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PROCEDIMIENTO PARA LA OBTEKRCION D2 UN POLIPEPTIDG

¢
c,/ licilandte. SANDOZ AcGasentidad puiza, remidente en Basilea, LSuiza.

La presente invencidn se relaciona con un polipéptido

hasla ahora desconocide de [Ormila I,

t ]
H--Cys-Ser~Asn~Leu-Se1~~‘1‘hr~(:ys~Val-Leu—-Ser—Ala~Tyz--v

Trp-Lys-Asn-Leu-Asn-Asn~T; yr-lilse-Arg-Phe-Ser-Giye

S Met-Gly—Phe~Gly-—Pro»Glu—‘i‘hr»l’ro—NHg
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sus sales de adicién de Acido terapéuticamente activas, sus complejos
de metal pesado, procedimlentos para la produceidn de este compuesto
v sus sales de adicibén de &oido, asli como préparaeiones farmacéuticas.

El polipéétido de formula I hasta ahora desconceido puede
producirse mediante métodos para la sintesis de compuestos de este
tipo en uso actual o deseritos en la literatura sobre la materia,
formindose el puente de disulfuro en una etapa aproplada de la
sintesis.

La condensacidén de las unidades de péptido  puede
efectuarse, por ejemplo, haciendo reaccionar una unidad de péptido
que tiene un grupo ¢-amino protegidc y un radical earboxilo
terminal aectivado con una unidad de péptido que tiene un grupo
t-amino libre y un radical cérboxilo termiﬂal protegiqo o libre,
Deberi entenderse que la expresién unidad de péptido ineluye un
solo aminodecido.

El radical carboxilo puede activarse, por ejemplo, medianxe
conversién en una isoxazolida, imidazolida, anhldrido o azida de &cide
o un éster activade, o mediante reaceidén con wna carbodiimida o
N,N'-carbonil-diimazol.

" Los métodos de condensacién preferidos son el método de la
carbodiimida, el método de la azida, el método de los ésteres
activados, el método del anhidrido y el método de Merrifield. En la
ltima etapa de la condensacién es convenlente emplear wn método que
evite o reduzea al minimo la racemizacidn, por ejemplo usando el
método de la azida o del éster activado, efectufndose la activacién

convenientemente econ N-hidroxisuceinimida.
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Los grupos funcionaleé libres que no participan en la
reaccidn pueden pr&tegerse como sigue durante la sintesis del péptido
hasta ahora desconocldo: .

Con referencia a la secuencia parcial A, d;scrita mas
adelanie, un radical adecuado para el bloqueo-del radical charboxilo
es el radical butiloxi terc., pero también pueden usarse otros
radicales protectores, tal como el radical metoxl, etoxi,
amiloxi terc., amida o benciloxi.

Con referencia a la secuencia parcial C, deserita més
adelante, un radical adecuado para el blogqueo del radical imidazol
del radical histidina es el radical trifenilmetilo, pero también
pueden usarse otros radicales protectores adecuados, tal como el

radical carbo-butoxi terc., carbo-amiloxi terec., carbobenzoxi o

bencilo.

Con referencia a la secuencia parcial C, descrifé mis
adelante, un radical adecuado para el blogueo del radical guanido del
radical arginina es el radical nitro, pero también pueden usarse
otros radicales protectores adecuados, tal como el radical tosilo,
el radical p-nitrocarbobenzoxi o el radical 2-(isopropiloxicarbonil)-
3,4,5,6-tetraclorobenzoilo, También es posible usar el efecto
protector de la protonizacidn del radical guanido duraﬁte la sintesis.

Con referencia a la secuencia parcial D, deserita mhs
adelante, un radical adecuado para el bloqueo del radical [WJ-amino
del radical lisina es un radical carbo-alecoxi terc., preferentemente

el radical carbo-bhutoxl terc.
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" Con referencia a las secuencias parcialeé F1 y F2, deseritas

mis adelante, se usa preferentemente el radical beneilo o tritilo eomo
radical protector mercapto de los grupoé cistina. Los radicales
Benoilo o tritilo usados para la proteccidn de los rédicales SH
durante la.sintesis de la secuencia parcial ééneralmente se
disoeian al final de la sintesis mediante tratamlento con sodio en
amoniaco liguido. Se ha encontrado ahora que la disociaeién del
protector
radical/bencilo o tritilo y la formacién del puente S-S antes de la
d1ltima etapae de la sintesls conducen a rendimientos particularmente
altos de producto final.

La conversidn de un radical amino o mercapto protegido
en un radical libre, asl como la conversibén de un radieal carboxilo
funcionalmente modificado en wn radical carboxilo libre en el trans-
curso del procedimiento para la produccidn del nuevo polipéptido de
féormila I se efectha en forma de por si conocida mediante tratamiento
con agentes de hidrdlisis o de reduccidn,

Los materiales iniciales para la produceidn del nuevo
polipéptido de formula I, en cuanto hayan sido hasta ahora
desconocidos, pueden obtenerse mediante métodos péra la sintesis de
péptidos en uso actusl o deseritos en la literatura, pudiendo unirse
los aminodcidos uno a la vez o después de la formacidn de unidades de
péptido mas pequefias.

ELl nuevo polipéptido de fOrmula I también puede obtenerse
¥y usarse en la forma de sus sales. Ejemplos de sales son aquellas

con &eidos orginicos, por ejemplo &cido acético, ldctico, sueeinico,
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benzoico, salicilico, metanosulfdnico o toluenosulfénico, asl como
&dcidos poliméricos, tal como el &cido tinico o la carboximetil-
celulosa, y sales con dcidos inorginicos, tal como dcidos halo-
hidricos, por ejemplo 4&cido clorhidrico, o &cido sulfirico o Acido
fosférico. Un ejemplo de un complejo de metal pesado es un complejo
formado con cine ®® .

El compuesto tlene el efecto d; reducir el contenido de
calelo en el plasma, especialmente un contenido alto o excesivo de
calcio en el plasma. Los ensayos bioldgicos del nuevo compuesto
efectuados con ratas indican un valor de 500 + 100 unidades MRC
por mg de péptido para la reduccidn del contenido de calelo en el
plasma.

El nuevo compuesto puede usarse como medicamento, por
ejemplo en la forma de preparacicnes farmacéuticas. Estas pueden
contener dilcho compuesto en mezela con un soporte o diluyente
farmacéuticamente aceptable. ‘

El nuevo compuesto y sus sales también pueden usarse como
intermediarios para la produccidén de preparaciones farmacéuticas.

En el Ejemplo sigulente, que Ilustra ‘el procedimiento sin
limitar en forma alguna el aleance de la invencidn, tgdas las
temperaturas estin indicadas en grados Centigrado. Las rotaciones
opticas se determinaron con una concentracidn de 1 molécula-gramo

por litro.
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En esta Memoria se usan las siguientes abreviaciones:
7 carbobenzoxi (benciloxicarboniio) '
Bzl bencilo
BOC butiloxi tere.-carbonilo
Tre tritilo = trifenilmetilo
018 butiloxi tere.
ap éster p-nitrofenilico
oCcP 2,4,5-triclorofenoxi
08u N-hidroxisuceinimida
e metoxi
OBt etoxi
NO2 nitro
Ser L-serilo
Asn L-asparaginilo
Leu L.leuweilo -
Lys L-lisllo
Thr L-treonilo
Val L~valilo
Ala " L-alanilo
Tyr L-tirosilo His = L«histldilo
Trp L-triptofanilo Pro = L-prolilo
Arg L-arginilo - Gly = glieilo
Phe L-fenilalanilo Met = L-metionilo
Glu

L-glutamilo Cys = L-cisteinilo
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Parte 1

Bzl . B%l
1

BOC~ [Cys Ser Asn Leu Sex ~NHNHJH-|Thr Gys Val Leu |-OH

Bzl Secuencia parcial F2

l B'zl
BOC~ C‘{rs Ser Asn ILeu Ser Thr Cys Vel Leu | ~OH
BOC~ [Cys Ser Asn ILeu Ser Thr Cys Val ZLeu| -OH
| - )
Secuencia parciasl F
BOC~ fcys Ser Asn Ieu Ser Thr Cys Vel ILeu
b ]
H- |gys Ser Asn Ieu Ser Thr Cys Val Ieu




?rt

t
Tr‘b-rglis Arg FPhe -NHNH2

cuencia parcial €

-rt
Trt- | S4s Arg Phe
Trtm Eeis Arg Phe
Trt- ‘iﬁis Arg Phe
He E&s Arg Phe
Eﬁ.s Arg Phe
E&s Arg Phe
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Parte 3
IOTB
1
BOC- lf_er Gly et Gly |-0B H-{ Phe Gly Pro Glu Thr Pro [
Secuencia parcial B Secuencia parcial ATB
. [
BOC~ L Ser Gly Met GLy Phe Gly Pro Glu Thr Pro [-NH,
H-{ ser Gly Met Gly Phe Gly Pro Glu Thr Pro Wy
Ser Gly Met Gly Phe Gly Pro Glu Thr Pro [N
Ser Gly Met G Phe Gly Pro Glu Thr Pro |NH,
Secuencia percial ABC
sor Gy Met Gly Phe Gly Pro Glu Thr Pro [Tp
Ser giy Met Gly Phe Gly Pro Glu Thr Pro TNH,
Sor giy Met GL¥ Phe Gly Pro Glu Th:'c Pro |-NHp
Ser  GLy Met GLy Phe Gly Pro Glu Thr Pro -NH2
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EJEMPLQ: H-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Ser-Ala-Tyr-Trp-Lys-

Asn-Leu-Asn-Asn—Tyr-His-Arg-Phe-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-

Glu-Thr-Pro-NH. . hexaacetato . decahidrato
>

3,3 g de la secuencia parcial ABCDEF se disuelven en 100 ce
de &cido trifluorcacético en una atmbsfera de nitrdgeno, se deja re-
posar la solucidn a 20° durante 15 minutos y luego se evapora hasta
sequedad. El residuo se disuelve en 300 ce de &cido aeético 0,2 normal,
la solucién se trata con 20 ce de amberlite-IRA-410 (acetato), se
liofiliza, se lava con éter dietilico y se seca sobre hidréxido de
potasio en alto vaclo. Se obtiene el compuesto del tiéulo con un

P.F. de 220° (descomp.), [a]§°= =42° en 4aido acético normal.

Composicitn de aminodcidos después de la hidrdlisis dcida
(6 normal, 16 horas):

Alal.l’ Argl.o, Aspi.9’ Cys/21-6, Glul'z, G1y3.o, Hisl.l’

Ley, - Met FPhe Pro Ser.

1.1 2.9’ 1.0’ 2.0’ 2.1 3
Tyr, o Val 0.9 (Trp 1.0 mediante espectrofotometria).

Lys g e,

.9’

El material inicial usado en el Ejemplo se produce

como sigue:

134 g de Z-Th:z--l\II-I--l\IH2 se disuelven a -5° en 2 litros de

4cido clorhidrico normal, y se afiaden 0,55 litros de nitrito sdédico

normal. Después de 5 minutos se afiade carbonato de potasio hasta que

el pH de la solucidn asciende a 9, la azida resultante se extrae con
acetato de etilo, y se afiade una solucidn de 80 g de H—Pro—NHé .

clorhidrate en 100 cc de agua, 500 ¢ de dimetilformamida y 77 cc de
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trietilamina. E1 acetato de etilo se evapora ; 20° en vaclo, y la
solueldn se deja reposar a 25° durante la noche. La solueidén restan-
te se concentra mediante evaporacidn en vaclo, el residuo se disuelve
en acetato de etilo, la solueidn se lava con agua, &cido clorhidrico
diluido y solucidn acuosa de carbonato de potasio y se seca sobre
sulfato de sodlo, La solucidn se evapora en vaclo, el residuo se di-
suelve en acetato de etllo caliente y se ;nfria. Se obtiene
Z-Thr-Pro-NH2 con un P.F. de 148°, [a]§Q= -T72° en &cido acético al
95 4. A continuacién se disuelven 90 g de Z-Thr-Pro-NHé en dos
litros de dioxano y 260 ce de Acido elorhidrico normal, y la solueién
se hidrogena a 20° y a presidn normal en presencia de un catalizador
de paladio. Se filtra, la solucién se evapora en vaclo, el residuo se
lava con acetato de etilo, con lo cual se obtiene HJPhr-Pro4NH2 . ClH
con un P.F. de 216°, [a]§0= -64° en éc?do acético al 95 #. Este
producto se disuelve en 500 ce de dimetilformamida, 50 cc de agua ¥

32 ce de trietilamina, y se afiaden 118 g de Z-Glu(OIB)~OCP y 800 cc
de tetrahidrofurano. La solucidn se deja reposar durante la noche a ‘
20%, se evapora en vaclo, y el residuo se orilstaliza con éter
dietiiico. Se obbtiene Z-Glu(OTB)-Thr—Pro-NHé con un P.F. de 65°
(descomp, ), [a}§0= ~18° en dimetilformamida. 80 g de.
Z-Glu(OTB)-Thr—Pro—NH2 se disuelven en 1,5 litros de dloxano y 200 cec
de agua, y se hidrogena a 20° y a presidn normal en presencia de un
catalizador de paladio. La solucidn se filtra y se evapora en vaclo, y
se le afiade éter dietilico al residuo, con lo cual se obtiene

H-Glu(OTB)-Thr-Pro-NH, con un P.F. de 65° (descomp.), [a]§°= -28° en

2
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dimetilformamida. Este producto se disuelve en 700 ce de dimetil-

formamida a 0°, se afiaden 200 ce de acetonitrilo, 68 g de
7~Phe-Gly-Pro-OH, 18 g de N-hidroxisuccinipida y 32 g de carbodiimida
diciclohexilica, la mezela se deja r;posar a 20° durante la noche, se
filtra, la solucidén se concentra mediante evaporacidn en vacio y se
afiade acetato de etilo. A eontinuaciéﬁ se lava la solucidn con agua,
Acido clorhidrico diluido y una solucidn acuosa de carbonato de
potasio, se seca sobre sulfato de sodio, se evapora en vaclo, y el re-

siduo se cristaliza de acetato de etilo/éter dietilico. Se obtiene

: Z-Phe-Gly-Pro-Glu(OTB)-Thr-Pro-NH2 con un P.F. de 120° (descomp.),

[algon -66° en dimetilformamida. Este producto se disuelve en 1500 ce

de dioxano y 300 cc de agua, se le afiaden a la solucibén 30 g de carbdn

de paladio al 10 % y se hidrogena hasta que queda finallzada la

absoreidén de hidrdgeno. Se filira, el filtrado se evapora y el residuo

se cristaliza de dioiano. Se obtiene la secuencia parcial A con un
20

P.F. de 153°, [a]D = «79° en dimetilformamida.

Secuencia parcial B: BOC-Ser-Gly-Met-Gly-OH

a) H-Met-Gly-OEt . ClH -

.65 g de BOC-Met-OH se disuelven en 900 ce de cloroformo,
la solucidn se enfria a -10°, se afladen 30 ¢e de N-metilmorfolina y
35,6 g de éster isobutilico del Acido clorofbrmico. Después de diez
minutoé se afiade lentamente una solueidn de 30 g de éster etilico de
gliciné en 200 ec de cloroformo, ¥ la solucidn se deja reaccionar a
20° durante 1 hora. La solucidn se extrae con hidréxido de amonilo

0,5 normal, luego con &cido sulffirico 0,2 normal, se lava con agua
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hasta neutralidad, se seca sobre sulfato de sodio y se concentra

mediante evaporacitn. Después de recristalizar de éter de petrdleo se
obtiene BOC-Met-Gly-OEt con un P.F. de 49°, [a]§0= -19° en etanol.
Este producto se dlsuelve en 750 ce de &ecido clorhidrico 4 normal /

etanol, la solucidn se deJa reposar a 25° durante 1 hora, se evapora,
el residuo se lava con éter dietilico y se seca hasta que se obtiene

un peso constante. Se obtiene el compuestb indicado en el titulo a)

en forma de un aceite,

b) BOC-Ser-Gly-OEt

12,5 g de N-butiloxi terc.-carbonil-serina se disuelven en
100 cc de cloroformo, y se anaden 6,1 g de N-metilmorfolina; a con-
tinuacidn se afiaden por gotas 8,2 g de déster isobutilico_del dcido
clorofbérmico., Después de 10 minutos se afiade wna solucidn de 6,6 g de
éster etilico de glicina en 50 cc de cloroformo, y la solueidn se
agita a temperatura ambiente durante 1 hora, La mezcla de la reaccidn
se lava con amoniaco diluido, luego con solucidn de 4dcido elorhidrico,
se seca sobre sulfato de sodlo, y la fase orglnica se evapora. Se
obtiene el compuesto del titulo b) en forma de un aceite.

[od§0= =3° en dimetilformamida.

¢) BOC-Ser—Gly-NH-NHa

19,4 g de BOC-Ser-Gly-OEt se disuelven en 270 cc de

alcohol etilico, se afiaden 48,6 ce de hidrato de hidracina, y la
solucidn se deja reposar a temperatura ambiente durante 2 dlas. A
continuacidn se evapora la solucidén y el residuo se eristaliza de una

mezela (1:3) de alcohol metilico/éter dietilico. Se obtiene el
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sompuesto indicado en el titulo e¢) con wn P.F. de 157°, [algou -5°

en dimetilformamida.

d) BOC-Ser-Gly-Met-Gly-OEt

25 cc de una solucidn 4 normal de cloruro de hidrbgeno en
éter etllico se afladen a 200 cc de dimetilformamida, y en esta
solueibn se disuelven 11 g de BOC-Ser-Gly-NH-NH, a -10°, A cone
tinuacidn se afiaden por gotas a -10° 5,4 ee de nitrito butilico
terc., se le afladen a la solucidn 18 cc de trietilamina y luego una
solueidn de 12 g de  H-Met-Gly-CEt . C1H en 100 cc de éimetil-
formamida y 6,2 cc de trietilamina. La solueidn se agita a temperatura
ambiente dufan’ce % horas, se filtra después de 12 horas y se concentra
mediante evaporacién. El residuo se disuelve en cloroformo, se lava
sucesivamente con solucidn diluida de amoniaco y de &cido eclorhidrico,
se seca sobre sulfato de sodio y se evapora. Se obtiene el compuesto

0

indicado en el titulo d) con una rotacidn éptica de [a]ﬁ = -14° en

dimetilformamida.

e) Secuencia parcial B

24 g de BOC-Ser-Gly-Met-Gly-OEt se disuelven en 250 ce de
dioxano, se afiaden 75 ce de solucién normal de hidréxido de sodio, la
solucidn se agita a 25° durante 1 hora, se trata con 150 oc de
Dowex-50 (forma H+), se filtra, el filtrado se evapora y el residuo se
eristaliza de acetato de etilo/éter dietilico. Se obtiene la

0

secuencia pareial B con un P.F. de 87° (descomp.), [a]g = «17°

en dimetilformamida,
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a) Z-Ar{»;(NOz)-Phe-—OMe

51,8 g de H-Phe-OMe . ClH se disuelven en 1 litro de éter

dietilico y aprox. 50 cc de agua de hielo, y se aflade una cantidad

suficlente de carbonato de sodio con agltacidn y enfriamiento hasta

que toda el agua ha sido absorbida. Se filtra y el filtrado se

evapora hasta que se obtlene un peso constanie, eon lo cual resulta
un acelte incoloro.

67,6 g de Z—Arg(NOQ)-OH se disuelven en 300 cec de aceto-
nitrilo ¥y 150 occ de dimetilformamida, ¥y se afiaden 41,2 g de H-Phe—oﬁe.
La solueién se  enfria luego a -20° y se aflade una solucidn de
43,4 g de carbodiimida diciclohexilica en 100 cec de acetonitrilo. La
mezela de la reaccidn se deja reposar en un refrigerador durante
4 horas agitando de vez en cuando. El precipitado resultante se separa
mediante filtracidn y el filtrado se concentra mediante evaporaciodn.

El residuo de la evaporacidén se disuelve en 1 litro de acetato de
etilo, y a continuacién se lava en frio con solucidn normal de
hidrdxido de sodio, agua, feido sulflrico normal, agua, ¥y una solucién
saturada de sal comin. La fase de acetatc de etilo'que ha sido secads
sobre sulfato de sodlo se.concentra completamente mediante évaporacién.
Después de recristalizar de acetato de etilo/éter de petrdleo se ob-
tiene el compuesto del titule &) con un P.F. de 131-133°, {a]§o= -7°

en metanol, ~4° en dimetilformamida.
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b) H-Arg(NO,_)-Phe-OMe . 0,5 H.O . 1,2 BrH

20 g de Z-Arg(NOa) ~Phe-0Me se dlsuelven en 50 ce de dcido
acético glacial, y se afiaden 50 ce de é.éido -bromhidrico al 40 % en
&cido acético glacial con ligero enfriamiento. La mezcla de la re-
aceidn se deja luego reposar a 20° durante 1 hora sacudiendo de vez en
cuando. La solucidn se concentra completamente mediante evaporacidn,
después de lo cual se disuelve el residuo en 200 cc de agua y se lava
2 veces con éter dietilico. La fase acuosa se concentra completamente
mediante evaporacidn y el residuo se reeristaliza de metanol/éter
dietilico. Se obtiene el compuesto del titulo b) con un P.F. de
165-167° (descomp.), [a]§0= +18° en metanol, +14° en dimetil-

formamida,

¢) Z-His(Z)-Arg(NQ, )-Phe-OMe
-

46,1 g de H—Arg(NOa)-Phe-OMe « 0,5 H20 . 1,2 BrH se di-
suelven en 100 ce¢ de agua, la solueidn se calienta'y a continuacién se
enfria. Despuds de la adicidn de 2loroformo y hielo, se ajusta el pH
de la solucidn a 9 con amoniaco. La fase de cloroformo se lava
nuevamente con agua, se seca a continuaeidn sobre carbonato de sodio
¥y se filtra. Se le aflade al filtrado una solucién de 34,5 g de 7
Z-His(Z)-0H, 12,1 g de N-hidroxisuccinimida en 200 cc de aceto-
nitrilo y 100 ce de piridina, la mezcla de la reaccidn se enfria a
~20°, ¥ se afiade una solucidn de 21,1 g de carbodiimida dicielo-
hexilica en 70 cc de acetonitrilo. A continuacidn se deja reposar la
solueidn en un refrigerador durante 4 horas agitando de vez en cuando.

El precipitado resultante se separa mediante filtracidn y el filtrado
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se concentra mediante evaporacién. El residuoc se recoge en acetato de
etiloc y a continuacidn se lava como sigue: solucién de carbonato de
potasio al 10 % (pH~s10), agua, solucidn saturada de sal com?n, agua,
solucidn saturada de sal comin, dcido sulfGrico (pH 3), agua, solucién
de sal comin. La fase de acetato de etilo que ha sido secada sobre
sulfato de sodio se concentra completamente mediante evaporacidn, con
lo cual se obtiene una espuma de color belge claro. Esta espuma se di-
suelve 2 veces en una pequefla cantidad de metanol y se precipita cada
vez con éter dietilico. Las fases de éter se decantan y el precipitado
se seca; se obtiene el compuesto del titulo ¢} (espuma amorfa), con
0

una rotacién Optica de [a]ﬁ = -8° en metanol, -8° en dimetil-

formamida.

q) - B-His-Arg-Phe-OMe . 4 CLH

25 g de Z—His(z)-Arg(NOa)-Phe-OMe se disuelven en 800 cc
de fcldo acético glacial. A continuacidn se agitan 10 g de paladio al
10 # sobre carbdn vegetal activo en 200 cec de 4cido clorhidrico
normal, y ésto se aflade a la solucidn. La solucidn de la reaccidn se
hidrogena durante 2 horas y a continuacidn se separa el catallzador
mediante filtracidn. Se le afiaden al filtrado nuevamente 5 g de
peladio al 10 € sobre carbdn vegetal activo, se hidrogena, la
hidrogenacién queda finalizada después de 5 horas y media,
absorbiéndose aprox. 80 & de la cantidad teorética de hidrdgeno. El
catalizador se separa mediante filtracidén y el filtrado se concentra
completamehte mediante evaporacién, con lo cual se obtlene el com-

puesto del titulo d) en forma de espuma amorfa.
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e) Tri-His(Trt)-Arg-Phe-OMe 3127 6 @ ﬁ g

21,5 g de H-His-Arg-Phe-OMe . 4 ClH se disuelven en 100 ce

100-3044

de piridina y aprox. 100 cc de dimetilformamida. Se afiade trietilamina
a aprox. +5° hasta que el pH de la solucidn asciende 2 9, y a con-
tinuaeidn se afiade por gotas en el transcurso de 5 minutos una solu-
cidn de 29 g de cloruro de tritilo en 300 ce de piridina. Una vez
finalizada la adicidn se determina de vez en cuando el pH de la solu-
cién y en caso necesario se ajusta nuevamente a aprox. 9 con trietil-
amina. Después de aprox. 4 horas la solucibn se concentra mediante
evaporacidn, el residuo se recoge en cloroformo y agua, ¥y el pH de la
solucidn se ajusta & 4 con la adicién de una pequefia cantidad de
4cido clorhidrico normal. La fagse de c¢loroformo se separa, se lava

2 veces con agua, se seca sobre sulfato de socdio y se concentra
completamente mediante ev%ﬁoraci&n. Se le afiade éter al residuo y a
econtinuacidn se separa el éter dietilico mediante filtracifn, con lo

cual se obtiene el compuesto indicado en el titulo e).

£) Secuencia parcial C

17 g de Trt-His(Trt)=Arg-Phe-0Me . ClH se disuelven en
200 ce de metanol y se afladen 40 ce de hidrato de hidracina. A con-
tinuﬁciéﬁ se deja reposar la solucidn a temperatura anmbiente
durante 2 horas. La solucidn se evapora, el residuo se disuelve en
cloroformo y se lava 2 veces con agua. La fase de cloroformo se seca
sobre sulfato de sodio y se concentra medlante evaporacién. El residuo
se lava a continuacidn con éter dietilico y se separa mediante
filtracidn; éste es la secuencia pareial C con una rotacidn éptieca de

[a];8= -9° en dimetilformamida.
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Secuencia parcial D: H-Lys(BOC) -Asn-Leu-Asn-Asn-Tyr-OMe

a) Z-Asn-Tyr-OMe -

89 g de Z~Asn-OCP y 31 g de H-Tyr-OMe se disuelven en
500 co de dimetilformamids, la solucldn se dela reposar a tem;'aeratura
ambiente durante la noche y se precipita en éter, el precipitado se
separa medlante filtracidn y se lava con éter dietilico, se disuelve
en dimetilformamida y se precipita en agua, el precipitado se separa
mediante filtracldn, se lava nuevamente con agua y se seca, Se obtiene
el compuesto del titulo a) con un P.F. de 199°, [a]§O= +6° en

dimetilformamida.

b) H-Asn-Tyr-Oe . C1H

31 g de Z-Asn-Tyr-OMe se disuelven en 500 ce de dioxano y
85 cec de deido elorhidrico normal, se hidrogena a 25° en presencia de
un eatalizador de paladio, se filtra, el filtrado se evapora, el re-
siduo se lava con éter dietilico y se seca. Se obtiene el compuesto
indicado en el titulo b) con una rotacibn éptica de [a]§o= +29° en

dimetilformamida.

¢) Z-Asn-Asn-Tyr-0Me

34,6 g de H-Asn-Tyr-OMe , C1H y 57 g de 2Z-Asn-OCP se
disuelven en 500 cc de dimetilformamida, se afiaden 6 cc de 'dcido
acético glacial ¥y a continuacidén 14 cc de trietilamina. La mezcla de

la reaccidn se deja reposar a 25° durante 2 dias y se precipita en

éter dletilico. El precipitado se disuelve en dimetilformamida, se

precipita en agua, el precipitado se separa mediante filtracidn y se
lava nuevamente con agua. Se obtiene el compuesto del titulo ¢) con

un P.F. de 220°, [a]go.-. <4° en dimetilformamida.
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d) H-Asn-Asn-Tyr-CMe ., CH,COOH
A

42 g de  Z-Asn-Asn-Tyr-OMe s? disuelven en 750 ce de
dimetilformamida y se afiaden 80 cc de é.cido 5cético normal. Se
hidrogena a 25° en presencia de un catalizador de paladio, se filtprs
¥ el filtrado se evapora. El residuo se disuelve en agua caliente y
se seca con congelacidn., Se obtiene el compuesto indicado en el.

20

titulo d) con un P.F. de 168°, [o:]D = =6° en dimetilformamida.

e) 2Z-Teu-Asn-Asn-Tyr-Oile

40 g de Z-Leu-0CP ¥ 33 g de H-Asn-Asn-Tyr-OMe . CHBCOOH
se disuelven en 500 cc de dimetilformamida, la solucidn se deja re-
posar a 25° durante 2 dias y se preeipita en éter dietilico. El pre-
cipltado se disuelve en dimetilformamida, se precipita con agua, el
precipitado se separa mediante filtracidn y se lava nuevamente con
agua. Se obtiene el compuesto del titulo e) con wn P.F. de 241°,

[a]goa ~15° en dimetilformamida.

£) H-Leu-Asn-Asn-Tyr-0Me

34 g de Z-Leu-Asn-Asn-Tyr-OMe se disuelven en 500 cc de
una mezela de dimetilformamida/agua (8:2) y se hidrogena en pre-
sencia de un catalizador de palé.dio a 20°, Se filtra y el filtrado
se evapora. El residuo se disuelve en agua caliente y se'seca con
congelacidn. Se obtiené el compuesto indicado en el titulo £f) con un

P.R. de 175°, [a]I2)0= -16° en dimetilformamida.,

g) Z-Asn-Leu-Asn-Asn-Tyr-OMe

45 g de Z-Asn-OCP y 26,5 g de H-Leu-Asn-Asn-Tyr-OMe se

disuelven en 500 cc de dimetilformamida, la solucidn se deja reposar a
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25° durante 2 dlas, se afiade po:} gotas a dter dietilico, se separa
mediante filtraciéfx, se lava nuevamente con éter dietilico y se seca,
El residuo se disuelve en dimetilformamida, se precipita con agua, se
separa medlante filtracidn y se lava nuevamente con agua. Se obtiene
el compuesto indicado en el titulo g) con wn P.F. de 255°,

{o] §0= =18° en dimetilformamida.

h) H-Asn-Leu-Asn-Asn-Tyr-OMe . CH_COOH
7

32,8 g de  Z-Asn-Leu-Asn-Asn~Tyr-OMe se disuelven en dos
litros de dimetilformamida, se hidrogena a 20° en presencia de un
catalizador de paladio y se afiaden 60 c¢ de &cido acético normal. Ia
solucidn se filtra y el filtrado se et;ncentra mediante evaporacidn. El
residuo se disuelve en agua caliente y se seca ¢on congelacidn. Se
obtiene el compuesto indicado en el titulo h) con un P.F. de 210°,

[a]§O= ~19° en dimetilformamida.

i)  Z-Lys(BOC)-Asn-Leu-Asn-Asn-Tyr-OMe

12,6 g de 2-Lys(BOC)-OCP y 11 g de
H-Asn-Leu—Asn—Asq-Tyr—OMe . CH3000E'{ se disuelven en 500 ¢c de dimetil-
formamida, la solucidn se deJa reposar a 25° durante 2 dlas, se afiade
por gotas a éter, se filtra, se lava con éter y se seca. El residuo se
disuelve en dimetilformamida, se precipita con agua, se separa median.
te filtracidn y se lava nuevamente con agua. Se obtiene el compuesto
indicado en el titulo i) con un P.F. de 242°, [a]]2)°= -20° en

dimetilformamida.
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J) Secuencia parcial D

11 g de Z-Lys(BOC)-Asn-Leu-Asn-Asn-Tyr-OMe se disuelven en
300 ce de dimetilformamida y se hidrogené a 20° y a presidén normal en
presencia de un catalizador de paladio. Ia solucidn se filtra y el
producto se preclpita en éter dietilico. El precipitado se lava con
éter dietilico, con lo cual se obtlene la secuencia parcial D con un

P.F. de 221°, [a]§0= -26° en dimetilformamida,

§gggg§9}§_g§§gial E‘ 'I‘rt--Ser-Ala-T:[r-Trp-NH-NH2

a) H-Tyr-Trp-OMe

85 ¢ de Z-Tyr(Z)-Trp-OMe se disuelven en una mezela de
1000 cc de dioxano/agua (8:2) con 145 ce de Acido clorhidrico normal
vy se hidrogena en presencia de un catalizador de paladio hasta que

cesa la absorcibén de hidrégeno. Después de separar el catalizador

mediante filtracibén se concentra la solucidn mediante evaporacidn y se

ahaden 500 cc de agua., La fase acuosa se lava con acetato de etilo y
se alcaliniza con hidrogencarbonato de potasio sdlido. Después de ex-
traer repetidamente con éter dietilico y de concentrar mediante

evaporacién se obtiene el compuesto del titulo a) con un P.F. de 859,

[od§0= -2° en dimetilformamida.

b) Tri-Ser-Ala-OMe

60 g de H-Ala-OMe . ClH y 130 g de Trit-Ser-OH se disuel-
ven enduna mezela de 1400 ce de acetonitrilo/dimetilformamida (1:1)
vy se afladen 60 cc ae trietilamina, Después de afiadir 52 g de
N-hidroxisuceinimida se enfria la solucidn a 0° y se sacude con

97 g de carbodiimida diciclohexilica durante 5 horas. Después de
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filtrar se concentra la soluciéﬁ mediante evaporacidn, se afiade
acetato de etillo, & se lava la solucidn con 4cido acético dilulde ¥
solucidn de hidrogencarbonato de potasio. Después de secar, de con-
centrar mediante evaporacidn y de trater con éter dietilico se ob-
tlene el compuesto del titulo b) con un P.F. de 146°, [a]§0= -56°

en dimetilformamida.

c) Tr't-Ser-Ala-NH-N}la

82 g de Trt-Ser-Ala-OMe se disuelven en 800 cc de metanol

vy se afiaden 80 ce de hidrato de hidracina. Ia solucidn se deja reposar
a 20° durante 24 ﬂoras, después de lo cual se concentra mediante
evaporacibn, y el residuo se lava con éter dietilico y agua. Se
obtiene el compuesto del titulo ¢) con un P.F. de 126°,

[algo- +38° en dimetilformemida.

d) Trt-Ser-Ala-Tyr-Trp-OMe

30 g de Trt-Ser—Ala-NPbNHé se disuelven en 170 cc de
dimetilformamida, la solucidn se‘enfria a -20° y se afiaden 100 c¢c de
dcldo clorhidrico 2 normal en dloxano. Después de la adleidn de 8,5 cc
de nitrito butilico terc. se agita la solucidn a -20° durante dlez
minutos mis y se combina con wna solueidn de dimetilformamida cone
teniendo 31 g de H-Tyr-Trp-OMe . C1H y 50 cc de trietilamina,
Después de sacudir durante 2 horas se evapora la éolucién ¥ Se recoge
el residuo en acetato de etilo. Después de lavar con &cido acético
diluido, amoniaco, de secar sobre sulfato de sodio y de concentrar
mediante evaporacldn, se obtiene el compuesto del titulo d) con wn

P.F. de 14%°, [algou +16° en dimetilformamida.
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e) Secuencia pareial E

30 g de Trt-Ser-Ala-Tyr-Trp-OMe se disuelven en 300 cc de
metanol y se afiaden 30 cc de hidrato de hidracina. La solucidén se deja
reposar a 20° durante 24 horas y se evapora. El residuo se trata con
éter dietilico y agua. La secuencia parcial E resultante tiene un

P.F. de 196°, [a]§0= +10° en dimetilformamida.

Secuencia parcial Fl: H-Thr-Cys(Bzl)-Val-Leu-OH

a) H-Cys{Bzl)-Val-Leu-OMe ., BrH

21,0 g de 2Z-Cys(Bzl)-OCP y 12,3 g de H-Val-Leu-OMe . ClH
se disuelven en 120 ce¢ de dimetilformamida. A continuacidn se afiaden
.5,9 ce de trietilamina, la solucidn se deja reposar a 25° durante
16 horas, se afiade acetato de etilo, la solueidn se lava econ Acido
clorhidrico diluido, se seca sobre sulfato de sodio, se evapora hasta
sequedad, y el residuo se cristaliza de acetato de etilo/éter
dietilico. Se obtiene 2~Cys(Bzl)-Val-Leu-OMe con un P.F. de 160°,
[a];ox -28° en dimetilformamida, y este producto se disuelve en 210 ce
de una solucién al 40 % de bromuro de hidrdgenc en dcido acético
glacial. La solueidn se deja reposar a 25° durante 1 hora, se evapora
hasta seque@ad, yel resid\io se recristaliza de isopropanol/éter

dietilico. Se obtiene el compuesto del titulo a) con un P.F. de

168°, [a]§°= +14° en dimetilformamida.

b) H-Thr-Cys(Pzl)-Val-Leu-OMe . 1,3 BrH
20 g de Z-Thr—NH—NH2 se disuelven en 350 ce de dimetil-
formamida, la solueidén se enfria a -20°, se afiaden 100 cc de una

solucibén de dcido elorhidrico 2 normal en dioxano, ¥ a continuacidn
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se afiaden 10 cc de mnitrito butilico terc. La solucidn se deja
reposar a ~-20° durante 10 minutos, después de lo cual se afiaden 45 ce
de trietilamina y 25,5 g de H-Cys(Bzl)-Val-Leu-OMe . BrH ¥y la
mezela de la reaccidn se sacude a 0° durante 16 horas. La mezcla de la
reacclén se evapora hasta sequedad, el residuo se disuelve en una
mezela de  acetato de etilo/agua, la fase orgénica se lava con 4eido
c¢lorhidrico diluido, se seca sobre sulfato de sodio ¥y se ’ evapora,
¥ el residuo se recristaliza de acetato de etilo. Se obtiene
Z-Thr-Cys(Bzl)-Val-Leu-OMe con wn P.F. de 208°, [a]§0= -27° en
dimetilformamida. 20 g del tetrapéptido arriba obtenido se disuelven
en 200 ce de una mezcla de Acido trifluorocacético/acetato de etilo
(1:1), se pasa una corriente de bromuro de hidrégeno gaseoso a través
de la solucidn a 0° durante 1 hora, la solucidn se evapora a con-
tinuacidn y el residuo se recristaliza de metanol/éter dietilico. Se

obtiene el compuesto del titulo b) con un P.F. de 202°,

[odgoL -10° en dimetilformamida.

¢) Secuencia parcial Fl

372 g de H-Thr~Cys(Bzl)-Val-Leu-OMe . 1,3 BrH se disuelven
en 1800 ce de.metanol, se afiaden 900 cc de una solucidén 2 normal de
hidrdoxido de sodio, la solucidn se deja reposar a 25° qyrante 1 hora,
se afiaden 240 cc de 4dcido acético glacial, y la solucidén se deja
reposar a 0° durante 2 horas. La masa cristalina precipitada se separa
mediante filtracidn, se lava primero con 4&cido aeético normal, a con-
tinuacidn con agua y se seca a 50° en alto vaclo. Se obtiene la secuen-

cla parcial F1 con un P.F, de 219°, [a]§o= ~53° en amoniaco normal.
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Secuencia;garcia}_Faz BOC~Cys(Bzl)~Ser-Asn-Leu-Ser-NH-NH

a) H-Agn~-Leu-Ser-OMe ., C1H

43 g de H-Leu-Ser-OMe . C1H y 53 g de BOC-Asn-QNP se
disuvelven en 400 cc de dimetilformamida, se afiaden 22 ce de trietil-
amina, la solueién se deja reposar a 25° durante 16 horas, se evapora
hasta sequedad, y el residuo ‘se recristaliza de metanol. Se obtienen
51,6 g de BOC-Asn-Leu-Ser-OMe coﬁ un P.F. de 190°, [a]go= -24° en
dimetlilformamida, y este producto se disuelve en 500 ec de una
solucidn 4 normal de dcido clorhidrico en metanol. La solucidn se deja
reposar a 25° durante 1 hora, se evapora hasta sequedad, el residuo se
disuelve en metanol y se precipita con éter dietflico. Se obtiene el
compuesto del titulo a) econ wn P.F. de 180°, [a]§o= -23° en

dimetilformamida.

b) H-Ser-Asn-Leu-Ser-OMe . C1H

39,5 g de BOC--S,ez'--I\IIﬂI--I‘IH2 se disuelven en 500 cc de
dimetilformamida, la solucién se enfria a ~20°, se afiaden 2C0 ce de
una solucién 2 normal de 4cido elorhidrico en dloxano, y a
continuacion se afladen 20 cc de nitrito butilico tere. La solueidn
gse deja reposar & -20° durante 10 minutos, despuds de lo cual se
afiaden 40 ce de trietilamina y 38,0 g de H-Asn-Leu-Ser-OMe . ClH ,
a continuacidn se aglta la mezela de la reaceidn a O° durante
16 horas, se evapora hasta sequedad, y el residuo se recristaliza de
cloroformo/éter dietilico, Se obtiene BQOC-Ser-Asn-Leu-Ser-OMe con

20

wm P.F. de 135°, [oz]D = -22° en dimetilformamida, y este producto se

disuelve en 420 ce de una solueidn 4 normal de deido elorhidrico en
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metanol. la solueidn se deja reposar a 25° durante 1 hora, se evapora
hasta sequedad y se recristaliza de metanol/acetato de etilo. Se
obtiene el compuesto indicado en el titulo b) con un P.F. de, 155°

(descomp. ), [a]§o= -15° en dimetilformamida.

¢) Secuencia parcial F2

18,5 g de H-Ser-Asn-Leu-Ser-OM_e .ClH y 18 g de
BOC-Cys{Bz1)~ONP se disuelven en 100 cc de dimetilformamida, se
afiaden 10 cc de agua, 3,5' ee de dcido acético y 5,6 ce de trietilaming,
la solucidn se deja reposar a 25° durante 16 horas, se evapora hasta
sequedad y se recristaliza de metanol. Se obtienen 25,1 g de
BOC-Cys(Bzl)-Ser-Asn-Leu-Ser-CMe con un P.F. de 182°, [a]goz ~17° en
dimetilformamida, y este producto se disuelve en 200 cc de dimetil-
formemida con ligero calentamiento. Se afiaden 200 ce de metanol y
20 oc de hidrato de hidracina, la mezela se deja reposar a 30° durante
16 horas, se precipita con éter dietilico, el precipitado se lava con
éter dietilico/metanol (1:1), y la secuencia parcial F2 resultante,

20

que tiene un P.F. de 224°, [a]D = =13° en dimetilformamida, se seeca.

! 1
Secuencia parcisl 1_‘:: BOC-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu~-0H

- -

18,4 g de B()C-(}ys(laz:l.)-Se::'-A.sn—Leu-Ser-I\IH--NH2 (secuencia
parcial F2) se disuelven en 150 cc de dimetilformamidé., la solueiédn
se enfria a -20°, se afiaden 40 ce de una solucién 2 normal de &cido
clorhidrico en dioxano y 15 cc de ni.trito butilico ters. La solueidn
se dejJa reposar a -20° durante 10 minutos, después de lo cual se
afiaden 28 cc de trietilamina y 16,2 g de H-Thr-Cys{Bzl)-Val-Leu-OH

secuencia pare » ¥ la mezecla se asita.' a uran 01'aS »
( i ial F1), y 1 25° te 16 h
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La mezcla de la reaccidn se fili;ra., la solucidén se concentra mediante .
evaporacidn y el résiduo se lava con dcido acético normal. Se obtiene
BOC-Cys(le)—Ser-Asn-Leu—Ser—Thr-Cys(Bzi) -Vai-Leu—OH eon un P.F. de
217°, [a]§o= ~17° en dimetilformamida.

’ Bl productg resultante se disuelve en 5000 ce de amoniaco
secado, se afade metal de sodio con agitacidn y mientras hierve el
amonlaco, hasta que se obtiene una coloracibén azul oscura. Se des=
colora mediante la adicidén de cloruro de amonio. La solueidn se
evapora hasta sequedad y el residuo se lava con &cido acético normal
¥y acetona. Después de secar se obtiene BOC-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-
Cys-Val-Leu-OH con un P.F. de 248° (descomp.), [a]§0= -41° en
dimetilformamida/agua (3:1).

El nonapéptido obtenido se disuelve en 5000 ¢e¢ de amoniaco
0,01 normal, se afade perdxido de hidrdgeno normal con agitacidn
hasta que se obtlene una reaceidn negativa al nitroprusiato, luego se
afiaden 200 ce de dcido acdtlco glacial, se filtra y se liofiliza, Se
obtiene la secuencia parcial F con un P.F. de 238° (descomp.),

20

[oz]D = »18° en dimetilformamida/agua (3:1).

Secuencia parcial ABC: H-His-Arg-Phe-Ser-Gly-Met-Gly~Phe-Gly-Proe
Glu-Thr-Pro-NH_ . 3 CH. COOH
L Py

a) H-Ser-Gly-Mzt-Gly-Phe-Gly~Pro-Glu-Thr-Pro-NH. . Cl1H

€,7 g de BOC-Ser-Gly-Met-Gly-OH (secuencia pareial B),
12 g de H-Phe-Gly—Pro-Glu(UrB)-'J.‘hr—Pro-NH2 (secuencia parcial A) y
2,1 g de N-hidroxisuceinimida se disuelven en 50 cc de dimetil-

formamida y 20 ce de acetonitrilo, la solucidén se enfria a 0%, se
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afiaden 4,0 g de carbodiimida dieciclohexilica, y la solucidén se deja

reposar a 0° durante 16 horas. El disolvente se separa mediante
evaporacidén, el residuo se lava con agua, éter dietilico y acetato
de etlilo, y se recristaliza de cloroformo. Se obtiene
BOC-Ser-Gly-Met-GLy-Phe-GLy-Pro-Glu(OIB)-Thr-Pro-NH, con un P.F. de
121° (descomp.), [a]§0= -47° en dimetilformamida, y este producto se
disuelve en 250 ce de una solucidn de cloruro de hidrégeno 8 normal
en dloxano. La solucidn se agita a 25° durante 2 horas, se evapora
hasta sequedad, y el resicduo se trata con éter dletilico. Se obtiene

el compuesto indicado en el titulo a) con un P.F. de 130° (descomp.),

[a]goc ~48° en dimetilformamida.

b) Secuencia parcial ABC

9,9 g de Tri-His(Trt) -Arg-Phe--NH-NH2 (secuencia parclal C)
se disuelven en 100 cc de dimetilformemida, la solueidn se enfria a
~20°, se afiaden 15 cc de dloxano/4cido clorhidrico 2 normal, y a
continuacitn se afiaden 1,16 cc de nitrito butilico terc., la mezela
se agita a ~-20° durante 10 minutos, se afiaden 28 cc de trietilamina y
10,0 g de H-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Thr-Pro-NH2 . ClH, la

mezela se agita a 0° durante 4 horas, se filtra y se evapora hasta

- sequedad. El residuo se disuelve en una mezcla de acetato de etilo /

metanol (8:2), la solucién se lava con amoniaco diluido ¥ a con-
tinuacidén con agua hasta neutralidad, se seca sobre sulfato de sodio,
se concentra hasta 100 ¢¢ y se precipita mediante la adicidn de
éter dietiiico. El precipitado se disuelve nuevamente en dimetil-

formamida, y la solucidn se precipita. mediante la adicidn de éter
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Pro-Glu-Thr-Pro-NH, con un P.F. de 168° (descomp.), [a]§o= ~13° en
dimetilformamida, y este producto se disuelve en 500 ece de dcido
acético/agua (8:2). La solueldén se calienta a 90° durante 20 minutos,
se evapora, el residuo se lava en éter dietllico y se seca en alto
vacio sobre limaduras de hidrdxido de potasio. Se obtiene la
secuencia parcial ABC con un P.F. de 180° (descomp.),

[a]§°= -66° en Acido acético.

Secuencia parcial DE: Trt-Ser-Ala-Tyr-Trp-Lys(BOC)-Asn-Leu-Asn-
Asn—Tyr-NH—NH2

a) Trt-Ser-Ala~-Tyr-Trp-Lys(BOC)-Asn-Leu-Asn-Asn-Tyr-OMe

3 g de Tr't-Ser-Ala-Tyr—Trp-I\Iﬂfﬂﬁa se disuelven en 50 ce
de dimetilformamida, y en esta solucidn se disuelven a -20° 8,2 cc de
una solueién 2,3 normal de clom.xr'o de hidrégeno en dioxano. A con-
tinuacién se afiaden por gotas a -20° 1,3 ec de una solucidn de
nitrito butilico terc./dioxano (1:1), se afiaden 3,5 ce de trietil-
amina y luego 4,5 g de H-Lys(BOC)-Asn-Leu-Asn-Asn-Tyr-CMe en 200 ce
de dimetilformamida. La solucidn se agita a temperatura ambiente
durante 3 horas y a continuacidén se filtra. El filtrado se c¢oncentra
medi.mte- evaporacién y el residuo se pulveriza con acetato de etilo.
Después de filtrar y de lavar con acetato de etilo y agua se obtiene
el compuesto del titulo a) con un P.F, de 240° (descomp.),

[a}§O= «2° en dimetilformamida.



10

15

20

25

EIRA
LY

376018 _,.

100-3044

b) Tr-c-Ser-Ala-Tyr-Trp-Lys(Boc')-Asn-Leu-Asn-Asn-Tyz«-NH.NHQ

6 g de 'i'rt~Ser-—A1a-‘I‘yr-'I‘rp-Lys(BOC)-Asn-Leu-Asn-Asn-’I‘yr-—OVIe
se disuelven en 60 cc de dimetilformamida, se afiaden 6 ce de hidrato
de hidraeina, y la solucion sé de ja reposar a temperatura ambiente
durante 2 dias. La: solucidn se evapora a continuacidén y el residuo se
tritura con agua, se lava con agua y éter. Se obtiene la secuencia

parcial DE con wn P.F. de 244°, [a]§o= -9° en dimetilformamida.

Seguencia parcial ABCDE: H-Ser-Ala-Tyr-Trp-Lys{BOC)-Asn-Leu-Asn-
Asn-Tyr-His-Arg-Phe-Ser-Gly-Met-Gly-Phe~
Gly-Pro-Glu-Thr-Pro-NH, . 2 AcCH

a) Tri-Ser-Ala-Tyr-Trp-Lys(BOC)-Asn-Leu-Asn-Asn-Tyr-His-

Arg-Phe-Se:c'-Gly-I*Ie‘t.—Gly-Phe—G].y-Pro-Glu--‘I‘lfu*--Px'o-l\IH2

10,5 g de Trt-Ser-Ala-Tyr-Trp-Lys(BOC)-Asn-Leu-Asn-Asn-
Tyr-NH-NH2 se disuelven en 200 cc de dimetilformamida, la solueidn se
enfria a -20° y se afiade una solucidén de &cido clorhidrico en dioxano.
A continuacién se afiade por gotas 1 cc de nitrito butilico tere. ¥
la solucldén se combina con una solucién conteniendo 10,5 g de
H--His--l\rs—-Phe.-Se:c'—C-ly--IVIoz:1".-Gly—Phe-~Gly-Pr'c»--(,‘rlu.-fl‘hr--Pro«-NE-[‘,2
v 15 ce de trietilamina en 100 cc de dimetilformamida, Después de dos
horas se precipita la solucidén con éter y se lava con cloroformo y
agua. Se obtiene el compuesto del titulo a) con un P.F. de 2420,

[a]12)0___ -43° en dimetilformamida.

b) Secuencia pareial ABCDE
15 g de Trt-Ser-Ala-Tyr-Trp-Lys(BOC)~-Asn-Leu-Asn-Asn-Tyr-

His-Arg-Phe-Se x'--Gly-l\rlei‘.--Gly-'Phe-Gly-Pz:'o--Glu.-‘]?hr-»Pr'o--I\TH2
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se disuelven en 500 cc de 4cido acético 21 80 %, y la solucidn se deja

reposar & 40° durante 2 horas. Despuds de eoncentrar mediante evapora-
eibén y de tratar con éter se obtilene la éecuéncia parcial ABCDE con

un P.F. de 238°, [oﬂ§0= -23° en 4cido acético.

] !
§999§99§§;9359§§}_§§99§F: BOC-Cys-Ser-Asn-Leu~Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Ser-
Ala-Tyr-Trp-Lys{BCC)-Asn-Leu-Asn-Asn-Tyr-

His-Arz-Phe-Ser-3ly-let-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-

Thr-Pro-WH. . acetato . trihidrato

1,0 g de nonapéptido (secuencia parcial F) se disuelve en
10 cc de dimetilformamida, se afiaden 1,5 g de N-hidroxisuecinimida y
0,52 g de carbodiimida diciclohexilica, la solucidn se agita a 25°
durante 6 horas, se filtra, y ¢l filtrado se evapora hasta

sequedad. El residuo se lava con acetato de etile y éter dietilico

¥ se seca. Se obtiene BOC-cés-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-C}s~Val-Leu-O-Su
con un P.F. de 242°, ¥y este producto se disuelve en 10 ce de dimetil-
formamida. Se le afiaden a esta solueidn 3,1 g de <tricosapéptido
diacetato (secuencia pareial ABCDE) y 1,2 g de N-hidroxisuceinimida,
¥ se agita a 25° durante 16 horas. La solueidn se evapora hasta.
sequedad, el residuo se lava con. éter dietlilico, eloroformo y acetona,
Se obtiene el dotriacontapéptido protegide, brute, y éste se disuelve
en 50 cc de una mezela de cloroformo/metancl/agua (70:30:5). Ia
solucidn resultante se coloca sobre una columna de gel de silice

(5 % 100 em), que ha sido equilibrada con la mezcla arriba indicada.
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Se efectla la elucldn con una contentraeidn creciente de matanol.

160-5GG

Las fracciones combinadas, que contiencn el péptido puro, se evaporsn,
a continuacién se lavan con éter dietilico y se secan sobre hidréiido
t
de potasio en alto vaclo. Se obliene la secuencia parcial ABCDEF con
1O 20 <o 4 <
5 . un P.F. de 240° (descomp.), [a};"= -40° en cido aeético normal /

metanol (2:1).

Composicidn de aminoicidos despuds de la hidrélisis dcida
(6 normal, 16 horas):

Alal.l’ Argl'o, AsD}.Q’ Cys/21.6, Glul.e’ GlyS.o, Hisl.l'
10 Lew, g0 Ly Met, ', Phe, o, Pro, ., Ser5‘8, They g '
Tyr, g, Val 0.9 (Trp 1.0 mediante_bspeetrofotometria)?k
~HO0T4 ~
Deserita suficientemente la naturaleza del invento,
asf como 1la manera de realizarlo en la préciios, debe hacerse
154 constar que las disposiciones entcriozmente indicadas son su-
ceptibles de modificaciones de detalle on cuanto no alteren
su principio fundamontal,Tainbien se hace ccﬁst&r gue al inven-

to corresponde a unas soliocitudes de patentes presentadas on

“

Suiza nost 1508/69 de 31 de enero de 1969, 5814/69 de 17 de
20,  abril de 1969, de 19 de dicicmbre do 1969, aco-
acogiéndose por lo tanto, & los beneficios que conceden los
Convenios laternacicnales en vigor, siendo lo. que constituyoe ‘
la esencia del referide invento y por 1o que se solicita
Patento do Invenocidén por 20 &ﬁos,sobresPROCEDIHIEHTd DARA LA

OBTEICION TE UN POLIPEPTING, coracterizdndose pow lo sigulertes
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1.~ Procedimiento para la obtencién de un po-
lipéptido, caracterizado porque une unidad peptida que
es una seccidn terminal del peptido de formula I se
une por medio de un puente de amida a una nnidad pepti-
da que es ol remate de la molécula de férmula I de mane-
ra que se consiga la secuencia de dmino dcisos mostrada
en la férmula I.

2.~ Procedimiento para la obtencidn de un po=
lipéptido, tal y como queda sustancielme

nte descrito en
la presente Memoris. ‘

Esta Memoria consta de 34 hojas escritas &

miquina por una sola cara.

¥adrig, 19 pgT, 1072
SANDOZ 4.G.-

|, GUMEZ AGERD Y HONGX
(Y- Flemadat be Gasla
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