5-triclorof§n£lico

tBu  terc.-butiléter

Ac acetilo

TFA  dcido trifluoracético

Abu  4cido dh~amincbutirico

Bl decapéptido N-terminal (1-10) con X con el significado indicadoc
como octavo sminofcido se puede sintetizar, por ejemplo, de las
gecuencisg 1-4 y 5-10 & 1=5 y 6-10 § 1-6 y 7-10 & 1-7 y 8-10, tal
y como se aprecla de las figuras 1-8; pero sin embargo tsmbién ne
pueden emplear otras fracciones para la sintetizacidén de la secien~
cia 1-10., Como grupo protector para el grupo of-amino en la cisteinal
se emplea preflerventemente el grupo terc.~-butiloxicarbonilo 6 un
grupo equivalente, disociable por hidrblisis ﬁcida, é, cuando se
haya de preparar un dotriacontapdépiido Hdy ~acilado, el correspon-
diente grupo acilo, por ejemplo, el grupo acetilo, Ademds se emplean
convenientemente‘camo grupos protectores mercepto, aquellos que sa
pueden disoclar selectivamente con relaclén al grupo protector
!f*-amino (por ejemplo, el grupo terc;-butiloxicarbonilo) disosia«

ble por hidrSlisie Acida, por sjeuplo, ¢l grupo bencilo 6 tritila.
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Rl grupo garboxilo teyminal del decmpdptido no necesita ser fove
zogomente p?otegido, por ejemplo, no cugndo las condensaclones se
efectuan segin el mdiodo szida § snhidrido. Este grupo se puede
proteger, sin embarge, también mediante esterificacidn, come arriba
indicado,.pof ojemplo, por esterificscidn con metanol & etanol
(disociascidn del grupe éster con lejfa sédica diluida) & cen aleohol
benc{iico & andlogos (discciacién del grupo dster, por ejemple, con
godio ¢n zmoniaco liquido); la proteccién de log grupes amino do
los productos intermedios se efectus mediamnte los grupoa protecio-
res usualos, por ejemplo, carbobensoxi, tritilo, terc.-butiloxi-
carbonile & 2~para-difenil-isopropiloxicarbonilo. Los grupos car=-
boxilo de los productos intermedios me esterifican, si es necesarioy
en la forma usuale los grupos hidroxi de los restos sorina y tre-
onina se¢ pueden proteger por eterizacién, por ejemplo, con terc.-
putancl § equivalentes.

Los grupos éster penitrobenci{lice y éster bencilico sé.
pueden discciar con sodio en amoniace liquido 6 por hidrogendlisis
en presencia de carbdn de paladio, el grupo carbobenzoxi agsimiemo
por hidrogenlisis, el grupo N-tritilice con &cldo acético.acucso,
ol grupo terce.-butiloxicarbonile cen dcido trifluoracético, el
grupe 2-(pebifenilil)=-isopropiloxicarbonile con 4cido acético
acuoso 6, por ejemplo, con una mezcla de dcido acético glacial,
dcido Tormico (al 82,8 %) y agua (7:1:2) como descrifo en la pa-
tente francesa Nre 1 554 05l El éater p—nitrobencilico & wet{lico
se pueée'transformar con hidrato de hidrazina en la hidrazida.

Con lejfs sédica diluida se hidroliza el grupb ¢ster metilico O

gster etirico. E1l dater tovc.-butilicoe se disocia con decido tri-
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fluorscético, asimismo el torc.=butiléter., Ios grupos S-tritile

se retiran con mercuriacetato e hidrdgeno sulfurads, el grupo I~
bencflico con sodio en amoniaco lfquido, disociandose simulianes~
mente los grupos éster bencilico & éster p-nitrobencilico en caso
dado existentess El cieire de anillo al disulfuro se efectua, por
ejenplo, por oxidacién con l,é-diyodoetuno, aquél de 1os%ccmpues-
tos protegidos con S-tritileo con yodo en metanol. ?

La secuencia N-terminal, a enlazar con la secuencia Cetare

minal, comprendiendo los 11 hasta 32 § bién 1l hasts 28 sminoiaidos

se éompone, por ejemplo, derlas secuenciﬁs 11-16, 17-20, 21-28 ¥
28~32, tel y como se muestra en la Tigura 9.

En éate esquema estdn protegidos los grupos hidroxilo de
1oz restos treonina y del resto tirosina, ésto sin embargo no es
imprescindible, También se pueden reunir ontre af otras secuencias
parciales y snplear otros grupos protectores.

la figura 10 muestra la congtitucién del hexapéptido
(en forma de la hidrazida) de los aminodcidos 11-16+ Se puede en-
lazar segin el método azida con la pecuencia 17-28 & 17-32.

Ia secuencia 17-28 se¢ puede sintetlzar qegﬁn el método
azida de los fragmentos 17-20 y 21-28.

La figura 1l muesira la.aintesia del hidrazida tetrapfpti-
do de los aminodcidos 17-20, la figura 12 la constitucién del oc-
tapépiido 21-28. Después de enlazar laa des secuencias se disocla
el grupo protector d=-asmino (el grupc carbobenzoxi por h%drogené-
1isis en presencia ds carbén de paladioc) y el dodecapéptido con
cadenas laterales protegidas, asi obtenldo, se condense seglin 6l

nétodo azida con el hidrazida hexapéptido 11-16 (figure 10).
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.Lg s;cdéﬁciu 11-23, =8 obienida, se puaéa enlazar con ol
aelda tetrapdpiido de los sminodcidom 29~32, cuys preparceids
muestrs la figzura 13, por ejémplo, segtn ol nétodo de Weyegand-
Wiinsche Se obtlene entonces el aulds docosapéptido pro‘egido Ll-32.
De &ste ss puode disociar ol grupo protector ¢-~amino (carboben-
zoxi, por ejemplo, hidrogenoliticemente) DPC cen dcido gcéﬁico
al 90 % 6 dcido acétice glmcial-dcido férmico (21 82,8 %) - agua
(7:1:2) y el compuesto asf obtenido con grups deamino libre,
degpudas de retivar el 4cide acético, enlazar con el decapépilde
Heterminal (figera 1-8), por e¢jomplo, segin el método ds lcs an~
hidrides mixtos, de log éstercs activados (0SU) & segin Weygand=
Viinigche

Pero teubién se puede enlszer la secuencia 11-28 con grupo
carboxilo C-terminal libre, después de disociar el grupo protector
& =gpino en la forma mencionada, con el decapépiido N-terminal
gegin el método de los anhidridos mixtos y, el producto asi obtenido,
condensar con ol amide tetrapépiido 29-32, por cjemplo, saéﬁn
Weygand-Wiinsch, Otra posibllidad de sintetizar la secuoncis Ceter=
minal 11-32 consiste, por ejemplo, en componerla de lag asecuencias
parciales 11-19 y 20-32, gque ze indicen en las figuras 14 y 15,
preferentenente segin el método de loa anhidridos mixtos 6 seglin
Waygend~Winach.

Dal amlda dotriaconfapéptido protegide se disoclan log gﬁu—
pos protectores, por ejemplo, com 4cido trifluvracétice, 6 con
écido clorhfdrico concentrado.

. El'dotriacontapéptido éon grupe SH=libres 8§ bién protegidos
con tritilo, a emplear para el procedimiento segin la variente 2},

se puedse preparar en forma aniloga como el dotriacontapéptido pro-
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‘tegido arriba &eé&rito, con la diferencia de que los grupoa JH

protegidos se mantienen hasta el final de le sintesis. Solo des~-
pués de haber retirade todos los demés grupos protectores del do-
triacontapéptide protegido se disocian los grupos protectores SH,
é bidn se oxida directamente el compuesto protegido con tritilo
como srriba mencionado.

Le sintesis seglin la variante 3) del procedimieéta ga
egspecialmente adecuada para la obtencidn ée productos finaler con
grupos aminos acilados §, ante todo, también para la preparacidn
de péptidos ol -desemino & d-acilados en los cuales el eminodeido
18, la lisina, est4 intercamblada por un amincécido que no con~
tiene ningin grupo amine sdeiluble en la cadena lateral, por ejeaplo,
por glicina § por el aminodcido 18 de la tirocaleitonina porcins,
la asparagina. El decapéptido Nd‘ ~gcilado se puede obiener, por
ejemplo, segin la Pigura 5 K; como grupo prctector amine se pusde
geleccionar ein embargo también el grupo acilo a mantener desde uu
principio, Los métodos de sintesis corresponden & los arribs des~
ecritos.

Segin el modo de trabajo se obtienen los nueves coanpuestos
en forma de bases § de sus salem. Do las gales ze pueden obtcner
las bases en forma en s{ conocida, De dstas dltimas a su vez, se
pueden obiener las sales mediante reaccidén con Acidog qus son ade-
cuados para la formacién de sales de aplicacidn terapdutica, tales,
como, por ejemplo, aguellas con &cidos inorgdénicos, tales cumo
hidrdcidos halogenados, por ejemplo, el dcido clorhidrice § el
dcido bromhidrico, el dcido perélérico, sl deido nitrico § ol &=

cido tiocidnico, los dcidee sulfdricos & fostéricos, 6 los dcidom
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orgdnicos, tales como el dcido féruico, deido acético, fcido

propibnico, fcido glicblico, &cido léctico, dclde pirdvico, deide
oxflica, dcido maldico, écid$ suceinico, 4dcide maldico, Acldo
fundrico, fcido milico, Scido téririce, deido citrico, fcido as~
cérbigo, dcido hidroximaldico, dcide dihidroximaléico, doido bene
z6ico, 4cido fenilacético, dcido 4~aminobenzbico, dcido 4-hidroe
xibenszdico, fcido antranf{lico, &cido cineménico, dcido éandélica,
feido salicflico, fcido 4-sminosalicflico, deido 2-fenoxibenzéico,
doidc 2-acstoxibenzéico, dcido metancsulfdénico, écidc etanosulld=-
nico, fcido hidroxietanopulfénico, dcido bencenosulfénlco, 4cide
p-toluenosulfénico, dcido nafialinsulfdénico § decido sulfanilico.

Los pépticdos obtenldos gegin la presenie invencién se
pueden emplear en forma de preparadoes farmacéuticos. Estos cone
tienen los péptidos en mezcla con un excipiente orgdnico & inorgd-
nico, farmacéutico, adecdado para splicacién eanteral & parenleral.
Ccmo tales entran aguellas sustancias en congideracidn que no reac-
cicnan con los polipéptidos, tales cc&o, por ejemplo, la geiatina,
lactosa, glucosa, sal comin, ficula, estearalo de megnesio, talco,
aéeites veggtales, alcoholes bencilicos,'gema, polialquilenglico~
leg, vaselina, colegstering u otros excipicentes medicinales conoclie
doss Loz preparadea farmacéuticos se pueden presentar, por ejemplo,
como liofilizado & en forma lfguida como soluciones, suspensiocnes
6 emulslones. En caso dedo estardn esterilisades y/é contendrin
adyuvantes, tales como agentes de conservacién, estabilizacidn,
humectscifn & emulsliba. Asimismo pueden ceoabener otras sustanclias
terapSuticamente valioaas,

Ia invencidn se describe en los siguientes ejemploa. Lus

femperaturas se indican en gradoes celaia,
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En la cromatografia de cspa delgada me emplean los siguientes

sistemas:
Sistema 43A
Sistema 43C
Sietema 45
Sintems 52
Sintema 524
Sintema T9
Sigtema 87
Sistema 89

Sistema 100
Sistema 102E

Sigtema 107

Sistema 115

Sistema 1214

Sistema 1
Sigtema 2
Sistema

4
Sistema §
6

Sigtena

Sistema 7

Sigtera 8

Sistema 9

Sistema 10

.

.

.

.

(23

»

o

23

terc.~amilalcohol-isopropanol-agua (100:40:10)
terc.~amilalcohol~isopropanol-agus (53:21:23)
sec,-butenol-amoniaco acuoso al 3 % (70:34)
n-butanol-dcido acético glacialeagua (75:7,5:21)
n-butanel-fcido acético glacial-agua (67:10:23)
n«butanol-piridina~agua (34:33:33)
isopropanol-dcido acético glacial-ague (77:4:19)
éster acétlco-acetona-agua (72:24:4)

acotato et{lico-piridina~dcido acético glacial-agun
(62:21:6:11)

éater acético-metiletilcetona~dcido acético glacialw
agua (50:30:10:10)

acetato et{lico-piridina-agua (49:24:27)

acetato etilico-piridina~dcido férmico-agua
(63:21:10:6)

isopropanolesmoniaco(al 26 %)=agua (85:5:10)
benceno~-etanol (80:20)

benceno-etanol (90:10)

n-amilalcohol~dcido férmico-agua (70:20:10)
n-butanol~fcido acético-agua (66,6:16,7:16,7)

n=butanol-piridine-fcido acético-agua
(66,6:12,5:4,2:16,7}

n-amilalcohol~piridina-agua (70:20:10)

cloroformo-netanol-dcido acdtico glacial
(70,4:9,7:2,%)

benceno-etanol (70:30)

benceno~Etanol (60:40)
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H=Cys=CGly-Asn~leu~Ser=Thr-Cyg=Nle=lau-3ly-Thr=-Tyr-Thr~Gln-Azp=
Phe-Asn=Lys=-Phe-His-Thr~Phe=lro~Gin~Thr~Ala=-Ile~Gly~Yal-Gly-Ala~

Pro—ﬂHa (Hlas-calcitcnina ),

'
[l

5. 500 mg de BOC—Cy's—Gly-Aaxi-Leu-Ser-Thr-szs-Nle-Leu.nGly-—"‘i;rwi’yr-—ffhr-(}ln-
Asp(GtBu)—Phe—Asn-Lya(BOG)-Phe-His~Thr-Phe-Pro-Gln—Thr-Ala-Ileu
Gly-Val~Gly-Ala-Pro-NH2 finamente pulverizada se introducen, agiw--
tando intensamente, en 10 cc de deids clorhfdrico concentrade, frio
come el hielo. Despuds de 10 minutes a 0° se agregan 50 cc de

6. - agus y 5 c¢ de dcido acdiico glacial y la solucidn ss filtra, pars
retirar los iones de dlero, a2 través de urna cclumna da intercame
biador de lomes Merck Nr. II, débilmente bisico, forma aceiato.
Después se evapora bajo adicidn de m~octanol en el evaporador ro-
tativo hasta seqﬁedad, el residuo se lava variass veces bajo decan-

15. tacidén para retirar el cctanol, se seon, se disuelve en fcido
férmico 0,1~ y para su limpleza se cromatografis en una colanna
(3,8 em; 120 cm) de Bio-Gel PB’ Se recegen Tracclones do cada vez
10 cc. So comprusba su pureza mediante crcmatografis de capa dels
gada an 4xido de aluminio (sistemas 52, 79 y 45); las fraccionss

20, unitariass se reunen y se liocfilizan, En el cromatograma de capz
delgada on gel de¢ sflice es el Rf6 = 0,44; en Oxido de aluminic
es el RBf = 0,64; RT

= 0,55; Rf7 - 034'5'

52 9 45
El producto de partida se puede preparar como sigue:

25. 1. Z=ila~Pro~0iBan

68,85 g de Z~Ala~0l s disuelven en 550 co de dimetilfor-
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marida ¥ después se agregzen 43,3 cec de tristilening. & ulSQ se
ageegen 30,8 ce de cloroformiato de etile y la tempersiurn gg¢ aue
ments en el plazs de 10 minutos o wlOo. Daspuda ge agreog: ung soe
leeién enfriada a -10° de 52,65 g de E«Pro~CiBu en 105 cc de die
mebiifermunida. Se agita durante 30 mihutcs 8 ~10% ¥ durente 2,5
hopae a 200, se deja reposar durante la noche en la novera ¥ dage
pués ee evapora el disolvente en vacio a éGO. Bl residuo se recens
en éatar acético scucso, la solucidn se lava con Zcido clerhifdrice
0, 1<l, solucidén de sal comii al 10 %, bicarbonato sédico sl 5 4

Yy nueverente con golucidn de szl comin, se seca sobre sulfato gd-
dico y se evapora en vacic hasta gsequadad. En la eromatogeatia de

capa delgada gobre gel de gilice os el Rt, = 0,6.

20 HeAls-Pro=0tBu, acetato

Se disuelven 103 g de Z~Ala=Pro-0tZu en 649 cc de metancl
¥ so hidrogensn en presencia de 4,1 ce de fcido acético glacial
¥ 3,1 g de carbén de paladio (al 10 %) Después de filtrer y eva-

porar la solucidn hasta sequedad muestra el producto el Rf7 = 0,5,

e Z=Gly=Ala=-Pro-GtBu

Se disuelven 56,75 g de Z-Giy-OH en 675 ce de tetrahidro-
furano, Con 47,5 c¢ de yrietilamina y 27 ec de cloroformisio de
etilo se forma el anhidrido mixto y éste se hace reaccionar corn
74 g do H-Ala-Pro-0tBu, acetato, como bajo l. Ei aceite ohtenido
se frote con éter. El producte funde a 87 - 89% ZBQZSOH -62,9

(c = 1 ep dimetilformemida)e. En el cromatograme de capm delgada

en gel de aflice es5 sl Rfa = 0,50



5

10,

15.

20,

s

,’ﬁ

4o H-Gly=-Ala~Fro-0tBu

80 g de Z-Gly-Ala~Pro-O0tBu ze disuelven en 800 cc de mois-
nol y s2e hidrogena como desc#ito bajo 2, pero sin dcido acétice
glaciale. El producto mussira en el cromatograma de capa delgada
en gel do zflice 6l Rf§ = 0,30,

i
.

5e Z-Vol=Gly~Ala=Pro~0tBu |

i

Se suspenden 54,7 g de H~Gly~Ala~Pro~0tBu en 722 ce de Sa-
ter acético, ss enfria a -10° Y se sgregan 71,6 g de Z«Val—ONE.
Le mezcla s¢ aglta duranie 1 hora a -ch, durante 1 hors a 10° ¥
durante 20 horas a 20°, Ia mezcla de reacciln se lava con feido clor=
hidrico 0,1-N, agua de sal, carbonato potdsico ai 20 % y nueva~
mente con agua de sal, Ia ¢apms orgdinica se geca y el disolvenis
se evapors en vacio. El residuc (aseite) se lava con Gster acéde
tico-hexano. En el crcmatograma de capé delgada en gol de sflice

88 ﬁl Rfa = 0,4—.‘

6. Z=Val=Gly=~Ala~Pro=CH

Se disuelven 102 g de Z«-Vale=Gly-ila=Pro-0tBu en 690 cc Qe
éater acético secado y durante 1,5 horas se deja pagar gas Acldo
clorhidrico & iravés de la solucidn, El disolvente se svapora,
el residuo se disuolve de nuevd en éster acdtico, se agrega hexu=
no y se agita durante 1 hora a ~10°. Después se £ilira. El pro-
ducto funde a 111° (descomposicidn). [E£7§o = «38,3" (c = 2 en
dimetilformamidn). En el cromatograms e capz delgsda en’ gel de

sflice ez el Rf, = 0,50,

7
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Te ZnV&lnGlyuAl&-Prﬁ—HH?

£z disuelven 64,4 g do Z-ValeQly-AlzeIro-0f en 644 co de

tetrahidrcfursno seco, fse forms el anhidrido miztc conr 18,9 ce

de trietilaming y 13,5 oce de cloroformiate de 2tilo como daseriio

~bajo 1, seo agregen entonces 25 cc de ameniaco liguido y la mescla

o
de resceidn se slsbora como bajo l. Bl produsto funda a 208-211"

: i
ZE&EED s «32,7° (¢ = 2 on dimetilformamida). En el cromaiograms

de czpa delgada en gel de sflice o5 ol Rf7 = 0,7,

8. H-Val-@ly-Ala-Pro-nng,'sulfato

Se sugpenden 27,5 g de Z-Val-Gly-Ala-Pre-mHE en 550 cc do
metanol y sge hidrogens, despuds de agreger 3 ce de feido sulfivice
sl 96 %, como descrito bajo 2. El producto muestra en el cromsto-

grema ds capa delgada en gel de sflice el Rfs = 0,2,

9 Z=Ile=Gly=0ile

Se sugpenden 84;2 g de HeGly-OMe ¥y 247 g do ZeIle~(UP en
2,4 litros de dimetilformamida, se enfria a -10° ¥ se agrvegen 99 co
de trietilamina, la mazgla de reaccidn se elabora como descrito .
bajo 5. El producto cristaliza en éster acético;haxano. Pofe 126~
128°%, [#ﬁ?go = =27° (¢ = 3 en metanol). En ol cromatograma de ca-

pa delgada en gel de sflice es el RE, = 0,50,

10, HeIle«Gly=~-Ole, Sulfato

Se disuslven 193 g de Z=Ile-Gly-Olle er 4860 co de metancs
¥ 30 cc de dcido sulfdrice al 96 % La hidrogenacidn se realisa

como dsgerito bajo 2. Ll producto nmuestra en el cromatograma de
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" capa delgada en gel de silice ol RS = 0,56.

1l. Z-Ala~Ile=Gly~(ie

Se disuelven 125,23 g de Z~Ala~OH en 1250 cc de dimetilfop=
namide, se forma el anhidrido mix¥o con 79,3 co de triotilaxming

¥ 55,7 ct de cloreformiato de etilec y se hace reaccionar con una

golucibn de 168 g de H-Ile-Gly~OMo, sulfato, sn 835 cc de dimetile

formanida y 158,3 cc de trietilanina como descrito baje 1. Iz die

metilformanida se retira en vacfo hasta un volunsa de 100 co y la
solucibn se vierte en 500 ¢c de agua. El producto funde & 191,5 ~

192,5°%, [b{]go » =9,2 (¢ = 1L on dimetilformamida), En el cromato-

grana de capa delgada en gel de silice es ol Rfl = 0,65,

12, H-Ala=Ilg~Gly-0Xe, 1/2 H2804

Se suspenden 100 g de Z-Ala=-Ile~Gly-Cie on 824 cd da dime~
tilforzanida y 6,66 cc de dcide sulfirico al 96 % ¥ se hldrogena
como descrito bajo 2+ El producto nuestra el cromatograma de capa

delgads en gel de sfilice el 0:5 = 0,5,

13. BOC=-Thr-Ala=lle=Gly-Ciie

a“en 340 co de dimetil=

foraamida y se enfria a -200. A la solucidn se agregan 250 ce

Se disuelven 57,8 g de BOC=-Thr-NH-NE

de dcide cleornidrico 1,989-K y después 33,5 cc¢ de iso-amilnitrito.
Ia solucién se agita fuertemente duvante 10 minﬁtos. Kientraz tan-
to se agragan a una solucién enfriasda a -10° de 79,1 g de
HeAla-Ilo~Gly-Oie en 1500 cc de dimetilforizamida 105 cc de trie=-

tilanina, se enfria dstz solucién a -20° y se agrega la solucién
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de arriba del Bocéihr—XB. Ia mezcls se deja reaccionar durante 70
[¢] )
horas a O, dezpuds se evapora el disslvente en vacio a 400, el
residue ge recoge en dster eeético, la solucidn se lava con deldo
clorhidricoe 0,1-l, agus, bicarbonato sddico al § % y agua ¥ se
seca. Después se retira el dater acédtico en vacio ¥y el residveo se
cristalizs en dater acético-hexano. El nroducto fundo a 187 -~
& 20 o - .
1838 . Z.“?D s =13,2° (¢ e 2 on dinetilformanida). En el cropatos

grema da capa delgada en gel de gilice es sl Rfl = 0,068,

l4a BOC-Thr-Ala-Ile~G1y-NH-NHz

Se disuelven 87 g de &ater BOC-tetrapéptido en 870 cc de

metanol, ls solueidn se enfriara 0° ¥ s8 agfegan 37,6 ¢c do hidraw
to de hidracina. Se agita durante 18 horas a temperatura ambiente
¥ durante 1 hora a o° ¥ se filtra. El precipitado se recristaliza
dos veces en metanol, E.f, 231 = 232,5% [A720 = -5,9° (¢ = 2

en dimetilformamida). En el cromatograma de capa delgada en gel

de silice es el Rf7 = 0,7e .

15, BOC-Thr-Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro—NHa

Se suspenden 27,1 g do BOC-Thr-Ala-Ile~Gly-NH-H, en 250 cc
de dimotilformamida. El azida se prepara como desecrito bajo 13
con 59,9 cc de dcido clorhidrico 2,23;N ¥y 9,1 cc de iso-omilni-
trito. s solucifn se agita durante 15 minutos. 24,2 g do HeVale
Gly»Ala-Pro-ﬁHa, sulfato, sé disnelven en 120 c¢ de dimetilfore
mamide, se eafrisc a o® y después se agregan 28 cc de trietilamina.
Despuée de mezelar con la saluciénrézida e ajusta el pH a Te

Iz mezcla se deja reaccionar durante 70 horas. El pdptido se crisw
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taliza en ésiter acitico-hoxanc. P.f. 226 - 227,50. A?{jgo =

o . . \ —
25,6 (c = 2 en dimetilfurnamids). En el cromatograma de cepa

delgada en gel de zf{lice es el Riy = CsTe

16. H-Thr-ﬁ.la-Ile-Gly-Val-GlynAlanPro-RHe s triflucrazeteto

Se disuslven 51 g do BOC=Thr-Ala=lle=-Gly~Val=Gly~Ala=Iro-

NH, en 153 cc de deido trifluoracético acuoso al 90 %, la solucidn

2
se deja roposar durante 1 hora y entoncss se sgregan 1930 co
de éter seco. Bl precipitado se separa por filtracibn y ze lava

3 veces con éter, P.£, 221 - 2230. En el cromsiograma de cape

delgada en gel de sflice es el Rf7 = 0,5,

iT. Z=Pro~Gln=-KH=-NH=-5GT

Se disuslven 67,23 g de 2-Pro~OH en 670 cc de dimetilforza-
nida y mediante 38,9 co de irietilesmina y 26 ce de cloroformiato
de etilo se forma ¢l anhidrido mizto. Coﬂ égte se hacen reucclonar
70,2 g de H~Gln-HH-RH-BCC cono deserito bajo 1. El reaiduo ée
oristaliza en éster acético caliente, P.f, 169 - 171°%, ﬁK;?gO a
-41,3° (¢ = 1 en dimetilformamida). En el cromatograma de capa

delgada en gel de silice es el Rf, = 0,45,

18, E«Pro=Gla~NE~-NH=BOC

Se disuclven 94 g del derivado deseritc bajo 17 en 564 ce
de dimetilformamida y se hidrogenan c¢ome descrito bajo 2, pero
sin dcidoe E1 producto muwestra en el cromatograma de capa delgada

en gol de sflica el Rf5 = 0,3,
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19,  4ePhe«Pro~Gln-NE-TH~BOC

- z‘é 5 [+3

372445

Se disuelven 80,4 g de Z-Fhu=-08F, 068 ¢ de H:fro-ﬁlnnnﬁniﬁa
BOC ¥ 9.4 ce de deido acéhico glacial en 560 ¢r de dimetilfvrmani-
da como deserito bajo 5. El prodvcio funde a 107% [&Q?go = =35,5°

(¢ = 1 en dimgtilformamida)e. En el cromatograma de capa delgads

on gel de silice es el Rfl 2 0,7,

20,  H-Pho-Pro-Gln-NH-NH-BOC

8o disuelven 103 g de Z=~Phe-Pro~Gln-NH-NH=BOC en 618 ¢o
de dimetilformemida y se hldrogena comordeécrito hajo 2, pero

sin dcide. Bl producto musstra en el cromatograma de capa del-

‘gada en gel de aflice el Rfg = 0,5,

21. ZeThr=Pl:a=Pro=Gln-NH=-NH=BCC

Se suspenden 46, g de Z-Thr-HH-NHa en 550 cc de dimetile
formamida y se forma el azida como deacfitorbajo 13 con 177 ce
de dcido clorhidrico 1,958-N en tetrahidrofuranc y 24 cc de igo-
emilnitrito. E1l azida se copula con 81,4 g de HePhe-Pro-Gln-Ni-
NH-BOC disueltos en 1200 cc da dimetilformamida y 48,5 cc de trie
etilamina. Después de cristalizar en ster acdtico-hexano funds el
producto a 129-1340. Z?{]go a2 =34,8 (¢ = 1 en dimetilformeamida).
En el cromatograma de capa delgads en gel de sflice es el Rf? =

0,854

22, HeThyr=Phe~Pro=-Gin=-NH-NH=-BCC

Se disuelven 22,6 g del producto deacrito bajo 21 en 188 ce

de dimetilformamide v se hidrogoena como descrito bajo 2, pero ain
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dcidos El producto muestra en 6l cromatograma de caps delgada en.

gel de s{lice el Rf, = 0,7.

7

23 Z=Hig=Thr-Lhe~Pro=~Glu-NH-NH-EOC

Ss disuelven 9,68 g do Z-His-ﬁH—NHz en 100 cc de dime%il-
formamida. El azida se forma con 36,3 ce de dcido clorhidrice 2,67~
N en tstrahlidrofuranoc y 4,32 cc do iso-amilnitrito y se copula con
19,32 g de H=ThrePhe=Pro-Gin-~NH-il{=E0C, disuelt;s en 300 ce de
dimetilformamida y 13,8 cec de trietilamina, como descrito bajo 13.
Ia mezcla de reaccidén se separa por filtracidn, el flltrado se sone
centra por evaporacién en vacio a 100 cc y se vierte en 1100 co
de éster acético. Bl producto funde & 95 - 133°% En ol cromatograma

de capa delgada en gel de silice ¢3 el Rfe = 0,7,

24, Z-Hia-Thr-Pho-Pro-Gln-NH-NHz, HCL

Se disuelven 114 g de Z-His~Thr-Pha~Pro-Gin-NH-NH~BOC en
57 cc de dcido trifluoracétiico al 90 %, la solucién se dsja repo-
sar durante 1 hora y despuds se agregan 9,8 cc ds 4cido clorhf=
drice 4~Ne Lo solucldn se vierte en 570 cc de éter scco y el re-
siduo se seca en vaclo aebre.hidréxido potdasico. E1 producto muege
tra en el cromatograma de capa delgada en gel de¢ silice el Rf5 =

0,25,

25, Z-His-Thr»PhevPro~G1n-Thr-Ala-IlemGly-Val-G1y-A1a-Pro-HH2

Se dlsuelven 11 g del hidrasnida descrito bajo 24 en 47 cc

de dimetiilformanida y se forma el azida con 15,6 ¢c de dcido clup~
hidrico 2,267~F en tetrahidrofurane y 1,57 c¢ de amilnitrito como

descrito bajo 13. El azida ge deja reaccivnar con 6 g del amida
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formsmidn ¥ 5,5 ¢¢ de trietilamine, E1 pH es de 5,5, Deapuds da

7 dfan se filtra la mezcla d¢ reacedln, el filtrado se vierte on
710 cc de dster &dético ¥y el rezidvo se égiﬁa dos veceny con dpter
acético. EL producto funde a 186° bajo descomposicidun., En el oroe

matogronaz de capa delgada en gel de sflice es el RfT = 0,6,

s
!

26¢  Z~Iys{BOC)=Phe=-CBzl - , ;

Se suspenden 261,6 g de Z-Iya(BOC)-CH, sal diciclehaxilamde
nica en 6,4 litros de acetonltrile, se agregan 137,6 g do H-Pho=
0Bzl, HCl y la suspensidn se agita durante 30 pinutos. Despufs deo
enfriasr g -5° se agregsn 96 gz de diciclohexilcarbodiimida. Lo ouse
pensidén se agita durante 20 hores a temperaturs ambieonte, se filtrs
¥y el regiduo me lava con acetonitrllo. El filitrado se evapora an
vacio, ol residuoc se recoge en éster acético, la soluciln se law
va con &cido clorhidrico 0,1-N, asus, bicarbonato sddico 2l 5 9
y agua, se seca y se evapors. Bl residuo cristaliza en éster asée
$1co-hexanos Pufs 100 = 103% (472 = <12,5% (c x 2 on dimetile
formamida). En el eromatograma d# capa delgada en gel de sflice

es el Rf2 = 0,55,

27.  H-Iys{BOC)~Phe=0H, HC1

Se disuelven 105;4 g del éster dipdéptido de arriba en 630 co
de dimetilformemide ¥y se hidrogene como descrito bajo 2, pero o
se agregt nengén scido acético glacial, ainq,después de 2 1/2 ho-~

raa)150 ¢e de Acido clorhidrico 1,15+N en tetrahidrofuranc. I

* hidvogenacidn dura 20 horas. El producto muestra en el cromabogsie

ma de caps delgada en gel de cilice el Pf4 a 0,7,
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28, ann-h-lug\ﬁQC)“Dhe*Od

Se disuelven 76,2 g de Z-Asn~CiP ¥ 73,6 g de Helya(BO3)-
Phe~0H, HCL en 850 cc de dimetilformamida ¥ 150 cc de tetrahidvre~
furanc, se enfria a -10° ¥ se agregsn 47,8 cc de irietilamina como
degerito bajo 5. Después de 20 horas a 20o ge concentra a 320 cc
¥ el concentrado se vierte en 1435 c¢c de éster acdtico ¥ 359 ceo
de dcido olorhidrico 0,1-Ne. El precipitado sz lava con %gua ¥
éter. P.f. 167 - 168°% ék]ﬁo = =11,7° (¢ = 2 en dimetilformamida}.
En el cromatograma de capa delgada en gel de sflice es el Rf7 ©
0,7.

29, HeAsn-Iys(BOC)~Phe~0H, HC1

Se disuelven 34 g del producto de arriba en 240 cc de metanol
¥ se hidrogena como dsscrito bajo 27, peroragregando 12,3 cc do
dcido clorhfdrico 2-N en tetrahidrofuranc, después de 2 1/2 ho~
ras, y después otros 13,3 cc de dcido clorhidrico 2-K en tetrahi-
drofursno después de 20 horas. La solucién se sigue elaborando
directamenie., El producto muestra ea el cromatograma de capa del~

gada en gel de silice ol Rf7 = 0,6,

30, Z~Azp(0tBu)~-Phe-OMe

Se disuelven 100,84 g de Z-Asp(OtBu)-0il, aal diclclohexil-
anfnica en 880 ec de cloruro metilénico, se agregan 43,16 g de
HePhe~(iis, HCl y se sigue agltando aln duwrante 10 minubos. Des-
pudsg se enfria la suspensién a —5 . 8¢ agregan 41,2 g de.diciclo-
hexilcarbodiimida en 120 cc de cloruro metilénico y se elabora

como descrito bajo 26, Bl residuo se lava con cloruro metilénicos
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Bl preducto mucgziva en el cromaboproma de capa delgads su gel de

31. Z-Asy(OtBu)nPheuﬂﬁmHHE

Se disuelven 79,2 g del dster dipéptido de arriba en 1320 cc
de metanol, la solucidn se enfria a 0? ¥y se agregan 21,1 cc de
hidrsto de hidrazina como descrito bajo 14, pero se deja renccioe
ner gin embargo durante 3 dfas. El residuo se lsva 2 venss con
aguze Pof, 143 - 145°, [Eﬁ]go = =22,2° (¢ = 2 on dimetilformarics).
En el crcuatograma de capa delgada en gel de sflice es el Rfl e

0,65,

32, Z-48p(0tBu)~Phe=isn=Iys(B0C)~Phe-0H

Se disuelven 54,4 g de Z-Asp(OtBu)-Pheuﬁﬁuﬂﬂz en 325 cc
de dimetilfermamida y se prepara el ezida como deserito bajc 13
eon 111 cc de fcido clorhfdrico 1,98<K en tetrahidrofuresnc y 14 cc
de isc~amilnitrito. Ss disuelven 53,4 g de H-Asn-Iys(BOC)~Pha«(H,
HCY en 280 cc de dimetilformamida y 50 cc de trietilamina, se
enfris a -10° ¥y se agrega la solucidn azida. El derivado pentapép-
tido se precipita mezclando el residuo con éster acétics y el pre-
cipitads se lave con agua~etanol (15:1). P.f, 189 = 190°, l%{]goz
-21,80 {c = 1 en dimetilformamida). En el crcomatograma de caps

delgada en gel de silice cs el Rf, = 0,77,

33. BE=4sp(0%Bu)~Phe-Ann-Iys(B0C)-Phe-0H

Se disuelven 9,6 g del penitspéptido protegldo, cbtenido baw

Je 32,en 192 ¢c de dimetilformamide y se hidrogena como descrito
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)
sajo 27, pero con 4,43 cc de delde clorhidrice 2,2-N en fetrahidros

furane. E1 producto muestra en el crcastograma de capa delgads sn

gel de sflice el Rfs = 0,8,

34,  BOC=Tyr=Thr~ONB

Se sugpenden 69,68 h &¢ H~Thr-ONB, HC1l ex 480 cc de aoelo-
nitrilo, se agregan 32,84 ce de trletilamina, ce enfria a --50 ¥
ge agregan 67,52 g de BOC-Tyr=CH y 950 cc de acetonitrile frio ¥
después 49,44 g de diciclohexilcarbodiimida. Ia guspensidn ze aéi-
ta durante 1 hora a 3o v 5o elabora como descrito bajo 26. El da-
rivado dipéptido se alsla como aceite. En el crcmatograma de caps

delgada en gel de silice es el RE; = 0,60,

35,  H-Tyr~Thr-ONB, HC1

Se digsuelven 121 g ds BOC=Tyr~Thr-ONB on 1537 cc de cloru-
ro metilénico y 384 cc de nitrometano y se procedo como desorito
bajo 6. Después Ge pasar gas HCL durante 45 minutos se agifa la
suspensidn durante 1 hora y después se filtra, El producto funde
g 226 = 227°, En el cromatograna de capa delgada en gel de gflice

es el Rfl = 0,35,

36 Z=Thr=Tyr~Thr-0HB

Se suspenden 57,4 g d2 Z~Thr-NH~NH2 en 320 cc de dimetil=-
formaxida y se forma el azida con 220 cc de deido clorhidrico
1,953-H en tetranidrofuranc y 29 ¢¢ de iso~-zmilnitrito como des~
crito bajo 13. Iz solucién azida se vierfe a una golucidn do SG g

H-Tyr~Tur-0iB, HC1l en 760 cc de dimetilformamida y 91 cc de tri-
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- etilamina, E1 derivado tripéptido cristaliza en dater acético=-

hexanos Pufe 111 = 116°% (4720 « =4,4° (c = 2 en dimetilformani-
da). En el cromatograma de capa delgada en gel de silice es el

Rfl = 0'6.

3. Z--!l.‘lr).";‘-Tyr--'Eh:.''-I‘IH--N]’I2

Se disuelven 114,2 g del éster tripéptido de arriba en

480 oc de wetanol y como descrito bajo 14 tse agregan 48 cc de

hidrato de hidrazina. Después de 4 horas se agregan 1440 cc de

- éstér acético y despuds de otras 1 1/2 horas se filtra la suspen-

gién. E1 residuorse agita durante 20 horas en 1 litro de éater
acético. El producto funde a 219 - 221°, l%{]go = =6,6° (¢ = 2
en dimetilformamida). En.el croma*i:ograma de capa delgada en gel

de s{lice es el Rf; = 0,85,

38. Z=Thr«2yr=Thr=Gln-RE-NH-BOC

~ Se suspenden 8% g de Z-’.I!hr:--Ty:.'-Th.::--t’.}].rn-lm--llH2 en 890 ce
de dimetilformdmida y s¢ forma el azida como descrito bajo 13
con 197 cc de dcido clorhidrico 2,02-N en tetrahidrofuranc ¥ 26,8 cc“
de iso-amilnitrito. Ig solucibn aéida se vierte a una solucifn
enf.riada, a =10° de 39,3 g de H—Gln—IiH;NH-BGG ¥ 56,2 ce de trietil-
amina en 750 cc de dimetilformamida, Des_pués de_ 4 dfas se agregan
720 cc de metanol y 720 cc de éter a la mezola de rea.c-cién 7y 12 '
éuspensic'm se agita durante 2 horas. Después se separan los cris-
tales por filtracién y se agitan con 400 cc de dcido glorhidrico

0,05-N (2x). E1 producto funde a 216-218°, [0(_7]2)0 = =8,3% (¢ = 2

en dimetilformamida)e. En el cromatograma de capa delgads en gel

de silice es el Rf

lo = 0,8.
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39, ZeThr-Tyr-Thr-Gln-NH-NH,

Se disuelven 53,5 g del derivado descrito btajo.38 en 110 co
de 4cido triflucracético al 90 %, se agita durante 1 1/2 horas
y después se agregan 880 cc de éter como descrito bajo 16« El pre-
cipitado se agita con 200 cc de metanol-&ter (1:4) (2x). El produce
to funde a 200-203°. [2L7§° = «4,6% (¢ = 2 en dimetilformamida).
En el crpmatograma de capa delgada en gel de silice es el Rf5 =

0,75

" 40, Z=Thr-Tyr-Fhr-Gln-Asp(OtBu)~Phe-Asn~Lys(BOC)-Phe~0H

Se suspenden 9,5 g de 2~Thr~Tyr-Thr-Gln-NH-NH, en 95 ce
de dimetilformamida y se forma el azida, como descrito bajo 13,
con 11,94 cc de dcido clorhidrico 2,122~-N en tetrahidrofuranc y
2,28 co ds iso~-amilnitrito. 8,6 g de H-Asp{(0tBu)-Phe-Asn-Lys(BOC)~
Phe-OH se disuelven en 210 c¢c de dimetilformamida y 7,5 cc de tri~
etilamina. Esta solucién se enfria a -10° ¥ Be agregs a 1a_solu--
cién azida, Se deja reaccionar durante 3 dfas a 0°, después se
filtra, el filtrado se evapora y el residuo se agita con 300 cc
de fcido clorhfdrico 0,l1-N. El producto cristaliza eﬁrdimetilfor--
nemida fcido olorhfdrico 0,1-N (1:3,5). Funde a 206° [bg7§° =
-19,3° (¢ = 1 en dimetilformamida). En el cromatograma de capa

delgeda en gel de silige es el Rf5 = 0,87.

41. H—His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-Ile-Gly»Val—Gly—Ala~Pro-NH2

Se disuélven 32 g del amida BOC-tridecapéptido, descrito

"bajo 2@ en 1200 cc de dimetilformamida y 12 cc de dcido clorhidri-

co 4=N y se hidrogena como descrito bajo 2 durante 20 horas. Il
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riltrado ab'cchcsﬁtra a.250 cc y se agita con 1500 cc de éter smeco.
El producto en bruto se limpia mediante distribucién he éontra-
corriente saédn Craig en el sistema n-butanol-icido acético gla=-
cial-agua (4:1:5)s K = 0.11. El producto muestra [b£7§0 = -39,4°
(¢ = 1 en dimetilformamida). En e) cromatograma de cépa delgada en

gel de sflice es el Rf, = 0,2

42, = Z=Thr=Tyr-Thr-Gln-Asp(0tBu)=-Phe-Asn-Lys(BOC)«~Phe=His=

Ihr-Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-Ile-Gly-Val-Gly-AlaQPro-Nﬁz

e

Se disuelven 7,3 g del nonapéptido protegido descrito bajo
40 en 75 cc de dimetilformamida; se agregan 1,33 g de Nehidroxi-

succinimida y la solucién se enfria a -22%, se agrega una solucién

_ asimismo enfriada de 1,195 g de diéiclphexilcarbodiimida en 15 cc

de dimetilformamida (solucién A). Después de haber agitado durante

1 hora a -22° y durante 5 horas a +4°, se-enfrie la suspensién
de nuevo a ~22°, Se vierte shora a la solucidén A una solucién en-

friada y llevada con trietilamina a un pH de 6,7 hasta 7 de 6,9 g

‘del amida tridecapéptido descrito bajo 41 en B0 cc de dimetilfor=

mamida; Degpués de un periodo de reaccidn de 14 diasrse vierte lz
suspensifn a una nueva solucién A, preparada de 0,73 g del nona=-
péptido descrito bajo 40. Se deja reacciogar durante otros 7 dias
a 0°, se filtra entonces la sqspensi6n y el f£iltrado se e&vapora sn
vac{o hasta sequedad, Bl residuo se limpia mediante eromatografia
de colwana en gei de s{lice en ol gistema n-butanol-deide acético
glacial-sgua (4:1:5). El produ;to muestra en el cromatogrema de

capa delgada en gel de sflice el Rf5 & 0,32,
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43, HeThr-Tyr-Thr-Gla-Asp(OtBu)-Phe-Asn-Lys-(BOC)-Phe-His~

Thr-Phe=-Pro~Glu~Thr~Ala-Ile-Gly-Val-Gly=~Ala=Pr 0-NH2

Se disuelven 2 g del productoc descrito bajo 42 en 150 cc
de dimetilformamida y se hidrogena. Despuds de 2 1/2 horas sa agre-
gan 0,3 cc de.dcido clorhidripo 4,844-N, Después de 21 horas se
filtra y'ol £iltrado ée evaporse El residuo se disuelve en 25 cc
de dimetilformamida, Be agregan70,73 cc de dcido clorhidrico
1,0+N, se mezcla con 40 cc é.e éster acético y se enfria a %,

Después de separar el precipitado por £iltracidn se le recoge en

" terce.-butanol-agua y se liofiliza. El producto muesira [ ]12)0 =

-25,2°'(c = 2 en dimetilformamida). En eﬂcromatograma de capa del~

gada en gel de sflice es el Rf, = 0,32

44, BOC=Ser-Thr-0Bzl

4 una solucidn de 73,8 g de BOC-Ser-CH, sal diciclohexil~

aménica, en 500 cc de cloruro metilénico se agregan 47,0 g de

H-Thr-Ole; HC1 en 300 cc de cloruro metilénico, se agita durante
10 minutos a femperaxura amﬂiente y entonces ze enfria a -50. A
ésta temperatura se gotea una soluciém de 40,1 g de diciclohexil-
carbodiimida en 90 cc de cloruro metilénico. Se agita duranto.B
horas a -5° &q&uranie toda la-noche a temperatura amblente. Das~
pués de separar por filtracidn 1a diciclohexilirea y el hidroclo~

ruro de la diciclohexilamina se agita la solucidn, y ésto tres '

" veces con acido clorhidrico 0,1-N, dos veces con solucién de

sal comin al 20 %, una vez con solucién de bicarbonato sbédico al
10 % y dos veces con solucién de sal comin al 20 % v 56 Beca H0=

bre sulfato sddico. Ia solucién se concentrs a aproximadémcnic
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600 ee, g enfris a 3 ¥ se sepsra por filtracidn de la ulterioe
diclclohsxilireas Daspués de evaporar hesta sequedad se cvistaliza
el residuo, para sy limpieza; an éster mcético~hexann, -

Pofy 120 = 111°% [A] = -8,5° (¢ = 2 on dimetilformanida); R, =
0,33 (en gel de silice). 7

45,  HeSer-ThreQBzl, TPA

65,7 £ de BOC~Sar=Thr-0Bzl se disuelven en 100 cé da deido
trifluoracético al 90 % y la soluciln se deja durante 1 bora a
20%, Des spués se gotea, bajo agitacidn, en 1000 cc de £ier seco,
as agita durante 1 hore y se doja reposar duranite lz noche a wlOa.
El precipitado formado se separa por filtracién y se lava tres ve-
ces con éter seco y se seca en vacio sobre sosa cdusticaj P.f.
128-129°; RE, = 0,65; RE, = 0,50 (en gel de sflice).

46, BOC~Igu=Ser-Thr=0Bzl

52,5 g de H-Ser~Thr-DBzl, TFA se disueslven en 145 cc de
dimetiliormanida ¥y & 0° 2¢ mezela con una solucidn de 48,0 g da
BOC«Lsu~0HP, Se agregean sntonces 21 ce de trietllemina y C,75 oo
de dcido acdtico glacial. La mezcla de reaccidn se sgita dwranie
3 horag a c® v durante la noche a temperaturs smhiente, Daspuds
de agrezar 2,1 liitros de dster acdiico ze agita la solucifn y éoto
dos veces con agua, dos veces con dcido clorhfdrico 0,1~N, dos
veces con solucifn de sal comin al 10 %, ccho vecez con solucifn
de carbenato potisico al 20 %, dos veces con aolucidn de’ szl ecomin
sl 10 % y una ves con solucldn de sal comin al 30 %. Después de

gecsr gobre sulfato gbdico ge concentra la solueidn & aproximsdae
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reate 1,4 livrcy. Durante la noche en 1a nevers oristriizas »1
. . o o}
tripdptido protegido del P,T. 114=116 ; [Tﬂ]n a =l4” {o = 2 en

dimetilformamida); RE, = 0,25 (en gel de gflice).

§7. H=Leu=Ser=~Thr-08zl, IFA

46,1 g de BOC-Leu-Ser-Thr-0Bzl se disuelven en 92,5 ce
de fcido trifluoracético al 90 % y se dejas durante 1 hora 4 209.
Después se agregan bajo agitacién éter ssco (925 co), ue spita du-
rante 1 hora a 0o ¥ se deja.reposar durante la ncche & ~10°, E1
precipitado formado se aspara por filiracidn, se lava irsm veaes
con éier ssco y se geca en vacio gobre sosa cdustica. Pef. 168 o

= 0,80 {en gel de silice).

171°; RE,

48. BQC=Agn=Lsu~-Ser-Thr-0Bz1

20,8 g de BOC~Asn-CH se suspenden en 208 cc de acetonitrilo,
se mezcla con 22,7 g de reactivo de Woodnard K'y se agita durante
30 minutos a 20°. Después se goteaq,bajo agitacién,lE,G cc de
trietilamina, de manera que la temperature interior no sobrepaze
los 320, se enfris a 20° vy a éata teaperatura se agita adn durante
50 minutes. Ia soluacidn casi clara se enfria a 0° ¥y se mezcla ¢on
una solucibn, asiuismo enfriada a Oo, de 33,1 g de HeILeuwSer-Thr=
0Bzl, TFA y 10,5 cc de itrletilamina en 257 cc de dimetilformamida.
La nezcla de réacciéq,que pronto solidifica, se agita dursnte la
noche a temperatura ambiente, se enfria a -lOo 7 se aglite adn
duvante 2 horas a -10°. Dospués se filtra en vacfo ol precipitade
cristaline y el derivado tetrapéptido se lava unaz vez con aceln=

nitrilo frfo, una vez con éster acético ¥ tres veces con agua,
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hasta que esté Llibre de clorurs. El praducto obbenido sz eristalina
en 370 cc ds dimetilformanmida, 3,7 ce de dcido 2eético glecinl y
370 ce de acetonitrilos P.f. 225 - 226°%; [}ﬁ]n s «36° (¢ =2 en

dimetilformanida); Rf, = 0,85 (en gel de gilice).

49, Helpn~Lov=Ser-Thr-0Bzl, TFA

32 g de DBOCeAan~lou=Ser«Thr«0Rzl me disuzlven en 132 cc
de fcido trifluorscético &l 90 % y se deja durante 45 minutos a
20°, Degpuds se concentra 1a golucién a unos 40 ea, bajo agitzeldn
ge mezcls con 400 ce de éher ¥ se agita bajo reflujo durauts 20
minutos = 35%, Despuds se enfria ls suspensidn cristalina a ~10°
y. se deja reposar durante la noche a -100. El pracipitado se gerars
per filtracidén, se lava tres veces con éter y se seca en vacic

sobre sosa cdustica. P.f. 125 - 127% Rf4 = 0,33 (en gel do silice).

50. BOC«Gly=ionwlau=Sar~Thr=0Bz1

26,3 gz de H-Asn-Leu=SerePhr«03z1l, TF4 se disuelven en 100 oo
de dinmetilformanida, enfriados a 0°, congecutivamente s nuzolan
con 7,5 cc de trietilemina, 0,54 co de dcido acdileo glacisl ¥y uan
golucién de 14,4 z de ROC=Gly-(NP en 100 cc de dimetilformenida,
se agits a temperatura mabiente hasta que 1a mezcle solidifigue
¥y se deja reposaw durante dos dfaa. Despude se agregsn bajn agiiae-
cidén 300 co de éster acdtlco y se deja reposar durunte la nochs
a ~lOD; Bl precipitado se separa por filtracidn, se lava doz ve-
ces con éater acébico ¥ dos veces con &ter, se agita durante 1/2
hera con 200 ce de agua, sa separa por filtracibn, se lava con szva

¥y se seca ¢n vacio. Pofe 227 - 2280; [BQ7D = -23° (¢ » 2 en ding-
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tiifowanida); RP, = 0,50 (cn gel de silice).
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51. BOC~Gly=Asn~Leu~Ser«Thy~0H

17,0 g de BOC~Gly-Asn-Iou-Sar«Thr-CBz1l se disuelven en 3490 cc
de dimetllformgmida hajoe caleatamiento. Deapués de enfriar i tene
peratura ambiente se agregan 3,4 g da carbén de paladio al 10 %

y se hidrogena. Ia reduccidn ha terminado despuls de 4 huras,
Después de scparar el catalizador por filiracidén se concentra la
solucidn en alto vacio. Frotando tres veces con étor se obticne un
pentapéptido unitario segln el cromstogrems de caps delgada. P.f.
181 - 183% (A7) = = 16,5° (c = 2 en dimetilformamida); Rfy =

7
0,65 (en gel de silice).

52, BOC—Gly-Asn-Leu—Ser-Thr-Cys(le)-N?HZ—Z

9,2 g de H—Cys(le)—Nzﬂz-Z,HCl ae disuelvon en 300 cc de
dimetilformamida recien destilada, se mezcla con 12,2 g ds BOC~
Gly-Asn-Ieu=-Ser~Thr~0H ¥y a temperatura ambiente se agita hésta
disolucién., Despuds se enfria la solucién a 0°, se vierten 3,28 cc
de trietilamina y 4,88 g de N-hidroxinuccinimida en 100 ce do di-
metilformamida, se sigue enfriando & -22° y me agregan 4,36 g de
diciclohexilcarbodiimida en 30 cc de dimetilformamida. Se agita
durante 1 hora a -220, despuéa se dejé subir lentzmente la tem=-
peratura interior y se agita aln durante 3 dias a temperatura am-
bients, se separa por filtracién de la diciclohexilirea precipi-
tada y se evapora en vaclo hasta sequedade. El residuo se aglte
con uns mezcla de dster acdtico y solucidn de dcido cltrico al

5 %, el precipitado se separa por filtrecidn, so lave con agus,
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zo gexs en vasio, se agite con &ier seco, e Filira y se secu ew

alte vesloe Pufe 173-178° [E&ZD = —25,50'(0 = 2 en dimetilforunamide}

Rf, = 0,21 (en gel de silice)e

53, HwGly-Asn-IﬁUySar-Thr-Gys(le)-N?H,-Z,TFA

13 g de BOC»Gly-Asn-Ieu-SeruThr-Cya(le)-ﬂzﬂz-z ge disuelven
en 130 ¢o de Acido trifluoracético al 90 % ¥y la solucién se deja
repogsay durente dos horas a 220. Despuds 82 concentra la soluciin
por evoperacidn y el residuo se agita tres veces con tter ¥y Be
seea on vacié sobre sosa clustics. P.f. 155 - 161°. Rf, = 0,63

(on gel de sflice).

546 BOCnCya(le)-Gly—z\.sn-Leu-Ser-Thr-Cys(Bal)-Hzﬁzmz

6,69 g de BOC~Cys(B21)-0SU y 12,2 g de H=Gly-isn-leu=-Ser-
Thr-Gys(le)-Naﬁa-Z, 1,22 TPA so disuelven en 100 co de dimetil-
formemida. De una solucifa de 150 Mol de trietilaming en 100 co
de dimetilformamida se gotes,bajo agitacidn, tenta trietilanina
nasta que la mezela de reaccidn, sobre papsl indlcador himsdc,
sefizcle un pH de 6,4. La solucién se agita durante 3 dfaz a tempera=-
tura ambiente, después se evapora en_alto vacic hasta gequedad.

El residuo se agite dos veces con 300 cc de dster acétleo, & con=
tinuseidn tres veces con una mezcla de 150 cec de éster acético

y 30 co de solucidn de fcido citrico al 5 %, se separa por filtra-
cidn, se seca en vacio y se cristaliza en dimetilformemida-éster
acéticos Pofs 191 = 193% [H7) = ~31,5° (o = 2 on dimetilformamida);

Rfy u 0,35 (en gel de gilice).
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55 BOC-Cya-Gly-Aau-Ieu-Ser-Thr~Cys-N9H3

6 g de BOC-Cys(le)»Gl?—ksn—Leu~Ser~Thr-Cy3(le)wﬂzﬁawz

ge disuelven 8 -40° en 700 ¢c de anonimco lfquido seco. Bajo sritaw
cidén se agregan, al punto de ebullicidn del amonisco, 973 mg de
sodic de manera que el color de la mezcla de resccifm se vualva
golemente szul claro. Después de 25 minutos ha torminado la reduce
¢idn. Se agita adn durante 10 minutos manteniendo ol coloresmiento
azul, se agregan entonces 2,4 cc de dcldo acético glaclial y me
avepora en alte vacio (sprof. 1 mm) hasta sequedad. El residuo se
agita con 12 cc de agua,73,2 cc de fcido acdtico glacial y 20 ce
de éster acdtico durante 1 hors a Oo, el precipitado ge separs por
filtraciln, se lava dos vecﬁs con 10 cc de molucidm dcido acética
al 1 % y una vez con 10 cc de éster acético y se seca en alto va-

cio. Rf5 = 0,65 (en gel de silice).

56, Boc-ca}s-c1y-Asn-Leu-3er-Thr-Cy‘s-nggl

1,0 g de BOC-Cys-Gly-Asn-Ieu-Ser~Thr-Cys—N2H3 se disﬁelve
en 100 ce de dimetilformamida y 500 cc de agua que contiene 1,23 n=
equivalentes de dcido clorhfdrico. Con 3,7 ¢¢ de una solucidn de
hidréxido potésico 0,43-N se ajusta el pH de la zolucidn a 6,8,
Manteniendo éste pH se goftezn en el plazo de 90 minutos, Sajo agli-
tacién, simultaneamente 247 cc de una solucidén de ferriciaunuros
potisice 0,01l-m y 4,9 cc de una solucidn de hidrdéxido potdsico
0,43~H, S¢ agita alin durante 90 minutes a tempeﬁatura embiente,
después, con 0,7 cc de &cido acético glacial, se ajusta el pH de la
golucidn a 4,0. Degpuéds se agita la golucidn con 50 cc de Dowexe
2-X8, forma acetato, & continuacifn con 13 ce¢ de Dowex~50W-X8,

forma H*, ge filtra y se¢ evapora hasta sequodad. Il residun se
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disuzlvs en t-butanoel al 50 %, se liofiliza ¥ se soca en alio
vaclo. El producto contisne aproximadamente un 15 % ds acetato
poiésico. Bg unitario en el cromatograms de capa delgada on gel
de eflice: Rfs = 0,633 Hfﬁ = 0,70; Rf7 = 0,75.

57+  HeIsu~Gly-0Et,HCL

Se disuelven 14 z de Z-Ileu-Gly-0Et (obfenido segﬁn Jelte
Vaughoa & R.Ls Osato, Je.Am.Chem.Soce 73, 5553 (1951)) en 150 ce
de stenol ebsoluto, se mezcla con 11,5 ¢¢ de una solucidn de deido
clorhidrico 6,3-N en etenSl Y se hidrogens en presencie de 2,8 g
de carbén de paladio (10 % de Pd). Después de 1 hors se separa
por filtracidén en vacio del catalizador y,en vaciq,se evapora a
40° do temperatura del baﬁc. El resziduc es un aceite y se aigue

elaborande directamentes Rfl s 0,50 (en gel ds sflice).

584 BOC=N1le=Iou=Gly=-0Et

De 4,63 g de BOC-Nle~OH, 2,82 cc de trietilemina y 1,9 ce
de cloroformiato de etilo sn 50 cc de ftetrahldrofuranc se prepsra
el anhidrido mixto como descrito bajo 1 y se copula com 5,05 g
de HeLzu~Gly~CEt, HCL en 50 co de tntrahidrofuréna. El regiduo se
eristaliza en éater acético-&ter de petrdleo (40:60), P.f. 126 =
127% /4750 w -20,3° (e w 1 en dimotilformanide). En el cromsto-

grans Ge caps delgada en gel ds sflico es el Rfl u 0,7,

59 BOC-Nle=~Iau=~Gly=-0H

Se disuelven 3,25 g del éuter descrito bajo 58 en 00 ac

de metanol y sme apregan 21 cc de hidrdéxido sédice 0,53-R. Después
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2¢ agitar Jurante L 1/2 horas ge acldifica Ja aolueidn F o3
evapors en vacios Bl residuo se disuwelve en agna y se oxtras con
rd res .. 2 N

¢ater nciéticoe I8 capa orgénice s geca ¥ Se evapora. Bl produsto
~ oy ol 20 a . . .

Tunde a T1-72", ZEA]D r «28,4° (¢ = 1 en dimetilformenida).

En el cromatograma de cape delgeda en gel de sflice co el Rf7 x (.75,

60, =Nle~Ieu=Gly-0H

Se disuclven 2,42 g de BOC~file~Lzu-Cly~CH en 24 cc de dcide
trifluoracélico al 90 % como descvito bajo 16, Despuds de 1 hoza
se evapora la solucidn. El producto funde & 94-960. n ol crome~

tograma de capa delgada en gel de sflice es el Rf7 = 0,56,

6l.  BOC-Cys~Gly-Asn-Lou=Ser-Thr-Cye-Hle-Gly-CH

Se disuelven 1 g del hidrazida desc:ito bajo 56 en 35 cc
de dimetilformamids y se forma el azida como deacrito bajo 13
con 0,85 cc de fcido clorhfdrico 3,64«N en tetrahidrofurano y 0,155 ca
de igso-amilnitrito. La solucidn azida se vierte a una solucién
de 0,955 g de H~Nle=Ilou=Gly-OH y 0,324 g de trietilamina en 25 cc
de dimetilformamida. Ia mezcla de reaccidn se evapora y se agita
2 veces con éster acético-solucidén de dcidoe cftrico. El producto
muestra en el cromatograma de capa delgada en gel de sflice ol

REg = 0,71,

62,  BOC=Cys=Gly=Asn=leu=Ser=Thr=Cys«Hie=LeamGly=Thr~Tyr=
Thr=Gln~Asp( 0tBu)~FPhe=Asn~Iys(B0C ) -Pha~Hig~Thr~Pha=Ero=

Gln-Thr-Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro~HHP

Se disuelven 440 mg dol BOC~decapéptido demerite bajo 61
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¥ 109 mg de Nehidroxisuceinimids en 35 ce de dimetilformamida, la

solucifn se enfria a -220, se agregan 98'mg de diciclohexilearbo-
diimida y se agifa adn durante 1 1/2 horas a ~22° y 3 1/2 horas

a 0%, Despuda se vuelve a enfriar & «22° ¥ se agregan 850 mg dz la
amidé docogapdptido descrita bajo 43 y el pi se ajuaste con trietile
sming & 6,6. Despuds de 7 dfas a o° y 5 afas a 22° ge evapora la
solueiln en vacfo hasta sequedad y el residuc se cromatografis
sobre gel de zflice en el sistema n-butanol-dcido acébice glaclale
azua (4:1:5). EL producto muestra en el cromatograma de capa del-

gada en gel de silice el RE. = 0,29,

5

H-C&s-G1y-Asn-Lau-Ser~Thr-C§a-Val-IaurGly-Thr-Tyr-Thr-Gln—Aspn
Phe~Asn~Lys~-Fhe-Hig~Thr=Pha=Pro«Gln~-Thr-Ala=Ila=Gly-Val=Gly-Ala~

Pro»ﬁHz (Vals-calcitonina M},

70 mg de BOG-C&B-Gly-Asn-Leu~Ser—Thr-C§s~Val-Leu—Gly—Thr-Tyr-Thr—
Gln-isp(OtBu)~Phe-Asn-Iys(BOC)~Phe-Hig-Thr-PhoePro=~G1in-Thr=ila=
Ile-Gly—Val-Gly-Ala-Pro-HH2 se dlauelven en 3 ce de dcido trifluore
acético al 95 ¥, frfo como el hielo, y la solucidn se calienta

a 25°%, Despuds de 1 hora a 25° me vierte en 70 ce de &ter frfo
como el hialo y el pracipitado obtenide se filtra en vacio; Ge
lava varias veces con &ter, mo seca y después se disuclve en deido
acético al 5 P, Para retivar los iones de trifluoracetato se fil-
tra a través de una columna de intercembladeores de iones Merck

Brs II (debilmente béaico, forma acetato). El eluado se liofiliza.
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El dotriaconﬁ&péptida acf obtenide no ea jotalmente unitario sapin
el cronatograma de capa delgada (plasas de éxido de aluminio,
sistemas 52 y 45). Se puede limpiar por distribucida de confra~
corrients en el sistema n-butanol-fcido acético-agua (4:2:5).

En el cromategrama de capa delgnia eh gel de silice s el RIG =
0,45; en 6xido de aluminio es el Rf

= 0,%3; Rf,. = 0,42,

52 45 |
El producto de partida se pueds preparar como aigue:

1, BOC-Val=leu~41y-0Et

Se disuelven 4,35 g de BOC=Val«0H en 50 cc ds tetrahidro-
furano y se forma el anhidrido mixto como deserito en el ejemplo 1,
bajo 58 y se copula con 5,056 g de H-Leu~Gly-0Et (ejemplo 1, S57).
Il producto funde & 112 - 113°, [?i]go = -27,3° (¢ = 1 en dimetil-
formanida). En el cromatograma de capa delgada en gel de silice

68 el RL, = 0,7,

1

2. B0C~Val~Leu-Gly-OH

Se saponifica el BOC-Val-Ieu-~Gly-0Et en igual forma como
degerito en el ejemplo 1 bajo 59. El producto funde a 780. ZE(]gon.
-24.7o (¢ =1en dimetilrormémida). En ol cromafograma de capa

delgada en gel de sflice e3 el RE,

7 n 0.71.

3e H-Val=Leu~Gly~CH

Se disuelven 2,9 g ds BOC-Val-Isu=Gly~OH en 24 ce de deido
trifluoracético al 90 %, como descrito en el ejemplo 1 béjo 60,
El producto funde a 750. En el cromalograms de capa delgada en

= 0’50

gel de aflice es el Rf7
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4s  BOCeQyg=ily-Ashe=Isu=SereThreCys-ValelousGly-CH

1=

g del hidrazida degerito an el ejemplo 1 baje 56 so tronge
forme an ol azide como descrito en 2l ejemplo 1 bajo 61 y éste se
condensa con 0,933 g de H-Val-Ieu=-Gly-QH. El producto muestra

en el cromatograna de capa delgada en gel de nflice ol RE. = C,7lL.

5

v . !
BOG~-Cys~Gly~Asn-leu=Ser-Thr-0ys-Val-lou-Gly-The-Trpr~Thr-

v
)

(31lu~2sp(0tBu) ~Phe=inn=Iys{BOC) «Phe=Rig~Thy=PheePr 0ullne
Thr-AlauIle-Gly-Val-Gly-Ala-Pro—NHz
440 mg del amida docosapépiide deserito en el ejemplo 1 bajo

43 se conlensan en lgual forme como degerito en el ejemplo 1 baje

62 con BOC-C§$-Gly»Asn»Leu=Ser-Thra5}s~Va1~Leu-Gly-GH. El producto
nuestra en ¢l cromatozrama de capa delgada en gel de afllice el

R, = 0,29,

5

H-C&s-Gly—Asn-Leu-Ser-Thrub§s-Lau-Leu-G1y~Thr-Tyr-Thr»Gln—Asp-
Phe=Age~Ilyg~-Phe-Hig«~ThrePhe«Pro«~Gln«Thr=ilawile-GlyeVal=Gly-Aln-

Pro‘Nﬁz (Ieug-calcitonina M)e

Se recubre 200 mg de BOC-C}s»Gly-Asn—Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-Cisn
IeveLan=Gly=Thr(tBu)=Tyr(tBu)=Thr{48u)=Gin=Asp( 0tBu)~Phe=Agn=Iyc=
(BOC)=rhe~His~Thr(t3i)~Phe=-Pro-tin-Thr(tBu)=Ala-Ile~Gly~Val=Cly~
Ala=Pro~HH, con 3,5 cc de &cido trifluoracético al 95 %, frio como
el hielo, la mezcla se calienta, después de disclverse totalmente

4 3 o - L3
el derivsdo de péptido, a 30" y la solucidn se deja reposar duranie



1G.

20,

-\:

&
N |
o
i
5
(& |
=

1 hora. Dsepufsrso vicrte en 200 cc ae &ter frie coro ¢l biclos

21 procipitado fino se filtre en vscis, derpufs da gucar ae dlsuele
vs en vacio sobre hidréxido sédico en delde acdtico Giluldo ¥

para rehirar loz iones de trifluocracstato se filtrs a traviés de
una columna de intercambiadores de ionez Herck Nr. II debilmenta
bdsico. Bl eluado se liofiliza. Se obtiene la sal cido acéiica

de 1a Louavcalcitonina H,

El producto de pariida se puede obtener comc sigue:

400 mi de BOC-C&s-GIy-Asn-Leu-Sor(tBu)-Thr(tBu)-Cfs-LeunLau-Gly~
OH, 600 mg de H~Thr(tBu)=-Tyr(tdu)-Thr{tBu)~Gln~Asp(0tBu)=Phe~Agne
Cys(BOC)~Phe=His=-Thr(tBu)=-Phe~Pro-Gln=~Thr(tBu)-Ala-Ile~Gly~Val~
G}y—Ala-Pro—NHz, 100 mg de N?hidroxisuccinimida, 120 mg de diciclo-
hexilcarbodiimida y 6 cc de dimetilformamida se agitan durante

3 horas a 45°. Después se vierte la mezcla en 300 cc de éter v el
precipitado se separa por filtracidn, El'producto en bruto se lime
pia por distribucidn en conitracorricnie en el sistema metanol~tan-
pén~cloroformo-tetraclorocarbone 11:3:6:7; (tampén como en él el eme
plo 1); K = 0,7.

EL decapéptide empleado como producto de partida se prepa-
ra como descrito en la solicitud suiza Nr. 115671/69 (Casse 6548/1~G)
para el correspondiente Meta-decapéptido. Se parte del H-Ieu-Gly~
OXe, se reacciona con égter de Z~Jleucin-fi~hidroxisuccinimida, =l
Z=Ileu-~Lou=Gly-Oie obtenlido se hidrogens, se condensa en H-ILeu~ILouw-
Gly-0ife,HCL con TRI-Cys(IRI)-CH como deserits baje 9) en el
e¢jemplo 1 de la solucitud suiza Nr. 11671/69 (Case 6548/1-6) ¥
con el derivado tetrapéptido cbtenido ge procede andlogo a coma

gse describe en la mencionada solicitud bajoc 10) hagta 18).
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H»CQSaﬁlyaAgn-L@u-Ser-Ther§s~Nva-Iﬂn»G1y~Thr-Tyr-ThraGln~Aspa
Phowhanelyg-Pho-lig-Threlhe«Pro«Gln-ThreilasIleeGly-Val-Gly-Lla-

PrG-NE, (Hvaaocalcitonina ).

5 ng do BOG«C&suGly~Asn~Ieu~Ser(tBu)-Thr(ﬁBu)»C&s-ﬂva-I&u»Gl*~
an(tBu}umyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln—Aap(O#Bm)-Phcnﬂsn;Iys(BDc)-FhenHiﬁu
Thr{tBu)nPhe-Pro-Gln-Thr(tBu)-Ala-Ile-GltualaGly-Ala-Pr0~HH2
ge mezelan con 0,2 c¢ de dcido trifluoracético al 95 % y se deja
reposar durante 1 hora a 30°. Despuds se agregen 5 ce de §tor, 6l
precipitade se separa por centrifupasidn y se lava con poco éter
¥y se seca. Ll emida dotriacontapéptido, obtenide como sal dcido
trifinorasética, se pusde transformar en el acetato msdiante in-
tercambizdores de iones. El preducio de partida se puede preparar

cemo siguet

1. Zeliva=lou=Gly-0e

Se mezclan 4,3 g de éster de Z-I=liva-2,4,5-triclorofenilo
(dc chem. Soce (e) 1968, T15) y 2,2 g de H-Lgu~-Gly~-OMe con 15 ce
de dimetilformamida y la mezclape reaqcién se agita durante 48 ho-
ras g 350. Despuéds se diluye con mucho cloroformo, se enfria en
khielo y se agita tres veces con solucidn frfa como el hielo de.
cavbonato potdsico al 5 % y tres veces con hielo-agua, La solue
cidn clorofdmica se soca con sulfato sddico y después se evapors
hasta séquedad, finalmente a 0,1 ng Heg para retirar la dimetil-
formemida residual. Después se disuelve el residuo en cloroformo

¥ ge cromatografia en uns columna de gel de sflice preparsds en
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cloroformo, empleandose pars la elveidn un cloroforme=cloroformo &

metancl (1:1) (ceda vez 1 litro), graduado linmeslmente. Se recogen
fraceiones de 100 ece, se evaporan hamta sequadad ¥ se compruaeba la
pureza del residuo medisnte cromatosrafia de capa delgsda sobre
places de gel de silice y se rcunsn las fracciones puras, Bl pro-

ducto muastra en toluenc-scetona (1:1) &l RT = 0,4,

2, HeNvaelou«Gly-Olo

1,7 g de tripéptido de arriba se disuelven en metancl y
agitando intengamente se hidrogena en presencia de 400 mg de craxbén
de paladio (10 % Pd). Terminada la recepeidn de hidedgeno se sopara
por filtracidn del catalizador y el eluszdo se e%apora hasta aeque-
dad. Se obtiene una regina incolora que se emplea direcltanmente

para la ulterior reasccidn.

3. TRI-Cys(TRI)-Nva~Lsu-Gly-Cile

Se mezclan 2,5 g de TRI-Cys{TIRI)-CH y 1,1 g del H~lva-Ileu~
Gly-OMe de arriba con 40 cc de acetonltirilo y se agregan entonces,
bajo agitacidn, 1,3 g do diciclohexilcarbodiimida. Después de
agitar durante 20 horas a 27o se filtra en vaelo del producto pre-
cipitedo y éste se extrae con 1 litro de cloroformo, entonces s¢
evapora el eluado hasta sequedad y ol residuo ge frota con éter
de petrdlec. Después de verter la golucidn dter de petrSleo se
seca el producto insoluble y para su liwpieza se disuelve y precie
pita en 3 cc de éter de potrdleoc. Se obtiene ol derivado teirs=
péptide como polvo amorfo, sélido. En la cromatografia de capa del~

gada muestra gobre placas de gel de si{lice el Rf = 0,62 en cloro-
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formo-metanol (98:¢2),

4. Helys(TRI)«Hva=lau-Gly-0lie

280 mg de TRI-Cys(PRI)-Nva~lsu-Gly-Cife ge disuelven a 300
en 25 ce de Acido acdtico al 75 % ¥ so deja reposar duranto 1 hori.
Despuds se evapora hasta secousdad y el residuo se frcta:varias
veces con ¢ter. El acetato insoluble an éter del HuCys(éRI)nﬁvaw

. , o '
LsueCGly-CHe se secs en vaclo a 35 y se slabora directamsnte.

50 DPC-Ser(tBu) -Thr{iBu)=Cys (PRI) -Hva~Izn=Gly~Cie

Se dlsuslven 750 mg de DPC-Ser(tBu)—Thr(tBu)-NHﬁHZ gn & oo
de dimetilformamida, se enfriz a =20° ¥ se agregen 3,5 cc de doido
¢lorhfdrico 1-H en éster ﬁcético. Se agregan entonces 0,16 cc de t=
butilniirito ¥ la mezela de veaceldn se deja reposar durante 15
minutos & =10°. Deapuds se agreza la solucidn enfriada a -10° de
500 my de H;Gys(TRI)-Nva-Leu—Gly-OZe en 4 cc de dimetilformenida
¥ 0,7 co de trietilamina y se deja reposar durante 30 minutos 4
«10° y durante 18 horas a 0°, Daspudsz se evepora cn alto vacfo
e una temperstura del bafic de 400 a un volumen.de aproximadamente
5 ¢¢ ¥ &l producto se precipita mediente adiciéﬁ de agua de hielo.
Dsspuds de frotar a fondo se filtra en vacio, se lava con agua de
hielc y el derivado hexapéptid& en bruto se seca en el secador
sobre cloruro de caleclo. Para la limpleza se disuvelve ¥ p;ecipita
tres veces de éster scético-ciclohexano. EL producto mueétra en la
cromatograf{a de capa delgada sobre placas de gel da silice 6]l RE =

0,47 en tolueno-acetona (7:3).
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6, H=Sor(tBu)=Thr(tBu)«Cys{ TRI) ~liva~Leu-Giy~0

Ge disuelven 430 mg de DPC-Ser(tSu)~Thr(iBu)=Cya(fil)«ivoe
Leu-Gly-0ie en 10 cc de dcido acético al 80 %, ge deja reposar due
rante 7 horag a 280, g6 evapors s#n 2l svajorador de rotaciln e
35O de temperatura del bafic hasta sequedsd, se secs duvante 3 hoe
Tas a 35° ¥ 0,01 Torr, se disuclve enbonces en 30 co de‘mct&nol,
se agregan 3 ce de lejfa addica 1,0-N, se agita duranteil hora
a 280, ge agregan entonces 2 cc de dcido acdtice glaclal y se ave-
pora en el evaporadeor rotativo a 35o de {emperatura del tofe hasia
sequedade. Se frota el residuc con zgus de hielo ajustandose el 28
a 6=7, se filtra en vacio, se lava ulteriormente con agua de hiclso

¥ se seca en el gecador sobre cloruro de caleclo,

Ts BOC~Cys{TRI)=G1ly~Asn=ILou=5sr{ tBu)=Thr(tBu)~Cys (TR} ~Nva~

Ieu=-Gly=-0H

Se mszclan 270 mg de BOG-Cys(TRI)-Gly—Asn~Leu-RH-NH2_con

4 cc de dlmetilformamida, se enfria a -20° ¥ se agregan 1,2 cc ds

dcido clorhfdrico 1-N en éster acético. Se agregan entonces
0,044 cc de t-butilnitrito y se deja reposar durante 15 minutos
a -10°% Después so agrega una solucidn enfriads a =10° de 230 1y
de H-Ssz{tBu)-Thr{tBu)~Cys(TRI)-Nva~Leu-Gly-0H en 4 cc de dimetil-
formamida, 1 cc de agua y 0,25'cc de trietilamina. Se deja repcsar
durante 18 horas a O°, se evapora sntonces a 0,01 Torr y 350 as
temperatura del bafio 2 un pequoiis volumen y el decapéptido se pre-
cipita mediante adiqi6n de agua. El precipitado ge frota} ae
filtra en vacio, 3¢ seca sobre cloruro de calcic en el secador.
El polve se suapchdc en 7 ¢c de metanol & 0°, go frota a fonde

7 enionces se filtra en vecfo.
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8¢ BOC=Cya~Giy=Asn=Llau=Sce( tBu)=-Thr(t5u)-Cya=Rvaeloumily-01

Se disuelven 1C5 mg del decayépti&o obtenido hajo 7) en
20 wpe de dimet;1f0fmami&u y dsta solueidn se gotea, en ol transe
curso de l.hOQa, a la solucidn Tusrtemente agitada de 150 nmg de
¥0do en 100 co de metanol. Se sigwe agltando durante L hora, se
decolura eationces a 0° mediante adicids de solucién de tiosulfsto
sédics 1}, se evapora entornces en el evaporador rotativo a un vo-
lumen de sproximadamente 20 cc y se precipita mediante adicién
de 300 cc de dter. Se filtra en vaclo, se seca en vacio a 30°
¥ despucs ge frote ¢l polvo con agia. Se filtra en vacfo, y:uu

geca en el secador sobre cloruro de calcio.

9, Z-Asp(OtBu)~Phe»OCH3

30,3 g de Z-Aep(OtBu)-0NP y 18,3 g de H-Phe-OCHB, HCL

se diseelven juntos en 150 cc de dimetilformzmlda y & la solueidn
clars ge égragan 11,8 cc de trietilamina, la suspensién formada
ge agita durante 20 horas a temperatura ambicnte con 1o gue se
tifie amarillo oscuro. A continuacidn se concentra en vacio a unos
100 ce y se agita en 1 litro de écter acético/cloreformo (4:1)

tres veces con 4dcido cftrico al 5 %, 19 veces con carbonato sédico

.aproximadamante 2-i y con solucidn de sal comdn saturada hasta que

la reaccidén sea neutra. El producto en bruto, un aceite amarilie,
se trata en éter con carbdn active y después de inyectar se cris-
taliza en 650 cc de Ster/hexmno {1:1) en la nevera, Se forman
agujan incoloras del Pofe T445 = 76,5°. En el cromatograms de
cape delgsds en gel de sflice es el Rf en ¢l sistenma clorogormo-

metanel (95:5) = 0,74 en cloroformo-acetona (75:25) = 0,65
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3

48,6 g de Z-isp{CtBu)~-Fhe- 3H3 o degesrbozilizan & tanne~

raturs subiente en 700 ce de metsnol después de agregsr 33,5 co

de &cido clorh{drico 3= on dloxane ¥ 5 g d¢ cataiizador de pala-
dio &l 10 % mobre earbln. Terminada la recepeidn de hidrézeno so
gepara per filtracidn y se evapora. Se obtienen 38,7 g de una os-
pumg blanca., En el cronmatograma de caps delzada ¢n gel de sflise
en cloroformo-metanol (9:1) es el AL = 0,60; en cloroformo-acetons

(1:1) es el RE = 0,58; Rf e 0,42, EL producto se emplea sin

1Q02E

ulterior limpleza para la siguiecnte condensacidn.

il. Z-Gln—AspéOtBu)-Phe-OCH3

38,6 g de HeAsp(0tBu)=Phe=CCH

3¢ HC1 ob%enido, ase agitan con
42,0 g de Z~GIln-ONP en 170 cc de dimetiliormamida a uns golucidn
clara, debilmente amarilla, y bajo agitacidn se mezcla léntamente
con 13,9 cc de trietilamina. Se forzma una suspenzion naranjg Gque
se agita durante724'horés a 30-35° da temperatwra del bafies Dursne
te Sste tiempo se agregan otros 40 cc de dimetllformawida y adends
alin 1,39 cc de trietilamina.

Para la elsboracidn ée disnelve el preparado en 4 litroz
de cloroformo, ¥y en un gistema de aparatos de distribuciéﬁ de
contracorriente de 20 etapas (volumen de fasen: fase inferior 4C0 ce,
fese supexrior 200 cc por recipients) se lavz consecutivanente con
1 litro ds solucidn de dcido citrico al 5 %, 406 cc de solucidn de
gal comin saturada, 6 litros de sosa gproximadamente 2-N ¥ 2,86 Lie

tpos de golucidn de sal comlin ecaturada. Después de gecar y evsporay

criataliza lentamente sn la nevera el derivado tripépiido en 1,8 li-
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vros de ebtanole Se obtlens el szln-Asp(Otﬁu)—Phe*OCH3 A2l Pt

&
185-188" .

Fu ol cromstograma de cape delgade en gel de gilice se cbiieusn
loa sigulentes valores Ri:
on cloreiermo-metznol (9:1): R? = (1,39; en cloroformo~acctona

(1:1): Bf = 0,24; RE = 0,69, R®.. = 0,46, RT

102E 89 434

—
& 0,55 110\]]30 e
287 ¢ 1% (¢ = 1,3 % on dimetilformanida). |

2. HnGlnwAsp(OtBu)nPhe-OCHB

7,55 & Ge Z—Gln-Asp(OtBu)-Phe-GCH3 se diswelven en 400 ¢e

de metansl, se mezcla con 4,1 cc de dcide clorhidrico 3-N en diow
xano y se hidrogena en proesencia de 2 g de carbén de paladio (10 4
Pd). Deapudg de separar por filtracidn en vacio el catalizador y
evaporsr se¢ obiiens el HoGlnpAsp(OtBu)-Phe-OCHB, HCL1 en forma da
uns eéspuma incolcora. En el cromatograma de capa delgzda en zel de
af{lice se obtienen los siguientes valores Rf: en cloroformo-meia=-

nol (9:1); Rf = 0,13; en cloroformo-acetona (25:75): REf = 0,143

13. Z-—Thr(t)}u)-Gln-Asp(OtBu)-Phe-OChi3

Poda la cantidad del hidrocloruro de 12 se disnelve juntd

con T,4 g de 2=Thr(tBu)=0SU en'l4 cc de dimetilformamide, a tem=
peratura smbiente, y a ésta solucién, se gotean, bajo enfriamiento
en el hafo de hielo, 1,72 cc de trietilamina. A continvacidn se
agita la suspensidn marrondcea durante 20 horas a temperatura oame-
biente, Después de la eleboracién usual en mucho égter scética

(cada vez lavando tres veces con &cido citriceo al 5 % y carbonato
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gbdico gproximadanente 2-F, lavads neutro con soluelén ds eal
coadn saturada, secado sobfe sulfato sédico y eveporzcidn en vaclo
a 30 = 400) se trata el producto en bruto en efanol con cerbén
active y se cristaliza en la nevers en 90 cc de ctanol, Pef, 155
161°,

En el cromatograma d¢s capa delgedz en gol de sflice se¢ obtuvieron
los sigulienies valores Rf: en clorsformo-mehancl (9:1):7Rf % 0,525 .

en cicleliexano-acetons (3:7): RE = 0,48; = 0,48, RE

$ Rf &
89 1214
r~ 20 Q o] " o s
0,75. AGKID = =4 40,5 (o =2,3% on dimctilformanida).

s

l4. H-Thr{tBu)«Gln=-Asp{ 0tBu)=PhanOCH

il
3

478 mg de Z-Thr(tBu)-Gln~Asp(OtBu)-Phe-GCH3 se hidragenun

neutro 8 temperatura anbliente en 150 cec de metancl con 100 mg de
carbén de paladio (al 10 %)e Se obiicuen 295 mg de una espuns
incolora 4¢ H-Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)-PheAOCHB, que se emploa sin
ulterior limpieza para la siguiente cordensscidn.

En el cromatograma de -capa delgads en gel de sflice se obtienen
los siguientes valores Rf:

sn cloroformo-metanol (1:1): Ef = 0,75;

en cloroformo-metanol (9:1): Rf = C,17; en acetona RE = 0,18

RE = 0,23; Regy = 0,12.

102E 9

15. .ZnTyr(tBu)-Thr(tBu)—Glnwksp(OtBu)-Phstﬂﬂe

687 mg de Z=Tyr(tBu)-OH~sal diciclohexilambnice se agitan
en cloroformo con &cide citrico acuoso y el dcido libre obtenido,
un aceite claro, se mezcla en 6,5 cc dz tetrahidrofurano con

0,139 ¢c de N-metilmorfolino, 4 -22% s agregsn 0,170 cc de clorn-



1C,.

20.

Deapuds ge gotea ol HeThr(tBu)~(ln«iep{0iBu)-Phe<0CH, arvibe dese
2 3

crito, disuelto on 15 ce de tetrahidrofuranc ¥y previemente enfrizde,

[+

«3

se enmjvaga com 5 ce del mismo disclvente. Después de veposaw
1/2 hore 2 =10% se agita adn duranie 15 horas & fomperaiuve ambiens
to. Lespués se concentra por evaporaciln en vacio y el éeter aghe
tico s elabora en la forma usual, (vease 13)e E1 producto en bruto
se disuelve on 15 cc de ézter acéiico, ss8 precipita con 40 ce de
Ster ¥ 3 conbtinnacidu se cristaliza en metsnol en la novera, 52

.
obtlensn apujas gruesas, cortes, que se descomponen al gecar en
alto vacfo & 50°% D.f. 165 - 173°%,
In el cromatograma de capa délgada en gel de silice se obtienen
1o siguienten valores Rf: en cloroformo-metanol (9:1) RE = 0,46;
en cloroformo-metanol (1:1) Rf 0,55; en cloroformo-acetona (1:1)

RE = 0;44; R = 0,61; Rf

21
*a9 acetona = 0168y Rfypop = 0,73, [H“7D =

-54° £ 0,5° (¢ = 2,0 % en dimetilformamida).

16, H-Tyr(tBu)--Thr(tBu)—Gln.--Acp(:OtBu)-Phe-OCH3

2,35 g de Z—Tyr(tBu)-"‘hr(tBu}-Gln-As:p(DtBu)-Phe-GCH3 sa
hidrogenen en 450 cc de metanol en la forma usual a temperaturs
ambiente con 500 mg de carbdn de paladio al 10 %. Se obtiene una
espuna incolora que es unitaria en el cromatograme de capa delgada
y cocmo tal se sigue empleando. En el cromzbogrema de cape delgada
en gel de silice se obtienen los siguientes valores Rf: en cloro-

forno=-netancl (95:5) Rf = 0,22; Rfse = 0,42,
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17 Z-Thr(48u)=Tyr{t3u)=Thr(t3u)=Gin=iap (GE80}~Pha=-0CH,

R

El producto de 16) se disuclve junioc con 1,48 g da G-Thre
(tBu}=~03U en 3 cc de dimetiiformamids ¥ ve snita durante 21 horas
a temperatura ambiente. Después de diluir la solvcidn de reacelién
con mucho éstey acético se elabora on la forma ususl {veaso 13).
£l producto en bruto se dizuelve en caliente en 20 cc de éster
acético-metanol (9:1) y después de enfriamr en el bafio d2 hielo
ge precipita con 80 cc de éter. Se obiiene el producto como polvo
anorfo, incoloro, Gol P.f. 146 = 145°%. En el cromatogrzaa de capa
delgada en gel de sflice ge obtienen log siguientes valorss Rf:
en cloroformo-metanol (9:1): Rf = (,55; en clopoformo-scebona (1:1)

Rf = 0,h0; Rf,, = 0,43; [Eﬂ]§l= +6 % 0,5° {¢ = 2,0 en dimetillor-

89
ranidale.

18, Z-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu}-Gln-Asp(OtBu)-Phetﬂﬂ;ﬁﬂz

1,91 g de Z=Thr(t3u)~Tyr(tBu)-Thr(tBu)~Glu~4gp(0tBu)~Phe-
OCH3 se disuelven en 80 cc de metanal ¥y ge mescls con 8 ce de hie-
drato de hidrazina. Después de dejar repossr durante 22 horas a
temperatura ambiente se aisla el producto precipitado y se secs en
alto vacfo a 600. Se obtiene el hidrszida miecrocristalino del
Fofe. 226-229° (descomposicidn). Bn el cromatograma de caps delga-
da en gol de gflice se obtienen los sigulentes valores Rf: en
¢loroformo-metanol (9:1) Rf = 0,32; en ciclohexanc-acetona (2:7)

RE = 0,23; Regy = 0,3t (X720 = & 4° 4 1° (¢ = 1,0 en dlmetil-

9
formanida).
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15, Zwlye{BL0)~Phe-Cia

25,0 g de Z-Iys(B300)«QHP ¥y 10,7 é de H~=Pue=Cle eu 70 oo
de dimetvilformemida se mezclan bajo sgitacidn o temperaturs ame
biente con 6,9 ce de trietilamina y se agita afdn durante 1% horas.
Degpués de dilunir con éster acético se lava con solucidn de cuare
bonato potdsico hasta estar libre de nitrosfencl, se agita con Jeido
citrico O,l-m y agua, se gecs sobre stlfato sddico y seievapnra en
vacio hasta aequedad; En éster acéiico-hexano cristeliza el di-
péptido protegido del p.fs T8 = 80°,
R = 0,45 en el cromatograma de capa delpada en gel de sflice on

el sistema cloroformo~acetona (8:2).

20, Z-Iys(BOC)-Phe-NH-NHa

27 g del éster metilico del dipéptide dé arribs se dlsuel-
ven en 135 cc de metanol caliente, a femperatura amblente se mez-
cla con 25 ce de hildrato de hidrazine y se deja recposar durante
16 horzg. Bl cristalizado se mezelaz con 135 ce de agua, se filtra
en vacfo y se lava bién con agua, Pefs 173 = 174° despuds de re-
cristalizar en metanolw=agna. Rf = 0,3 en el cromabograma de capa

delgeda sobre gel de sf{lice en el sistema cloroformo-metanol (95:5).

21,  Z-Iys(BOC)-Phe-His=Cie

5,4 g de Z-IUS(BOC)-Phe-HH-Nﬁ2 en 40 cc de dimetilfovmanida
ge mezelan a =16° con 6,8 cc de HC1l 3,66-N en dioxano y después
econ 1,5 cc de tebutilnitrito. Después de 10 mirutos a -160 hagta
«15° 3¢ agregan 3,5 cc de trietilemina. Se agregan 3,64 g de M-

Higs-O%e, 2 HCl sélido, a continuacidn ze gotean 4,2 ce de triciile
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aminae En &l plazo de 1 hora ase deja calentor o o® ajusbaaiese mew

diante adicidn de un tobsl de 0,8 ¢ de trictilsmina un pH de apro-
ximadamente T. Deapuds de agltar durante la nashc a 0% 5o vieris en
250 cc de apus ¥ el producto untucao se obtlens en forma pulveri-
lenta frofanao con aguas. BEn el cromatograna de capz delgsds en

gel de asilice en cloroformso~metanol (9:1) e3 el R = 0,4,

22+ H-Iys{BOC)-Phe-His~Cie

6,8 g &g Z~ILys(BOC)~Phe~His-Cife en 140 cc de motencl s7 hidro-
genan en presencia de 1 g de carbdn P4 al 10 % Dezpués de bere
minar la hidrogenacién ge gepara el catalizador por filtracliin,

ol filtrado sc evapora hasta sequedad ¥y el residuo se sigue ela-

borando inmediatamente.

23. ZmAoneLys(BOC)~Pho~Hig~Cle

5,4 g de H~Lys(BOC)-Fhe-His-Gie y 4,5 g de Z~Asn-ORP se
agitan en 20 cc de dimetilformamids durante 20 horas a temperature
ambiente. HMediante adlcidn de &ster acético se precipita el derivade
pépiido, se separa por Tiltracién y se lava coa éter. Despuéa de
recristalizar en metanol funde el produsto a 182~183°. En ol crao=
matograma de capa delgada eg el Rf, ., = 0,57 {en gel de silice).

[bk7§o = -28° (¢ = 1 en dimetilforiemida).

244 Z-Asn-Lgs(BOC)-Phe-His-NH—NHP

3,97 g de Z-Asn-Iys(BOC)-Phe-Hip-Cife se disuelven en 8 cc
de dimetilformamida caliente y 12 cc de metenol. A la golucidn de

unos 30° aproximadamente se agregan 2,5 cc de hidrato de hidra~
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sing ¥ ge deje reposar durante 2 horag a bemperatura smbiconie.

liedisate adicién de agua se preciplia el hidrazida del pépiido,

ge separa por filiracidén y se lavae con sgua hazta ectar libre de

)

la hidr

o

izdva. BL producto se recristaliza en etenol, 0.7, 200“2010a

En el ercmatograna de capa delgada ca zel de silice en el Riyun =
ool

0,5,

25, HuPho=Pro=-CH

2.

Z-The=Pro«0H se transforma mediante reduccidn catalitica
(carbdn de paladic) en metanoleagua (4:1) en el dipéptido libre.
Este sa ohtiene oristalizado después de concentrar la solucifn
de hidrogenaeibn liberada del catalizador a uﬁ peguefio volwaen
mediante adicidn de acetona, y &sto como monohidrato del dipdptida

del .2, 125 - 128°%,

26. Z=Thr{tBu)=Phe~Pro-0H

20,2 g de Z-Thr(tBu)-0SU, 13,3 g de H«Phe-Pro-OH (mcnchi~
drato ¥ 6,54 ¢o de trietilamina se disuelven en BO cc de dimetil-
formamidz, se deja reposer durante la noche & unos 200 y despudy
se concentra en alto vacfo hasta formar una masa untuosa. Esis
ge disuclve en 500 ce de eter acdtico ¥ se lava cinco veeesg,
cada una con 100 cc de solucidn de deido tdrirics al 5 % y a con-
tinuacidn con zgua hasta estar neutro. Ia fase orgdinica se con-
centra por evaporacidn hasta sequedad ¥y la espuma sblida residusl
go pulverizs ¥y se seca en alto yacio a 40°, Disolviendo ¥ precipi-
tendo doe veces en &ster acético-éter de petroleo se obtienen 13,3

de derivado tripépiido amorfo, cromatograficamente puro, con pua~

o
(=3
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to e fusidn inexacto en unog 75 ~ 8%+ En el cromatogrars de

caps delgada sobre gel de silice ex el Rfll5 = 0,583 REyoqy = Go5Te

27 Z=Ile~Gly-OM

2,23 g de Z-Tle~OH~sal diclclohexilamdnics se susponden en
éater acltico ¥y se acidifica con &cido citrise G,2-m. Ia solusidn
éster acética obienida se lava neuvtro, se gecs y se evepors hasia
gequedads El residuo se disuelve en 15 cc de acebouniirile, a la
solucidén se le agregan 750 mg de N-Gly=Clis, HCl y a 0% baio pzi~
tacifn, 0,84 cc de trictilamina. Después de 10 minutos se egrogan
1,24 g de diclclohexilearbodiimids y se aglta durante la noche
a 0°. El precipitado se scpara por filtracidn y el filtradv se
evapora hasta sequedad, el residuc so recoge en 30 cc de ésier acd-
tico vy se Tiltra. La solucidn éster acdiica se lava con Aeildo ci~
trico 0,2-m y solucidn saturasda de bicarbeonato sddico, se seca ¥
se concentra en vacfo a aproximadamente 10 ce. Después de Bgragor
25 cc de hexanc cristaliza el dipéptlido protegido, P.f. 120-222°,

Rf = 0,53 en el sistema cloroformo-metancl (95:5) en el cromatogra-

ma de capa delgada sobre gel de silica.

28, HeIle~Gly~=OMe

3,36 g de Z-Ile-Gly~OMe se disuelven en 100 cc de metancl
¥ 10 cc de &cido clorhfdrico 1-N y se hidrogena en pregeucia de
0,5 g de carbén de paladio (10 ¥). Después de gseparar por filtra-
cidn el catalizador se evapora totalmenie el disolvente. J8 espuna
obtenids es unitaria en el cromatograma de capa delgada sohre gel

de sf{lice; Rf = 0,26 en cloroformo-nstanol (95:5),
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. ZwidoellewGly-Cle

o
LU

#,39 g del hidroclorurc del éstsr dipéptids de arriba ¥y
3,78 g de Z2-Ala-CHP en 40 cc de dimetilformamida se mezclan hajo
sgitacidn con 1,4 cc de trietilsmina y la suspensidn formsada =¢
agita dursnte la noche a femporatura sabiente. Despuds de diluir
con éoiey acdtico se lava con solucldn de cavhonsio potdsico di~
Inido hasha estar libre de nitrdgenc, a conbtinuacidn ge lava min
con 4cide ciirico 0,l-m y apua, Una pavte del dérivado tripéptide
se maniiene sin dlsolver durante la agitacidn, ésta mse separa por
filtracidén. Ia solucidn édater acéticé ge svapora totalmente despuds
de gecare Bl residuo se compone asimisme de un producto puro.
P.f. 190-1910, Rf = 0,5 en el cromatograms de capa delgada gnbre

gel de silice en el sistema cloroformo-metanol (95:5).

30. H-Ala=Ile~CGly-~Cile

2,0 g de Z-Ala-Ille-Gly-Clie me disuelven en 40 cc de metanol
bajo ligero calentsmiento, después se hidrogens en presencia de
300 mg de carbdén de paladio (L0 ¢¥). Terminada la hidrogenacidn se
gepars por filtracién del catalizador y el filtrado se evapors totsal-
mente hasta sequedad..El residuo unitario segln el cromatograra

de capy delgade ge sigue elaborando inmedlatamente,

31, ZeThr{tBu)=Ala=-Ile~Gly~0is

1,36 g de H=Ala=Ile-Gly-Cde y 2,9 g de 2Z~Thr(iBu)-0SU go
agiten enx 3 cc de dimetilfommamida durente 20 horas a temperatura
ambienie. El derivado tetrépéptido gse precipits con éter, se zepara
por Tiltrsecifn y se lava con éter, Despuds de recristalizar exn

etanol ss el P.f, 229-230°, [d ;0 = =43° (¢ = 1 en metancl).
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Rf = C,55 en el sistema cloroformo-metsnol (85:%) en gel de sillcs.

32, H-Thr{i{Bu)~Ala=Ile-Gly~-Cie

5,66 g dal compuesto carbobeszoxl de arriba se disuelven en
400 cc de metanol caliente y se hidrogens en presencia de 1 g de
carbén de paladio(al 10%5). Después de separav por filtracitn al
cafalizador se evapbra el metanol ¢n vacio = 400. 2L re;iduc 50
lido ze sigue claborando inmediatamentoe. R = 0,2 en el sigtema

clorcformo-metanol (95:5) en gel de silice.

23, Z=GIn=Thr{tBu)=Llo~Ile~Gly~-(Ma

4,6 g del H-Thr{tPu)=Ala~Ilo-0ly~-Cie descrito bajo 32) en
3C cc de dimetiliormamids ée mesclan con 3,5 g de Z«GIn~0il y se
agita a ftemperatura ambiente haste que la mezela se vuelvs s8liéa.
Degpudas de dejar reposar durante la noche se diluye con éier, cl
precipitado se separa por flliracidén y se lava con éter hasta estar
libre de nitrofenole. EL pentapéptido protegide muesira en el cro-
matograma de capa delgada sobre gel de siliece al Rf = 0,14 en ol

gigtema cloroformoe-metancl (95:5). P.f.: 2500.

34, H-Gln~Thr{$Bu)~Ala-Ile~-Gly-(%e, HC1

14,4 g del derivado penfapéptido deserdto bajo 33) se suse
pende en 800 cc de metancl al 80 & y se calienta durante algin
tiempo a 500. La auspensifn se enfria a temperatuva ambiente, me
mezcla con 20,8 cc de 4cido clorhidrico y 3 g de carbén éa paladio
(sl 10 4} y se hidrogena hasta que la recepclida de hidrégenc hays

terminado y el producto de partida gs heya disuslio. Después de

separar por Tiliracidn ol catalizador se evapora el filtradc en
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vario a 4 v el residuo ge deshidrabte evaporando dog veces cmm dle
metilformamidae en alto vacfo. El vesiduc se emplea sin ulteriow
limpleza. RflOO = 0,33 en el crcmatogrema de capa delgads en gel

de s{lico.

35. ZeThr{ tBu)=Phe«Pro-0ln=-The{ tBu)=Ale=Ile~Gly=0ic

12,0 dsl hidrocloruro del éater metilico del peniapéptida
descrito bajo 34) se disuelven en 80 co de dimetilformanida. Cone
gecutivamente se agregan bajo agitacidn, a temperatura smbiente,
13,3 g 4 Z~Thr(tBu)~Phe-Pro-0H y 5,75 g da N=hidroxizuceinimids,
dospuds, a 0%, 2,76 ce de trletilanina y 6,2 g de diciclchexil-
carbodiimidz, Se aglta a 0° hasta que la mezcla ée eapese, despuds
sa dsjs reposar durante 1& noghe a 0°. Despuds de concentrar poy
evaporaclidn en alto vac{o a unog 50 cc se precipita el producto
con 300 cc de éter. El materisl aislado se lava con dcido citrico
0,05~-m ¥y 2gua ¥y se seca en alto vacio é 400. Se limpie mediante

recristalizacidn en aproximsdemente 1 litro de isopropasncl. Se

chtiensn 18,2 g del derivado octapéptide protegidos RE,, = 0,27

89
en el cromatograma de capa delgeda sobre gel de sflice.

36 ;-Thr(tBu)-Phe-Prc-Gln-Thr(tBu)-Ala-Ila-Gly-OH

10,9 g del éster metilico octapdptido descrito bajo 35) =e
disuelven en 190 cc de metanol al 90 % bajo calentamiento a 700.
Después de enfriar a temperatura aubiente se agregan 30 cc de lejia
sddica l=N y 10 minuios mds tarde 160 cc do agus en pequéﬁas pOT=-
ciones. Se filtra haata estar claroe y del filtrado ze precipita el

producto vertiende en 600 ce de 4eido eloshidrico 0,05-H frio
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como el hielo. El precipitado ze sepura por Ffiliracidn ¥ ze lava
neutro con agua. El producto.unitaric en el croensztogrens do ocapy
delgada sobre gel de silice (Rfloo a 0,45) se pusde recristaliszar

en neolanolwague,

37 H~Thr(tBu)~Fhe-Pro~Gin-Thr($Bu)-Ala-Lla~Gly=0H

(%

3,6 g del Z-Thr(tBu)-Phe-Bra-Glﬂ-Thr(tBu)nAlﬂ-Il;-GlyuﬁH
obtenide bajo 36) se disuelven en 100 cc de dcido acéiico al BO %
¥y la sclucidn se hidrogena en presencia de 0,5 g de carbén de pae
ladio {10 % Pd). Terminada la recepeidn de hidrdgeno se separa el
cataiizador por filtracién en vacie y 1la solucidén se evapors lasta
sequedad. La sal dcldo acética del derivade octapéptido, obtenida
cono resina incolora, se seca en élto vacfo. En ¢l cromatograma

de capa delgada en gel de silice ¢z ¢l RflOO = 0,21,

38, Z~Asn=ILys(BOC)-Phe-His~Thr(t5u)=Phe~Pro~Gla~Thr(tBu)~Aila=

Ile=Gly-CH

11,25 g de Z~Asn-Iys(BOC)-Phe~fiig-hidrazida, disuelio en
65 cc de dimetilformamida, se mezclan a -200 hasta --25o e¢n el plazo
de 2 minutos con 8,4 cc de Acido clorkidrico 4,2-N en dloxanoc.
A continuacidén so agregen a -15° hasta -20° 2,1 cc de terc.~butil-
nitrito y se deja reposar durante 15 minutos 2 -150. Despuéa de on-
friar a -20° se agregan 4,8 cc de trietilamina, después una so-
lucidn de 9,0 g del producto deserito baje 37) en 210 cc do di-
metilformanida al 90 %. Enfrisndo fuertcmente se mantiene la tom-
peratur% a'-15°.'En el trangscurso de 1 hora se calienta & 00,

mentenidéndose mediante adicidn ocasional de trievilamina el pl
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an 7 mrae En total se sgrogan ain 3,7 sc de trletilemina.

Daspués de apitar duvante la noche & 0% se vierte en 3 Llitvos

dée éter, el precipitado coposo ge sebava opr filtracidn y se lava

doo vscen con dier y una ves con sgus. Bl producto en brubto ze di-
guclve en 500 cc de metanol caliente y veridiendo en 1,5 litroz de

Acido acftico &l 1 % se vuelve a precipitar. Bl producio separado

por filtracidn y lavado dos veces com agus se vuelve a disolver

y preciﬁitar en iguél forna, Rfloo s 0,33 (sobre placas de gel de

aflicc),

39. E~Asn«lys{30C) ~Pho-Eis=Thr($Bu)«Phe-Pro~Gln~Fhr({Bu)~Ala-

Ile-CGly-OH

1,7 g del dodecapéptido protegido de arriba se disuelven
en JCO 2c de deido acético al 80 9 ¥ en presencia de 0,5 g de care
bén de paladio (10 % Pd) se hidrogena en la forme usual. Después
de separar por filtracién del catalizador se concentra fuertements
en alto vacio a 300 vy el residuo a¢ liofilliza con terc.-butanol.
El producto obtenido en rendimiento cuantitativo, uniterio en el
eronatograne de capa delgada (Rflo0 = 0,1 sobre gel de sflice),

geo eilgue eleborando inmediatamente.

40, ZwThr{tBu)«Tyr( tBu)=The{ tBu)=G1ln-Asp(OtBu)~Phe-Asn=
Iys(BOC)=Phe=Hig=Thr(tBu)=Fne~Pro=~Gln-Thr(tBu)-Ala~
Ile~Gly=-CH

1,73 & del derivade péptide descritc bajo 18 se disuelven
a 50° en 10 cc de dimetilformamidm. Después de enfriar a -?.OO 8a

gotean 0,9 ce de dcldo clorhidrico 4,2-N eon dioxanc. Después me

W
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agregan 8 -15°-0,22 ¢c dc¢ terce.-bubilaiirilo y ze deja reaccliorar
durante 15 minuics a -150. Sg vuelve a cnfriarv a ~20° ¥ g8 goison
0,53 ¢o éa trietilamins y después una golucifn de 1,6 g dcl devivaw
do péptido descrito bajo 39) en 40 ¢c de dimetilfcrmamida 2l SO ¥,
Lo teaperatura se sumenta en el plazo de 1 hora a OQ, manienlendose
mediante adicidn en poreiones de trietilanine el pil en T = & un
total se egregan 0,25 cc de triebilamina. Despuds de agit&r durante
otras 15 horas a O0 se precipita el producto vertiendele an &iow,
el precipitado se separa por filtracilm y se lava con dier ¥ 880a.
Para la limpieza se vuelve a disolver y precipitar una vez en di-
notilfornsmida-dater acdtico y una vez en dimetilformamida~-icido
clorhidirico 0,0-N. EL material puro muestra en el cromatograuz de

capa delgada sobre gel de sfilice ol RflOO = 0,40,

41l. Z-Ala-Pro-NH2

2,28 g de H-Pro-NH2 ¥ 1,57 g de Z-4la~ONP se disuelven zn

20 cc de dimetilformamida y la solucidn amarilla se deja reposar
durante 18 horas a temperatura smbiente, Después se evapora en
alto vacfo hasta sequedad, el residuo se mezcls con étor y ol pol-

vo formado se frota a fondu. Despuds de separer por filsracidn ¥

-geear ge ovtienen 5,5 g de Z-Ala—Pro-NH2 del Y.f, 167,5-168,5°¢

[c(]g0 = 74° (¢ = 1 en metanol)'.

420 Z—Glyohla—Pro-NH?

27,1 g del derivado dipbptido de arriba sz dlsuelven en
425 ce de etanol y despuds de agregor 895 sc de doide clorhidrico

acuoso 1,0~N se hidrogena en pregencia de 4,25 g de carbén de
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paladis {al 10 %$). Terminada la hidrogenacidn se evapora Lo goe
: 2 intamnl a. e P i fo. 0 o
lacion a 407=50" de temperaturas éel baio en vaclo. Bl residun sa
. o . .
digusive & 407 en 40 ce G¢ dlmetllformanids y la solucidn se enfv{a
o

K\

a 207, Despuds se agregan 29,1 g de Z-Gly-0HP y después de dilsele

ver ae gotesn en el plazo de 45 minubtos 11,2 ce 42 trietilamine
abscluba, bajo agitacibn. Despuds se agita durante 20 horsg a tome
perabura smublente. Ia suapensifn ee evapors a 400 y 0,01 Toze ¥
el resifuo se reparts entrs 600 ce da agus ¥ 300 cc de éter. Im
capa acuesa ss extrae dom veces, cada una con 300 ce de Ster y 1z
capa etérica dos veces, cada una con 300 ¢c de agua. Laz frecclones
acuosas se evaporan conjuntamnente en vacfo a 40—50° y ee libers
verizs veces del agua medianie adicidn de cloroformo y evapora-
cibne ELl residuo bién secado se recoge & 40-50° en 500 cc de éster
acétice, el hidrocloruro de la trietilemina insoluble so separa
por filtraeidn y el filtrado se mezclas = 30~40° con 10 ce de &ter
con lo que se presenta eristalizacidn. Después de repoéar durente
unas 20 horas a +5° hacta-+10° se aislan los crigtales, se lavan y
se secan, P.L, 105-1060. El producto contiene un 3 % de hidroclevury
de trietilamina. Este se puede seguir reacclonando en ésta Formea.
Pers la limpleza se disuelven 5,0 g del coristalizado en bruto de
arriba en 10 ¢c de azua y después de agregar 20 cc de clorurc me-
tilénico sc mezcla con 15 cc de solucidn saturads de zarbonato
potdsico, Ia capa orgdnica se separa, s¢ extras con 10 c¢ de so-
lucidn maturads d¢ carbonato potdsice, la capa acuocsa ge oxtrae
con 15 co de cloruvo metiiénico. Ias soluclones ¢loruro metiléni-

N

cag reuridas se zecan con sulfato sédico enhidro ¥ se evaporan.

Bl residuo se recrigtaliza en 50 c¢ de dsther scdtlco. Se obiisnen
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4,4 g de dorivado 3ripépiido P.f. lﬂ@-llzc, Despoda de cristalisar

en acetona~metanol~éter (10:4:6) ss obticner cristales del P.f.
144,5-145,50 {polizmorfis de cristalea),

[Uu7go = -93° (¢ = 1,0 en metanol)

En la cromatografis de capa delgada sobre gel de sfilice en clorow

Tormo-metanol (8:2) es ol Rf = 0,38, i

43, H-Gly-Al&-Pro-ﬂH?

18,8 g del derivado de amida tripdépiido en brute, ehteni-

do baio 42) se disuelven en 400 cc de dimetilformanida y se hidro-
gena en preasncia de 1,0 g de carblén de paladio (10 % Pd). Termi-
nada la hidrogenacidn se separa por filtracidn y la solucidn se

emplea en 1la sigulente etapa despuds de una breve desgarificacidn,.

44. Z-Val-Gly-Ala-Pro-Ni,

4 1la soluclfn del amida tripéptiéo obtenido bajo 43) (550 co)
se agregan 20,1 g de Z-Val={mter- p-nitrofenilico y la mezcla se
deja repogar durante 18 horas a tespervsiura amblente, Despuéds se
evapoera & 50-600 ¥ 0,01 Torr hasta sequedad, ¢l regiduo se freots
con 300 co de éter y se filtra, El resilduc de filtracidn se seon
Yy se agita én 210 cc do etvanol absoluto duranis 1% minutes a T0-
800, se enfriae a o° Yy se filtra. El residuc me cristaliza en una
mezcla de 170 ce de tetrahidrofurarno abmoluto, 25 cc de sgua y 110 ce
de éter. P.f, 209-2110. Yalor Rf sobre plecas de gel de wilice =

0,42 en cloroformo-metanol (8:2),
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45, HeVal=fly-ila=lpo-lH,

G

o

[T

1,1 g do ZnValuGlyua¢¢-Pr0aRHE giz dizselven sn G0 ¢ Jdo 05e
tanol &l 80 % y la solucidn se hidrogens en presencia de 0,3 g
de carbén de paladio (10 4 Pd). Después de teuminaer la recepcida
de hidrlgeno ze separa por filtracidn del catalizadoer, la solu~
cifn ge evapors y el residuo se seca en alto vacio a 35? de tepn-
peratura del bafice Se obtiene asi el tetrapéptide HJValLGlyvﬁlan
?rewﬁﬁz como sustancia incolora, valor RE = 0,20 (placas de gol

de sflice, sistema cloroformo-metanol = 1:1).

46, Z=Thr( tBu)=Tyr( tBu) ~Thr({tBu)=Gin-Asp{ CtBu)=Phe=Asn=Yys{30C)
Phe=Kis~Thr(tBu)=Phe~Pro-Glu~Thr{tBu)=Ala=Ile=Gly~-Val-Giy~

Ala—Pro~NH2

80C ng del derivado pdéptide descrito bajo 40), 500 mg de

H-Val-Gly-Ala-Prcuﬂﬁz y 170 mg de N~hidroxisuccinimida se disuel-
ven en 10 cc de dimetilformamida, en altc vacfo se concentra por
evaporzelén o aproximsdamente la mitad y se mezcla con 250 mg

de diciclohexilearbodiimida, Después de agitar durante la rochs

a tempsratura ambiente se precipita con éter y el material se
aisle. Se limpia mediante distridbuciin segin Créig en la mezeclsa
Metanol«ﬁampén (cono en el ejemplo L)=cloroformo~tetraclorocar.
bono (10:3:%:6), K = 0,29, El1 éroducto puro zislado de la digtri-
bucidn muestra en el cromatograma de cepa delgada el RflG? = 0,62

(sobre placas de gel de silice).

47, HaThr( tBu) =Tyn(£Bu)~2he (tBu) -Gln=-Asp( 0tBu)«Phe-Asn=Lys (B0C) -

el geThe(tBu) =Phe-Fro=(ln=-The( tBu)~Ala~Lle-Gly-Val-Gly=-



Ala—Pro-ﬂH?

300 mgz del derivade péptids de arriba gs disuelven en 30 ¢

de fcido acdtico al 80 % y se hidrvegens en presancia de 100 ng
de carbdn de paladio (10 % Bd). Dezpués de la total descarboben-

5, zoxilizecién se separa por filtracidn el catalizador, el filirade
ge concentra fueftemente en alto vacio a 30° y el residuo se lio-
filiza en terc.~butanocl. El residuo se disuelve on 10 cc de metanos,
mediante adicidn de bicarbonato sddico 1-N we pone debilmente nl=
calino y se precipita goteando en carbonato gddico 0,1~¥, El pro=-

10, ducto aislado se vuelve a disolver y precipitar en lgual forma.

En el cromatograma de capa delgada gobre gel de gilice en el RY -

060
0y34.

48,  BOC-Cys~Gly-hsn=leu=Ser(tBu)=Thr( tBu)=Cys-Fva-Iou-
Gly—Thr(tBu)~Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)-Phe-
15, Asn—Lys(BOC)-Phe—His-Thr(tBu)nPhe—Pro—Gln-Thr(tBu)-
Ala-Ile—G1y—V&1—Gly-Ala—Pra~NH2 )
23 mg dp de BOC-Cys-Gly-Asn-Leu~Ser(iBu}-Thr(iBn)-Cys-Era«,

Leu~Gly-Cli, 35 mg de K-Thr( tBu)=Tyz{ tBu)~Tim{ t5u)=Gln=Asp {0t j~

Phe-Asn—Iys(BOC)-His-Phe-Thr(tBu)-Phe-Bro—Glanhr(tBu)~Alanlle~
20. Gly-Val-GlyaAla~fro-NH2, 7 mg de N-hidroxisuccininida, § mg

de diciclohexilcarbodiimide y 0,5 c¢c¢ G2 dimetiiformamida se

egitan durante 4 horas & 450. Después se agregan 15 cc de dter y

el precipitado fino se filira en vacfo. Para la limpieza sc¢ dis-

tribuys el productc en bruto multiplicativemente a travéa de 35

escalonoe en el siotema de disolvente metanol-smapdn~cloroformon

N
vt
)

tetraclorocarbono (11:3:6:7; tonpdn como en el ejeaplo 1)e

e
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H»C&sfﬁly~AsnmLeuuSer-Thr-Cés-Abu-leunﬁly-ﬁhr-Tyr-ThxoGln-
hupePhe~izn=Lys~Phe~lig=Thr=Phe-Pro=Glu~thr-Ala-Ile«Gly=

ValoGlywhlé-Pro-ﬁHZ (Abua-calcitonina H)e

Se introducen 1,8 g de BOC-C&s-Gly-AEn-Leu~Ser(tEu)»Thr(tBu)-Cﬁs»
AbueTeu=Gly=Thr( tBu)«Tyr (tBu)~hr( £3u)-Gln-Asp(0tBu) ~Fhe-Asn-Iys-
(BOC)=Phe=Hig=Thr( tBu)=Phe~Pro-G1ln=-Thr{tBu)~Ala=Ile-~Gly-Val-Gly~
Ala=Pro-NH, finamente pulverizado en 50 cc de dcido clorhiarico
concentrado, frio como el hielo, se agita durante 10 minutos =2

0?, se agregan entonces 300 cc de deido acético al 10 %, frio
ccmo el hieglo, y se filfra a través de una coluana de intercambia-
dor de iones Merck Nr. II, forma acetato. Después se evapora ls
solucidn en el evaporador rotativo & 40°_de temperatura ﬁel hafio
bajo adicidn ds n-octanol, el residuoc de evaporscidn se lava, para
retirar sl n=octanol, con éter de petrdleo, se seca 8 400, se
disuelve en azua ¥ se liofilizs. Se obtiens el amida del dotria-
contapéptido como polvo ligeroc casi incoloro.

Bl producto de partida se prepara como sigue:

2,0 g de BGC-C§5-Gly-Aﬁn-Ieu-Ser(tBu)-Thr(tBu)-C§s~Abu-Leﬁ-Glyﬁ
04, 3,2 g da HTThr(ﬁBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Asny
Iys(BOG)=-Phe-Hig=Thp(tBu)-Phe=Pro=Gln=-Thr(tBu)-Ala=Ile~Gly-Val=~
Gly-&lé»Pre—NHz ¥ 500 mg de N-hidroxisuccinimidé se mezclan con

35 cc d¢ dimebilformamida. Después se agregs bajo agitacifn una
solucide de 600 mg de diciclohexiloarbodiimida en 5 cc de dimetil-

- . o
formamida ¥ se agita durante otras 4 horas a 45 . Después se en=



5.

10.

15,

20,

254

372445

) o ' . .
irfa a 0¥ y 1a masa de resceifn ze introduce e b0 ce do SLer.

Se deia reposar durante 3 horag a Oo, se Tiltrs enkoness en vaclo
y el producto en bruto se seca en vacio a 350. Bura limplar se nez=
cla éste com metanol, se filtra en algo de diciclohexilirea ¥y se
cromatografis en una dolumna preparada eu metanol de Sephudex
DI-20 (4,8 em; 120 em). Se recogen irecclones de 20 cc cada una,
ge evapora hasta sequedad y se evalus la pureza de las fraceionas
mediante cromatografisa de capa delgada sobre plécas de gel de
a{lice en el sistema 52A y 100. Lag fraceclones paras se rauneil,
E1l derivado dscapéptido emplezdo como producto de partida
se puede obtener, por ejemplo, como aigus:
Se condensa Z-Abu~OH segin el métedo ds anbidride mixto {anhidri=-
do'mixto con cloruro pivaloflico) con H-Ieu-8ly-Cie, se hidrogena
el derivado tripéptido Z-ibu~Leu~Gly-Gic, limpiado después de
cronatografia en gel de silice a H=Abu~Leu=Gly-{ife y se procede
andlogo a como descrite para el H-Net-Ieu-Gly~COific on la solieci~
tud sulza Nre 15147/68 (Care 6548/1-4) en ol ejemplo 1 bajo 9)

hasta 18).

Ejcuplo 6

Ha(yg-Gly-AsneLou-Ser=The-Cys-Het=Lou-G1ly=Thr-Gly~Thr-Gln-

Asp-Phe-Asn-Gly—Phe-Hia-Thr-Phe—Pro~Gln-Thr-AlawIle-Gly~

12,18

Val=Gly-Ala-Pro-NH, (Gly ~caleitonina X).

Se cisuslven 500 mg &6 BOCnCys~Gly-Asn-Isu-S@r(tBu)~Thr(tBu)~Cys-

Met-lmu—Gly—Thr(tBu)-Gly—Thr(tBu)«Gln~Asp(OtEu)wPhe-Asanlwahc-
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HigeThe{t3u)-Phe=-Pro«Gin-Thr{tBu)=ilawlle-Gly-ValsGly=ila=

Pro-Ti, ex 7 cc de 4oide trifluoracético al 95 ¢, frio como sl
hielo, me c¢alienta a 30° ¥y se deja répoaar durante 1 hova, Dsszpuds
ze visrte en 1 litro de éter frlo como ol hielo y el precipiizdo
finc ze fildra en vacfo. Para la transformacidn sn la sal dcids
acética se diguslve el trifluoracesate del amide doiriacontapésiido
on 4cido acético al 10 % y se filtra a travég de una columna de
interceabiadores de ionee Merck Nr. II {forma acetsto). El cluado
se llcfiliza.

E1l producto de partida se obtiene calentando 620 mg del

derivazdo decapéptido descrito en la solicitud sulzs Nr. 15147/68

(Case 6548/1-4) BOC=Cys~Gly~Asn-Leu=Ser(tBu)~Thr{tBu)=-Cys~liet=Tou~
Gly, 1130 mg de HeDhr{tBu)=~Gly~Thr(tBu)~Gla=-Asp{0iBu)=Phe=Anie

Gly~-Phe-His«Thr(tBu)=Phe=Pro=Gln=Thr(tBu)-4la=-Ile=Gly~Val=Gly-

’ Ala-Prc-H'z, 160 mg de N-hidroxisuccinimids, 20 c¢c de dimetlifor-

mamids ¥ 320 mz de dicliclohexilearbodiimidae durante 4 horas beajo
intensa agitacidn a 45°, Despuéds se vierte en 350 cc de éter 1i-
bre de peréxide, el precipitado fino se separa por filtracidn
en vacio y ae seon a 35°. se limpia mediante diatribucién de cone
tyra-corriente en ol sistems de disolventes metancl-tampdne-cloro-
Pormo-tetraclorocarbono (10:13:5:4; tampdn: cdmo en sl ejemple 1).
Bi dizlicil-amida docosapéptido (11-32) protegido, empleado
como producto de partida,se obtiene en forma aniloga a come Se
descriﬁe para ol amida docosapéptido (11-32) corrsspondientemente
protegide en la solieltud sulza arriba mencionada lr. 15147/68
{Case 6548/1=4) on el sjemplo 1 bajo 1l) hasta 56), empleaxzdo
en lugzy del derivado tirosinale kg liainala los corregpondientos

derivadicz glicinicos.
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Descrite suficientemente la nsturslszs del invento,

esi, como le menera de reelizorlo en ls yréctics, debe

e

1]

scerse conster que las disposiciones snteriormente ine
dicsdas son susceptibles de medificaciones de dectalle en
cusnto no 2lteren su principio fundamenuol.Tsmhién se
hece constar que elinvento corresponde & tres sclicitudes
de FPetente precentedas en Sulza con los nlmeros y fechss
siguientes: 15401/68 de 15 de cctubre de 1,968,
17286/68 de 2C de noviembre de 1,968, y 145886/69 de
26 de septiembre de 1.969, scogiéndose por lo tento e los
beneficios que conceden los Convenios Inkernscionzles en
vigor, siendo lo que constituye ls esencis del referido
invento, y por lo que se solicitbs una Fatente de Inven-
cién por 20 sfios, sobre: FPROCEDINIENTO TARA LA OBITE
CION DE PEPTIDOS DE EFICACIA BIFOCALCEMICA; cerscteri-
zéndose por lo siguiente:

1.~ Procedimiento pesra ls obtencidn deéptidos
de eficecis hipocalcémice carezcterinmsdo porgue los do~

L4

friscontepépbidos de férmuls I

o2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
H=Cyg=CGly-Agn~lou=3oraThr~Cya=iiet=Llou~Gly~Thr=PyrThr-Gln=
1% 16 17T 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Asp~Phe-Aen-lyg=Phe-HigeThr~Phe=-Pro-Gin-Thr-ila~Lle-Gly~
29 30 X 32
Yal—Gly-ﬂla-Prc-NHZ, I

donde come winimo uno ¥y como mdximo 16 de loz azinodcides en laa
posiciones 2, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 1€, 2i, 23, 24, 2%, 26,

$

27, 29, 30 y 31 eotén svuetituidos por ofres d-aninsicidor natuns

(‘\

otidoy

&

193 pc

rales § sug homblogos, sus dimores’y darivadcs de
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mencaaras § dimurcs, asi coso sales de adicifn de doide Y cemplew

jos de los mencionadog péptidos rono- & dimeros, § sus derivados,

se preparan ssgin métodes conocidoss

2 Precedimientop segin la reivindicacidn 1 ceracterizado
porgque log compuestos de férmule I
|
2 3 4 5 6 71 8 9 110 11 12 13 14 |
HeCys=Gly~Aisnwiesu~SereThreCys-eteLoueGly-Thr~Tyr=Thn«t o~
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Aspelhe-han~lygefhe~Hig-lhr-Phe=Lro-Gln-ThreAla-Ile-Gly=
29 30 31 32
Val—Gly-Ala-Ero—NHZ, : I

donde cocmo minimo uno y como méximo 16 de los aminofcidos en las
posiciones 2, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 21, 23, 24, 25, 26,
27, 29, 30 y 31 estdn sustituldos por otros (l-aminodcidos natu-

ralea & sus homllogos, sus dimeros y derivados de los péptidos

»
mondmero & dfmeros, as{ como sales de adicidn de decido y complejes

de los mencionados péptides mono= & dfmeros, 6 sus derivados, se

preparan si

(1) en los compuestos de férmula I

2 3 4 5 617 8 9 10 11 1213 4

H«Cyg~Gly-isn=Lou=Ser-T p=Cys-liot=Leu=Gly-Thr=Tyr-Thr=Glne
15 16 27 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
A3p-PH@-A3n~va~Phaanc-Thr—Phe-Pro-GTrnmhr-kla-lle-ﬁly-
29 30 31 32

ValeGlywlla-Pro=NH

2! 1

ex loz que como minimo uno y como mdximo 16 de los aminoficidos
en las posiciones 2, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 21, 23, 24,
25, 26, 27, 29, 30 y 31 estdn sustituidos por otrog o, —maing=

N ,
dcido naturales & sus homdlogos, & los correspondisntes dfmerosg
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protecior digsociabls, se disccia el arupo provecior 6

{2) compueatos de férmula IX
1 2 3 4 5 6 7 8 ¢ 10 i1 12 12
H=Cyg~Gly=-Asn~Tlsu~Ser-Thr=Cya=ligt=ipu=Cly=Tho=Tyraihr=
14 1% 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2% 26 27,
Gln-Azp=-Phe~Agne=lys~Phe-His~Thr=-Lhe=Pro-Gin=Threila=Ile~
e8 29 30 31 32

Gly~Val~CGly=Ala-Pro~HH 1T

2!

donde como minimo uno ¥ como miximo 16 de log sminodcidos on

las posiciones 2, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 21, 23, 24, 25,
26, 27, 29, 30 y 31 estén sustituides por otros (f-aminodcidos
naturales 6 sus homdlogos, 6 los mencionados derivados, donde les

grupos mercapto estdn libres 6 protegidos por sl grupo tritile,

+

se oxidan a disulfuros &

(3) cozpuestos de férmulas III & IV
¢, . G, {
R~CH~(L0-Y-Azn~Leu~Ser-Thr-Cys-0H R~CH-CO=Y=-Aon-leu=Ser-Thr~Cys-A

III w

donde Y sigulfica glicilo § L-serilo, 4 representa 1 hasta 21

de los restos amincdecido siguientes a la cisﬁaina7 ¥ R representa
hidrbzeno 6.un grupo anino acilado, se condensa con la restanie
secuencia C-terminal amldada del péptido com grupo gmine de cadena
latersl en case dado protegido, seglin los métodos conocidos en la
sintesis de los péptidos Vs 3{ se desea, los compuesios optenidos
se transforman en sus derivados y/6 sales de adicidn de Scido &

complejos.

P N

TN 2t e g 34 TN P A B PEEA i 157 O Ao
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3. Procedimiento segiin una de lag reivindicaciones 1 § 2
caracterizado porque se preparan los compuestos de fdmeula I, donde
ccuo minlmo uno y como méximo 16 de los aminofecidos 2,8,10,11,

12, 13, 14, 16, 18, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 30 ¥ 31 estdn suge
tituidos por los aminodcidos exlatentes en las correspondientes

posloicnss de la tirozaleltonina porcina, é las sales da adicidn

de &cido 6 los complejos do dstos compuestos,

4o Procedimiento segdn una de las reivindicaciones 1 & 2

curacterizado porque, se brepara un dotriacontapéptido de férmula

I

H—Cs's-Gly-Asn-Leu-Ser-Tm:(—:grs—X-Leu-Gly-—Thr-Tyr-'I.‘hr-Gln-
Asp-Phe-Asn—Iys-Phe-His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-Ile-Gly-
Val=Gly=ila~Xro-OH I

donde X =ignifica el resto valina, norvalina, leucina, isoleucina,
norleucina § el resto feido <i-amin§but£rico 6 los derivados § les

sales de adicién de 4cido & los complejos de Estos conpuestos,

Be Procedimicento segin una de las reivindicsciones Jw=4 pava
la preparacién de nuevos péptidos segin los procedinientos destige

cados en la daseripeién.

G. Procedimlento segin una de las reivindicacicnes 1-5
curacterizado porque se parte de cumpueston en loa cualowm los
grupes carboxilo estén protegidos por el geupo Sater tere,-huife

lico,



[

o Proucadimientic segdn una ds las raivindicaciones le6
caracterizado porgue se paris de compuecstos en los cuxlew los

grupos snina estin protegidos por el mrupe terc,-buatilexmascrbonile.

8. Frocedimiento segin unaz de las reivindicaciones 1-T
8, caracterlzado porquevse parte de compuestoz en lcs auasles los
grupos hidroxilo en lss cadenas laterales cstdn protegldos per el
grupo terc.-butiléter, >
% Procedimiento para la obtencién de nuevos péphtidos, como
indicado en las representacionea esqgeméticas § desorito en log
10, ejemplosg.

10. Procodimiento para la obtencidn de péptides de eficacia
hipocalcemica,-tal y cono gueda susgtancialmente descritc en la
presente lsmoria. .

Bsta Memoria consta de 97 hojas eseritos a micuins por ubn

sola cara.
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