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Procedimiento para la obteéncidn de derivados .de

polipéptidos.

e

CPs. -
Jalicitante  5pNDOZ A,G., entidad suiza, residehte en Basilés,

Suiza.

La presente invencidén se relaciona con poli-
péptidos o derivados de polipéptidos de férmula ge-

neral I.
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S-CH2~CHX-CO—Ser-Asn—Leu—Ser-Thr-C&s-Val—Leu—f

1

_ |

Gly-Lys~Leu-Ser-Gln~Glu-Leu~-His-Lys—Leu~Gln- E

Thy~Tyr-Pro=Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly=Thr-Y f
I

en donde X es ~H, -NH,, R-CO-NH-, eh donde R es élquilo, srel
quilo facultativemente sustituido, o arilo facultativamante

sustituido, & R'-0-CO-NH-, en donde R' no es cepaz do ser di-
sociada con deido trifluoroacético,' y es alquilo, alquenilo, !
aralquilo facultativemente sustituido, o arilo facultativameg;
te sustituido, e Y es L—prolinamida'é L-prolin-L-valinemida,
teniendo la unidad de péptidos terminal é-CHz-CHx-CO-‘la'for—
ng L cuando X es -NH,, R-CO-NH~ 6-R'-0-CO-ﬁH—, Yy en donde un
radical L-sefilo puede ser cambiado por un radidal I~treoni-
lo o Lfalanildyrun radical L-asparaginilo por un radicel L-ag
partilo, L~gluteminilo o L-glutamilo, un radicel I-treonilo
por un radical I-gerilo 6 L—alénilq, un radiéal I-lisilo por
un radical BOC-lisilo, L-ornitilo 6 I-arginilo, un radical
L-glutaminilo por un radical L-glutemilo, L-asparaginilo 6 I~
aspartilo, un radical L-glutamilo por un radical OTB-glutemi-
lo, L~-gluteminilo, L-asparaginilo 6 L;éspartilo, un .radical
I-leucilo por un radical L-tirosilo, un radical I~tirosilo
por un radical L=fenilslanilo y un radical L—Qrginilo por un
radical L-ornitilo ¢ IL-lisilo, o una sal de adicidn de doido
o un complejo de metal pesado‘farmacéuticamente aceptable de
los mismos, y procedimientos para su produccidn.

for-ejemplo, R puede significar el radical metilo, eti
lo, propilo o butilo terc., ¢ un radicel fenilo o bencilo fa-

cultativemente sustituido por un dtomo de haldgenc, un radi~

cal alooxi inferior o el redical nitro.
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Por ejemplo, R' puede significar el radical propilo, all
lo, ben¢ilo, p-nitrobencilo, p-clorobencilo, p-bromobencilo,
p-azobencilo o p-metoxi-azobéncilo. ”

Como ya se ha indicado anteriormente, en la secuencia
de péptidos de formule I pueden cambi;rse distintos aminodci~
dos por otros aminodcidos natursles o derivados de los miqmoa.

» Por ejemplo,  -
en las posiciones 2, 5, 13 y 29 Ser puede ser reemplazado por
_ Thr & Ala, |
en laa.posiciones 3 ¥ 26 Asn puede ser }eemplazado por  Q
' f Asp, Gln 6 Glu,
en las posiciones é, 21, 25, 27 y 31 Thr puede ser reemplaza-
do por SerAé Ala,
en les posiciones 11y 18 Lys puede ser reemplazado poxr
BOC-Lys, Orn & Arg,
en las posiciones 14 y 20'G1n puede ser reemplazado por
Glu, Asn é Asp,
en la posicidn 15 Glu puede ser reemplazado por
OTB-Glu, Gln, Asn & Asp,
en la posicidn 19 Leu puede ser reemplazado por Tyr,
en la posicidn 22 Tyr puede ser reemplazado por Phe, ¥y
en la posicidn 24 Arg puede ser reemplaﬁado por Orn & Lys.

Un compuesto de férmula I puede producirse mediante un
procedimiento que comprendedel unir dos unidades de péptidos
mediante un enlace de amida, siendo lae unidades de péptidos
de tal naturaleza que al ser unidas se obtenga la secuencia
de aminodeidos del compuesto de formula I, ¥y cuando se desea,
el formar una sal de adicidn de doido o un complejo de metal

pesado farmecéuticamente sceptable del compuesto resultante.

Preferentemente unas de las unidades de péptidos compren
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' de el grupo de férmue II,

en donde X tiene el aignificado arriba indicado, en donde

.existe un puente S-5 entre el aminoacido termingl y I-cistei-

'radical I-treonilo 6 L—alanilo, wn radical L—asparaginilo por
“ un radical L-aspartilo, L-glutaminilo L—glutamilo, un radi-
:tcal L-leucilo por un radical L—tirosilo, y un radical Lnureo-
nilo por un radicel Luserilo 8 L—alanilo, ¥ de preferencia el |

".| péptidos" incluye én su significado un aminoBicido unico, ¥y
una plurelidad de aminodcidos unidos por enlaces de emida en

| oidos pare 1e si{ntesis de compuestos de este tipo, siendo po-
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) ’ |
S-CHZ-CHX-CO-Ser-Asn~LeurSer-Thr~Cys- :

nilo, ¥y en donde un radical I-gerilo puedk cambiarse por un

puente S-S se forma en lq dltime etapas en la prodnccion de la
unidad de péptidos. :

Deberd tenerse presente que la expresién munidad de

forma de un péptid&.
Las unidades de péptidos que comprenden mds de dos ami

nogeidos pueden producirse mediante métodos generalmente cong

sible el unir los aminodcidos en el orden deseado wno & la Vez
0 fonmandq bfimerolunidadss més pequesias de péptidos ¥ unien-
do dstas & continuacidn., Las unidades de péptidos pueden unip
se, por ejemplo, reaccionando un aminodeido o ﬁn-péptido que

tiehe un grupo o -amino protegido y un radical carboxilo ter-
minal activado con un aminodeido o un péptido que tiene un gru
po o -amino libre y un radical carboxilo terminal protegido,
o reaccionando un aminodeido o un péptido que tiene un grupo
o{-amino activado y un radical carboxilo terminal protegido

con un aminodeido o un péptido que tiens un radical carboxilo

terminal libre y un grupo ®-amino protegido.
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El radical carboxilo puede activarse, por &jemplo, me=
diante comversidn en una azida de decido, anhfdrido, imidazoli—
da, isoxazolida 6 *un éster activado, o medianto reaecion con
una carbodiimida o N,N'-carbonil-diimidazol. Los métodos de
condensaeién pfeferidos son el métod9 de la carbodiimida, el
método de la azida, el método de los ésteres activados, el mé
todo del anhidrido y el método de Merrifield. o

La introduccién de un radical Protector deseado en 1a
nmolécula de L-hemicistina terminal del producto final puode
efeetuérae én cualquier etapa deseada aﬁtes'de la etap&ufinal.

En la etape final de la condensacidn es convenlente em-

plear métodos que eviten o reduzean a un minimo la raceniza-

cién, usando preferentemente el método de la azids o del “dster

activado, siendo conveniente efectuar la activacidn con N<hi-

droxisuceinimida,

Los grupos funcionales libres que no participan en la
reaccldén pueden protegerse como sigue dﬁrante la sintesis de
los péptidos:

Con referencia a la secuencia parciel B, descrita mds
adelante, un radicel adecuado para bloquear 6l radical guariido

del radiecal arginina es el radical nitro, pero también pueden

usarse otros radicales protectores adecuados, tal como el radi

cal tosilo, el radical p-nitrocarbobenzoxi o el radicgl 2-(isg|

propiloxicarbonil)-3,4,5, 6~tetraclorobenzoilo. También es po-
sible usar el efecto protector de la protonizacion del radical
guanido durante la sintesis.

Con referencis a la secuencia parcial D, descrite mds
adelante, un radical adecuado para bloguear el radical Xﬂ-og;
boxilo es el radical butiloxi terc., pero también pueden usar

se otros radicales protectores, tal como el radical metoxi,
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otoxi, amiloxi +terc., amida o benciloxi.

Con referencia a la secuencia;parcial C, descrita mds
adelante, un bad;cél adecuado para bloquear el radical W-ami
no del radicsl lisilo es un radical csrbo-aldoxi terc., de pre
ferencia el radical carbo-buidxi terc.

Con referencia a las secuencias parciales EF & EF3, des

critas més adelante, se usa preferentemente el radical bencilo

|o tritilo como radical mercepto protector. Cuando se usan ra-!

dicales bencilo o tritilo para la proteceidén de radicales SH,

se suele disociarlos al final de la sintesis mediante trata-

|miento con sodio en emoniaco lfquido. Se ha encontrado shora

que la disociaeidh de los radicales protectores bencilo o.tri
$ilo y la fprmacién del puente S-S5 en la etapa antes de la etg
pa final de la sintesis conducen a rendimientos particularmen-
te altos de proéncto final. '

La conversidén de un radicsl amino o mercepto protegido
en un radical libre, as{.como la conversidén de un radical ocar-

boxilo modificedo funclonalmente en uh radical oarboxilo libre

|en el transcurso del procedimiento para la produceidén de los

' polipéptidos se efectis en la forma usual mediante tratamiento

ocon agentes de hidrdlisis o de- rednccion.

Los materianles 1nioiales para la produccion de los po-
lipeptidos 0.derlivados de polipeptidos, en cuanto hayan sido
desconocidos hasta ahora, pueden obtenerse mediante métodos pa

ra le sintesis de péptidos en uso actual o descritos en la i

teratura, pudiéndose wnir los aminodecidos wno a la vez o des-

puds de la formacién de unidades mds pequefias de péptidos.

Los polipéptidos o derivados de polipéptidos también

‘pueden obtenerse o usarse en la forma de sus sales. Ejemplos

de sales son aquellas con decldos orgdnicos, por ejemplo dcido
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acético, ldctico, suceinico, benzoico, selic{lico, metanosul-

fénico 8 toluenosulfdénico, as{ como con dcidos poliméricos, §
tal como el dcido ténico o la carboximétil—celulosa, y sales |
con acidos inorgdnicos, tales como los decidos halohidriéos,
por ejemplo Acido clorhidrico, 4 acido sulPirico o acido fog~
forico. Un ejemplo de un complejo de metal pesado es un com-
plejo formado con einc()(). ' ‘ '
Los compuéstos producidos de acuérdo cor la invenoién
representan un importante principio torapéutico. Los poﬁpueg
tos reducen el contenido de calcio en el plasma y producen un |
balance positivo de calcio en los huesos como antagqnistaa de
la parahormona. Ensayos bioldgicos efectdhﬁos con los.nuevos
compuestos en ratas indican un valor entre 3000 y 5000 unida-
des MRC por mg de péptido para la reduccidn del contenido de

calcio en la sangre.

Lo dosis que se ha de aplicar depende del efecto desea |

do asi como del modb de aplicacién. Sin embargd, generalmen~
te se obtienen resultados satisfactorios con une dosis dnioa
de 1 a 10 unidades MRC por kg de peso del cuerpo animal. Par%
los mam{feros més grandes la dosis diaris asciende a aprox.
70 a 700 unidades MRC, que pueden aplicarse en una dosis dni-
ca 0 en verias porciones. Para aplicacidn intramuscular una
forma de aplicacidén adecuada contiene aprox. 70 a 700 unida-
des MRC de péptido como agente activo, en mezcla con un sopor
te 1{quido. Una forma de dosis tinice indicada adecuada com-
prende entre 20 y 700 unidades MRC de agente activo.

Por lo tanto, el uso de los compuestos producidos de
acuerdo con la invencidn estd indicado en el tratsmiento de

condiciones en las que se desea una reduccidn del contenido

de calcio en el plasma o una influencis sobre el metabollsmo
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‘bién pueden aplicarse en forma de una preparacién depdsito.

de los huesos; por ejemplo hipércalcemias produclidas por de-
ficiencia enddgena de tirocalcitonina, causadas por la disfun .
cién dei tejido de la gléndula tiroides o por la hiperfunciéni
de las glandulas paratiroides. Ademds, su uso esta indicado eq
el tratamiento de eniermedades de lob Huesos basadas sobre una
descomposicidén creciente, o en las que se deseg una fijacidn
de calcio en los huesos, por ejemplo dsteoporosis de origgnes
diversos (por ejemplo postclimactérica; posttreumdtica, éausg
de por la terapie con corticosteroides o pbr la_inactividad),i
fracturas, dsteomalacia, requitismd, dsteodistrofia de origen:
benal i especlalmente para una terapia combinada con caleio o
fosfato. )
Una ventaja de los polipéptidos o derivados de pol;pép-
tidos de férmula I, producidos de amcuerdo con la invencidn, en
donde X es R-CO-NH- (R = alquilo, aralquilo facultativamente
sustituido, arilo facultativemente sustituido) 6 R'-O~CO~NH~-
(R' = alquilo, alquenilo, aralquiio_facultatiyamgnte sustitui
do, arilo facultativamente sustituido), es que estos compues-
tos no son afectados por la degradacidn de las aminopeptidasas
Los compuestos producidos de acuerdq con la invencidn
pueden usarse como medicamentos, por eﬁempib en la forma de
preparaciones f&%macéuticas. Esﬁas pueden contener dichos
compuestos en mezcla con un-material de soporte orgdnico o

inorgdnico que sea adecuado pare aplicacién parentérica. Tam-

' Se usan las abreviaturas siguientes:
Z sléafbobenzoxi (benciloxicarbonilo)
Bzl = bencilo ‘
BOC = butiloxi terc;-carbonilo
Prt = tritilo = trifenilmetilo
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OTB = butliloxi terc.

_ f :
ONP = éster p-nitrofenilico
OCP = 2,4,5~triclorofenoxi

OMe = metoxi
0Bt = etoxi
N02 = nitro

Ser = L=serilo
Asn = L-asparaginilo
Leu = L~leucilo .
Thr = DI-trednilo
Val = L-valilo :
Tyr = L-tirosilo
Arg = Le—arginilo
Gln = Leglutaminilo
Glu = Le~glutamilo
His = I-histidilo
Pro = L-prolilo
Gly = glicilo
Lys = L-lisilo
Cys = L-cisteinilo
Piv = pivaldlo
MCP = P-mercaptopropionilo
0Su = N-oxisuceinimida
EOC = etoxicarbonilo
DCHA= diciclohexilamina
En los sigulentes Ejemplos no limitativos todas las
temperaturas estén indicadas en grados cent{grados, El valor
¢ para la rotacidn Sptica asciende a 1. |
El andlisis de aminodcidos en los Ejemplos siguientes

mostrd que los aminodcidos particulares se encuentran en las
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proporciones esperadas.

Secuencia percial A: H-Ser-Gly-Thr-Pro-NHp -

———  sane - gt
- P =g S

a) H~Thr-Pro-NH, . ClH

134 g de Z-Thr-NHNH, se disuelven a -5% en 2 litros
de doido clorhfdrico normsl y se afiaden 0,55 litros de nitri-
to de sodio normal. Después de 5 minutos se afiade carbonsto
de potasio hasta que la solucidn tengs un pH de 9, la szida
resultante se extrae con etilacetato, y Be afiade uns solucién:
de 80 g de H~Pro=NH,.clorhidrato en 100 cc de agua, 500 cc de=
dimetilformamida y 77 cc de trietilamina. El etilacetuio se

evapora a 20° en vac{o y la mezcla de la reaccidn se deja repo

en vacfo, el residuo se disuelve en etilacetato, la solucién
se lava con agua, doido clorhidrico diluido y une solueidn-
acucgas de carbonato de calcio, y se sece sobre sulfaty de so-
dio. Ia mezcla de la reaccidn se concentra mediante evapora-
cidn en vacfo, el residuo se disuelve en etilacetato tibio y
se enfria. Se obtiene Z=-Thr-Pro-NH, con un P.F, de 148°,
27 %P: =72° en dcido acético al 95 %. A continuacidén se di
suelven 90.g de Z-Thr-Pro-NH2 en 2 litros de dioxano y 260 cc
de dcido clorhidrico normel, y se hidrogena & 20° y a presidén
normal en presencis de un catalizador de paladio. Se filtra,
la solucidn se evapora en vacio y el residuo cristalino se ig
va con etilacetato, con 1o cual se obtiene H-Thr-Pro-NH,.CLH
con un P.PF. de 216°, [F&7’%g= ~-64° en dcido aoético al 95 %.

14,5 g de Z-Ser-OH se disuelven en 100 cc de clorofor-

continuacidn se efiaden por gotas 8,2 g de éster isobutilico
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del 4cido cloroférmico. Despuds de 40 minutos se éfiade una 80|

lucidn de 6,6 g de éster et{lico de glicina en 50 cc de cloro-
formo y la mezcla se agite a temperatura ambiente durante 1 hg
ra. la mezcla de la reaccidén se lava con amoniaco éiluido, a
continuacidén con solucidén de aeido olorkfdrico, se seca sobre
sulfato de sodio y la fase organica se sepera mediante evapo-
racién., El Z—Ser-Gly—OEt resultante se recristeliza de etil-
acetato. P.F. 103°, /&7 0 §=+43% en djmetilformamida. 19,4 g
de Z-Ser-Gly-ORt se disuelven en 270 cc de etanol, se. aﬁadon
27 c¢ de hidrato de hidraoina v la mezcla se deja reposah a
temperatura ambiente durante 2 dfas. Ia masa criatalingvsg se
para mediante_filtracion,'se lave con metanol y se seca. Se
obtiene Z-Ser-Gly-NHNH, con un P.F. de 180°%, /&7 2%= 42 en
dimetilformamida. '

¢) HeSer-Gly-Thr-Pro-NHp

25 cc de une solucidn 4 normal de cloruro de hidrdgeno
en éter et{lico se afiaden a 200 cc de dimetilformamids, y se
disuelven en esta mezcla 11 g de Z-Sér-GlbeHNH2. 5,4 co de
nitrito but{lico terc. se afinden seguidamente por gotas a -10°
se le afladen a la solucidn 18 cc de trietilamina y a continua~-
cidn se filtra. 12 g de H-Thr-Pro-NH, ..CIH se disuelven sim@%
taneamente en 100 cc de dimetilformamida, se afiaden 6,2 cc de
trietilamina, el clorhidrato de trietilamina precipitado se se
para mediante diltracidn, y la solucidn de azida de dipéptido
arriba obtenida se afiade al filtrado. ILa mezcla de la reaccidn
se deja reposar a 0° durante 2 horas, se evapora hasta seque~
dad, el residuo se disuelve en una mezcla de 500 co de metanol
y 100 cc de agnue, y la solucidn resultante se filtra a través
de une columns de 100 cc de Dowex-50 (forma HY). Ie solucién

se concentra mediante evaporacidn y el residuo se cristaliza de
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_metanol/etilacetato. Se obtiene Z—Ser—Gly—Thr—Pro—NH2 con un '

P.F. de 132° (descomp.), /&7 3= -22° en dimetilformemida.

22 g de Z-Ser-Gly-Thr-Pro-NH2 sé disuslven en una meéz~
dla de 440 cc de metanol y‘BB'cd de agua, y se hidrogena a
éO° ¥ & presidén normel en presencia de cerbén de paladio. A
continuacion se filtra, el filtrado se evepors hasta sequ;dad,
el residuo se lava con éter y se seca. Se obtiene HFSar—ély-
Thr-Pro-NHp con wn P.F. de 95° (descomp.), /&7 %P= -2°1° en
dimetilformemida.
Secuencia parcial B: BOC-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-NHNH,

08 e e v e, S i s 8 S et G e S -
bttt o et

a) Z-Asn-Thr-Gly-O0Et

43 g de Z-Thr-Gly-OEt se disuel¥en en 500 cc de dime~-
tilformamida, y se hidrogens a presidn norﬁal ¥ a temperatura
ambiente en presencia de carbdén de palsdio. Se filtre, se
afladen 60 g de Z=-Asn-OCP, la mezcla.se deja reposar a 25° du-
rente 16 horaé, se concentra hasta aprox. 250 cc, se afiade
etilacetato, la mezcla de la reaccidn se lava con deido olor~
hidrico diluido, se seca sobre sulfato ée sodio y se evaﬁora
hesta sequedad: El residuo se lava con etilacetato y se seca.
Se obtiene. Z-Asn-Thr-Gly~OEt con un P.P. de 225°, /&7 %0 =
~4° en dimetilformamida.

b) Z-Thr-Asn-Thr-Gly-OEt

29 g de Z-Asn-Thr-Gly-OEt se disuelven en 700 cc de
dimetilformamide, se hidrogena a presidon normsl y a tempere-
tura ambiente en presencia de carbén de paladio, se filtre, ¥
el filtrado se le afiade Z~Thr-N3, producido de 30 g de Z=Thr-
NHNH, £/ véase le secuencia parcial A, a)_7. Después de dejar
reposar a 0° durante 12 horas, la mezcla de la resccidn se
evapors hasta seqﬁedad, el residuo se lava con agua, éter y

etanol. Se obtiene Z-Thr-Asn-Thr-Gly-OEt con un P.F. de 230°,
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(87 2= -8° en dimetilfornemidal |
c) Boc-Arg(Noz)-Thr-Asn—Thr-Gly-mg ‘ B
22 g de Z-Thr-Asn-Thr-Gly-OEt se disuelven en 700 ce

de dimetilformemida, se hidrogena a presion normal y a tempe-
retura ambiente en presencia de carbén de paladio y se filtra.
23 g de BOC-Arg(NO,)~OH se disuelven en 500 co de dimetilacetg)
nida, se afiaden 12 cc de trietilamina, la solucidn se enf:ia,
a -10°, se aftaden 9,4 cc de éster isobut{lico del écidoaclsng
férmico, la'mezcla se deja reaccionsr durante 10 mirutos, y
e afiade la solucidén de tetrapéptido arriba obtenida. -Despuds
de reposar a 25° duresnte 30 minutos, se afinden 100 ec de agua,
la solucidén resultante se trata con smberlite-IRA=-410 (forma
OH) hasta que se obtiene una reaccidén negativa al cloro,: =se
filtra y se evapora hasta sequedad. El residuoc se lava con |
cloroformo, etilacetato y éter y se seca. Se obtiens BOC-Arg-.
(NO,)=Thr-Asn~Thr=-Gly-OEt con un P.F. de ~100°, /&7 & 20_ 40
en dimetilformamida. .

12 g de BOC—Arg(NOz)-Thrqun-Thr-Gly-OEt se disuelven
en una mezcla de 200 cc de dcido acético y 40 ce de agua, 8e
hidrogena en presencia de carbdén de paladio a 20° y a presién
normal, se filtra y se evapora hasta sequedad en vacio a 20°.
El residuo se.disuelve en dimetilformemida & 8e evgpora. Este
tratamiento se repite haeta que ya no puedé detectarse dcido
acdtico. EL residuo se disuelve en 120 oc de dimetilformami-
da, se afladen 6 cc de hidrato de hidracina, la solucidn se de
ja reposar a 25° durante 16 horas, se evapors, el residuo se
lavae con éter, metanol/éter (1:1) y luego hugvamentg con éter,
¥y se seca., Se obtiene BOC-Arnghr-Asn—Thr-Gly-NHNH2 con un
P.F. de 175° (descomp.), [cg' 0. _42° en dimetilformemids/CLH

normal (1:1).
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| Thr-Pro-NHp (seouenoia rarcial A) y se agita a 0° durante 16

' gel de sflice. Despuds de eluir con une cantidad crgciénxe del

‘de en 200 co-de una solucidn 4 normel de docido olorhidrico en
‘lucién se evapora hasta sequedad, el residuo se disuelve en
deldo aoétioo 0,2 normal, la solucién se trata con amberlite-

‘IRA-410 (forma de acetato) ¥ le. solucidn acuosa se liofiliza.

- .vamen$e con eter Y se seca sobre limadurgs de hidroxido de =9

Adio. Je obtiene HrArg~Thr-Aen—Thr-Gly-Ser-Gly—Thr-Pro-NH2 .

,dimetilformamida/GlH normal (1:1).

}38924§“u
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§ggggncia paroial AB. H-ArghThr—Aan;Thf-Giy-Ser-Giy—fhr-Prb-
M .

13;5 g Qe BOC-Arg-Thr-Asn~Thr-Gly-NHNH, (secuencia par-

cial B) se disuelven en 270 cc de dimetilformemide/agua (8:2),

se enfria a -15°, se afiaden 40 cc de una solucién 4 normal de’

doido clorhidrico en dioxano y 2,5 o¢ de mitrito butilico tere

Ia solucidn se agita a -15° duraﬁﬁe 10 minuxbs, 8e aﬁadép!éB

cc de trietilemina, se filtra, sd afidden 10,5 g de H-Ser-Gly-

horas. ILa soluoion de la reaccidn se evapora aeguidamente
hasta sequedad, el residuo se lava con dter y se seca. EL re-
siduo se disuelve en metanol, se afiade un décimo por velumen

de ague y una cantidad 7 veces mayor de cloroformo y la solu-

oién resultante se filtra a través de una columna de 500 g de |

metanol y de concentrar mediante evaporacidn, se ob@iene

BO0—Arg—Thr-Aan—Thr-Gly-Ser-Gly—Thr-Pro4NH2. Este se suspen=-

dloxano y la solucién se aglia. é 25° dnranté 2 horas. La so-

El residuo se: lava a oontinuacion con eter, etilacetato y nue

2 0H3COOI-I con un P.f. de 195° (descomp.), /&7 5 O= -64° en

Secuenoia Earcial Cs Z-His-st(BOC)-Leu-Gln-Thr-Tyr-Rro-OH

e e~ g st
o o B

a) Hh&hr~Tyr—Pro—0H

d

176 g de Z-myr(z)-Pro-OMe se disuelven en 100 cc de me
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tanol/ClH normal, se hidrogena en presencia dé carbéﬂ de pélg
dlo a 20° y 1 atmdsfera, y la solucidn se concentra mediante
eveporacidn.. El residuo se disuelve en 400 cc de dimetilfor-
mamida, ge afladen 100 ce de trietilamina 8 03, el clorhidrato
de trietilamina que cristaliza se separa mediante filtracidn,
¥ se le afiade al filtrado el Z-Thr-N3 /Tproducido de 87 g.de
Z-Thr-NHNH,, véase la secuencia parcial A, a);7 Le mezcls

de la reacclon ge deja luego reposar a 0° durante 16 horas, se

evapora hasta sequedad, el residuo se di suelve en etilaco*ato,

]
:

la solucidn se lava,sucesivamente con geido clorhidrico dilui'
do y amonlaco diluido, ge seca y se concentra mediante evapo-
racién. El residuo se pulveriza en heptano, se lave con éter
de petroleo y se seca. Se obtiene Z—Thr»Tyr-Pro-OMerybn un
P.F. de 80° (descomp.), /&7 %0 = =23% en dimetilformém;da:
53 g de Z-Thr~Tyr-Pro-OMe se disuelven en 530acc de met
nol, se afiaden 100 cc de una solucidn de sosa cdustica 2 nor-
mal, la solucidn se deja reposar a 25°'dubante 1 hora, se aiig-
den 50 ce de dcido clorhidrico 2 normal, la solucidén se concey
tra hasta aprox. 200 cc, se afiaden 100 cc de agua, el valor pH
de la solucidén se ajusta a 10, la solucidn acuosa se lava 2
veces con etilacetato, el vapor pH de la solucidn se ajusta
luego a 1 con dcido clorhidrico 4 normal, el tripéptido Z-Thr-
Tyr-Pro-0H préciﬁitado se extrae con etilacetato, so seca y sd
concentra mediante evaporacidén. P.F. 80°, /a7 %P = ~23% en
dimetilformamida. Ei fesiduo se disuelve en una mezola de
500 cc de dioxano y 100 cc de agua y se hidrogena a 20° y a
presidn normal en presencia de un catalizador de paladio. Se
filtra, el filtrado se evapora hasta sequedad, el residuo se
lava con éter y se seca. Se obtiene H~Thr-Tyr-Pro-OH con un
P.F. do 180° (Gescomp.). /o7 %O = =31° en decido acético al




5.

10.

15.

20,

- 25.

30.

iracién y el residuo blanco se trata con éter. Se obtiene

‘tra mediante evaporacidén. EL residuo se disuelve en etilacets

| to y la solueidn se lava con una solucidn de bicarbonato de

1380245
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95 %.

b) Z-Leu-Gln-OlMe : |

70 g de Z-Gln-OH se disuelven en 1,5 litros de dioxa-
no y dentro de esta solucidn se deja filuir uns solucidn de
diazometano en éter haste que la solucidn queds de color ama-

rillo. A continuacion Be ooncentra la solucidn mediante evapoé

2-Gln-Olie con un P.P. de 136°, /&7 2 = —21° en aimetiiforng
mida. 71 g del dstér se disuelven en 1,7 litros de metanol. |

!
X

A continuacidn se mezclan con agitacién 5 g de paeladio éobfa

carbén activo al 10 % con 59 cc de dcido clorhidrico 4 normal,

y esto se afiade a la solucidén. Todo el material se somete a
hidrogenacidén a temperatura ambiente y a presidn normal duran—l
te tres horas, con lo cual se consume aprox. el 83 # de la can
tidad teorética de hidrégeno. El catalizador se separa median
te filtracién'y el filtrado se concentra completemente median-|
te evaporacidn, con lo cual se obtiene HfGln-OMe . ClH en fo;
me de acelte viscoso. .

64 g de Z~Leu~OH se disuelven en 200 cc de acetonitrilo,
se aﬁaden 27,7 g de N-hidroxisuccinimida y la solucidén se en-
fria a -10%. A esta solucidén se le afiade uns solucidn de 50 g
de diciclohexil-carbodiimida en 100 ce ‘de ‘acetonitrilo. Des-
pués de aprox. 30 minutos se separa la urea diciclohexilica
mediante filtracidn. Al filtrado se le afladen 47,3 g de H-
Gln-OMe . ClH, disuelto en dimetilformamide, mientrés se afig~
de simulténeamente un equivalente de N—metilmbrfolina. Ia megz

cla de la reaccidén se deja reposar durante 4 horas y se conceq

sodioc al 5 %, dcido clorhidrico norimsl y sgua. La fase orgé-
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nica se seca sobie sulfato de sodio y se conceﬁtra nmediante |
evaporacidn en vacfo. Después de recristalizar de metanol y
éter se obtiene Z-Leu-Gln-Oife con un P.F. de 179, /%7 20 =
-16° en dimetilformamida.

¢) Z-Lys(BOC)-Leu~-Gln-Olle’

42 g de Z-Leu-Gln-Olle se disuelven en 1500 cc de'maﬁa-
nol. A continuacidn se mezelan mediante sgitacién 16 g’do ba
ladio al 10 % sobre carbén activo con 25,8 ec de deido clorhf
drico 4 normal v ésté se afinde a la solu;ién. Todo el mete-
rial se somete .a hidrogenacidn a temperatﬁra ambiente y é pre’
sién normal durante 8 horas, con lo cual se consume el 95 %
de la cantidad teorétice de hidrdgeno. ¥l catalizador se go—
para mediante filtracidn y el filérado se concentra meﬁiante

evaporacidn. Se obtiene H-Leu-Gln-OMe . C1lH en forma de ung

espuma. A continuacidn se disuelve,H-Lgu—Gln~0Me . Glﬁfén 300,

cc de dimetilformemida, y se afiaden 34 g de Z-Lys(BOC)-OCP y
8,4 cc de trietilamina. Después de sacudir, la mezcla de la
reaccidén se deja reposar durante 16 horas. A contimacién la
mezcla de la reaccidén se concentra mediante evaporacidén en va-
efo. El residuo se trata con agﬁa ¥y se separe del ague median
te filtracidén. El residuo se disuelve a continuacién en una
pequedia cantidad de metanol y se precipita con éter. Después
de filtrar y de secar se obtiene Z-Lys(BOC)-Leu-Gln-0Me, /o7
%0 = -21° en dimetilformamida.
d) 2Z-His-Lys(BOC)-Leu-Gln-NHNH,

38 g de Z=-Lys(BOC)-Leu-Gln-OMe se disuelven en 300 cc

de dimetilformemida, se afiaden 15 g de carbdn de paladio al
10 %, se hidrogena a presién normal y a femperatura ambiente,

y el catalizador se separa mediante filtracidn. A continmua-

cién se afiade Z-His-N3, producido de 25,2 g de Z-His-NHNHp, la
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~ =19° en dimetilformamigda.

mezola. de la .reaccidn se deja reposar & 25° durante 2 dfas y

‘suelve a continuacidn en dimetilfpﬁmamida, se concentra me-

A
215° (descomp.), /&7 %0 = -23% en dimetilformamida.

1
lucidén se lava con sgua, se ssca sobre sulfato de sodio, se

) '

evapora, y el Yesiduo se lava con éter. Se obtiene Z-His-Lys+

(BOC)~Leu-Gln-OMg con un P.F. de 120° (descomp.), /&7 %O =

33 g de Z-His-Lys(BOC)-Leu-Gln-Olie se disuelven ap 330
. ; T . -
cc de ?etanol, se afiaden 7,5 c¢c¢ de hidrato de hidracina, la

e continuacidn se evapora haste sequedsi. El residuo se di-

dianiejevaporapién y este tratamiento se repite hasta que no
puedan detectarse vestfgios de hidracina. EL residuo se lava;
con éter, agua y éter, ¥y se seca, cop 19 cual se obtiene Z- .
His-Lye(Boc);I_,aa-Gln-mnz con un P.F. de 199°, [q_7~%°= ~22°
en metanol.
o) Z-His-Lys(BOO)-Leu-Gln-Thr-Tyr;Pro-OH

40 g de z-nis-Lys(BOC)-Leu-Gln~NHNH2 se disuelven en

400 cc de dimetilformamida, la solucidn se enfria a -20°, se
afinden T5 oc de dioxeno/ClH 2 normel ¥ a Continuacidn se afig
den 6 cc de nitrito butilico terc.; la mezola se agita a =209
durante 10 minutos, se aﬁaﬁen 36 ce de trietilemina y 20 g
de H-Thr-Tyr-Pro-OH y la mezcla se deja reaccionar a 25° du-
rante 16 horas. A continuacidn la mezcla de la rezccidn se
evapora hasta sequedad, el residuo se lava con ter, dcido
pcético diluido, éter y seguidamente con etilacetato calien-—
te. A continuacidn se seca en alto vacio, con lo cual se ob

tiene Z-His-Lys(BOC)-Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-OH con un P.F. de
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Secuencia parcial Cl: 2-His-Lys(BOC)~-Tyr-Gln-Thr-Tyr-Fro-OH

a) H-Thr-Tyr-Pro-OH

Vease la secuencia parcial C, a).
b) Z=Gln-Thr-Tyr-Bro-OH , ,
40,1 g de 2--G1ln-ONP y 38,4 g de H~Thr-Tyr-Pro-OH se di-

suelven en 500 cc de dimetilformamida y a la solucidn se .la
afinden 12,2 cc de N-metilmorfolina. Ia solucidn se de ja; reno

sar a temperatura ambiente durante 16 horas y segulidamente se

| concentra completamente mediante eVaporacién en vacfo. El re-

giduo de la evaporacién se recoge en etilacetato/n-butanol (10

:1) ¥y se lava con dcido sulf\irico noimal/solucidn de eloruro
de sodio al 30 % (1:1) y luego con solucidn de cloruro de so-
dio al 15 %. Después de secarsobre sulfgto de sodlo, la fase
orginica se concentra completesmente mediante evaporacidn en
vacfo. El residuo se disuelve en cloroformo/hetanol {(1:1) ¥
ge filtra a través de une columna de gel de silice (cantidad
20 veces mayor). Se obtiens Z-Gln-Thr-Tyr-Pro-OH en forma de
espuna. /& / %P = ~19° en dimetilformemida..
¢) 2Z-Lys(BOC)-Tyr-OMe

143,9 g de Z2~Lys(BOC)-OH . DCHA se disuelven en 600 co

de dimetilformamide tibia y después de énfriar la solucidn a
359 se aflade una solucidn de 65,1 g de H~Tyr-OMe . C1lH en 200
ce de dimetilformamida, con lo cuel cristaliza cuantitativemen
te DCHA . ClH., Después de filtrar, se le afladen al filtrado
30 g de N-hidroxisuccinimida, 1a mezcla ¢e enfris a =15° y se
afiade una solucidn de 53,6 g de @iciclohoxii-carbodiimida en
200 cc de mcetonitrilo. ILa mezcla se sacude a 0° durante 15'
horas, la ures diciclohex{lica se separa mediante filtracidn

y el filtrado se concentra mediante evaporacién en vacfo. El

residuo se disuelve en etilacetato, la solueidn se lava con 89
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lucidn de bicarbonato de sodio al 5 %, sgua, dcido sulfirico :
normal y.agua, sé sece sobre sulfato de sodio y se concentra i
mediante eVaporaci n hasta una espuma,- con lo cual se obtiense

-Lys(BOC)-Tyr-OMe, zf;7 20 _ _6° en metanol. ;
d) Z-His-Lys(BOC)-Tyr-NHNH,

113.5 g de Z-Lys(BOC)=-Tyr-OMe se disuelven en 2 litros
de metanol, se le afiade a 1ls solucidn una suspensién déijd g
de paladio el 10 % sobre carbén activo en 50 cc de deide clor |
hidrico 4 normel y se hidrogena a temperature ambiente y a |
presién normsl., Después de hidrogenar durente 3 horas se ha |
consumido el 90 % de le cantidad tedrica de hidrdgeno. El cg
talizador se separa mediante filtracidn y el filtrado ss con-
centra completamente mediante evaporacidn en vecio. E; H=Lye-
(BOC)=Tyr-Olle . CLH espumoso es uniforme de acuerdo con la cr%
natografia de capa delgada y se une con_Z-His-N3 como sigue:

88,5 g de Z-His-NHNH2 se disuelven en 1800 cc de dime-
tilfornenide, la solucién se enfris a -20%, se afiaden por go-
tas 405 cc de una solucidn 3,7 normal de ClH en éter y 36,6
cc de nitrito but{lico terc.' Despuds de agitar a -20° duran-
te 10 minutos, se afiaden 270 cc de trletilamina Yy una solucior
de H—Lys(BOG)-Tyr-OMe.ClH en 60q_cc de dimetilformemide, contg
niendo ya 27,3 cc de trietilamina. Después dé 5 horas, el
clorhidrato de trietilamina que ‘eristaliza se separa ﬁediante
filtraeion., El1 filtrado se concentra completemente mediante
evaporacidn en alto vacfo. El residuo se disuelve en etilace
tato/ague (2:1), la fase orgénica se lava 4 veces con una S0~
lucidén de cloruro de sodio al 15 %, se seca sobre sulfato de
sodlo y se concentra medisnte evaporacién., Despuds de disol-

ver el residuo en cloroformo/metanol (98:2) y de filtrar so-

bre una columne de gel de silice (cantided 25 veces mayor),se
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obtiene Z-His-Lys(BOC)-Tyr-OMe en forma smorfa. /%7 3%= -11°

en dimetilformamida. 90,4 g de Z-His~Iys(BOC)=Tyr-OMe se di-

suelven en 300 cc de metanol y se afladen 20 ec de hidrato de
hidracina. Después de dejar reposar durante 2 d{as, la hidrg

cida resultante cristaliza. Se afiaden 300 cc de éter, se fil

tra con suceidn, se lava con éter y se seca en vacio. Se .ob~

tiene Z-His-Lys(BOC)-Tyr-NHNH, con un P.F. de 187°, /X720 =

-249 en dimetilformamida.

o) Z-Hle-Lys(BOC)~Tyr-Gln-Thr-Tyr-Pro-OH -
36,7 g de 2-Gln-Thr-Tyr-Pro-OH se disuelven en Sooice

de dimetilformemida, se afiaden 15 g de paladio Bl 10 ¥ sobre

carbdn activo, se hidrogena a temperaturs ambiente y & pre-

gidén normel, y a continuacidn se sepera el catalizador median

te filtracidn., E1 filtrado contiene H-Gln-Thr-Tyr-Pro-OH, el |:

gue se une con Z-His-Lys(BOC)-Tyr—N3 como sigue:

40,4 g de Z—His«Lys(BOO)—Tyr-NHNHz se disuelven en 400
cc de dimetilformemida, le solucidn se enfria a -20°, se afia-
den 88 cc de dioxano/ClH 2 normal y a continuacién se afinden
7,3 cc de nitrito butf{lico terc. Después de agitar a =20° du
rante 10 minutos, se afiaden 37 cc de trietilamina y la solu-
cién de dimetilformemida conteniendo H-Gln-Thr~Tyr-Pro-OH.
Después de reposar a 20° durante 5 horas, la mezcla de la
reaceidn se concentra completamente mediante evaporacidén en
vacfo, el residuo se disuelve en etilacetato/n-butanol (5:1),
la solucidn se lava con dcido amecético diluido con la adicidén
de solucidén de cloruro de sodio, se seca sobre sulfato de so-
dio y se concentra mediante evaporacidén. Al aceite que no ha
sido concentrado completamente mediante evaporacidn se .le éﬁg

de éter, la mezcla se mezcla bien y se filtra con succién.

Después de secar en alto vacio, se obtiene Z-His~Lys(BOC)-Tyr-+
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| te evaporacidn, el residuo se disuelve en 100 cc de dimetilfor
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Glo-Thr-Tyr-Pro-OH con un P.F. de 193°, /&7 %0 = <33° en di-

|

metilformamida. }
Secuencia parcial ABC: H;His—Lys(BOC)—LeueGln-Thr-Tyr-Proéﬁrgjé

Thr-Asn~Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-NHy « 3
- CH3COOH

10° g de heptapéptido (secuencia purciasl C) se disuelven

en 100 cc de dimetilformemida, la solucidn se concentra median

memida, se afiaden 15 g de N-hidroxisuccinimida, la solucidn
se enfria a 0% se afiaden 5 g de dlciclohexil-carbodiimida,
la mezcla de la reaccién se deja reacclionar durante 3 horas,
la urea diciclohex{lica precipitada se separa mediante.filtrg
cién, el filtrado se concentra hasta 30 z¢ y el éster de hep-
tapéptido—oxisﬁécinimida Z~His-Lys(BOC)-Lequln-Thr-TyréPro-
0Su resultaente se precipita mediante la adicién de éter. Des-
pués de lavar con éter, el residuo se disuelve en 100 cc de
dimetilformamida, se afiaden 10 g de amida de nonapéptido (se-
cuencia parciasl AB) y la mezcla se deja reaccionar durante 16‘
horas. Se afiaden 500 cc de etilacetato.y se filtra. El resi-
duo se disﬁélve en dimetilformamida, sé afiaden 10 cc de dcido
acético y se precipita nuevamentq‘con etilacetato. Se filtra,
se lava con etilacetato y éter y se seca. Se obtiene Z-His-
Lys(BOC);Lep-Gln-Thr-Tyr-Pro—Arg-Thr-Asn-Tﬁr-Gly—Ser—Gly—Thr-
Pro-NH, . 2 AcOH, /&7 £° = -19° en dimetilformemida, y este
producto se diéueive'directamenfe en dcido acético al 80 %. A
continuacidn se afieden 5 g de carbdén de paladio y se hidroge~
ns e presidén normal y a temperatura embiente. Se filtra, el
filtrado se evépora hasta sequedéd a 20° en alto vacio y el

residuo se lava con éter. Después de secar sobre limaduras de

hidréxido de potasio se obtiene la secuencia parcial ABC con
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un P.P. de 170° (descomp.), /A7 %0 = =53° en deido acético

normal. X

Secuencia parciel ABCl: H—His-Lys(BOd)—fyr-GlnFThr-T&rAPro-Arg
) ~Thr-£sn-Thr-Gly-Ser-Gly~Thr-Pro-NHp .

3 CH3COOH

La secuencia parcial ABCl con un P.P. de 166° (dea?é@f.)
1517'59 = -50° en decido medtico hormal, se obtiene medién%&
un procedimiento andlogo al descrito pare la produccién'dg la
secuencia parcial ABC, a partir de iO g de heptapéptiGO»(éé-
cuencia parcial Cl) y 10 g de nonapéptido (secuencia paféial
AB).

Secuencia pareial D: Trt-Gly-Lys(BOC)-Leu-Ser-Gln-Glu(OTR)-
- T Leu-NHNH, |
a) Z=Glu(0TB)-Leu~OMe

151 g de Z-Glu(OTB)-OH y 54 g de N-hidroxisuccinimida

ge disuelven en 700 cc de acetonitrilo y la‘solucién se en-
fris a -20°. A continuscidén se afiaden 96,5 g de diciclohexil-
~carbodiimide, disueltos en 350 cc de mcetonitrilo. Despuds
de dejer reposar 'ls solucidén durente aprox. 30 minutos, la
urea diciclohex{lica resultante se separas mediante filtracidn.
Al filtrado se le afinden 71,2 g de H-leu-OMe, la mezcla se dg
ja reposar durante 4 horas y se concentra medlante evaporacidn
en vac{o. Al residuo sdlido se le afladé etilacetato/agua (2:1)
A continuacién la fase orgénica se lava con solucién de bicer-
bonato de sodio al 5 %; ague y deido sulfirico diluido (pH 3),
pe lave haste neutralidad, se seca sobre sulfato de sodio ¥y

se concentra mediante evaporacidn., El residuo se disuelve en
cloroformo conteniendo 1 % de metanol, y se filtra sobre una
colunna de gel de silice (cantidad 10 veces mayor). Se obtig
ne Z-Glu(OTB)~Leu-OMe con un P.F. de 31°, /&7 ]230 = =12° en
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dimetilformamida.
b) H-Gln—Glu(OTB)~Leu—OMe

118 g de Z-Glu(OTB)»Leu—OMe se disuelven en 2000 cc de
metanol. A contlnuaclon se mezelan 15 g ée paladio al 10 %
sobre carbén activo agitando con 63 cc de deido clorhidrlco 4
normel, y ésto se afiade a la solucién. Todo el material se
sonete a hidrogenacién a temperatura ambiente y & presidn nor

mal durante 2 horas, con lo cual se consume aprox. el 35 % de

la cantidad teorética de hidrdgeno. El catallzador se -separa

mediante filtraeidn y el filtrado se concentra completamente
medlante evaporaeiép; con lo cual se obtiene H-Glu(OTB)-leu-
OMe . ClH en formé de unas espuma amorfa.

91,7 g de Z~-G1ln~ONP y 93, 8 g de H-Glu(OTB)-Leu—OMa .
ClH se disuelven en 500 cc de dimetilformamlda, y se afisden

51 cc de N-metilmorfolina. ILa solucidn se deja reposar a ten

peratura smbienfe durente 15 horas ¥ & continuacién se concen
tra completemente mediante eveporacidn en vecio. E1 residuo
resultante se meucla bien con agua y luego se separa del agua
mediante filtracién. A continuacidn se recristaliza de meta-
nol, con lo cual se obtiene Z-Gln—Glu(OTB)-Leu—OMe con un P.
F. de 210° (descomp.), [T;7 5H—4O° en dimetilformamida.
44,4 g de Z-Gln-Glu(OTB)-Leu-OMe se disuelven en 1200

cc de metanol/dimetilformamida (1:1). A continuscidn se mez-

"olen 15 g de paladio al 10 % sobre carbdn activo con 50 cc de

agua, y ésto se afiade a la solucién. Despuds de hidrogenar
durante aprox. 2 horas, se ha consumido una cantidad casi
cuantitativa de hidrdgeno. Bl catalizador se separa mediante
filtracidén y el filtrado se concentra mediante svaporacidn
én vac{o. El residuo se disuelve en et;lacetato ¥y se lava 3

veces con una solucidn saturada de cloruro de sodio. La fase
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organica se seca sobre sulfato de sodio y el filtrado se con |

centra mediasnte evaporacidn hasta aprox. un tercio de su volu !

men original. Despuds de la adicidn de éter de petroleo, el
tripéptido sélido puede separarse mediante filtracidn. Se ob-
tiene H-Gln-Glu(OTB)-Leu-OMe con un P.P, de 123°, Z§g7~%9 -
=140 en dimetilfgrmamida.
¢) 2-Lys(BOC)~Leu-Ser-OMe

. 43 g de H-Leu-Ser-OMe . ClH y 80 g de Z-Lys(BOC)-OCP

se disuelven en 400 cc de dimetilformamida, se afladen 22 cc !
de trietilamina, la solucidn se dejd réposar a 25% durante 25
horas, la trietilamine precipitada se separs mediante Filtra~

cidn y el filtrado se evapora hesta sequedad. EI residuo se

disuelve en etilacetato, la solucidén se lava con acido clorhi;
drico diluido y solucidn diluids dé bicarbonato de potasio, i
se seca sobre sulfato de sodio, se filtra y se coﬁoentra me-
diante evaporacidn. El residuo se recristaliza de etilacéta—
to/éter, con lo cual se obtiene Z-Lys(BOC)~Leu~Ser-Oife con un
P.F. do 110°, /&7 %O = -14° en dimetilformamida.

d) Trt-Gly-Lys(BOC)-Leu-Ser--NHNH,

158 g de Trt-Gly-OH so disuelven en 2000 c¢ de diclorg
metano y 72 c¢ de trietilamina, la solucidn se enfria a =59,
se aiiaden 50 ce de éster etflico del dcido clorofdérmico y la
mezcla se agita a -5° durante 10 minutos. 300 g de Z-Lys(BOC)
-Leu-Ser-Ole se.disuelven simultaneamente en 3000 cc de dioxa
no/agua (8:2), se hidrogena a temperaturs ambiente y a presién
normal en presencia de carbén de paladio, se filtra y we eva-
pora. El residuoc se disuelve en cloroformo y a la solucidn
se le aiiade el anhidrido mixio arriba obtenido. Ia solucidn

de la reaccidn se deja reposar a 0° durante 1 hora, la solu~

cién de cloroformo se lava con dcido acético diluide y-a coun= v
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1250 cc de métanol, se afiaden 175 cc de hidreto de hidraoine

| Ser-mmm, con un P.F. de 204°, /87 2% = ~6° en dimetilformamyl
'dao

el filtrado se -concentra hasta aprox. 100 o¢ ¥y .al residuo se

tinuscidn con solucidn diluida de bicarbonato de potasio, se

seca y se evapora hasta sequedad. @1 residuo se disuelve.en

¥ la mezcla de la reacclon se deja reposar & 25° durante 16
horas. La mezcls ﬁe la reaccidén se concentra hasta 500 oo, se%
afiade agua, se fllcra, el residuo se lave con agua y se, seca

sobre pentoxido de fésforo. Se obtiene Trt—Gly~Lys(BOC)—Leu—

e) Trt-Gly-Lys(BOC)-Leu-Ser-Gln-Glu (OTB)-Leu~NHNH,

76 g de Trt-Gly-Lys(BOC)—Leu—Ser—NHNH2 se disuelven en |
300 cc de .dimetilformamida, la solucidn se ‘enfria a -20°, se i
aﬁaden_75 cc de dioxano/ClH 4 normal y a continuacidn se afia-
den 11,6 ce de nitrito butilico tere,, la mezola se agita a
~15° durante 10 minutos, se afladen 70 cc de trietilamina y :
49,5 g de H-Gln~Glu(OTB)-Leu-ONe. A continuacién la mezcla
de 1a rveaccién se agita a 0° durante 16 horas.; Bl clorhidra~

to de trietilemins precipitado se separa mediante filtracion,

le aflade agua. 'El re51duo precipitado se separa mediante f£il
tracidn, se lava luego perfgetamgpta con egua y & continuacidn
se seca en alto vaclo a 50°. El residuo se hierve con etilacg
tato, qerla?a con éter y se seca. El éster de'heptapéptido
Trt-Gly-Lys (BOC) ~Leu-Ser-G1n-Glu(0TB) ~Teu-Olle resultante, que
tiene un P.F. de 234°, La7 5 20 _ _50° en dimetilformemida, se
disuelve en 200 ce¢ de dimetilformamida, se afiaden 4 cc de hi-
dracina ¥V la mezela se deja reposar a 25° durante 24 horas.
Después de concentrar hasta aprox. 100 cc, se afiaden 500 cc

de agua, sl material precipitado se separa mediente filtreoidn,

se lava con agua hasta que se obtiene una reeccidén neutra y se
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seca sobre pentéxido de fésforo a 50°. Sb obtiens Tit-Gly-
Lys(BOC)—Leu—Ser—Gln—Glu(OTB)—Leu—NHNH2 con un P.F. de 2659,
YA 20 . -18° on dimetilformemida/agua (8:2).
Secuencia parcial ABCD: H-Gly—Lys(BOC)-Leu—Ser-Gln-Glu(OTB)-
T Leu-Big-Lys (BOC) ~Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro~
Arg-Thr-Asn—Thr-«ly—Ser-Gly—Thz-Pro-
NHp . 3 AcOH . 3 H0 |
3 g de hidracida de heptapeptido (secuencia parciel d)

se disuelven en 30 cc de dimetilformamida, la solucidn’ 8& en~
fria a -20°, se afiaden 2 cc de dioxeno/C1lH 4 normal y-= -conti
nuacién se afiaden 0,3 cc de nitrito butilico terc. La-mezcla
de la reaccidn se agita a -20° durante 10 minutos, se aﬁaden

2 ¢¢ de trietilamina y 3 g de amida de hexadecapeptido (se-

cuencia parcial ABC), la mezcla se agita a 0° durante 16 ho- |

ras y se evapora hasta sequedad. El residuo se lava a 0° con!

dcido acdtico diluido y a continuacidn 'con agua, se filtra,
el résiduo se disuelve en metanol/agua (9:1), la solucidn se
filtra sobre gel de silice, el residuo se evapora, se lava
con etilacetato, se disuelve en 200 cec de écidb‘acético al
80 %, la solucidn se dejs reposar a 25° duranté 4 horas, se
evapora haste sequedad a 20%, el residuo se lava con éter,
etilacato y éter, se filtra y se seca. Se obtiene la secuen
cia parcial ABCD con un P.F. de 240° (descomp )y Af:;7 20 _
-389 en deido acetico. '

Sécueneia parcial Dl: Trt-Gly-Lys (BOC)~Leu-Ser~Gln-Gln-Leu~

a) Z2-Gln-Leu=-OMe

40,1 g do Z~Gln-ONP ¥ 19,1 g de H-Leu-OMe . C1H se «i
suelven en 300 cc de dimetilformamida, se afiaden 34,1 cc e

N-metilmorfolina y lu solucidn se deja reposar a 20° durante




5.

- 10,

15,

20.

250 -

30.

‘mediante filtracién. EI residuc del filtro de suceidn se trd

380245
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15 horas sacudiendo de vez en cusndo. La solucién de la reag
o;én se concentra luego completamonte mediante evaporacidn en |

alto vacfo. El residuo se qupla.bien con agua y se separe

mediante filtracién. Despuds de cristalizar de metanol se ob
‘tiene Z-Gln-Leu-Olle con un B.F. do 168°, (87 8 = ~11° en o |
metilformamida. A |
b) H-Glu-Gln-Teu~OMe |
|
|

27,8 g'de Z-Gln~Leu~QOle se disuelven en 130 cc de £cido

acético glacial ¥y se afiaden 220 cc de bromuro de hidrédgeno ali

40 % en dcido agético glacial. Todo el meterial se deja repg‘

sar durante 1 hora sacudiendo de vez en cuando., Despuds de

sidno se pulveriza on eter anhidro.- Despugs ‘de filtrar el H-|

Gln-Leu-OMe . BrH _ fuertemente hlgroscépico, Se seca en es-

|
. !
concentrar completamente mediante evaporacion en vacio, el rei
1

i

:

i

tado humedo por el éter e temperatura smbiente en una cdmara
de- secado. ' '

TT,5 & de Z-Gln~0NP y 81,48 de HeGlo~Deu=OMe . BrH se
disuelven en 750 cc de dimetilformsmida y se afiaden 66,5 cc
de N-metilqorfoliné. Ia mezela de la reéccién.ée deja reposar
e temperaturs ambiqnfe durante 15 horaé»y e continuacién se
condentra completamente mediante evaporscién en vacio. El re-

giduo resultente se mezcla bien con agag y se éepara del zgua

ta con acetona y se separa de la fase de acetoﬁa'ppr medio de
una brensa. Después de secar en vacio se obtiene Z~-Gln-Gln-
Leu~OMe con un P.F., de 238°, /&7 %0 = ~16° en dimetilformemi
de. 54,8 g de %-Gln-Gln-Leu=OMe se disuelven en 1200 cc de
dimetilformemida. A continuacién se le afiade a esta solucidn

una suspensidén de 10 g de paladio al 10 % sobre carbdén acti~

vo en 70 oc de agua. Después de hidrogenar a temperatwre am-
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biente y a presidén. normal durante aprox. 1 hora, se.ha consumi

do le cantidad cuantitative de hidrdgeno., Kl catalizador se

separa mediante fgltraclon y el filtrado se concentra comple~
tamente medianue svaporacién en vacfo. E1 reslduo ée recris-
taliza de metanol/bter. Se obtiene H-Gln-Gln-Leu-OMe gen.un-
P.E. do 151°, £37 20 = ~10° en cimotilfornamida. B
c) Z~Lys(BOC)-Leu-Ser-0Me .

-

Véase la secuencia parcial D, c).

d) Trt-Gly-Lys (BOC)~Leu=-Ser-NHNH,, *

Véase la secuencis parcial D, d).
8) Trt-Gly-Lys(BOC)~Leu=Ser~Gln~i1n-Leu-NHNHo s
Tr-Gly-Lys (BOC) ~leu-Sor-Gln-Gln-Leu-NHNH, con un'P.F.

de 270%, /%7 2 = -12° en dimetilformamide/agua (8:2),.se ob

tiene mediante un procedimiento andlogo el descrito para la

secuencia parcisl D, e), reemplazdndose H-Gln-Glu(OTE)-Leu~OMe

por la-misma cantidad de H-Gln-Gln-Ieu-OMe.

Secuencia parecial ABCDl- H—Gly-Lss(BOC)~Leu-uer-G1n—Gln~Leu—
o His-Lys (BOC)~Leu~Gln-Thr=Tyr«Pro=Arg-

Thr-Asn~Thr-Gly-Ser-Gly—-Thr-Pro-NHo .

3 AcOH . 3 Ho0
La secuencia parcial ABCDL con un P.F. de 245° (descom-
posicién), 13£7 20 _ _40° en deido acatico, se obtiene median~

te un procedimiento andlogo al descrito paras la produccidn de
la secuencia parcial ABCD, reemplazéndose la secuencia parcial
D por le misma cantidad de la secuencis parcial DI,

Secuencia parcial ABClD- H~Gly-Lys (BOC)~Leu~Ser-Gln-Glu(0TB) -

Leu~His-Lys (BOC)-Tyr-Gln~Thr-Tyr~Pro-|'

Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser~Gly-Thpr-Pro-
NH> . 3 AcOH . 3 Hy0

La secuencia parcial ABC1D con un P.F. de 230° (descom-|,

W
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plazéndose la secuencia parcial D por la misma cantidad de la

tato, se lava con doido olorhidrico diluido, se seca sobre

| lucidén a1 40 % de bromuro de hidrdgeno en dcido acético gla-

posioidn), /A&7 %0 = —40° ¢n fecido acético, se obtiene median ;

te un procedimiento analogo al deserito para la produceidn de
{

la secuencia parcial ABCD, reemplazandose la secuencia parcial

ABC por la misme cantidad de la secuancia parcial ABCL.

s g oy s ot

Secuenoia parcial ABC1Dl: H-Gly—Lys(BOC)-Leupuer—Gln-Gln-Leu-

His-Lys(BOC)-Tyr—Gln-Thr—Tyr—Pro—
' ) _ Arg-Thr-Asn—Thr-GlyaSer-Gly-Thr-Pro-
! NHp . 3 AcOH . 3 Ho0 K

' Ia secuencia pareisl ABCLDL con un P.F. de 255° (descon

posicion) zf:j7 20 = -41° en dcido acetico, se obtiene median-
te un procedimiento analogo &l descrito para la produdp;én de
la secyencia parcial ABCD, reemplazéndose la seéueﬁcia parcial

ABC por la misma centidad de la secuencia parcial ABCL, .y reem

secuéncia parcial D1.

Secuencia parciasl B: H=Thr-Cys(Bzl)-Val-Leu-OH

2 e o e it i e e s g et s e o e ey
343t et

a) HFCys(le)-Val—Leu-OMe . BrH.
21,0 g de 2-Cys(Bzl)=CCP y 12,3 g de H-Val-Leu-Ole .
ClH se disuelven en 120 cc de dimetllformamida. A continuva~

cidn se afiaden 5,9 cc de trietilamina, la mezela de la reac—~

cibn se deja reposar & 25° durante 16 horas, se afiade etilace

sulfato de sodio y.se evapors hasta sequedéd, ¥ el residuo se
oristaliza de etilacetato/éter diet{lico. Se obtiene Z-Cys-—
(Bzl)-Val-Ieu-OMe con wn P.P. de 160°, /&7 %0 = =28% en dime

tilformemida, y este producto se disuelve en 210 cc de unsg sg

cial. Ia solucidn se deja reposar a 25° durante 1 hora, se

evapora haste éequedad Yy el residuo se recristaliza de isoprg

penol/éter dletilico. Se obtiens H-Cys(Bal)-Vel-Leu-OMle . Brh
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con un P.F. de 168°, /&7 20 = 414° en dimetilformamida.
. }
b) H-Thr-Cys(Bzl)~Val-Leu-OMe . 1,3 BrH
20 g de Z-Thr-NHNH, se disuelven en 350 cc de dimetil-

formemida, la solucién se enfrfa a -20°, se aﬁéden‘1OQ~qg de

una solucidn de deido clorhiérico 2 normal en dioxano.y;a;cog

=
wa

tinugcién se afaden 10 cc de nitrito butflico terc. le mezcla
de la reaccidn sé de ja reposar a -20° durente 10 minutoé. deg
pués de lo:cuasl se afiaden 45 cc de trietilemina y 25, 5 g de
H—Cys(le)—Val—Leu—OMe . BrH y la mezcla resultante ge sacude
e 0° durante 16 horas. ILa mezcla de la reaccion L) evapora
hasta sequedad, el residuo se disuelve en uns mezcla deo- etil-

acetato/agua, la fase orginica se lava con deido clorh{drico

diluido, se seca ‘sobre sulfato de sodlo, se concent:aumadian-

te evaporacidn, y el residuo se recristaliza de etilacetafo.v:

Se ob%iene Z-Thr-Cys(Bzl)-Val-Leu-Olle con wn P.F. de 208°
L9735 20 _ -27° en dimetilformemida,

‘20 g del tetrapdéptido arriba obtenido se disuelven en
200.0; de una mezcla de dcido trifluoroacédtico/etilacetato
(1:1), y se pasa una corriente ¢e bromuro de hidrégeno gaseo-
s0 a través de la solucidn a 0° durante. 1 hora, la solucién
se concentra luego mediante evaroracidn y el residuo se re-
cristaliza de metanol/éter dietilico. Se obtiene H-Thr—cysé
(Bzl)-Val-Teu-Oie . 1,3 BrH con un P.F. de 202°, /%720 -10°
en dimetilformamidaf_
¢) H-Thr-Cys(Bzl)-Val-Leu-OH .

372 g de H-Thr-Cys(Bzl)=Val-Leu~-OMe . 1,3 BrH se di-

suelven en 1800 cc de metanol, se afiaden 900 c¢¢ de una solu-

cién de sosa csustica 2 normal, la mezcla se deja reposar a
25° durante 1 hora, se afladen 240 cc de deido acético zlacial

v la mezcla se deja reposar a (° durante 2 horas. la masa
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| de metanol. Se obtisne BOC-Asn-Leu-Ser-Cile con un P.F. de

'cristalina precipitada se separa mediante filtrecidn, se lgva :

l
primero con dcido acético normal y a:contipuaéion con agus y i

| se seca & 50° en alto vacfo, Se obtiene H-Thr-Cys(Bzl)-Val- |

Leu~OH con wn P.F. de 219°, [§£7’%0 = -53% en amoniaco normal.
Secuencia parcial P BOC—Gys(le)—Ser—Asn—Leu—Ser~NHNH2q

bttt ek fd 3t

a) H-Asn-leu-Ser-OMe . C1H

w

43 g de H-Leu-Ser-OMe . ClH ¥y 53 g de :BOC~Asn~ONP se
disuelven en 400 cc de dimetilformemida, se afiaden 22 ce de
trietilanina, la solucién se deja reposar a 25° aurante 16 ho

ras, se evapora hasta sequedad y el rediduo se recristalize

190°, /a7 %P‘; -24% en dimetilformamida y'es§e proguéto' se

disuelve en 5C0 dc de una solucidn 4 normal d¢ deido -edorhi-

drico en metanol. Ia solucién se deja reposar a 25° durante

1 hora, se evapora hasta sequedad, el residuo se disue%ve en

metanol y se precipita con éter dietflico. Se obtiene H-Asn-
Leu-Ser-OMe . C1H con un P.F. de 180o 17;7 = ~23°% en ai-

mebilfonmamlda.

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

395 g de BOC-Ser-NHNH, se disuelven en 500 cc de dimg
tilformamida, la solucidn se enfria a -20°, se, afiaden 200 cc
de unakgolucion 2 normal de dcido clorhfdrico en dioxano 'y a
continuacidén se efieden 20 cc de nitrito butflico terc. Des-
puds de dejar reposar la mezcla de la reaccién a ~20° durante
10 minutos, se afiaden 90 cc de trietilamina y 38,0 g de H-hsn-
Leu~Ser-~OMe . ClH, la mezcla se agita & 0° durante 16 horas,
se evapora hasta sequedad y el residuo se recristaliza de clp
rofofmo/%ter diet{lico. Se obtiene BOC-Ser-Asn-Leu~Ser-OMe .
con un P.F. de 135°, /o7 %O = ~22° en dimetilformamida.y este

producto se disuelve en 420 cc de una solucién 4 normal de dcil.
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parcial F) se disuelven en 150 cc de dimetilformemida, la so-

do clorhfdrico en metanol. Ia solucidn se deja reposaﬁ a 2501

durante 1 hora, se evapora hasta sequedad y‘él residuo se ro-
cristaliza de metanol/etilacetato, .Se obtiene H—Ser~Asn—Leu~
Ser-OMe . ClH con wn P.F. de 155° (descamp.), [a7 §?~7 -350

en dimetilformamida. ey

¢) BOC-Cys(Bzl)-Ser-Asn-Leu-Ser-iHNHo taa L
18,5 g de H-Ser-Asn-Leu-Ser-OMe . C1H y 18 g de BOC-

Cys(le)-OuP se disuelven en 100 cc de dhmetilformamida,nse
afiaden 10 cc de agua, 3,5 cc de dcido acético y 5,6 cc’@é
trietilaming, la mezcla de ls reaccién se deja reposara -25°

durante 16 horaé, se evapors hasta sequedad y el reai@@b 8e

recristaliza de metanol. Se obtiene BdC-Cys(le)-SerBAshpLéum

Ser-Olfie con un P.E. de 182°, /&7 2° = -17° en dimetilformami
da y este producto se disuelve en 200 ce¢ de dimetilfoégagida
con ligero calentamiento. Se afiaden 200 cc de metanol y 20
cc de hidrato de hidracina, la mezcle se deja reposar a 30°
durante 16 horas, se precipita con éter dietilico, el precipi
tado se lave con éter dietflico/metanocl (1 t1) 'y el BOC~Cys(Bz
1)-Ser-Asn-Leu-Ser-NHNH, resultante, con un P.P. de 224°,
L3275 20 _ _13° en dimetilformemida, se sece.
§SSEE§S}§_§§EC1&1 EPF: BOC-C&E-Ser—Asn—Leu—Ser-Thr-C&s-Val—
Leu=0il

18,4 g de BOC~Cys(le)uSer~Asn~Leu~Ser~NHNH2 (secuencia

lucidn se enfria s -20° y se afinden 40 co de una solueidén 2
normal de dcido clorhfdrico on dioxano y 15 ce de nitrito bu
t{lico terc. Despuds de dejar reposar la mezcla de la reac-
cidn a -20° durante 10 minutos, se afiaden 28 cc de trietil-

amina y 16,2 g de H-Thr-Cys(Bzl)-Val-Leu-OH (secuencia par-

cigl E) y la mezclas se agita a 25° durante 16 horas. A contl
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-_._616n ¥y el residuo se lava perfectemente con dcido acético nor=|

| to. Ia solucién se evapora hasta sequedad y el residuo se la-

| amoniaco 0,01 normel, se afiade perdxido de hidrdgeno normal

o '3g02ss

- 34 -

nuacidn se filtra, la solucién se concentrs mediante ovapdra- |
mal. Se obtiene BOC-Cys(le)—Ser-Asaneu—Ser-Thr-Gys(le)-Val

!
~-Leu-OH con un P.F. de 2179, ZT;7 20 _ -17% en dimetilformami—'
da. _ v s

El producto resultante se disuelve en 5000 cc de .amo-
nigco secado, se afiade metal de sodio con agitacién y mientras
hierve el amoniaco, hasta que se obtiene una ‘colordcidn’ azul

oscuro., Se aflade cloruro deamonio con fines de descolorimien-

va con’ dcido acético normal y acetona. Despuds de sedar se
obbiese BOC~Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr~Cys—Val-Teu~OK con ‘un P.F.
de 248° (descomp.)), L[47 5 20 _ _41% en dimetilformamida/égua
(3:1).

El nonapéptido resultante se disuelve en 5000 cc de

con egitacidén haesta que se obtiene una reaccidn negativa al

nitroprusiato, se afiaden 200 cc de acido acdtico gladiel, se

filtra y sﬁ‘liofiliza. Se obtiene BocfciéTSer—Asn—Leu-Ser-Thr
:E}S-Val—Léu-OH con un P.F, de 2380.(&éscomp.), L7 %P: -18°
en dimetilformamida/agua (3:1). ' :

Secuencia parcial EFl: Piv—Cys—Ser—Asn~Leu-Ser-Thr-Cys~Val—

Lou-OH ’

- e

: BOC-C&E»Ser-Asn—Leu—Ser-Thr—C&stal-Leu-OH (secuencia
parcigl EF) se disuelve en 300 cc de acido trifluoroacétiéo,
la sofuciéﬁ ge deja reposaf a 25° durantg 30 minutos, se eva-
pora, el residuo se lava con etilacetato y se disuelve en 300
co de dimetilformemida. A esta solucidén se le afiaden 30 g de

dster p-nitrofenilico del dcido pivdlico, producto en la for~

ma descrita a continuacidn, asi como 14 co de trietileamine, la
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uezcla se deja rsposar a 25° durante 16 horas, se evapora, ¥
el residuo se lava con cloroformo. El residuo se disuelve en
300 oc de dimetilfomamida, se afiaden 50 .co de agua ¥ 50. g de

\\\\\

lava con dimetilformemida y el filtrado se evaporas hasta~~se-

quedad. El residuo se lava con cloroformo y a continnacién

con etilacetato y se seca. Se obtiene Piv-Cys-Ser-Asn—Iau»

Ser-Thr—Gye-Vel-Leu-OH con un P.F. de 243°, /a7 2% = —17° en
dimetilformemida/agua (3:1).
Ester p-nitrofenflico del dcido pivalico

ik T N WY

95 g de dcido pivdlico y 131 g de pfnitrofenol 86+ disuq;
ven en 1000 cc de etilacetato, se efiaden 197 g-de diciclonexil
~carbodiimide, la mezcla se agita_g'25° durante 2 hordég~§e
filtra, e} filtrado se concentra mediante evaporacidn y Ael ‘
residuo se recristaliza de una mezcla de etilacetato/éter de
petroleo. Se obtiene el éster prnitrofenilico del acido piva
lico con un P.F. de 104°.

Secuencia parcial EF2: EOC~C§9-Ser1§gn—Leu-Sdr~Thr-Gis-Va1—
) Teu-OH

La secuencia parcial EF2 se obtiene mediante un proce-
dimiento andlogo al descrito pera la produceidn de la éecuen-
cia parcial EF1, excepto que se usan como materiales inicisles
la secuencia parcial EF y el éster B-nitrofenii-etilioo del £+
cido carbdrico, producido en la forma descrita a continuacidn,
P.F. 263°, [7&7’%0 = ;21° en dimetilformemide/ague (3:1).

Ester p-nitrofenil-—etilico del dcido carbdnico

200 g de p-nitrofenol y 113 cc de piridina se disuel-
ven en 1200 cc de etilacetato, la solucidn se enfria a 0°, Be

afiaden 156 cc de éster etf{lico del dcido clorofdrmico con agi

tacidn, la mezcla se agita a 0° durante 30 minutos mds, se lg
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" | ta sequedad. Kl residuo se disuelve en éter dletflico y e

" | tos, despuds de lo cual se afiaden 28 cc de trietilamina y 21,8

| & de H-Thr-Cys(Bzl)-Val-Leu-OMe . 1,3 Bri / secuencis parcil

| Se- obtlene le-MCPfser—Asn—Leuuser-Thr—dys(le)-Val—Leu—OMe

4 7
'

va con agua, se seca sobre sulfato de sodio y se evapora ha: -

éster p-nitrofenil-etilico del deido carbdnico se cristalizc |

mediante la adicién de éter de petroleo. P.P. 65°.

4.

Secuencia parcial F3:; Bzl-MCP-Ser-Asn-Leu-Ser-NHNHp . ...

0ot oy i e o e v e S

8) H-Asn-Lou-Ser-OMe . CLH

L}
se

Véase la secuencia parcial F, a).

b) H=-Ser-iAsn-Leu-Ser-Okle . ClH I R

véase la secuencia parcial F, b). s

¢) Bzl-MCP-Ser-Asn-Leu~Ser~NINHp e

Bzl-1iCP-3er-Asn-Leu-Ser-NHNH, con un P.F. de 251?;' g
Z?£7 %? = ~16° eh dimetilformamida, Se obtiene mediante un «rq
cedimiento andlogo al descrito para la produccién'de la sec:en
cla parc1a1 P, c), excepto que se usa como material inicial ;

18,5 g de H»&er—Asn—Leu-oer-OMe . ClH y 13,5 £ de Bzl-MCP-0:[P..

Secuencis parcial EF3: MCP-Ser-Asnppeu-Ser-Thr-Cys—Val—Leun'

S o g s s - gt g
-

o | NHNHo

16,2 g de Bzl-MCP-Ser-Asn-Leu~Ser-NINH, (secuencia pur
cial F3) se disuelven en 150 cc de dimetilformemids, le solu-
cidn se enfria a —200, se alladen 40 ce e uha solucién 2 nowr-
mal de deido elorhidrico en'dioxgpo-y 1% cc de nitrito butf.i-

co terc. La solucidn se deja reposar a ~20° durante.1C mini-

E,jb);7 y la mezcla se agita a 25° durente 16 horas. A conti-
nuaciég'se Tiltra, la solucidn se concentra mediante evapor i

ﬂ .
cién y el residuo se lave perfectamente con metanol calient:.

con un P.F. de 244°, /&7 %O = =22° en dimetilformemida, y 38

te productio se disuelve a 60° en 100 cc de dimetilformamida.




10.

15.

20.

25.

30-

duo se lava con agua Yy acetona. Después de secer se obtiene

Se aiiaden 10 cc de hidrato de hldracina y la solucidn se deaal
reposar a 60° durante 2 horas. La hidraciéa de nonspéptido re‘
sultante cristaliza. Se lava con éter aiet{lico, agua ¥ meta»]

nol y se szeca sobre pentdxido de fds foro en alto vaeic. e ob

tiene la hidracida de nonapéptido con un P.F. de 265 , 4?;720

“an

-35° en dimetilformamida/agua (3:1).

»
N

Bl prouucto resultante se disuelve en 5000 cec de amo—

PR

niaco seca ado, se afiade metal de sodio con agit&cion Yy mleﬁtras
hierve el amoniaco hasta que se obtiene una coloracion azul os!
curo. Se aiiade cloruro de amonio con fines de descolorimien—
t0 y & continuacién se pasa una corriente de aire a tréﬁé§ de
la soldcién hasta que se obtlene una reaccidn negativa\bl;ni-

troprusiato. Le solucidén se evepora hasta sequedad y é;;ies;

Mdf-ser-Asn-Leu-Ser-Thr46§s—Val-Leu~NHNH2 con un P,F. de

2789, 17;7 20 _ _19° en dimetilformemida/agua (3:1).

EJENPLO 1: BOC—Cys~Ser-Asn-Leu~Ser-Thr-Cys-Val-Lequly-Lys(BO
¢)~Leu-Ser~Gln-Glu (0TB)~Leu~His~Lys (BOC)-Lou=-Gln-
Thr=Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly~Thr=Pro-
NH, . 2 CH3COOH . 3 Ho0

1,0 g de nonepéptido (secuencia parcisl EF) se disuel-

ve en 10 cc de dimetilformamida, se ailaden 1,5 g de N-hidroxi-
succinimida y 0,52 & de diciclohexil~carbodiimide, la mezcla
se agite a 25° durante 6 horas, se filtra y el filtrado se

evapora hasta sequedsd. EL residuo se lava con etilacetetc

y éter dietilico y se seca. Se obtiene BOC-C§;¥Ser-Asp~Leu—
Ser-Thr-Cys-Val-Leu~0Su con un P.F. de 242°, y este producto
se disuelve en 10 cc de dimetilformemida. A esta solucidn se

le afiaden 3,1 g de diacefato de tricosapéptido (secuencie par-

cial ABCD) y 1,2 g de N-hidroxisuccinimida y la mezcla se agi
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ta o 25° duiante 16 horas. Ia mezcla de la reaccién se evapo!
ra hasta sequedad, el residuo se lava con éter dietflico, c1o;
roformo y acetona. Se obtiene el dotrlacontapeptldo prowef¢~§
do,‘bruto,lj dste se disuelve en 50 cc de una mezcla ds, Qloro%
formo)hetanol/hgua (70:30:5). La solucidn resultante se Polo?
ca en capas sobre una columne de gel de sflice (5 x 100 cm), i
que ha sido equilibrada con la mezcla arribe indieada.. w& elul
ye con una concentracidn creciente dq metanol. ILas fraccio- 5
nes combinadas que contienen el péptido puro se eveporan, a

continumeidn se lavan con éter diet{lico y se secan sobre hi

dréxido de potasio en alto vacfo. Se obtiene el compuesto del

titulo con un P.F. de 230° (deocomp ), [87 § 20 _ 450 en ac:L-‘i

do acético al 50 %.

BJIEMPLO 23 H—st—Ser—Asn—Leu—Ser-Thréa}s—Val—Leu—Gly—Lys—Leu-

Ser-Gln—Glu—Leu-His-Lys-Leu—Gln—Thr-Tyr—Pro—Arg— |

Thr;Aén-Thr-Gly—Ser—Gly—Thr-Pro-NH; . hexaacetato.
deczhidrato

3,3 g de dotriacontapéptido . diacetato . trihidrato
protegido gEjemplo 1) se disuel;en bajo una atmdésfera de ni- !
trégeno en 100 cc de scido trifiuorqacéticé, la sﬁlucién se
déja réposar a 20° durante 15 minutos y se evapors hasta sequy
dad. El residuc se disuelve ‘en 300 cc de deido acético 0,2
normal, la solucidn se trata con 20 cc de amberlite~IRA-410
(acetato), se llofillza, el residuo se lava con éter dietfli-
co y se seca sobre hidréxido de potasio en alto vaoio. Se ob
tiene el compuesto del t{tulo con un P.P. de 220° (descomp.),
[37 3 20 _ _46° en dcido acético al 50 %,

Los compuestos siguientes se producen mediante uu pro-

cedimiento anéldgo al descrito en el Ejemplo 16 2: ‘

EJENPLO 3: Piv-st—Ser-Asn-Leu~Ser-Thr~Cys-Val-Leu~uly—U‘q"
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(BOC) ~Lou-Ser~G1ln-Glu(( TB) -Leu~His-Lys (BOC) ~Leu—Gln |

~Thr~Tyr—Pro-Arg-Thr=As n-Thr -Gly-Ser-Gly-Thr—Pro-

\Ho . diacetato . trihldrato.

Materiales iniciales: secuencias parciales EFl y AB.CD.. l

~
LRI

Procedimiento de acuerdo con el l.jemplo 1. : R
P.F. 220° (descomp.), /%7 § 20 _ 459 en dcido acético al 50 %4
EJEMPLO 4: Piv-Cys-oer-Asn-Leu-ser-Thr-c&s-Val-Leu-Gly-yyg:

R Y

Leu-Ser=-Gln-Glu-Leu-H:. g~Lys+Leu-Gln-Yhr~Tyr=Pro-

Arg-Thr-Asn-Thr~Gly-S.r=Gly-Thr-Pro-NH, . hexaace-

*****

tato . octahidrato

Material inicial: dotriacontapép:ide del Ejemplo 3.
Procedimiento de acuerdo con el ijemplo 2.
P.F. 216° (descomp.), /&7 %O = -49° en dcido acético;al, 50%.
EJEMPLO 5: KOC-Cys-3er-Asn-Leu=S »r-Thr-Cys-Val-Leu-Gly~Lys—
(BOC)~Ieu~Ser-Gln~-Glu/0TB) -Léu—His-I:ys (BOC)=Leu-

G1ln-Thr-Tyr-Pro~Arg-Thr-Asn-"hr-Gly-Ser-GLly-Thr-

Pro-NH, . diacetato . trihid-ato

Materiales iniciales: secuencias parciales EF2 y ABCD.
Procedimiento de acuerdo con el ijemplo 1.

P.F. 230° (descomp.), /&7 ]?50 = =45° en acido acético al 50%.
BJEKPLO 6: HOC-Cys-3er-Asn-Leu-Ser=Thr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys-

Leu~Ser~Gln-Glu~-Leu~! is~Lys-Leu~Gln-Thr-Tyr-rro-

Arg-Thr-Asn-Thr—-Gly~S ;r-Gly-Thr-Pro-NH, . hexaacg

tato . octahidrato

Material inicial: dotriamcontapdptido del Ejemplo 5.

Procedimiento de acuerdo con el ¥jemplo 2.

P.F. 2400 (descomp.), /&7 & 20 _ _52° en deido aeetico al 50%.

BJ ENPLO 7s MCP—Ser-Asn-Leu—-S er-1hr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys ( BOC) -
Leu-Ser-G1n-Glu(0TB)~-Leu-liie~Lys (BOC)~Leu-Gin-Thr-

Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Fro-NH, .

diacetato . trihidraio o POOR
QUALITY
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| BJEMPLO 9: BOC-Cys-Ser—Asn-Leu=S ix-Thr—Cys-Val-Leu-Gly-Lys-—

1,05 g de hidracida de oc apéptido (secuencia parcial
EFS) se disuelven a -20° en una jiezela de 50 cc de dimetilfor :
mamida y 1,2 cc de dioxano/ClH 2 normal. Se afiaden 0,116 cc
de nitrito butilico tere., se sgita durante 10 minutos g}wQOQf
se afiaden 1,4 cc de trietilamina y 3,1 g de diacetato de tri-'
cowapéptido (secuencia parcial A3D) y 5 cc de agua y ééigéi-;
ta durante 16 horas a 0°.  Ia me:cla de la reaccidn se eﬁa;o~i
re hasta sequedad y el residuo ss lava con éter dietilico, ‘
cloroformo y acetona. EL péptidn bruto resultante se disﬁel—i
ve en 100 ec de dcido acético 0,3 normml, se trata con 20 co;
de amberlite~IRA-410 (acetato) y se afinden 50 cec de hidrdxido

de amonio 0,6 normal. El valor HH se ajusta a 6,5 y la soln |

l
a
cidn resultante se coloce en une columna de carboxzmet:l»celvl
losa (10 x 100 cm) que ha sido t.atada con una. solucidn regu~;'
ladors de acetato de amonio 0,15 normal. Ia elucidn se cfec—?
tda con una'concentracién y un gradiente pH crecientes (0,15 [
normal a 0,4 normal; pH 6,5 a pH 7,0). Las fracclones combi- ;
nadas que contienen el péptido p wo se liofilizan 3 veces, el:
residuo se lava con etanol y segtidameqte.cgn éter dietilico ;
y se seca .sobre hidréxido de potisio en alto vacfo. Se obtig
ne el compuesto del titulo con w) P.P. de 230° (descomp.),
87 % 20 - _45% en deido acetico al 50 %.

EJERPLO 8: MCP-Ser—Asn~Leu-Ser—Thr—Cys-Val-LeurGly-Lys~Lau-

Ser-Gln-Glu~Leu=~His=L 7/s-Leu~Gln-Thr-Tyr-Pro-Arg-

Thr-Asn~Thr-Gly-Ser-G.y-~Thr-Pro-NH, . hexaacetato.

N

‘ octahidrato
Material irklal: dotriacontepéptido del 3jemplo 7.
Procedimiento de acuerdo con el .ijemplo 2.

P.F. 220° (descomp.), /%7 20 = -60° en deido acdtico al 50%.

POOR
QUALITY
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(MOC)~Leu-Ser~Gln—G1n-Leu—His—Lys(BOC)—ﬁeu—Glnnrhr-f '

l
Iyr-Pro-Arg-Thr-Asn~Thr-Gly-Ser=-Gly-Thr-Pro~NH, . 2

v k]
CH3COOF. . 3 Hy0

Materiales iniciales: secuencias parciales EF y ABCDL. . .. -

Procedimiento de acuerdo com el E;emplo 1. 23

P.F. 235° (dBJCOWp )y Zf;7 20 _ _/6° en acido acético al 50%.

EJERPLO 10: H—Cys—oer-Aan-Leu-Ser—Thr-CJs—Vql—LequlthVO-Lou-

Ser-Gln-Gln-Leu-His-Igs-LeuuGln-Thr-Tyr-Pro-Arg~
Thr-Asn-Thr-Gly-3er-Gl y-Thr-Pro-NH, . 6 CH3COCH .
10 H,0

Naterial iniciel: dotriecontapéptido del Ejemplo 9. e
Procedimiento de acusrdo con el E,emplo 2. I
P.P. 2309 (desconmp.), [%/ %0 = ~ 8% en 4cido acdtico al.5C %.

BJEMPLO 11: BOC-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu~Gly-Lys-
(BOC) -Leu~3er-G1ln-Glu( 0TB)~ILeu~llis~Lys (BOC)~Tyr~
Gln-Thr-Tyr-Pro-ArngLr-Asn-Thr~Gly—Ser-GlyaThr;

Pro-NHp . 2 CH3CO0H . 3 Hp0

Materiales iniciales: secuancias parciales EF y ABCLD.

Procedimiento de acuerdo con el E;emplo 1.

P.P. 230° (descomp.), /&7 %O = -25° en dcido acdtico al 50%.

EJELPLO 123 H—Cis—ser-Asn-Leu—SequthE}s-Val-Leu-Gly—Lys-Leu-

Ser-Gln-Glu-Leu—His-Lys~Tyr-Gln—Thr-Tyr-Pro—Arg—

Thr-Asn~-Thr-Gly-Ser-G..y-Thr-Pro-Nli, . hexaacetato.

decahidrato

Material inicisl: dotriacontapdpt:do del Ejemplo 11.
Procedimiento de acuerdo con el Ejemplo 2.

P.P. 215° (descomp.), /&7 %O = -13% en dcido acético al 50%.

BIWIPLO 13 BOC-Cys-3er-Asn-Leu=Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys=-

(BOC) - Leu~sor-Glo-Gln--Leu-His-Lys (BOC)=Tyr-Gln-

Thr-TJr—Pro-ArN—Thrnﬂly-Ser-Gl&-Thr~Pro~NH3 . d*

acetato . trihidrato . ' F’C)t)Fa
QUALITY
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‘les en vigor, siendo lo que conatitﬁye la eséncia del referi-

¥

Baterinles iniclales: secusucias parcimles EP y ABClDl.
Procedﬁniento de acuerdo con el Sjemplo 1, ,
P.F. 235° (descomp.), Z?&7'%O‘= -43° en deido acético normal/
metanol’(é:1). :

r L : |
EJENPLO 14: H—Cys-Ser-Asn—LeuPSer-Thr-Cys-Val—Leu~Gly—Lys~Leuf

ASer—Gln~Gln-Leu—His-Lys~Tyr-Gln—Thr-Tyr-ProLﬁfg-

Ry

Thr-Agn=Thr-Gly=Ser-3ly-Thr-Pro-NHs . hexaacéto-
to . decahidrato

Material inicial: dotriacontapéptido del Ejemplo 13. i
Procedimiento de acuerdo con el &jemplo 2. i
P.F. 216° (descomp.), /&7 2% -13° en deido acétido nopmal. |
-ncTaA- :
- Descrita suficientemente la naturaleza del invento, E
gsi como ls maners de realizarlo en la practica, debe hacer- 3
se congtar que las disposiclones anteriorménte indicadas, son;
suéceptibles de modificaciones Ce detallé en cuanto no alte~
ren su'principio fundamental. También se hace constar que el
invento correséonde s once Sollicitudes de Patente, presentm-
das en Suiza; hds: 8.405/69 de 3 de junio de 1969;A9.451/59
de 20 de junio de 1969; 9.452/69 de 20 de junio de 1969;
9.453/69 de 20 de junio de 19695 9.461/69 de 20 de junio de
1969; 9.559)59 de 23 de junio de 1969; 9.560/69 de 23 de juw
nio de 1969; 9.561/69 de 23 de junio de 1969; 9.792/69 de
26 de junio de 1969; 9.957/69 de 30 de junio de 19695y
13.612/69 de 9 de septiembre de 1969, acogiéndose por lo tan

t0 a los beneficios que conceder los Convenios Internaciona-

do invento y por lo que se solicita Patente de Invencidn por

20 aifios en lispafia, sobre: PROCLDIMIENTO PARA LA OBTENCION D

DERIVADOS DE PCLIPEPTINOS: caracterizéndose por lo siguiente:
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1.~ Procedimiento para la obtencidén de derivados de
polipéptidos, de ffomula I, ¥ .
S~CH CHI~CO- Ser~Am-Leu~Sed-Thr Cys-Val-t eu-Gly-Iys~L eu=

2 h
‘Ser-Gln~Glu~Leu~His-Lys-Ieu~Gln-Thr-Iyr-Pro~Arg=-Thr-Asn-
Thr-Gly=-Ser-Gly-Thr—-—Y I 2 %

en don X es <H, -NH,, R-CO-NH-, én donde-R es alquilo, éréi;
quilo facultativamente sustituido, o arilo facultativamente
sustituido, 6 R’-0-CO-NH-, en donde R’ no es capaz de ser di-
sociada con 4cido triflucroactico, y es alquilo, alquenile,
aralquilo facultativamente sustituido, o arilo facultativamen—
te sustituido, e Y esl-prolinamida 6 L-pfolin-L-valinamiﬁg(
teniendo la unidad de péptidos terminal S-CHZ-GHXEGO- la for-
ma L cuando X es -NH2, R=C0~NH~ 6 R’~0-CO-NH=-, ¥ en donde un
radical L-serilo puede ser cambiado por un radical IL~treonilo
6 I-alanilo, un radical I-asparaginilo por un radical I~aspar
tilo, I~glutaminilo 6 L-glutamilo, un radical L-treonilo por
un radical L-serilo 6 L-alanilo, un radical IL-lisgilo por un
radical BOC-ligilo, L-ornitilo 6 L-arginilo, un radicel I-glu
taminilo por un radical I-glutamilo, I-asparaginilo 6 L-aspar
tilo, un radical I-glutamilo por un radical 0TB-glutamilo, D=
glutaminilo, L-asparaginilo § L-aspartilo, un radical I-leuci-
lo por un radical I-tirosilo, un radical I=tirosilo por un rg
dical I~fenilalanilo y un radical I-arginilo por un radical
I~ornitilo 6 I-lisilo, caracterizado porque se unen dos unida
des de pbptidos mediante un enlace de amida, siendo las unida-

ga la secuencia de aminodcidos del compuesto de férmula I, un

des de péptidos de tal naturaleza que al ser unidas se obten~4 .

dose ambas unidades de péptidos, preferentiemente un nonapbépti-
do que contiene el enlace disultido, y un tricosapéptido de

modo quimico anteriormente conocido.

~)



‘2.~ Procedimiento pafanla obtencién de derivados de
polipéptidos, tal y como queda sustancialmente descrito en la
presente Memoria. v

a s

Esta Memoria consta de cuarenta y cuatro hojas escri-

tas & miquina por una sola cara. | ;
Medrid,

SANDOZ A.G. R

GUMEZ RGITU Y TRODET
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