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La presente Invencidén se refiere a nuevos poli

péptidos y a un Procedimiento para su fabricecibén. Mis
concretamente, la presente Invencidn se refiere a polipén
tidos relacionados con la hormona Adrenocorticotrdpica,
as{ como a un procedimiento industrialmente practicable
para su fabricacidn.

En el esquema y en toda la Memoria Descripti-
va presente y ejemplos de trabajo, Sar, Albu, Tir, Ser,
Met, Glu, His, Fe, Arg, Tri, Gli, Lis, Pro, y Val, repre-
sentan restos de sarcosina, &cido a-amino isubutirico,
I-tirosina, L-serina, L-metionina, &cido L-glutémino,
I-histidina, L—fenilalanina; L-arginina, L-triptéfano, gli
cina, I~lisina, I~prolina y IL~valina, respectivamente y
la palabra "resto" antes mencionada, significa un radical
que deriva del «~amino 4cido correspondiente por elimina-
cibn del grupo OH del grupo carboxilo y de H del grupo
«~amino, es decir, comenzando con referencia a la I-lisi-
na (CHECNHE)(GggchNHQGOOH) por ejemplo, cuando la I-lisi
na se representa mediante la férmula NHQ-A-COOHCNHQ es un

-radical ¢-amino), se cita, como "residuo de I-lisina" wn

radical de -NH-A-CO- y se represents sbreviadamente como
"Iis"; las abreviaturas para los otros o-amino 4cidos an-
tes mencionados, tienen el mismo significado que el indi-~
cado en la I~lisina,

Ie presente Invencidn proporcions un polipép-
tido seleccionado del grupo constituido por un compuesto
polipeptidico, indicado mediante la férmula general (I):

X-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Iis~-Pro-
Val-Gli~Lis-Iis~-Arg-Arg-P (donde X representa sarcosilo o

o«~amino-isobutirilo, y P es un miembro selecclonado del
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grupo constitufdo por ProOH, Pro-ValOH, Pro-Val-LisOH,

Pro-Val-Iis-ValOH, Pro-Val-Lis-Val-TirOH y Pro~Val-ILis-
Val-Tir-ProOH, su amida sin sustituir, su sal de adicién
de &cldo, fisiolégicamente tolerable, ¥y su complejo de me
tal pesado. A lo largo de toda la lMemoria Descriptiva pre
sente, los ejemplos de trabajo ¥y las reivindicaciones, la
expresidn "smida sin sustituir" se entiende significa "un
polipéptido del que estd aminado el grupo carboxilo del ¢
terminal, es decir, convertido en -GQNHE"

Ios productos finales de la presente Inven.
cibén, son nuevos polipéptidos, ¥y su actividad adrenocorti
cotrépica les hace sumsmente adecuados para su empleo co-
mno medicinas o drogas para veterinaria. Ios compuestos
complejos metdlicos de los péptidos, en particular, sobre
salen en la duracién de la eficacia as{ como en su escasa
solubilidad. Los compuestos de la presente Invencidn pue-
den ser Gtiles, asimismo, como intermedios para la produc
cién de medicamentos que tienen una cadena de amino dci-

dos, mis larga.

Los nuevos polipéptidos se obtienen medisnte
el método conocido para la fabricacién, para cuyo propbsi
to los amino &cidos pueden enlazarse en el orden de suce-
sibén antes indicado. Es decir, los polipéptidos de la pre
sente Invencién se producen dejando reaccionar sarcosina,
dcido a-amino-isobutirico o un fragmento peptidico que
contiene X en el orden de sucesidn antes indicado (donde
el grupo carboxilo del C-terminal esti activado) con wn
fragmento polipeptidico que corresponde al resto de la su
cesidn de aminodcidos anbes descrita, a la vez que los

grupos funcionales que no participan en la reaccidn, se
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Protegen ventajosamente.
El grupo carboxilo del C terminal de la sarcQ
sina, del Acido a-amino-isobutirico o de un fragmento pep,
tidico que contiene X, puede activarse, por ejemplo, me-
diante la formacidén de un anhidrido de Acido, mediante la
formacidén de un anhidride mixto por reaccibén con wn deri-
vado de un Acido orginico con impedimento estérico, por
ejemplo cloruro de pivaloilo, o con un derivado de Acido
carbdnico, por ejemplo el cloroformiato de etilo, o puede
activarse mediante la formacibén de un éster activo, por
eﬁemplo un &ster nitrofenilico, por ejemplo el éster p-ni
trofenilico, o un éster fenilico clorado, por ejemplo, el
éster pentaclorofenilico y el éster, 2,4,5-triclorofenili
co, 0 mediante la formacidn de una azida, o mediante el
empleo de un agente de condensacibn, por ejemplo N,Nt-dici
¢lohexil-carbodiimida o N,H!-carbonil-bis-imidazol,
Cualesquiera grupos funcionales libres que no
participen en la reaccidn se protegen, convenientemente,

en especial por radicales que son ficiles de eliminar por

hidrélisis o reduccidn.

Asi pues, para el grupo «-amino del N terminal
de la I~sarcosina o del &cido «-amino-isobutirico, se re-
comiendan sustituyentes protectores tales como grupo ben-
ciloxicarbonilo, grupo butoxicarbonilo terciario, grupo
amiloxicarbonilo terciario, p-metoxifenilsulfonilo o seme
Jantes., Intre ellos, el grupo benciloxicarbonilo y el gru
po butoxicarbonilo terciario son los més preferidos para
este propdsito.

El sustituyente protector para proteger el gru

po E?Famino de la IL-lisina, se pone de ejemplo por benci-

-4 -
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loxicarbonilo, butoxicarbonilo terciario, clorobenciloxi- i§

A
N

carbonilo o semejantes, y los mls preferibles son bencilo
xicarbonilo y butboxicarbonilo terclario.

El grupo carboxilo del C terminal de "un frag

5 mento polipeptidico que corresponde al resto de la suce-
sién de amino Acidos" antes mencionado, puede protegerse
mediante sustituyentes protectores conocidos per se, que
incluyen grupos alcohilo inferiores (por ejemplo metilo,
butilo terciario) y grupos aralcohilo (por ejemplo, benci

10 lo).

El sustituyente protector para proteger el
grupo guanidino de la L~arginina, incluye grupos nitro,
grupos torllo o semejantes, y el primero es el méis prefe-
rible. El grupo guanidino de la L-arginina puede rroteger

15 se mediante la adicién de cloruro de hidrdgeno al grupo
guanidino,

Para proteger el grupo )’—amino del 34cido
I-glutémico, pueden utilizarse sustituyentes protectores
tales como butilo terciario, bencilo y semejantes, pero

20 el grupo }(Lcarboxilo del acido L-glutimico o el grupo
guanidino de la L-arginina, pueden quedar sin proteger
durante la reaccidn,

Ios polipéptidos obtenidos mediante la reac-
clén de condensacién, generalmente tienen grupos amino

25 Protegidos y grupos carboxilo protegidos, en su molécula,
La conversién de un grupo amino protegido en un grupo li-
bre y la conversién de un grupo carboxilo protegido en un
grupo carboxilo libre, se lleva a cabo de la manera cono-
cida, por tratamiento con un agente hidrolizante (por

30 ejemplo, fluoruro de hidrbgeno, Acido trifluoroacético,

7.12.70.
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etc.) o un agente reductor (por ejemplo sodio metdlico en
presencia de amoniaco liquido, o semejante).

Todos los mébodos mencionados pueden emplear-
se pare formar uniones peptidicas, segin la presente In-
vencidn, pero los procedimientos utilizados en los Ejenm-
plos que siguen, son especialmente ventajosos.

Segfin se ha indicado anteriormente, existen
diversas posibilidades disponibles para sintetizar los po
lipéptidos de la presente Invencidén. Segfin uwno de los prgo
cedimientos, por ejemplo, un derivado protegido de un txi
péptido, de férmulas X-Tir-SerOH (donde X tiene el mismo
significado antes expuesto, el grupo carboxilo del ¢ ter-
ninal de la L-serina estd activado, y el grupo funcional
libre que no participa en la reaccidn, estd protegido) se
condensa con un miembro seleccionado del grupo constitui-
do por un derivado protegido de un polipéptido, de férmu-
la:

H-llet~Glu-His~Fe-Arg-Tri-Gli-Iis-Pro-Val-Gli-
Lis-Iis-Arg-Arg-P'-NH, (en la que P! es un miembro selec-
cionado del grupo comstitufdo por ProOH, Pr0-ValOH, Pro-

Val-LisOH, Pro-Val-TIis-ValOH, Pro-Val-Lis-Val~-Tir0H y

Pro~-Val-Iis-Val-Tir-FroOH y todos los grupos funcionales
que 1o parbicipan en la reaccidn, estén protegidos), su
amida sin sustituir y una sal de adicién de Acido corres
pondiente, ¥y los sustituyentes protectores se eliminan,
En este procedimiento, es preferible que el
grupo carboxilo del C terminal de la IL-serina, se activa
mediante la formacién de wn éster activo, mediente la for
macién de una azida o mediante el empleo de un agente de

condensacién y, después de la reaccién de condensacidn,
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los grupos amino y carboxilo protegidos, del condensado
asi producido; se liberén mediante el empleo de fluoruro
de hidrégeno.

Segfin este procedimiento se obtiene un trico-
sapéptido de la presente Invencién, conforme a la Tabla 1,
como se indica a continuacidn.

En toda esta Memoria Descriptiva, los simbo-
los Z y BOC, representan grupo carbobenciloxi y grupo dbu-
toxicarbonilo terciario, respectivamente, y OtBu represen
ta el grupo J-carboxilo del fcido IL-glutémico, protegido

por el grupo butilo terciario.

Tabla 1

Z--Sar~Tir-Ser—&N3 +

NO Z

102 4
H-Met-Glu-His-Fe-Arg~Tri-Gli-Lis-Pro~Val-Gli~Tis-
2 2% ;
Lis-ﬁrg-ArgéPro-Val-LisJVal-TirANHé

He g

Z-Sar~-Tir-Ser-Met~Glu~-His-Fe-Arg-Tri~Gli-Iis-FPro-

2 2 NO,NO Z
t 1 (272 '
Vhl-Gli-Lis—Lisﬁkrg-ArgéPro—Va1~Lis-Val—TiréNH2

lHZE‘
H-Sar-Tir-Ser-Met~Glu-His-Fe-Arg-Tri~Gli~Lis~Pro-Val-
Gli-Lis-Lis-Arg~Arg-Pro-Val-Iis-Val-Tir* NH2
En la Tabla 1, X tiene el mismo significado
anteriormente expuesto. El derivado tripeptidico mostrado
en la Tabla 1, puede prepararse por ejemplo, mediante la

ruta de sintesis expuesta en la Tabla 2, y el heneicosa-

péptido puede prepararse, por ejemplo, mediante el método

-7 -
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deserito en la Solicitud de Patente Holandesa Ne 18811/
1968.
Tabla 2

Z-Sar~-N. + '.I.‘:i.r(JCH5

,L 5
Z-Sar-TirOCH5

: NHDE

Z-Sar-Tip-N 3 + H-Ser-0CH
Z-Sar-—'J.‘ir-SerOCH3

3

HNO2

H—S:eu:--i[‘:‘L:c‘-Se1:*--1\13
Los compuestos polipeptidicos de esta Inven-
cién, pueden prepararse, también, mediante la reaccién de
condensacidon entre un derivado protegido de un tetrapépt_:‘_._

doy de férmula: X-Tir-Ser-llet (donde X tiene el mismo sig

_nificado antes expuesto, el grupo funcional libre que no

participa en la reaccidén estd protegido y el grupo carbo-
xilo del C terminal de la I~metionina, estd activado) y
un miembro seleccionado del grupo constitufdo por un deri
vado protegido de wn polipéptido de H-Glu-His-Fe-Arg-Tri-
Gli-Iis-Pro-Val-Gli-Iis~Lis-Arg-Arg-P!

(donde P! tiene el mismo significado anteriormente expueg
%o, ¥ estén protegidos todos los grupos funcionales que
no participan en la reaccidn), su amida sin sugtituir y
una sal de adicidén de Acido correspondiente, y después se

liberan los grupos amino y carboxilo protegidos. Como es
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légico, el polipéptido libre resultante puede convertirse

en una sal de adicidén de &cido, fisiolégicamente tolera-
ble, 0 en un complejo de metal pesado.

En este procedimiento, es preferible que el
grupo carboxilo del C terminal de la L-metionina se acti-
ve mediante la formacidn de un éster activo, mediante la
formacién de una azida o mediante el empleo de un sgente
de condensacidén, y, después de la reaccidn de condensa-
cién, los grupos amino y carboxilo protegidos, del poli-
péptido asi producido, se liberan, medisnte el empleo de
dcido trifluoroacdtico o mediante el empleo de fluoruro
de hidrdgeno.

Segfn este procedimiento se obtiene wn tetra-
cosapéptido de la presente Invencién, como se muestra en
la Tabla 3e

Tabla 3
BOC-X—Tir—Ser—MIet—EN3 +
OtBu ]’300 ]'300
H«élu-His—Fe-Arg—Tir-Gli-LiséPro—Val—G1i~Lis-Lis-
Z?OG
Arg=-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-Pro~-0tBu

l, (;JtBu B;OG

BOC-X-Tir~Met-Glu-His~-Fe-Arg-Tir-Gli-Lis-Pro-Val
I?OG 1300 1'300
Gli-Iis-Iis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-Pro~OtBu

l CFECOOH
X-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val-
Gli-Idis~Iis-Arg-Arg-Pro-Val-Iis-Val-~Tir-ProOH
(En la tabla enterior, Pro-OtBu representa que el grupo

carboxilo estd esterificado mediante un grupo butilo ter-

-9 -
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Segfin el método de la presente Invencldén, pue
de producirse vambién un polipéptido, dejando reaccionar
un derivado protegido de un decapéptido, de férmula:
X-Tir-Ser-Met-Glu~-His-Fe-Arg~Tri-GLiOH (en la que X tiene
el mismo significado anteriormente expuesto), los grupos
funcionales libres que no participan en la reaccidn estin
protegidos por sustituyentes protectores y el grupo carbg
xilo del C terminal de la glicina estd activado) con un
miembro seleccionado del grupo constituido por un derivado
protegido de vn polipdptido de férmula: H-Lis-Pro-Val-Gli-
Tis-Lis-Arg-Arg-P' (donde P' es un miembro seleccionado
del grupo constituido por ProOH, Pro-ValOH, Pro-Val-LisOH,
Pro-Val-Lis-ValOH, Pro~Val-Lis~Val~TirOH y Pro-Val-Lis-Val-~
Tir-Pro0H, y todos los grupos funcionales gque no partici-
pan en la reaccibn, estén protegidos por sustituyentes
protectores), su amids sin sustituir y wna sal de adicidn
de Acido correspondiente, y separando los grupos protecto
res del polipéptido asi obtenido.

En este procedimiento, es preferible que el

grupo carboxilo del C-terminal de la glicina, se active me

diante la formacidn de un éster activo, mediante la formg

cién de una azida, mediante el empleo de un agente de con
densacidn, mediante la formacidén de wn anhidrido de A4cido,
activo, o mediante la formacibén de un anhidrido mixto;
despuds de la reaccibén de condensacidn los grupos amino y
carboxilo protegidos, asl obtenidos, se liberan mediante
el empleo de 4cido trifluorcacédtico o mediante el empleo

de fluoruro de bidrdgeno.

Sezln este procedimiento, se obtiene uno de

- 10 -
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los polipéptidos de la presente Invencién, como se mues-
tra en la Tabla 5.
Tabla 5
OB H® HCL
BOC-Sar—Tir-Ser—Mbt~Glu~His-Fe-Lrg—Tir~Gli—OC) +

Z BOC ?oc ?OC

| |
Clc> QDHg-LiséPro»Val—Gli~Lis—Lis—Arg—Argqpro.valﬁLis,

1@

OtBu ® BOC
|

BOC-Sar-Tir-Ser-et-Glu-His~Fe-Arg-Tir-Gli-Lis-Pro-

19010
BoCc Boc EH® H® BOC

| O O |
Val—Gli—Lis%LisﬁArg-ArgéProJValwlisJVal-NHe

l CFECOOH

H-Sar-Tip-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tir-Gli-~Lis-Pro-
Val—GiLi--Lis—Lis-—Arg-Arg-—IPro-Val—Lis—'V'al--ZI)TH2

La "sal de adicidén de 4cido correspondiente”
antes mencionada, se pone de ejemplo mediante una sal de
adicibén de &cido inorginico (por ejemplo clorhidrato, sul
fato o semejante) y una sal de adicién de Acido orgénico
(por ejemplo, acetato, formiato o semejante).

La reaccidén de condensacién se lleva a cabo,

generalmente, en presencia de un disolvente adecuado. Es-

- 11 -
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te disolvente puede, ser, por ejemplo, dimetilformamida o
dimetilsulfbxido, que pueden ser tanto aphidros como hi-
dratados, o una de sus mezclas con, por ejemplo, clorofor
mo, dioxano, diclorometano o tetrahidrofuranc.

La temperabura de reaccién se encuentra, por
lo general, en el inbervalo entre -202C, aproximadsmente,
¥ 302C, aproximadamente, sun cuando la reaceiln puede lle
varse a cabo bajo calentamiento o enfrismiento.

Las dos sustancias que han de formar un enla-
ce amfdico entre ellas, se emplean, por lo general, en
cantidades estequiométricas, pero las proporciones pueden
variarse, como se desee, Generalmente, cuando el fragmen-
to peptidico en el lado del N terminal, es relativamente
DPequeiio, se obtienen mejores rendimientos y resultados
cuando se emplea un exceso de este fragmento.

Una vez completa la reaccidn, el producto fi-
nal puede recuperarse mediante procedimientos que son con
vencionales, per se.

Segin las condiciones d&e reaccidén, este nuevo
compuesto se obbtiene en forma de base o en forma de sal,

Partiendo de dicha sal, puede obbtenerse la ba
se de la manera habituel, y esta base puede hacerse reac—

cionar con wn 4cido terapéuticamente aceptable para obte-

ner la sal correspondiente. El &cido recién mencionado

puede ser un 4cido inorglnico tal como, por ejemplo, un
haluro de hidrégeno (por ejemplo Acido clorhidrico o 4ci~
do bromhidrico), &cido percldrico, Acldo nitrico, Acido
tiocidnico, 4cido sulffirico o Acido fosfbrico; o un &cido
orgénico tal como, por ejemplo, Acido férmico, Acido acé~

tico, 4cido propidnico, &cido glicdlico, Acido léctico,

-12 -
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dcido pirfivico, Acido oxAlico, Acido maldnico, écido succi
nico, &cido maleico, 4cido fumirico, Acido antranilico,
dcido cindmico, Acido naftalensulfénico o dcido sulfanili
CO.

El producto final asi obtenido puede conver-
tirse en compuestos de complejo metélico por procedimien-
tos que son convencionales, per se. Por ejemplo, se hace
reaccionar una solucién acuosa del polipéptido preparado
como snteriormente, con una sal de, o el hidréxido o el
&xido de, uno o mis de los metales cobre, niquel, cobalto,
¥ hierro, y la mezcla resultante se ajusta a un pH de 6 a
8, aproximadamente, con lo que se forma un compuesto de
complejo de metal pesado, entre el compuesto de metal, so
porte ¥y el polipéptido anterior. Entre los diversos com-
puestos de complejo metdlico asi obtenibles, el compuesto
complejo de zinc se muesbtra sobresaliente en actividad
prolongada.

El polipéptido obtenido mediante el método de
esta Invencidn, puede ser administrado en diversas formas
farmacéuticas que contienen mezelas del mismo con exci-
pientes orghnicos o inorgénicos adecuados, farmacéutica-
mente aceptebles. Ios excipientes adecuados son las sus~
tancias que no reaccionan con el polipéptido anterior,
teles como gelatina, lactosa, glucosa, cloruro sbédico, al
middn, estearato magnésico, talco, aceite vegetal, alco-
hol bencilico, goma, polialcohilenglicol, vaselina blanca,
colesterol, etc, asi como otros excipientes de medicamen-
tos, convencionales.

Las formas farmacéuticas antes mencionadas

incluyen, entre otras, tablebtas, tabletas recubiertas de

- 13 -
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azlcar, pomada, polvo, crems, supositorios, soluci&n; sus
pensibén y emulsién, Estas preparaciones nuevas pueden es—
terilizarse y/o contener auxiliares tales como preservado
res, estabilizantes, agentes humectantes, ¥y emulgentes.
Las nuevas preparaclones pueden contener, ademis, otras
sustancias terapéuticamente eficaces.

El compuesto que constituye el objeto de esta
Invencidn, puede emplearse o bien oral o parenteralmente,
pero aparece que se obbienen mejores resultados teraputi
cos, si ge administra como sustituto de la Hormona adre-
nocorticotrépica (ACTH) por vias parenterales, tales como
inyecciones intramusculares, intravenosas e hipodérmicas.
Ia dosis es variable, pero en el caso del polipéptidoe, se
adninistra habitualmente alrededor de 0,01 miligramos
hasta 1 miligramo, aproximadamente, una a algunas veces
al dfa. En el caso del compuesto complejo de zinc, se ad-
ministra, asproximademente, de 0,1 miligramos a 1l miligra-
mo, sproximadamente, del compuesto, una o dos veces al
afa.

Para explicar adicionalmente la presente In-
vencldn, se proporcionsn los ejemplos siguientes, en los
que las palabras "miligramo(s)", "gramo(s)" y "milili-

tro(s)" se abrevian, sencillamente, como 'mg", "g" y "ml",

" respectivamente.

Ejemplo 1
@D Z-Sar—Tir-OCH3
Se suspenden 28 g de clorhidrato de Tir—OCH3
en 400 ml de acetonitrilo, y, enfrisndo con hielo, se
afiaden 16,8 ml de brietilamina., Después de 30 minutos,

se afladen ademis, 22,4 g de Z-SarOH y 24,8 g de diciclo-

- 14 -
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hexilearbodiimida. El sistema se agita, enfriando con
hielo, durante 2 horas. Se deja en reposo la mezcla de
reaccibn en un refrigerador durante la noche y, a la mafig
na siguiente se afiaden 1 - 2 gotas de Acido acético.

Se separa por filtracidn la diciclohexilu~
res formada y se elimina el acebtonitrilo, del filtrado,
mediante destilacidn. Se afiade acebtato de etilo (500 ml)
al residuo, y se separan por filtracidén las sustancias
ingolubles, ElL filtrado se lava con &cido clorhidrico 1N
¥y, después, con solucién acuosa al 5% de bicarbonato sédi
co, seguido de desecacién sobre sulfato sbdico anhidro.

Se elimina el acetato de etilo por destilacidn bajo pre-
sién reducida ¥ el residuo cristalino se recristaliza en
etanol-éter. Rendimiento 28 g (70%4); p.f. 1550-1570C;
[Th;7%5’5 = + 4,8 (¢=1,0, en dimetilformemida);
Andlisis elemental:
Oalculado para O, H,,O0N,: C, 62,99; H, 6,04; N, 7,00%
Encontrados ¢, 63,14; H, 6,12; N, 6,85%
(2) Z-Ser-Tir-NHNH,

En una mezcla de 100 ml de metanol y 20 ml
de dimetilformamida, se disuelven 20 g de Z-—Sar--ﬂ.‘ir—OCH3
sepguido de la adicién de 12,5 ml de hidrato de hidrazina.
Se deja en reposo el sistema durante 50 horas, y los crig
tales resultantes se recogen por filtracidén, y se suspen-
den en 200 ml de metanol, Se hierve la suspensién y, des-
pués de enfriamiento, los cristales se recogen por filtra
cibn, Rendimiento 18,8 g (94%); p.f. 2212C (desc.);
[ThL7§2’2 = + 7,4 (c=1,0, en dimetilformamida);

Anflisis elementals
Calculado pare 020H2495N4: ¢, 59,99; H, 6,04; N, 13,99%;
Encontrado: ¢, 59,86; H, 6,08; N, 13,96%.
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(3) Z-Sar-Tir-Ser.OCH;

8,0 g de Z~sar~tyréNHNH2 son disueltos en
una mezcla de 80 ml de dimetilformamida y 40 ml de H Q1
2N seguido por enfriamiento a - 102C. A esto se afiaden 5
ml de nitrito de sodio SN bajo agitacién durante 5 minu-
tos seguldo por adicidén de 200 ml de agua helada. El acei
te precipitado es extraido con acetato de etilo y la fase
organice es lavada con 5% de bicarbonato de sodio y agua.
A la mezcla de 3,12 g de H-Ber-OCH 3H CL y 2,8 ml de trie
tilamine en 50 ml de acetato de alilo se afiade la ante-
rior solucidn de azida. La mezcla es agitada a 39C duran~
te 24 horas seguido por concentracidén hasta residuo seco,
que es solidificado por adicidén de éter y es lavado con
acetato de etilo para obtener el compuesto deseado que
funde a 1592C.,
(4) Z—Sar—mir-Ser—NH.NH2

Se disuelven 4,68 g de Z-Sar—Tir—Ser-OCH3
en una mezcla de 15 ml de dimetilformamida y 100 ml de me
tanol, seguido por la adicién de 2,5 ml de hidrato de hi-
drazina. Se deja en reposo el sistema, a temperatura am=-
biente, durante 70 horas, y el precipitado semejante a wn
gel que resulta, se recoge pdr filtracidn, Se deja que el

Precipitado vuelva a gelificar en una mezcla de dimetil-

- formeamida y metanol. Se recoge el gel por filtracidn y se

seca. Rendimiento: 4,1 g (87,5%); p.f. 21.52C (descompone)
(1852 sinter.) [Th;7%2’8 = + 4,42 (¢=1,0, dimetilformami -
da); Andlisis elemental: Calculado para 02§H500?N5’

Cy 56,543 H, 6,19; N, 14,33%; Encontrado: G, 55,14;

H, 6,05; lq’ 14',4‘4;}50

- 16 -



10

15

20

257 -

30
7+12.70,

(5) fo L
OtBu NoO Z
 § 12 ]
Z2-8ar-Tipr-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-GlLi-Iis~Pro~-
NO, NO 2
a2 27 ;

Val-Gli-Tis-Iis-Arg-Arg-Pro-Val-Iis-Val-Tir-Pro-OH

Se afiade Acido trifluorcacético que contig

ne 1% de &cido tioglicdlico (7,5 ml) a 998 ml de

0tBu NO
? 22
BOC-Met-Glu-His-Fe~-Arg~
NO, I Z
4 a4 N0, 10 .

~Pri-Gli-Lis-Pro-Val-Gli~Lis~Iis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val

Tir-Pro-0H (Véase, por ejemplo, la Solici-
tud de Patente Holandesa N2 18811/1968, para un método de
preparacién de este péptido)

El péptido se disuelve sacudiendo la mez-
cla a temperatura amblente durante 20 minubtos, al cabo de
cuyo tiempo se elimina por destilacidén a presibén reducida
aproximadamente la mitad del &cido trifluoroacético. Se
afiade &ter anhidro (50 ml) y el precipitado incoloro asi
formado se recoge por filtracibn, se lava con éter y se
seca. El polvo resultante se disuelve en 9 ml de dimetil-
formsmida y, enfriando con hielo, la solucidén se neutrali
za medisnte la adicién de 1,28 ml de solucién al 10% de
trietilamina en dimetilformamida.

Por otra parte, 211 mg de Z-Sar-Tir-Ser-
NHNH2 se disuelven en 9 ml de dimetilformamida, y se afia-
den a la solucién 0,3 ml de HCL 6 N; El sistema se enfria
a -10eC y, agitando vigorosemente, se afiaden gota a gobta

0,15 m1 de solucidén acuosa 4N de nitrito sbédico. Después
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de 20 minutos, se neutraliza el sistema con 2,55 ml de so
lucibn al 10% de trietilamina en dimetilformeamida, y se
seca sobre sulfato sédico anhidro. Esta solucidén se afiade
a la solucidn de derivado heneicosanopéptido antes prepa-
rado, a =52C ¥ la mezcla se agita a -52C durante 4 horas;
después a 52C durante 20 horas. A la mezcla de reaccidn
se afiaden 150 ml de acebato de etilo que contienen 0,1%
de 4cido tloglicélico y el precipitado resultante se reco
ge por filtracién. Este precipitado (pulverulento) se di-
suelve en una mezcla de acetabto de etilo: piriding : &ci-
do acético : agua : &cido tioglicbdlico (60:20:6:11:0,1)

¥ la solucidn se cromatografisa en una columna de gel de
silice (2 x 21 cm). El cromatograma se desarrolla con el
mismo disolvente mixbto anterior.

Las fracciones de 90 ml a 300 ml se reunen
¥ el acetato de etilo se elimina por destilacidn, seguida
de la adicidn de agua fria. El precipitado resultante se
recoge y se lava con solucidn acuosa al 1% de 4cido acé-
tico que contiene 0,1% de &cido tioglicélico, despuds con
agua, seguido por desecacién. Rendimiento 582 mg (56%
p.£. 190-1940C (descompone) (15620, sinber.); zj@;7§5’5
= =32,42 (¢=1,0, dimetilformemida). Andlisis elemental:
Galeulado pare OyngHyznOuellys8.60,0: G, 55,40; H, 6,51;

N, 15,64; 8, 0,83;

IEncontrado: €, 55,155 H, 6,34; N, 15,85; 8, 0,82,

(6) H-Ser-Tir-Ser-Met~Glu-His-Fe-irg-Tri-Gli~Iis-Pro-
Val-Gli~Yis-Iis-Arg-Arg-Pro~Val-Iis-Val-Tir~Pro~0H
En 3 ml de &cido trifluoroacético que con-

tienen 2 ml de anisol y 0,2 ml de 4cido tioglicélico, se
disuelven 700 mg de

- 18 <
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Z-Bar-Tir~-Ser-Met-Glu~-His~-Fe-Arg-Tri~Gli-Iis-Pro-Val~Gli~
Z Z IO NO2 A
t

2
£is—£is-;rg-ArgéPro-Va14£isJVal—Tir%Pro—OH, v después de
la introduccidén de 25 ml de fluoruro de hidrégeno, el sis
tema se agita a 320 durante 50 minutos. El fluorurc de hi
drégeno se elimina por destilacién a presidn reducids y
el residuo se seca a presidén reducida en un desecador que
contiene grénulos de hidréxido sédico.

El residuo seco se disuelve en 30 ml de
agua ¥ la solucibn se lleva a una columa (2 x 30 cm) de
Amberlita IRA-400 (forma acetato), El efluente se reune
con los lavados y se concentra hasta unos 20 ml, en cuye
momento se afiaden 0,2 ml de 4cido tioglicbdlico. EL siste-
ma se calienta a 502C durante 12 horas y la solucidn se
coupleta con agua hasta un volumen de 200 ml. La solucidn
ge lleva entonces a una columna (2 x 40 cm) de carboxime-
til celulosa que se lava primeramente con acetato amdnico
0,1 M y despuds se eluye, mediante la técnica de elucidn
de gradiente, aumentando la concentracién de la sal desde
0,1 M hasta 0,5 M. El polipéptido deseado sale en las
fracciones de 0,2 M, aproximadamente, a 0,3 M aproximada-
mente, que se reunen y liofilizan, El procedimiento da
350 mg de (sarcosinal) g(1~-24)corbicobropina, [Tk;7§6’5
= ~77,22 (cone, 0,5%, 4cido acdtico al 1%); Electrofore-
sis en papel (pH 1,9) 9,3 cm.

Ratas inyectadas con este producto reve-

lan una liberacidn de esteroides considerable.

-19 -
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(1)
§o, 2

Z-Sar-Tir-Ser-Met~Glu~His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val-

2 %2 TNO,XNO A
b ¢ 1 121’2 t
—Gli-Lis~Lis-Arg-ArgéProAVal—LisAVa1~Tir4NH2
A una solucién de Z-Sar-Tir-Ser-WHNI,
(140 mg, 0,3 moles) en una mezcla de HCL 6N (0,2 ml ) ¥
dimetilformamida, se afiade nitrito sédico 4N (0,1 mol) a
-102C, y la mezcla se agita durante 30 minutos a -102C.
Ta mezcla de reaccidn se neutraliza con trietilamina
(0,17 ml) y se seca sobre Nazso4 anhidro.
ILa solucidn de azida se filtra y el filtra
do se aflade a una solucién en dimetilformamida,fria, de
W, s 2
H-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Tis-Pro-Val-Gli~Tis~Lis-
w00,
Arg-ArgéPrOAValaLiSAVal-TiraNHz, que se prepara a partir
de 665 mg (0,2 m moles) de
OtBu NO zZ 2 2
t 12 ? 1 b ]
BOC-Met~Glu~-dis-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-FPro-Val-Gli-Yis-Lis—
o, NO /]
T 21 2 '

Arg-Arg-Pro-Val-Iis-Vel-Tir-NH, mediante el empleo de dci

do trifluorocacético segin el procedimiento conocido. Se

" agita la mezcla Qurante 6 horas a ~102C y después otras

10 horas més a 02C. Ia solucidn de azida adicional, pre-
parada a partir de 60 mg de la hidrazida correspondiente,

como se ha descrito antes, se afiade a la mezcla de reac—
cidn.

Después de dejar en reposo la mezcla duren

-20 -
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e o horas a 02C, el producto deseado se precipita afia~ — —

diendo &ter enfriado con hielo (50 ml) obteniéndose un
polvo fino.

El polvo se recoge por filtracibn y des-

5 pubs se purifica mediante cromatografia en columna sobre
gel de s{lice, en la forma habitual. Rendimiento 630 mg
(85%); Do+ 205 a 2102C (descompone) (sinterizacibén 170 a
1802C), sz;7b = =312 (¢=0,5 en dimetilformamida), Rf2 =
0,6, Rf? = 0, 74, ret = 0,90, Andlisis elemental como
10 0 ogHo3r04eNy 58+ 4,05 Oaloulado G, 55,65 Hy 6,5; Ny 16,3;
§, 0,87. Encontrado: C, 55,4; H, 6,5; N, 16,0; 8, 0,78,
(2) H-Bar-Pir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli~-Lig-Pro-Val-
-Gli—Lis-Lis—Arg-Arg%PrOJVal—LiSJVal-TirﬁNHZ
Se prepara una mezcla a partir de 500 mg
15 del tricosapéptido protegido, obtenido en el Ejemplo 2 (1),
0,75 ml de anisol, 0,05 ml de &cido tioglicblico, 1500 mg
de metionina, 750 mg de triptéfanc y 2 ml de CF5COOH. La
mezcla se agita a 020 durante 60 minutos y el fluoruro de
hidrbégeno y el CF3GOOH restantes se eliminan a presién re
20 ducida.

El residuo se toma en 25 ml de agua y la
golucidn se lava tres veces, empleando 20 ml de agua cada
vez. La capa acuosa se hace pasar a través de una columna
de 75 ml de Amberlita IRA-400 (forma acetato) y la colum-

25 na se lava con una solucién acuosa de dcido acético al
0,1% (en volumen), El efluente total se concentra a seque
dad & presién reducida. El residuo se disuelve en 10 ml
de una solucidn acuosa al 1% (en peso) de Acido tioglich-
lico ¥ se deja la solucidn a 509C durante 12 horas, en

30 wna corriente de nitrégeno. Ia solucidén resultante se di-
7.12.70.
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luye con 400 ml de agua ¥y se aplica a uwna columma de car-
boximetil celulosa (2,5 x 20 cm), cuya columis se eluye
sucesivamente, con 500 ml de solucibén tampén de acetato
ambnico 0,1 M (pH 6,5), 500 ml de solucién tanpdn de ace-
tato aménico 0,1 M (pH 6,5) y 500 ml de solucibén tampdn
de acebato ambnico 0,15 1M, en este orden. Después, la de-
seada (sarcosinal)§(1-23NH2)corticotropina, se eluye con
300 ml de solucién tampén de acetato amdnico 0,4 M (pH
6,5). El eluato se liofiliza obteniéndose 310 mg de polvo
esponjoso, incoloro. [TR;7§2- 74,02 (c= 0,5 en solucién
acuosa de Acido acético al 1%), TV /( ﬂ:gﬁ’o’m myp

E 1% ) 283,5 (25,0), 290(25,8); Re= 0,54; Electrotore-
sis en papel: Piridina—AcOH—H20 (1:10:89, en volumen) =

o 1230t s oy,

Ia estructura quimica del polipéptido asi
obtenido, se confirma también mediante un analizador de

amino 4cidos.
Ejemplo 3

(L) Z-AlburTirANHNHa

A wa solucidn hecha partiendo de 23 g de
HnTir-OCHB, 14 ml de trietilamina y 400 ml de acetonitri-
lo, se afiaden 19 g de Z-AlbuQH y 20 g de diciclohexil car
bodiimida a 020, y la solucidn se agita a 09C durante 24
horas, Después de filtrar la mezcla de reaccidén, el fil-
trado se condensa a sequedad. El residuo se disuelve en

400 ml de acetato de etilo y la solucidn se lava con fci-

4o clorhidrico N, con una solucidén acuosa al 5% de bicar-

bonato sbdico y con agua, se seca sobre sulfato sbdico y
se evapora en vacio, obteniéndose wn residuo siruposo

(rendimiento 32 g). Este residuo siruposo se disuelve en

- 22 -
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200 ml de mebtanol, y a la solucién se afiaden 14 ml de hi-

—

drato de hidrazina. Despuds de dejar la mezcla a tempera-
tura ambiente durante la noche, se elimina el disolvente
por evaporacién en vacfo, obteniéndose wn s8lido cristall
5 no. Este sblido se recristaliza en metanol acuoso obteniég
dose 27 g de la hidrazida deseada, que funde a 144-1492C
(descompone). Rf*= 0,61. Anilisis elemental como
021H2605N4: Calculado: C¢, 60,85; H, 6,32; N, 13,52: En-
contrado: ¢, 60,66; H, 6,58; N, 13,58,
10 (2) Z—Al'bu-—Tir-SerOCH5
Se disuelven 12,42 g de Z—Albu~Tir-NHNH2
en una mezcla de 100 ml de dimetilformamida y 60 ml &cido
clorhidrico 2N, A la mezcla se afiaden 8 ml de nitrito sb-
dico 2N a una temperatura comprendida entre -52C y -102C,
15 durente 5 minutos. La mezcla de reaccidn se diluye después
con 300 ml de solucidn acuoga saturada de cloruro sbédico,
enfriada con hielo. La azida que se obtiene se exbtrae
dos veces con 200 ml cada vez, de acetato de etilo en~
friado con hielo. EL acetato de etilo se lava con solu-
20 eidn acuosa al 5% de bicarbonato sbédico y solucidén acuosa
saturada de cloruro sbdico, enfriadas con hielo, y se sg
ca sobre sulfato sbdico.
Esta solucién de la azida se afiade a una
mezcla preparada con 80 ml de acebato de etilo, 20 ml de
25 dimetilformamida, 4,7 g de H—Ser—OCHB.HCl. ¥ 4,2 ml de
trietilamina, y la mezcla se agita a 02C durante 46 horas.
La mezcle de reaccién se lava con una solucién acuosa al
4% de bicarbonato sbdico, dcido clorhidrico N y agua. Deg
pués de secar la fase orgénica sobre sulfato sddico, se

20 elimina el disolvente por evaporacidén en vacio. El resi-
7.12,70.

- 23 -



10

15

20

2>

30
7.12.70.

K\‘} A 7
AR f\ q¢

s

u' -~

duo se cristaliza en acetato de etilo-éter de petréleo ob
teniéndose 9,7 g del compuesto deseadoy que funde a
169,5 -~ 170,59C(descompone) . Rfl= 0, 54, [Th;7§8 -43,0
(c=1,0 en metanol). Andlisis elemental como G25H3108N31
Calculado: C, 59,87; H, 6,23; N, 8,38, Encontrado: C,
59,8%; H, 6,13; N, 8,61,
(3) Z~.ﬁ.lbu--Tix‘-Ser-—N‘JEItirI-I‘2

A una solucidn de 9 g de Z-Albu~Tir-Ser-
OGH5 en 100 ml de metanol se afiaden 10 ml de hidrato de
hidrazina, y la mezcla se deja a temperatura ambiente du-
rente 10 horas. Se elimina el disolvente por evaporacidn
en vacio, y despuds el residuo se crisbtaliza en éter.
Rendimiento 8,2 g; Punto de fusién 149,52 a 151,09C (des-
compone). Rfl= 0,18; [Th;7§5 -48,02 (c=1,0 en dimetilfor-
namida). Andlisis elemental como 925H2907N5: Calculado:
¢, 56,66; H, 6,00; N, 14,73.

(%)
102 [
Z=-A1bu-Tip-Ser-let-Glu-His-Fe-Arg~Tri~-Gli~Lis~Pro-
2 2 NO 2
 { 1 2 1 2 1

~Val-Gli—Lis—Lis—Arg~Arg€Pr04Val~Lis—Val-TirqPrOOH
(4-1) 3,4 g de

0tBu o ]
H 12 4
BOCG-Met-Glu~-His~Pe-Arg-Tri~Gli-Lis-
%2 NO, NO ]
2 & 102700% .

éPro-Val—Gli-Lis-Lis-Arg—Ar54Pro-Val~Lis—Val—Tir—
ProOH, se disuelven en 30 ml de Acido trifluorocacético

enfriado con hielo, que contiene 0,1 ml de Acido tioglicd

lico, y se agita durante 25 minutos a 1520. la solucidn

se concentra en vacio hasta unos 10 ml, ¥y se precipita

- 2l -



10

15

ehu

25+

30
7.12.70,

385407 ol

un producto mediante la adicidén de 100 ml de éter. El ﬁgg
cipitado se recoge por filtracién y se seca sobre hidrdxi
do de sodio, en vacfo. El polvo seco se disuelve en 20 ml
de dimetilformemida y a la solucidn se afiade 0,5 ml de
thietilamina y después se enfria a -209C.

(4~2) 633 mg de Z»Alburmir—Ser—NH.Nﬂa se
disuelven en una mezcla de 15 ml de dimetilformemida y 1
ml de Acido clorhidrico 6N, y a la solucidn se afiaden 0;4
ml de nitrito sbdico 4N a -59C. Ia mezcla se agita duran-
te 20 minutos a ~52C, ¥y a la mezcla se sfiaden 0,9 ml de
trietilamina enfriada con hielo, y después se seca sobre
sulfato sbdico. Ia solucidn seca se filtra y el filtrado
se afiade a la solucién de la mezcla obtenida mediante el
método (4~l)anterior. La mezcla se agita durante 6 horas
a -102C y durante otras 10 horas a 02C, A la mezcla de
reaccién se afiade una solucidn de azida preparada recien-
temente partiendo de 320 mg de Z-AlburTir~SeréNHNH2 me-
diante los mismos procedimientos anteriores, y la mezcla
se agita durante otras 24 horas a 02C. El producto se pre
cipita por la adicidn de éter enfriado con hielo y se re-

coge por filtracién., El precipitado que resulta se disuel

" ve en una mezcla de acetato de ebtilo:piridinasicido acéti

cot agua (60:20:6:11) y la solucién se aplica a una colum

na de gel de silice, que se eluye con el mismo disolvente.

El compuesto sale pronto. La fraccién principal se reune

y se seca en vacfo. Al residuo resultante se afiade agua de

hielo obteniéndose un polvo microcristalino fino, que se
recoge por filtracién y se lava con écido acético al 1% y
después con agua. Rendimiento 3,2 g; puato de fusidn
17020 (se descompone, 1452C sinterizacién), [fh;7§8 ~31,6
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ety
(c= 0,5 en dimetilformsmida), REY = 0,0, REZ = 0,55,

b, wiiz ois

(5) H-Albu-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-TLis-Pro-
Val-Gli-Tis-lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lisa-Val~Tir-ProOl

Se tratan 3 g de producto del método ante-
rior (4-2) con fluoruro de hidrdgeno anhidro y se purifi-
ca segin los mismos procedimientos descritos en el Ejem-
plo 1(6), Rendimiento 1,7 g., ReY = 0,55; Electroforesis
en papel: pH 1,9 (Tampén &cido acético-Acido férmico;
500V, 60 minutos)=-9,0 em (=e~2" 4CTH), [Th;7§3 81,10
(¢=1,0, en 1% Acido acético), AnAlisis de amino Acidos
(hidrolizado con Acido clorhidrico 5,7 N, 1109C, 24 ho-
ras): Iis 3,9 (4), His 1,0(1), &rg 2,9(3), Ser 1,0(1),
Glu 1,0(1) Pro 2,9 (3) Gli 2,0(2), Albu 0,9 (1), Val 2,8
(3), Met 0,9(1), Tir 1,9(2), Fe 1,0(1). EL compuesto se
convierte en la correspondiente sal por adicidén del 4cido
clorhidrico o en la correspondiente sal por adicidn del
&cido acético, por métodos conocidos per se.

Eiemplo &

(1) BOC-Sar-Tir-Ser-let-NHNH,

A una solucidn preparada partiendo de 4,13
g de H—Tir—Ser—MthCH5,100 1l de acebtonitrilo y 10 ml de
dimetilformamida, se afiaden 2,3 g de BOC-Sar-OH y 2,7 g
de diciclohexilcarbodiimida, con agitacidn, a 02C, ILa mez
cla se agiba durante 24 horas a 02C y otras 10 horas a
202C, Ia diciclohexil urea formada se separa por Liltra-
cién y el filtrado se concentra a sequedad en vacfo. El
residuo se disuelve en acetato de etilo caliente y la so-
lucidn se lava con una solucidn acuosa de bicarbonato sé-
dico al 4%, y con agua. La solucidn lavada se concentra &

Dequefio volumen y después se afiade &ter a la mezcla res-
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tante. El producto que precipita se recoge por £11 b [EOD g
cién y se recristaliza en metanol-éter obteniéndose 4,8 g
(et = 0,3).

El producto se disuelve en metanol-dimetil
formamida caliente y a esta solucidn se afiaden 2 ml de hi
drato de hidrezina. Da mezcla se recoge después por fil-
tracidn y se lava con agua y con etanol, obtenidndose
4,3 g de la hidvazina. Rf* = 0,0, R£Z = 0,55.

(2) ?tBu
BOC-Bar-Tir-Ser-Met-Glu~His~Fe-~-Arg-Tri-GLiOH

A una solucién preparada partiendo de 900
ng de BOG-Sar—Tir—Ser—MeteNHNHz, 10 nl de dimebtilformami-
da ¥ 4 ml de 4cido clorhidrico N, se afiaden 1,7 ml de ni-
trito sbdico N a 020 y la mezcla se agita durante 5 minu-
tos. Se afladen a la mezcla de reaccidn acetato de etilo
enfriado con hielo y solucidén acuosa saturada de cloruro
sbdico, enfriada con hielo (50 ml). Ia capa acuosa se ex-
trae dos veces con acetato de etilo enfriado con hielo,
Las fases orgénicas en total, se juntan, se laven con
una solucidn acuosa de bicarbonato sddico al 4%, y se se
ca sobre sulfato sédico. La solucidén seca se aflade a una
solucidn preparada partiendo de 1 g de la sel del &cido
acético de

QtBu
H~-Glu~-His-Fe-Arg-
~Tri-G1liOH, 0,4 ml de trietilamina y 30 ml de dimetilfor-
memida, y se evapora en vacio el acetato de etilo, a 102C.
La solucibén resultante se agita a 39C durante 12 horas.
Se afiade una solucidn adicional de azida (que se prepara

partiendo de 500 mg de BOC-Sar-Tir-Ser-Met-NHNH,, como se
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ha descrito anteriormente) y la mezcla reaccionante se di
luye con 500 ml de acebabo de etilo enfriado con hielo,
obteniéndose precipitados amorfos. Los precipitados se re
cogen por filtracidn y se recristalizan en dimetilformemi
da-metanol obteniéndose el producto purificado. Rendimien
o 1,4 g, [Th;7§l ~ 19,02 (c=1 en dimetilformamida),
RE? = 0,30, Rt = 0,75,
(3) H-Sar-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Lis-Pro-Val-
Gli-Lis»Lis-ArgaArgéProJValéﬂHa
A una solucidn preparada partiendo de
?tBu
0,74 g de BOC-Sar-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-GLiOH y
dimetilformamida, se afiaden 0,5 ml de &cido clorhidrico
N, enfriado con hielo, a 09C, Se precipita el clorhidrato
mediante la adicidén de 500 ml de acetato de etilo, enfrig
do con hielo. Los precipitados se recogen por centrifuga-
éién, se lavan con acetato de etilo y se secan en vacio.
El polvo, resultante se disuelve en una mezcla de 50 ml
de dimetilformamida y 20 ml de piridina, y despuds se afig
de a la mezcla 1,1 g de la sal tosilato de
?OO ?00 ?OC
H~Iis-Pro-Val-Gli~Iis-Lis-Arg-Arg-Pro-
Val-NH,, seguido de la adicién de 400 mg de diciclohexil-
carboxlimida., La mezcla se agita durante 4 dfas a 102C,
Después de concentrar la solucibn en vacfo a 20 ml, se
afiaden 500 ml de acetato de etilo, obteniéndose un preci-
pitado amorfo que se recoge por centrifugacibdn y se lava
con acetato de etilo y éter. El material se disuelve en
una solucidn acuosa al 50% (volumen/volumen) de tebrahi-

drofurano y la solucién se hace pasar a través de una co~
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lumna de Amberlita IRA-400 (3 x 30 cm), que se eluye con

el mismo disolvente. El disolvente se elimina por evapora
cibn, y la solucién acuosa se liofiliza despuds obtenién-
dose un polvo esponjoso (rendimiento 1,92 g);

100 mg del eicosapéptido asi obtenido, en
el que los grupos amino y carboxilo, libres, estén prote-
gidos, se disuelven en 2 ml de 4cldo trifluoroacético del
90% y la solucién se deja a bemperatura ambiente durante
1 hora. El &cido trifluoroacético se elimina por evapora-
cién, el residuo se disuelve en agua y la solucidn se ha-
ce pasar a través de una columna (0,5 x 20 cm) de Amberli
ta IRA-400 (forma &cido acético). El eluato se disuelve
en 10 ml de agua y se éplica a una columna de carboxime-
tilcelulosa (1 x 20 cm), que se eluye con un bampén de
acetato ambénico, por medio del método de elucién de gra-

diente, desde 0,1 M hasta 1 M, a pH 6,8. El eicosapéptido

puro se eluye al tampén 0,3 M, aproximadamente. El eluato

se concentra en vacio a pequefio volumen y despuds se lio-
filiza hasta peso constante. Rendimiento 70 mg. [Th;7§2 =
~612 (c=0,5 en fcido acético al 1%); RE’ = 0,0, RE™ =
0,5.

Ejemplo 5
(1) BOG-Albu-Tir-—INHNH2

A una solucidn de H~Tir—OCH3.H01 (23 ) ¥
trietilamina(l4 ml) en 400 ml de acetonitrilo, se afiade
BOC-A1bu.OH (20 g) y diciclohexil carbodiimida (22 g), a
02C, y la solucidn se agita a 02C durante 24 horas. Des-
pués de filtrar la mezcla de reaccidn, se evapora el fil-
trado a sequedad. El residuo se disuelve en acetato de

etilo (400 ml) y despubs la solucidn de acetato de etilo
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se lava con fcido clorhidrico N, con una solucién al 5%
de bicarbonato sbdico y con agua, se seca sobre sulfato
s6dico ¥ se evapora en vacfo, obbtenidndose un residuo si-
ruposo (rendimiento 31 g). Este residuo se disuelve en nme
tanol (200 ml) y a esta solucidn se afiade hidrato de hi-
drazina (14 ml). Después de dejar la mezcla a temperatura
ambiente durante 12 horas, se elimina el disolvente por
evaporacidén en vacfo, obteniéndose wn sdlido cristalino.
Este sblido se recristaliza en metanol acuoso obteniéndo-
se 28 g de la hidrazida. Rfl = 0,64,
Anflisis para 018H28°§N4’ Calculado: C, 56,82; H, 7,42;
N, 14,73.
Encontrado: C, 56,73; H, 7,51; N, 14,76

(2) BOC—Albu—Tir-Ser-OCH5

Se disuelve BOC-Albu~Tir-NHNH, (16 g) en
una mezcla de dimetil formamida: HCL 2N (100 ml : 60 ml)

¥ a esto se afiade nitrito sbdico 2 W (6 ml) de -52 a
~102C, durante 7 minutos.

La mezcla de reaccidn se diluye despuds con
agua saturada con NaCl, enfriada con hielo (300 ml). Ia
azida que se separa se extrae con acetato de ebtllo enfrig
do con hielo (200 ml x 2). La solucién de acebato de ebi-
lo se lava con solucidn acuosa de bicarbonato sbdico al
5%, enfriada con hielo, y agua saturada de NaCl, enfriada
con hielo, y se seca sobre sulfato sddico.

Esta solucibn de azida se afiade a una so-
lucibn de H—Ser-—OCH3 (7,8 g) y trietilamina (7,5 ml) en
acetato de etilo (150 ml), y la mezcla de agita a 0°C du-

rante 2 dfas.

La mezcla de reaccidn se lava con una solu

- 30 -



10

: 5

20 :f.'

,,,,,,

25

30
7.12.70,

cién acuosa al 4% de bicarbonato sbdico, acido clorhidri-
co ¥ y agua. Después de secar la fase orginica sobre
Na,80,, se elimina el disolvente en vacio.

El residuo se cristaliza en acetato de
etilo-&ter de petrbleo, obtenidndose 10,8 g de BOC-Albu-Tir-
~Ser-OCH; . Rel = 0,58; Andlisis elemental: Calculado para
022H3303N5: ¢, 56,52; H, 7,12; N, 8,99: Encontrado: C,
56,445 Hy 7,255 N, 9,15,

(2) BOC-Albu-Tir-Ser-NHNH,
A una solﬁ;ién de '.BOC-'AlbunTir-—Ser-—OGH3

(10 g) en metanol (100 ml) se afiade hidrato de hidrazina
(10 ml) y la mezcla se deja a temperatura ambiente duran-
te 8 horas. Se elimina el disolvente por evaporacién en
vacio y el residuo se cristaliza después en éter-&ter de
petrdleo. Rendimiento 9,3 g. rel- 0,21, Anilisis elemen-
tal: Calculado para 021H55017N5: C, 53,95 H, 7,12; N,
14,98: Encontrado: O, 53,80; H, 7,41; N, 14,83,
(3) H-Albu-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Tri-Gli-Iis-Pro-Val-
~Gli~Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Pir-Pro OH
(3-1) Componente de amina
OtBu

Se disuelven 600 mg de H—élurHis-Fe—Arg~Tri—Gli—
?OC ?00 ?OC ?OC
-Lis-Pro-Val-Gli-Iis-Iis-Arg-Arg-Pro-Val-Iis-Val-Tir-Pro-
~0tBu, como sal por adicibén del 4cido tetraacético, ¥
0,27 ml de trietilamina, en una mezcla de 2 ml de dimetil
formamida y 1 ml de piridina, Ia solucién se enfria a
-50C,

(3-2) Solucidn de azida

A una solucidn preparada a partir de 200
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mg de BOG-Albu—Tir-Ser-MBt—NHﬂHE T 4 ml de dimetilformami ‘
da, se afladen 0,3 ml de Acido clorhidrico 4 N, con agita-~
cibn, a -109C. La mezcla se aglta durante 10 minutos a
-102C,

(3-3) Copulacidn

La golucidn de azida enterior, se afiade a
la solucldn en dimetilformemida del componente de amida,
v la mezcla se agita durante 40 horas a 020, La soluecién
se concentra en vacio a pequefio volumen, y después se di-
luye con 20 nl de ague, enfriada con hielo. El precipibta-
do formado se recoge por centrifugacidn y se lava con
agua y éber, obteniéndose un polvo amarillento amorfo
(rendimiento 730 mg). EL polvo se trata con Acido tri-
fluoroacético mediante los mismos procedimientos descri-
tos en el Ejemplo 4(3). El producto resultante se purifi-
ca con una columna de carboximetilcelulosa, mediante los
mismos procedimientos descritos en el Bjemplo 4(3), para
obtener el péptido deseado. La estructura del péptido se
confirma mediante un analizador de amino-icidos.

Ejemplo 6

10 mg de (Sarcosina’) g (1-24) corticotro-
Pins, Preparada en el Ejemplo 1(6), se disuelven en 5 ml
de agua destilada. A la solucidn se afladen 74 mg de ZnCl2
disueltos en 2 ml de agua y 30 mg de NaQHP04.12H20 disuel
tos en 2 ml de agua. La solucidn se diluye con agua hasta
20 ml1 y se ajusta a pH 8,0 a 8,5, mientras se agita la
mezcla. El gel precipitado se recoge por centrifugacidn,

obteniéndose complejo de zinc de (Sarcosinal) g (1-24)cox

ticotropina.
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La presente solicitud, que corresponde a la
presentads en ¢l Japdén, el 11 de Foviembre de 1965, ba
jo el W2 90321/1969, se acoge a log beneficios del ar-

ticulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indus-

5 trial,
- 10 REIVINDICACIONES
eeelb Los puntos de invencién propia y nueva, cue

56 presentan para que sean objeto de esta solicitud
de Patente de Invencidn en Espaiia, por VEINTE =iios,
son los gue se recozen en las reivindicaciones siguien
tas:
20 12.- Un procedimiento para la fabricacién
de un polipéptido seleccionado del grupo constituido
por un compuesto polipeptidico indicado mediznte la
féruula :enersl: X-I=tirosil=-I-seril-L-metionil-L-glu
tanilel-pistidil-l-fonilalanil-L-arginil-I-triptofanil~
23 -1icil-I-1i9il-L-prolil-I~valil-glicil-I~lisil~L~1isil-

25-5-73 ' - 33 -



wImarginil-Iear inil-F (en la :ue £ ropresente ssreosilo
0 o =ammino=isobutirilo, P os un wicumbro seleccionado
wel £ru.0 conseituico por I-prolil-i~valina, L-prolil-

—L-valil-I-liril-T-valil-I-tirosing y L-prolil-Levalil-

5 ~L-ligil=l-velil-l-tirosil~I-proling), su amida sin ot
. tituir, su w2l por cdicidn e deido, risioldgicamente

tolerrble, © an cowplejo o wmebsl pesado, qle compren-
Ges (a) azeer repccionr un Gerivsdo prozc. ido de un
tripéptico, ue férwula-: X~l-iirosil-L-scrina (en la

10 cue X represente sarcosilo o ®eamino-isoibutirilo, cl
rupo enrboxilo el U berminzl de la L-serine, eotd ag
tivedo, y el _rupo Ke-ammino .el H-torminel .e lz szrco
sina o deido O -a.dino-isobutirico, cetd protegido por
un s bituyenle croteetor), con un miembro sslucciona~

15 ao del . rupo cunatituido por un derivedo protezido de
un polipéptido indie: do medisnse la Lérunle: Leiitionil-
=L~ lutealilel-nic bidil-I-vnilelonil-T-nrpinil-l-toipto
vessile ticil=lemlisileLmprolilel-yvalileslicilebmlisilelm

=ligil=lmer inil=L-nrginil-k' (en la cue P' ¢s un nicp

ot bro gulecclonrus wol rupo consvibuldo por, L-prolil-I-
—yelinn, Lenrolil-lmvelil-l-ligilelevalile-l-tirosing y
Leprolil=l-valil-L-1isil-L-ve1il=L-tirosil-I~prolina,
los E-ﬁmino Jrupos e la Leliging estén prouo;i‘ovgor
suotlelyenio s probectorss, y ¢ da uno de los _rupos,

a5 ﬁ’mc.rdoxilo w1l ffeido Le litdwico, Jruno ecerboxilo del

- 34 =
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¢ terminal y ¢l _rupo guanidino uc la L-arginina pueden
cotar protesidon por un suniituyente protector), su and
da sin sugtituir y su sal por adicidén de deido, (b) ha-
cor reaccionar un derivado protegido de un tetrapéptido
de férmula general: X-L-tirosil-L-seril-L-metionina (en
1o cue X represcnta garcosilo o a(-amino-isobutirilo,

¢l srupo carboxilo del C terainal de la L-metlonina es-—
t4 cetivado, ¥ ¢l grupo Keamino del I terninal de la
sor osing o decido A -amino-isobutirico cstd protegido
por un su tituycntc protector) con un micmbro selecceio-
nedo cel _rupo constituido por un derivado protc ido de
un polipdplico indicndo redirnse la férizulay L-glutamil-
—Leitigtidil-I-fonilalenil—lmer: inil=lwtrintofenil-_1i-
cil=L-lisil~Leprclil-Ll=velil-;licil~L-ligil~I~ligcil-I~
—oreinil=L-cr_iail-1' (en la que P! es un miembro scleg
cionido wel _ru o conatituido por L-prolil-L-vclina,
L-rrolil=L-v: 1i1-I-1isil-l~vulil-L-tirosina y L-prolil-
~L-valilei=1igil=Ll-ve1lil~I~tirogil~L~prolins, los cru-
nos & -cwino ée la L-lisine estdn protegidos por susti
tuyeases protectorus y czda uno de 1los £rupos, {Lcarhg
xilo del dcivo I~ lutdsico, _rupo ccrboxilo del C terni
nal ¥ .rupo ruanidino de la L-orginins, puede cstar pro
tegldo por un sustituyente protector), su awmida sin sus
titvir y su szl por c@i:idén Ge deido, 0 (e) hacer rezc-

cion~r un deriv-.do protc;iuo ¢¢ un decopéprido de fdr-
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rula _enerals X-L-tirosil-L~gseril-IL-metlonil-L-gluta-
mil-I~histidil-L-fenilalunil-I=arginil-L-triptofanil-
-glicina (en la que X represente sarcosilo o Xeamwino-
~igobutirilo, &l carboxilo wel C—Jirminal de la glici-
na estéd activado, el grupo A=-amino del Li=serminal de
la sercosina o dcido X -amino-isobutirieo cstd proie-
&ido por un sustituyente protector, y el grupo (-carbg
xilo wol deido I-slutdiico puede estar protegido por
un sustituyente protector), con un miembro selecciona-
Go .e¢l grupo consuituido por un derivado protegldo de
un polipéptido indicudo mediznte la £érmulas Ie-lisileI-
~prolil=I-valil-glicil=l~lisil=lwligil=l=arginil-l-crgsi
nil-F' (en la cue P' ¢s un wicmbro seleccionado wel 1w
po constituido por Le-prolil~L-valina IL-prolil-l-valil-~
=I-ligil=I=~valil-L-tirosing y I-prolil-l-valil-I~-lisil~

I~valil=L-tirosil-L-prolina, 109 grupos ¢£-amino de la

=

I-lisinz estdn protegidos ror sustituyentes proteciores,
¥y cadz uno de los grugsos, carboxilo del C teruinal y
grupo Juanidino ue la Leargina, puede osbar proive:ido
por un sustituycnie protector), su amius sin sustituir
¥y unv sel por zdicidén de dci..o correspondiente; y live
rer 108 Lrusos @.ino y curuoxilo protegidos del polipép
tido asi Jormado; ¥y, cuando se¢ requiera, convertir el
polipéptlido libre resultante en una sal wor adieidn de

dcido Iisiold;icmmucnte toleravle o en un complejo de e
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tal posado.
28,~ Un procedimicnto segin la reivindicecidn
12, en cl <ue la reaccidn se lleva a cabo en elmodo G-
pliezdo en ¢l spartado (a),
5 38,- Un procedimicento se.dn la reivindicacidn
1¢, en el cue lo rcaccidn se lleva a cabo en el iiodo ex
plicado en el apareado (b).
48,~ Un procedimiento sezdn la reivindicacidn
18, en el aue 1o reaccién se lleva a cabo en el modo ex
iﬁ plicodo cn ¢l apartado (e).
8,~ Un procedinmiento, couwio se reivindica ¢n
ctalquiera ve i s wolvindiceciones 12 a 42, donde 4 ¢s
garconilo, ‘
68,~- Un proecedinmionto, como se reivindica en
i5 cunlguicra de las Keivindicacioncs 12 a 42, donde X es
& ~amino~isobutirilo,
78,.= Un procedimiento, como se reiviudicz cn
nelouicra de lus heivindicaciones 128 a 68, donde P cs
I-prolilel-valil=-Il~ligil-I-valil-I-tirocina.

20 82,-~ Un procedimiento, como sc reivindica cn
cualquisra de los Helvindicaciones 12 a 68, donce P es
I-prolil-L-valileIl-lisil=L~valil=I~tirosil=-L-prolina.

92,- Un procediriento, como s¢ reivindica cn
cualeuicra de los lciviadicacioncs 12 g 82, donde la

05 sl .or adicidén de dcido tolerzble, es sal del écido

25-5=73 - 37 -
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acético o sal uel deido clorhidrico.

10¢,- Un procedimisnto, como se reivindica en
ct.elquicra de los reivindicaciones 18 a S&, donde el
susiltuyonie protector uel rupo A-amino del W {erui-
nal de 12 sarcosina o dci.o d-anino-isobutirico e pro-
vege medinnte un (rupo Lenoiloxicarbonile o un | rupo
vutoxicarvonilo sercisrio, ¢l frupo f—carboxilo dal
dcido L-glutdmico se protege mediante un srupo butilo
terciario, loo _ru:os guanidinoe de la Learginina se oro
tegen medianbe _rupos nitro y los grupos ¢ —amino &e la
I=lisina se protegen mediante prupos benciloxiearbonilo
0 grutos butoxicarbonilo terciarios.

112,~ Un procedimiento, como se reivindica en
cualtuiera de las neivindicaciones 12 a 48, donde el
grupo carboxllo del € terminal se ametiva mediante la
formacidn de un éster aciivo, mediante la formacidn de
vno avida o mediante ¢l empleo de un aenic de conden-
saciodn,

128,- Un procedimiento, como se reivindica en
la Leivindieacidn 38, donde el  rupo carboxilo del O
torsinal se acuiva mediznte la formacidn de un anhidri
do de dcido o medisnve la formacidn de un anhidrido wix
to.

138 ,- Un procedimiento, cowo se reivindica en

ctal:iuiera de 1lng iicivindicgeiones 18 y 42, donde los

- 38 - POGR
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grupos anino y carbvoxilo protecsidos, se Liveran median
ve el empleo e Lluoruro de Lidrégcenc.
148,~ Un procedimienfo, como se reivindica en
cualguiera de Lng Jelvirdicacionas 32 y 48, donde los
5 SYUDOS amino ¥ caruvoxilo proiegidos, se liberan median-
te el exnnieo de Aciio triiluoroacético.
iv#.= Un procediniento, como se reivindica en
cualquiera de Las reivindicaciones 1& a &, T8 y y8 a
134, dende el nolripédptido es un miemuro escogido wel g1
10 po constisnido por i compuesto polipeptidico inuieado
por la ibrm.l: : Sarcosil-L-tirosil-L-geril-l-metionil-
=L-rlutamil=L-uigtidil-L-renilalanil-Learginil=L=¢rin=-
vortanil-zlicil-f~ligil-L~protil-li-valil-slicil-L-lisil-
=L=L1gilelmurciniielegrini l=l=pro Ll il=l=valllel=1151il=
i5 =L=vaiil=b~:irogina amida, su sal del 4cido acédtico, wuu
wal dol deido cloriildrico y su complsjo de zinc.
lod,= un proceduniento, como me reivindica en
cualquiera uwe las .eivindicacionss 18 g »8 y &8 a 13,
donde ol polipspirdo es un mismbro sscogido del sruno
20 congoituido 0 un compuasbo nolipeptidico indicado or
la rérauta: Garcosil=L-tirosil-L-iseril-bemetionil~L—; lu
b dlimb=nistidil=Lefanilalanil=l-arginil-L-triptoranil-
=rlicilel-lizil=L~prolil-L~valileglicileL~lisil=l=ligil=
=Legrainilel=-ar-inileLeprolil=~L=vglil-l=ligil=L-vaiil-

25 ~L-iirosil-L-prolina, su 5:1 .el 4cido acitico, su sal

25=5-T3 -39 -
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del 4dcido clorhfildrico y su compl:ijo de zZinc.
178,~ Un procediamisnto, como s@ reivindic: sn
cualguizeu de lis ieivirdicacionza 18 a 43, 68, T8 Ut
a 13, donue 3l polipéptido es un miembro sescogido del
5 gruno cenusbivuido por un compussto polipeptidico indi-
¢ido por la Léraula : XK -anmino-inzobutirileletirosil-L-
~geril=L-m:tionil-L--lutanil-b-nistidil-I-fenilzlanil~
~Leap~irll-L-trinvoanil=glicil~L-ligil-L=prolil=~L=va~
lileplicil=l=lisil-L-ligil~f~arsinil~L-arsinil-L-pro-
10 , 1il=L-vglil-L-lisil=L-valil-L-tirosina, su aui a sin
| sgbituir, su oal el 4cido usedtico, su szl del dcido
clevuidrico v éu comple jo de zinc,
1Ba,~ Un procedimisnso, como se ralvirdiea on
cuglquisra o lus lsivindicacionss 12 g 48, 02 vy 0# a
13 13g, donde 21 polipsptido es un niembro escosido del
eruno constituldo nor un compuasto polipeptidico indi-
cado por la férmmla: & ~amino~isobutirileL~tirosil~Le
—~geril-L-mztionil=l~pslutamil~l—nistidil-L-fenilalanil~
~L-arginil-besripioranil-glicilelimsigil=L=prolil~L-va-
20 lil-rlicileb=ligil=b=]ligil=le=arrinil-Learcinil~L-prolil-
~L-valil-l-ligil=L=valil-L-tirosil-L=prolina, su sal dsl
gcido acdtico, cu sul del 4ecile clornfarico y su comple

jo de zine,

152, Un procedimisnto parn la fabricacién d
25 un polipéptido.
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Tal y como se uza descerito en la Memoria que
anteceda, ¥ con log iines que se han especiiicado.
Euve Hemoria consta de cuarenvea y una hojas
eseritas a méquina por una sola cara.
5 =1 JuK: 1973
Madrid,
IR P.A.
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