P.-54,307
05158-67/PF/szf

" {jiz' C:CT;F C B—

MEMORTA DESCRIPTIVA

para solicitar PAUENTE DE INVENCION  por VEINTE afios
a nombre de RICHTER GEDEON VEGYESZETI GYAR RT,
entidad hingara

establecida en Gybmrdi wut 21, Budapest X, Hungria

pors "UN.-PROCEDIMIENTO PARA LA FREPARACION DE POLIPEPTI-
DOS BIOLOGICAMENTE ACTIVOS®

(Clase Internacional CO7c)

-

2-5-=T3 -1~



10

15

20

25

514589

Este invento se refiere a un nuevo procedimiento
para la preparacidn de polipéptidos bioldgicamente ac-
tivos que contienen un grupo aspartilo, sobre todo un
resto aspartil-glicina,

Tal como es sabido de la bibliograffa, cuando se
sintetizan péptidos aspdrticos, el grupo @ -carboxami
do se convierte por deshidratacién, con facilidad, en
un derivado de Q ~ciano-alanina (M. Boddnszky, V. du
Vigneaud; J. Am. Chem: Soc. 81, 5688/1959/; E. Schré-
der, K. Liibke : Peptides I, pdgina 110), y los pépti-
dos que contienen un radical aspartilo esterificado -
en el grupoQ -carboxi se convierten con facilidad en
derivados cfclicos de succinimida (E., Schrbder, K.
Iiibke; Peptides I, pdgina 203; M, A. Ondetti y otros:
Biochemistry 7, 4069/1968). Esta dltima reaccién se de
sarrolla con particular facilidad cuendo el radical de
asparagina estd unido a un radical de glicina en la ca
dena del péptido. Asf, por ejemplo, el tetrapéptido sin
tético Pro-Asn-Gli-Pro experimenta una completa desami
nacién incluso en una soluci&neo;l molar de amoniaco
(L. Grdf y otros : Polyieptide Hormones, pégina 255,
Akadémia Kiadd, Budapest /1971/). Con el fin de evitar
estas dificultades, los grupos protectores de carboxa-
mida se utilizan hoy dfa cada vez con mayor frecuencia

en la sintesis de péptidos que contienen el grupo as-
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partilo (véase por ejemplo W, Kbnig, R. Geiger; Ber.
103, 2041/1970/), y en la bibliograffa no puede encon
trarse ningin ejemplo de la acilacidén con una sucesidén
de aspartil-glicina.

El hecho de que, segin los exdmenes mds recientes,
la estructura originalmente atribuida a las hormonas -
adrenocorticotrépicas deberd ser modificada ligeramente,
puede ser explicado también por la fdcil desaminacidn -
del grupo carboxamido del resto aspartil-glicina. Ln --
efecto, la comparacidén sistemdtica de los preparados na
turales y sintéticos condujo a la conclusidn de gue el
grupo carboxamido, que originalmente se suponia estaba
en la bosicién 3¢, estd en realidad en la posicidn 25y
puede encontrarse una sucesidén Gli~Ala en las posicio-
nes 26 a 27 tanto en las hormonas adrenocorticotrdpicas
de porecinos como en las hormonas adrenocorticotirdépicas
de seres humanos. Correspondientemente, la estructura -
de la hormona adrenocorticotrépica humana es la siguien

{te:

H-Ser-Tir~Ser-ket-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gli~Lis-Pro-Val-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Gli-lis-lis-Arg-Arg-Pro-Val-lis-Val-Tir-Fro-Asn-Gli~-Ala-
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Glu-Agp~Glu~-Ser-Ala=-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu~Glu-Phe~0H
28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

2=5-T73 -3 -
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Ia sintesis de hormona adrenocorticotrdépica humana
que tiene una estructura tal como se describe por T..H.
Lee y otros (J. Biol. Chem. 236, 2970/1961/), as{ como de
los fragmentos de esta hormona fue descrita por primera
vez en la patente hingara nimero 155.254 y en las corres
pondientes memorias de patente extranjeras, por ejemplo
en la patente britédnica numero 1.201,.053.

Este invento se refiere a2 la sintesis de hormona a-
drenocorticotrdpica humana con la estructura modificada
antedicha, as{ como también a la sintesis de sus fragmen
tos caracteristicos de la especie individual.

Este invento estd basado en el descubrimiento de gue
el método del pentafluorofenol (L. Kisfaludy y otros: -
Proc. 8th Europ. Peptide Symp. 1966, pdgina 25 /1967/, L.
Kisfaludy y otros: J. Org. Chem. 35, 3563 /197¢/, J. Lo-
vées y otros, J. Am. Chem. Soc. 89, 183 /1967/), que has
ta el momento no ha sido utilizedo en la sintesis de po-
lipéptidos bioldgicamente activos, es particularmente a-
propiado, en ciertas condiciones, para la sintesis de po
lipéptidos que contienen el grupo aspartilo y poseen una
estructura similar a la’arriba descrita. 7

Inesperadamente se ha encontrado que cuando la reac
cién se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamen-
te 02C el Z~-Asn-~OH puede ser convertido en su éster pen-

tafluorofenilico con un rendimiento de al menos 90%, sin

2-5-73 -4~




10

15

20

25

414589

blogquear el grupo carboxamido, En estas condiciones -~
précticamente no se forman derivados ciclicos de suc~—
c¢inimida ni compuestos de Q -¢iano-alanina. El Z-Asn-
-0PFP as{ obtenido puede ser utilizado para la acila-
cién de derivados de aminodeido o de péptido sin el -
peligro de reacciones secundarias. As{, por ejemplo,

el dipéptido bloqueado Z~Asn-Gli-OtBu puede ser prepa
rado a prtir del antedicho compuesto con un rendimien
to superior al 90%, ¥y éste Wltimo producto puede ser
convertido en Z~Asn-Gli-OH: poniéndolo en contacto con
dcido trifluoroacético. Este dltimo dipéptido puede -
ser convertido también en su éster pentafluorofenilico
con un excelente rendimiento, y el &ster obtenido puede
ser utilizado para la acilacién de los péptidos C-termi
nales mencionados en los ejemplos (AGTH27~31, ACTH27_32,
ACTH27_39). Ia acilacién se desarrolla con un excelente
rendimiento y no se producen reacciones secundarias,

La ventaja adicional del método de pentafluorofeni
lo puede s r puesta de manifiesto muy nitidamente cuan-
do se sintetizan péptidos superiores que contienen el
grupo aspartilo., En eXecto, de acuerdo con las observa-
ciones de la solicitante, el pentafluorofenocl que se des
prende en el curso de la acilacidén no proveca las dificul
tades que pueden aparecer en muchos de 1los casos, pPOr =-
ejemplo cuando se emplea el método del pentaclorofenol
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(memoria de patente britdnica mimero 1.201.053). En -
efecto, una desventaja del método del pentaclorofenol
es que la reaccién de copulacién conduce a un equili-
brio, y se requiere una cantidad en exceso del compues
to de amina o wma base terciaria con el fin de preparar
el producto pretendido con un rendimiento aceptable. -
Sin embargo, cuando se utiliza el método del pentafluo
rofenol no es necesaria una cantidad en exceso de una
base. Esta observacién parecfa estar en contradiccién
con el hecho de que, segin la bibliografia, el penta-
fluorofenol y el pentaclorofenol tienenvalores de Py -
idénticos (pk = 5,3). Sin embargo, se ha encontrado gue
los valores de Py de estos derivados fendlicos difieren
marcadamente entre si en un medio de dimetilformamida;
en donde el pentaclorofenol menifiesta un valor de Py =
de 5,05, mientras que el respectivo valor para el penta
fluorofenel es de 6,35. En otras palabras, el pentaflug
rofenol se disocia en dimetilformamida en un grado menor
que el pentaclorofenol, y consiguientemente no se efec-
tdan la protonacién estable del componente de base y el
retardo de la reaccidén de copulacidén,

Una ventaja mds del método del pentafluorofenol re-
side en el hecho de que el pentafluorofenol puede ser -
eliminado con facilidad desde el producto de reaccidn.
Ia eliminacidén de pentaclorofenol o de sus sales forma-

das con bases orgdnicas es muchisimo mds dificil, y los
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vestigios de estos compuestos que quedan en la mezcla
de reaccidén conducen a la formacidén de deido clorhi-
drico en la subsiguiente operacidén de hidrogenacién ca
talitica. No obstante, el dcido clorhidrico formcdo de
este modo dafia a los grupos blogueadores sensibles a
los 4cidos. Por otra parte, el pentafluorofenol puede
ser eliminado con facilidad y de manera cuantitativa
vertiendo la mezcla de reaccidén en éter; por lo tanto,
pueden. evitarse las desventajas anteriores.

Desde un punto de vista prdetico constituye una -
ventaja importante el hecho de que los ésteres penta-
fluorofenilicos sean muchisimo mfs solubles en disol-
ventes orgdnicos que los respectivos compuestos penta-
clorofenflicos. Asf, por ejemplo, la cantidad de disol
vente de dimetilformamida requerida en la preparacién de
Z~Asn-Gli-UPFP es s6lo de 10% de lo que seria necesario
sl se preparase el respectivo éster pentaclorofenflico.

- Se ha encontrado ademds que el método del pentafluo
rofenol es particularmente apropiado en la sintesis de
péptidos superiores. De acuerdo con las publicaciones
uds recientes (véase por ejemplo R. Schwyzer, P. W. Schi
ller: Helv. Chim. Acta 54, 897 /1971/, E. Winsch: Ber.
104, 2445 /1971/), la reacciéi deberfa llevarse a cabo a
temperaturas elevadas y/o el agente de acilacidén deberia

ser afiadido en exceso con el fin de obtener los produc-
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tos pretendidos con mejores rendimientos y con un grado

de pureza mds elevado. No obstante, cuando se utiliza el
método del pentafluorofenol no hay necesidad de utilizar
temperaturas elevadas ni cantidades en exceso del agente
de acilacién con el fin de llegar al mismo resultado, --
As{, por ejemplo, cuando se hace reaccionar el decapép-

tido blogueado Z—Lis-(BCC)-Lis(BOC)-Arg(NOz)-Pro-Val—Lig
(BCC)=Val-Tir(tBu)~Pro-CH con el heptapéptido H-Asn-Gli-
~-Ala~Glu( 0tBu)~Asp(0tBu)~Glu( OtBu)~-Ser(tBu)~(0tBu) o con
el octapéptido H-Asn-Gli-Ala-Glu(OtBu)-Asp(GCtBu)-Glu(Ot

Bu)-Ser-Ala-0tBu a la temperatura ambiente y en solucién
en dimetilformamide en la presencia de un complejo de -

pentafluorofenol y diciclohexilcafbodiimida, la reaccidn
termina prdcticamente en el espacio de 5 a 6 horas (tal

como se pone de manifiesto por cromatografia en capa del
gada), ¥y el heptadecapéptido bloqueado (15-31) o el octa
decapéptido blogueado (15-32) puede ser aislado de modo

simple y con un rendimiento de al menos 80%. Pueden lo-

grarse resultados excelentes similares cuando se hace -

reaccionar el tetradecapéptido ACTH 1-14 blogueado des-

crito en la patente hingara nimero 155.880 con el hepta

decapéptido 15-31, el octadecapéptido 15-32 o el penta-

cosapéptido 15-39, respectivamente, en las mismas condi

ciones que arriba se hen descrito,

De acuerdo con un método alternativo, los compues-
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tos intermedios buscados pueden ser preparados también
acilando el pentapéptido H-Val-Lis(BOC)~Val-Tir(tBu)-
~Pro-(H: con el éster pentafluorofenilico de Z-Arg(NOz)-
—Arg(NOQ)-FTo—OH, sometiendo al octapéptido obtenido a
hidrogenacién catalitice, eliminandose de este modo

los grupos bloqueadores de nitro del radical guenidino

~del resto de arginina, y sintetizando escalonadamente

el decapéptido 15-24 blogueado. E1 compuesto obtenido
difiere del decapéptido 15-24 blogueado arriba descri-
to en el hecho de que los grupos guanidino del resto de
arginina estdn presentes en forma protonada. La ventaja
de estg Ultima sintesis consiste en el hecho de que los
péptidos C-terminales que contienen grupos bloqueadores
sensibles a los dcidos no han de ser sometidos a la hi-
drogenacién catalftica que se utiliza para la elimina-
cidn simultdnea de los grupos nitro. Tal como ya es sa-
bido, este Ultimo tipo de hidrogenacidén catalftica sélo
se puede llevar a cabo en un medio de dcido acético y -
requiere un largo tiempo de reaccidén (en algunos casos
incluso de varios dfas).

Correspondientemente, este invento se refiere a un
nuevo método para le preparacidén de péptidos que repre-
sentan la hormona adrenocorticotrdpica humana y de sus
fragmentos, que tienen la férmula general (I)

H~-Ser-Tir-Ser-Met-~Glu-~His-Phe-Arg-Trp-~Gli-Lis-Pro-
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-Val-Gli~Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-Pro-

~Asn-Gli-Ala-Glu-Asp-Glu~Q
y de los derivados blogqueados de dichos compuestos, en
donde Q puede representar los grupos
(a) Ser-0H,

(v) Ser-Ala-CH,

(¢) Ser-Ala-Glu-UH,

(d) Ser-Ala-Glu-~Ala~OHj

(e) Ser-Ala-Glu-Ala-Fhe~-CH;

(f) Ser-Ala-Glu-Ala-~Phe-Pro-OH

(g) Ser-Ala-Glu-Ala-FPhe-Pro-Leu-OH,

(h) Ser-Ala-Glu-Ala-Fhe-Pro-Leu-Glu~CH,

(i) Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu~Fhe-OH.

De acuerdo con el método del invento, en el curso -
de la copulacién de los compuestos intermedios bloguea~
dos, el grupo carboxi del componente acilante es activa
do conviptiéndolo en el éster pentafluorofenilico. Los
péptidos libres obtenidos después de eliminar los gru-
pos blogueadores son convertidos en sus sales por adi-
cién de dcido o complejos o condensados farmacéuticamen-
te aceptables, respectivamente.

Los compuestos de partida y los compuestos interme-
dios son preparados de acuerdo con métodos convencional-
mente utilizados en la quimica de los péptidos. En cali-

dad de grupos bloqueadores de amino pueden utilizarse S0
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bre todo grupos benciloxicarbonilo, ter.butoxicarbonilo
o para-clorobenciloxicarbonilo, mientras que el grupo -
carboxi es blogueado de modo preferible mediante forma-
cién de éster, especialmente utilizando metanol, etanol
o ter.butanol como agente de esterificacién., 5i es nece
sario, los grupos hidroxi unidos a las cadenas laterales
pueden ser blogueados mediante formacidén de éter, por lo
cual pueden utilizarse en calidad de agentes de eterifi-
cacibn ter.butanol o alcohol benc{lico. El grupo guanidi
no del resto de arginina es bloqueado preferiblemente -
mediante un grupo nitro, pero la protonacidén del grupo -
guanidino ejerce también un efecto blogueador apropiado.
Median%e la seleccidn apropiada del grupo blogueador in-
dividual puede asegurarse que &ste pueda ser eliminado
selectiva o simulténeamente por acidélisis o hidrogené-
lisis.

Los péptidos inferiores pueden ser sintetizados es-
calonadamente o mediante condensacidén de fragmentos. la
reaccifn puede llevarse a cabo por el método del anhi-
drido mixto, de la ezida, del éster activado o de la -
diciclohexilcarbodijmida.

La caracteristica principal del invento consiste en
gue cuando se copulan péptidos que contienen el grupo as
partilo, el grupo carboxi del componente acilante es ac-

tivado por conversién del mismo en su éster pentafluoro
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fenflico. El &ster pentafluorofenilico puede ser prepa-
rado en una operacién separada, o este agente de acila-
¢idén puede ser formado directamente en la mezcle de reac
cién en donde se efectda la acilacidn. Bl éster activado
puede ser preparado afiadiendo pentafluorofenol y diciclo
hexilcarbodiimida a la mezcla de reaccidén. De acuerdo -
con un método particularmente preferido, el complejo de
pentafluorofenol y diciclohexilearbodiimida es preparado
en una operacién separada, y este complejo es introduci-
do en la mezcla de reaccidn en una cantidad de 1,2 a 1,5
moles, La ventaja de este Ultimo método consiste en que
el complejo puede ser manipulado con mayor facilidad, y
ademds los posibles contaminantes de diciclohexilcarbodii
mida que contienen szufre, log cuales pueden afectar des
favorablemente a la siguiente operacién de hidrogenacidn,
pueden ser eliminados también durante la preparacidn del
comple jo.

La éeaccidn de copulacién de acuerdo con el invento
se desarrolla con elevados rendimientos y sin la apari-
¢ién de reacciones secundarias. Conéiguientemente, no es
necesario purificar separadamente los compuestos interme
dios bloqueados (por ejemplo por cromatografia en colum-
na), ya que puede obtenerse un compuesto suficientemente
puro por la sola purificacién del producto final desblo-

queado. El proiucto final desbloqueado puede ser purifi-
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cado, por ejemplo, mediante reparto en contracorriente
0 mediante cromatografia en columna, utilizando por --
ejemplo varios tipos de carboximetilcelulosa en calidad
de adsorbente.

Los péptidos preparados de acuerdo con el invento
pueden ser convertidos en sus sales por adicidn de dci-
do y en sus complejos farmacéuticamente aceptables., las
sales pueden ser las formadas con dcidos farmacéutica-
nente aceptables, por ejemplo con los deidos acético, -
clorhiérico, sulfirico o fosférico, o con decidos gracos
superiores. El término "complejos farmacéuticamente acep
tables" utilizado en la memoria dgscriptiva ¥y en las rei
vindicaciones se refiere a compuestos de los péptidos -
formados con cicritas sustancias orgdnicas o minerales, -
poseyendo dichos compuestos actividad prolongada. Las -
sustancias orgdnicas susceptibles de utilizarse parza la
preparacién de los complejos son, por ejemplo, las si-
guicntes: gelatinas, compuestos del tipo de carboximetil
celulosa, ésteres alginicos, polimeros de aminodcidos y
otros homopolimeros y copolimeros. Entre las sustancias
minerales, se han de mencionar las sales escasamente s90
lubles de ciertos metales, especialmente de zinc, tales
como fosfatos o pirofosfatos de zinc. Compuestos de ac—
tividad prolongada pueden ser preparados también ponien

do en contacto los péptidos con ciertos silicatos, gue
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formen complejos o condensados insolubles con el pépti
do en cuestifn. La estructura de estos complejos o con
densados no ha sido todavia determinada.

Los péptidos preparados de acuerdo con el invento
pueden ser utilizados en la terapia en la forma de pro
ductos farmacéuticos convencionales. Entre los produc-
tos farmacéuticos han de mencionarse los siguientes: -
productos liofilizados sdlidos, que contienen vehiculos
0 excipientes inertes, por ejemplo mannita, lactosa, al
midén, etc., ademds del agente activo; suspensiones y -
emulsiones que contienen opcionalmente agentes de con-
servacidén inertes, estabilizadores y sustancias auxilia
res. Bl agente activo puede ser utilizado también en la
forma de los complejos y condensados arriba mencionados;
debido a su efecto prolbngadé, dichos productos farma-
céuticos son preferidos de modo particular.

La dosis usual de las hormonas adrenocorticotrdpi
cas es de 0,1 a 3,0 mg. Tas hormonas pueden ser admi-
nistradas por via subcutdnea, parenteral o intramuscu-
lar, de 1 a 7 veces por semang. .

El procedimiento dél invento es explicado con de-
talle en los siguientes Ejemplos no limitetivos. Los -
compuestos intermedios descritos en los Ejemplos son -
sugtancias nuevas,

las abreviaturas utilizadas en los Ejemplos son -
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las aceptadas por IUPAC-IUB (J. Biol. Chem. 247, 977 /
/1972/).. Los simbolos indicados entre paréntesis despuds
de los encabezamientos contienen los grupos N~terminales
¥y C~terminales y la numeracién de la secuencia., Los gru-
pos protectores unidos a las cadenas laterales estdn in-
dicados en los encabezamientos entre paréntesis. las —-
otras abreviaturas siguientes fueron utilizadas asimismo:
DCC = diciclohexilcarbodiimida, DCU = diciclohexilurea,
PFPCH. = pentafluorofenol, PCPCOH = pentaclorofencl, DCHA =

dimetilformamida; 2 = grupo

= diciclohexilamina, DNF
benciloxicarbonilo; ONSw = grupo N-succinimido.

Los puntos de fusién fueron determinados en un apara
t0 del tipo del Dr, Tottoli (Bﬂchi, Suiza). Los exdmenes
por cromatografia en capa delgada se llevaron a cabo so-
bre un absorbente de "gel de silice de acuerdo con - -

Stahl" en las siguientes mezclas de disolventes:

1) Acetato de etilo-(piridina-dcido acético-agua
= 20:6:11) = 95:5

2) Acetato de etilo-(piridina-dcido acético-agua =
=20:6:11) = 9:1

3) Acetato de etilo-(piridina~dcido acético-agua
= 20:6:11) = 4:1

4) Acetato de etilo-(piridina-dcido acético-agua
= 20:6:11) = 3:2
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5) Acetato de etilo-piridina-dcido acético-agua =

= 240:20:6:11

6) Acetato de etilo-piridina-decido acético-agua =
= 120:20:6:11

T) Acetato de etilo-piridina-dcido acético-agua = .
= 60:20:6:11

8). Acetato de etilo-piridina-4cido acético-agua =
= 30:20:6:11 ‘

.9) Acetato de etilo-piridina-dcido acético-agua =
= 480:20:6:11

10) Cloroformo - hexano - 4dcido acético = 8:1:1

11) Cloroformo-metanocl = 98 : 2

12) Gloroformo-metanocl = 95:5

13) Cloroformo-metanol = 9:1

14): Cloroformo-metanol = 85:5
15) n-butanol-piridina-fcido acético-agua = 30:20:6:24
16)) Cloroformo-metanol-dcido acético = 8:1:1.

ILas manchas fueron reveladas con ninhidrina y/o -
con cloro 4 tolidina,

Ejemplo 1.

Sintesis de ACTH, ., humana

Operacidn 1: Z-Glu( 0tBu)~Ser (tBu)~-0tBu (2-30-31-
-0tBu)

10,85 g (25 milimoles) de Z-Glu(0fBu)-ONSu son 4i

sueltos en 100 ml de acetato de etilo, y se vierten en
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la solucibn 7,0 g (27,5 milimoles) de H-Ser(tBu)-UtBu,
HCl. La suspensidén obtenida es enfriada a 09C y se le
afiaden con agitacidn 3,85 ml (27,5 milimoles): de trie-
tilamina. La mezcla de reaccidén es agitada durante 0,5
horas a 02C, y después de esto la agitacién se continda
a la temperatura ambiente durante la noche. La mezcla
es lavada sucesivamente dos veces con 20 ml de dcido -~
clorhfdrico 1 N, tres veces con 2¢ ml de NaHCO3 1Ny
con agua. La solucidén en acetato de etilo es secada, -
evaporada hasta sequedad y el residuo oleoso es tritu-
rado con éter de peiréleo. Se obtienen 10,45 g (77,8%)
de 2-30-3-OtBu. P. de f. 92-95¢C, R'; = 0,8.

Andlisis para 028H4408Né (536,68)
Calculado % : C 62,7 HE 8,3
Encontrado %: C 62,4 H 8,2

Operacidén 2: H-Glu(0tBu)-Ser(tBu)-0tBu (H~30-31-

-0%Bu)

2,5 g de paladio sobre carbén son afiadidos a la so
lucidn de 17,2 g (32 milimoles) de 2Z-30-31-0tBu en 350
ml de metanol y se hace borbotear hidrdégeno gaseoso den
tro de la mezcla durante une hore. El catalizador es --
eliminado por filtracidn, el producto filtrado es evapo
rado hasta sequedad bajo presién reducida, el residuo
s6lido es mezclado con éter de petrdleo, y la mezcla es

filtrada. Se obtienen 10,97 g (83,4%) de H~Glu((tBu)-

2-5-73 - 17 -
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~Ser({Bu)-0tBu. P. de f.: 78-82¢2C, Rli = 0,4.

Andlisis para C2GH3806N2 (402,54):

Caleculado %: € 59,7 H 9,5 N 6,9
Encontrado %: € 59,8 H 9,4 N 6,6

Operacidn 3: Z-4sp(0tBu)-Glu(0tBu)-Ser(+Bu)-0tBu

(2-29-31-0tBu) |

Una solucién de 9,45 g (22,5 milimoles) de Z-Asp
(0tBu)-0NSu y 10,1 g (25 milimoles) de H=30-31-0tBu en
200 ml de acetato de etilo es dejada reposar durante la
noche, y despuds de ello la solucibn es lavada sucesiva
mente dos veces con 50 ml de dcido clorhidrico 1 N, tres
veces con 50 ml de solucién 1 N. de NaHCO3 y con agua. -
El acetato de etilo es separado por destilacién, y el -
residuo oleoso es triturado con agua. El sdélido es sepa

rado por filtracién. Se obtienen 15,2 g (95,0%) de - -

2-29-31-0tBu. P. de f. : 84-879C, R%l = 0,70
Anéiisis para C. H__0,.N. (707,88) :

36571173

Calculado % : C 61,1 H 8,1
Encontrado % : C 61,3 H 8,3

Operacién 4: 2Z-Glu{OtBu)-Asp(0tBu)-Glu(0tBu)-Ser(tBdu)-
-0tBu (Z-28-31-CtBu).

Una mezcla de 14,18 g (20 milimoles) de %-29-31-CtBu,
280 ml de netanol y 2,1 g de paladio sobre carbén es hi-
drogenada dursnte 0,5 horas. El catalizador es separzdo

por filtracidn, y el producto filtrado es evaporado has-
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ta sequedad bajo presién reducida. Los 11,65 g de resi-

1o 0,2) son hechos reaccionar con 8,25 g

duo oleoso (R;
(19 milimoles) de Z-Glu(OtBu)-ONSu en 200 ml de rcetato
de etilo. La solucién es dejeda reposar durante la noche,
después de esto es lavada sucesivamente dos veces con -
50 ml de dcido clorhidrico 1 N, tres veces con 50 ml de
solucidén 1 N de NaHCO3 ¥ con agua. La solucidn en aceta
to de etilo es secada, el disolvente es separado por deg
tilacidn, el residuo sdlidq es triturado con n-hexano y
es filtrado. E1l producto bruto obtenido es. disuelto en
43 ml de acetato de etilo caliente, y se afladen a la so-
lucidn 7 ml de n-hexano. Al dfa siguiente los cristales
separados gon filtrados y secadoé. Se obtienen 13,0 g
(7645%) de Z~28-31-0tBu, P. de f. 184-1852C, Rl = 0,80C.

£
Andlisis para 045H7201¢N4 (893,1) :

Caleulado % : C 60,5 H §,1
Encontrado % : G 60,8 H 8,0

Operacién 5: H-Glu(OtBu)-Asp(CtBu)=Glu(CtBu)-Ser
(tBu)~0tBu (H-28-31-0%tBu).

Una solucién de 12,5 g (14 ;nilimoles) de 2-28-31-
-0tBu en 250 ml de metanol es hidrogenadas durante C,5
horas en presencia de 1,8 g de paladio sobre carbén.
El catalizador es eliminado por filtracién, y el pro-
ducto filtrado es evaporado hasta sequedad. E1l residuc

sélido es triturado con n-hexano, y la mezcla es fil-

2-5-73 -19 -
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trada. Se obtienen 10,09 g (95%) de H-28-31-0tBu. P.

de f.: 139-1402C 5 R%l = 0,25,

Andlisis para Cyglgs0 ot (758,97):
Calculado 4 N 7,4
Encontrado N 17,6.

Operacién 6: Z~Ala-Glu(OtBu)-Asp(OtBu)-Glu(0tBu)-
-Ser(tBu)-0tBu (2-27-31-0tBu),

6,62 g (8,7 milimoles) de H~28-31-0tBu son disuel
tos en 65 ml de acetato de etilo y se afiaden a la solu
cidn 2,72 g (8,5 milimoles) de Z-Ala-(NSu. Después de
5 minutos de agitacién se forma una solucién homogénea.
La mezcla de reaccién es agitada .durante una hora; en
este momento el producto se separa de la mezcla. La mez
cla es dejada reposar durante la noche, después de ello
el producto es separado por filtracién y lavado con ace
tato de etilo. El producto bruto es recristalizado en
65 ml de acetato de etilo. Se obtienen 6,61 g (80,7 %)
de 7-27-31-0tBu, P. de f, : 193-1952C, Bf" = 0,75,

| Andlisis para 048H177015N.5 (964,18)
Calculado %: C 59,8 H 8,1
Encontrado %: C 59,6 H 8,1

Operacidn 7: H-Ala-Glu(OtBu)-Asp(O0tBu)~Glu(0tBu)-
-Ser(tBu)-0tBu (H-27-31-0tBu).

6,61 g (6,85 milimoles) de Z-27-31-0tBu son disuel

tos en 150 ml de metanol con suave calentamiento. La so
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lucidén es enfriada a la temperatura ambiente; se le -
aiiade 1 g de paladio sobre carbén y se hace borbotear
hidrégeno gaseoso dentro de la mezcla durante 0,5 ho-
ras. Bl catalizador es eliminado por filtracién, el -
producto filtrado es evaporado hasta sequedad, el re-
siduo s6lido es triturado con n-hexano y la mezcla es
filtrada. Se obtienen 5,55 g (97,6%) de H-27-31-0tBu.
P. de f.: 138-1429C, Ri = 0,15,

Anélisisrpara c40H71033N5 (830,05).

Calculado % : C 57,9 H 8,6 N 8,4
Encontrado % : C 57,7 H 8,3 N 8,1

Operacibn 8: Z-Asn-OFFP

1,33 g (5milimoles) de Z-Asn~CH y 3,04 g de penta
fluorofenol son disueltos en 3,5 ml de DMF, y se araden
a la solucién 10,5 ml de dioxano. Ia solucién es enfrig
da a 02C y se afiaden con agitacidén 1,13 g (5,5 milimo-
les) de DCC. La mezcle de reaccidn es agitada a 0°C du-
rante 2 horas, después de ello la DCU es eliminada por
filtracién, y el producto filtrado es evaporado hasta -
sequedad bajo presidn reducida. El residuo es triturado
con 8 ml de éter. Ia sustancia cristalina blanca obteni
da es separada por filtracidn, lavada con una pequeiia -
cantidad de éter frio y secada. Se obtienen 2,02 g ——

(93,3%) de Z-Asn-OPFP. P. de f. 149-1509C. ng = 0,35.
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Andlisis para clBHi305N2F5 (432,31):

Calculado ¥ ¢ € 50,0 H 3,0 N 6,5
Encontrado %: C 50,2 H 3,1 N 6,4

Operacién 9  Z-Asn-Gli-UtBu (2-25-26-0tBu)

0,43 g (1 milimol) de Z~-Asn-OPFP son disueltos en
10 ml de dioxano con suave calentamiento., La solucién
es enfriada a 109C, y se le afiaden 0,185 g (1,1 milimo
les) de H-Gli-OtBu.HC1l. Se afiaden con agitacién 0,154 ml
(1,1 milimoles) de trietilamina a la suspensién obtenide,
y la mezcla de reaccidén es agitada a la temperatura am-
biente durante 0,5 horas. Los sélidos son eliminados por
filtracidén, y el producto filtrado es evaporado hasta se
quedad. El residuo gelificado es triturado con éter, y -
el sélido es separado por filtracién. Se obtienen 0,34 g
(89,8%) de Z-Asn-Gli-OtBu. P. de £. 150-151C; ag = 0,6.

Ané}isis para 018H2506N3 (379,42):
Calculado % : N 11,1
Encontrado % : N 11,2

Cperacidn 10: Z-Asn-Gli-OH (2Z-25-26-0H)

9,13 g (26 milimo%es) de Z;Asn-Gli—OtBu son disuel-

tos en 90 ml de deido trifluorcacédtico, y después de (,5
horas de reposo se aladen a la solucién 450 ml de &ter

anhidro. El precipitado blanco separado es filtrado, la
vado con éter y cristalizado en 35 ml de agua. Se obtie-

nen 6,56 g (785:) de Z-Asn-Gli-CH. ¥. de f. 17G-1729C,
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ﬁg = (,45.

Operacidén 11: Z-Asn-Gli-Ala-Glu(CtBr ' -asp(Cidu)-
-Glu( UtBu)-Ser(4Bu)-0CtBu  (2-25-31-0tBu).

2,59 g (8 milimoles) de Z~-Asn-Gli-CH, €,€5 g (8 mi
liwoles) de H-Ala-Glu(CtBu)=Asp(CtBu)~Glu({tBu)-Ber(tBu)

-0tBu y 4,86 g de pentafluorofenol son disueltos en 28
ml de DMFF. La solucidn es enfriada a (02C y se le ariaden
1,81 g (8,8 milimoles) de DCC. La mezcla de reaccidn es
agitada a 09C durante 0,5 horas y se continda la agita-
c¢idn a la temperatura ambiente durante 2,5 horas. La DCU
separada es eliminada por filtracién, el producto filtra
do es evaporado hasta sequedad, y el residuo es tritura-
do con acetato de etilo. Se obtienen 7,3 g (80,5%) de
%2-25-31-0tBu. P, de f.: 1942C (con descomposicién),
Rg = 0,6,

Operacién 12. H-Asn-Gli-Ala-Glu(CtBu)-Asp(OtBu)-
Glu(0tBu)-Ser(tBu)-0tBu (H-25-31-0tBu).

6,47 g (5,7 milimoles) de 2-25-31-0tBu son disueltos
en una mezcla de 220 ml de etancl y 20 ml de DMF, y se -

hace borbotear hidrdgeno gaseoso a través de la mezcla
durante una hora en presSencia de 1 g de paladio sobre -
carbén. El catalizador es eliminado por filtracidén, el
producto filtrado es evaporado hasta sequedad, y el re-
siduo gelificado es triturado con éter. El sélido es se

parado por filtrae¢idn y lavado. Se obtienen 4,9 g (86,2%)

2-5-73 - 23 -
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de H-25-31-0tBu. P. de f.: 174-1769C (con descomposi-

cidn), R';’. = 0,2,

Cperacidn 13; Z-Lis(BUC)~Lis(BOC)-Arg(N02)—Arg
(HUZ)-ProAVal-Lis(BOC}Val-Tir(tBu)-Pro-Asn—Gli-Ala—Glu_
(CtBu)-Asp(CtBu)-Glu(0tBu)-Ser(tBu)-0tBu (%-15-31~UtBu).

T,4 ¢ (4 milimoles) de Z—Lis(BCC)—Lls(BOG)—Arg(Noa)—
-Arg(N02)—ProAVal—Lis(BOC)-Val—Tir(tBu)-Pro—OH (véase pa
tente britdnica nimero 1.201.053) y 4,2 g (4,2 milimoles)
de H-25-31-0tBu son disueltos en 25 ml de DMF. ILa solu-
cién es enfriada a 02C, y se le afiaden 3,64 g (4,8 mili-
moles) de complejo de DCC-PPPOH, que contiene los reac-
cionantes en una proporcién de 1:3. Ia mesela de reaccidn
es agitada a 09C durante 20 minutos, y se continda la a-
gitacidén a la temperatura ambiente durante 5 horas. la
mezcla es filtrada en 300 ml de éter anhidro, y el preci-
pitado separado es luego sometido a filtracidén. Se obtie-
nen 11,0 é‘(97%) de producto bruto, p. de f£. 1802C. El -
producto bruto es disuelto en 33 ml de metanol, ¥y se le
precipita afiadiendo 430 ml de acetado de etilo. Se obtie
nen 8,75 g (77%) de Z-15-31-0tBu. P. de f. 1859C (con des
composicién), R% = 0,5.

Operacién 14 : H-Lie(B8(C)-Lis(BCC)-Arg-Arg-ITo-Val-
-Lis{B0C)-Val-Tir(tBu)-Pro-Asn-Gli-Ala-Glu(GuBu)-Asp
( 0tBu) ~G1lu(CtBu)-Ser(tBu)-0tBu. 3HC1 (H-15-31-0tBu.3HC1).

6,5 g (2,3 milimoles) de 2%-15-31-0tBu son disueltos

2-5-T3 « 24 -
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en 85 ml de dcido acético, y se hace borbotear hidrg
geno gaseoso dentro de la mezcla en presencia de 2 g
de paladio sobre carbén. El avance de la reaccidén es
vigilado mediante cromatograffa en capa delgada. Cuan
do termina la reaccidn el catalizador es separado por
filtracidn, y el producto filtrado es evaporado hasta
sequedad. Los 6,27 g de producto obtenidos son disuel
tos en 70 ml de agua, y la solucidn es acidificada a
pH 4 con dcido clorhidrico diluido bajo enfriamiento.
Después de esto se afiaden a la mezcla 4cida 20 ml de
solucidn acuosa al 30% de NaCl, y el precipitado sepa
rado es sometido a filtracidn y secado. Con el fin de
eliminar la sal inorgdnica, el precipitado es suspen-
dido en una mezcla de etanol y cloroformo, los produc
tos insolubles son eliminados por filtracidén, y el --
producto filtrado es evaporado haste sequedad. El re-
siduo es triturado con éter y filtrado. Se obtienen -
5,35 g (85,6%) de H-15-31-0tBu.3HC1., Ry = 0,45,

Operacidén 15: BUC-Ser-Tir-Ser-ket-Glu((tBu)~-His-
~Phe-Arg-Trp-Gli-Lis(B0C)-Pro-Val-Gli-Lis(BCC)~Lis(BLC)-
-Arg-Arg-Pro-Val-Lis (B(C )-Val-Tir (tBu)=-Pro-Asn-Gli-Ala-
~Glu( 0tBu)-Asp( 0tBu)~Glu( 0tBu)~Ser(tBu)-0tBu~3HC1
(BOG~1-31~0tDBu. 3HC1).

2,96 g (1,5 milimoles) de BOC-Ser-Tir-Ser-Ket-Glu

( UtBu)-His~Phe~Arg-Trp-Gli-Iis(BCC)-Pro-Val-Gli-CH (pa-
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16

15

20

f*@@%

tente britenice ndmero 1.2¢1.053) y 4, g (1,5 mili-

moles) de H-15-31-CtBu. 3HC1l son disueltos en 2¢ ml de
DEF. Ia =olucidn es enfriada a 0°C, y se le adaden ~—-
¢,21 wl de trietilamina seguido por 1,36 g (1,8 miling
les) de complejo de DCC-PFPCH. Lu mercla de reaccidn -
es montenids a 020 durante 10 minutos, después de esto
ec dejada reposar z la temperatura ambiente durante la
noche, La mezcla es filtrade a través de 250 ml de ~--
éter anhidro, y el precipitado separado es sometido a

filtracién, lavado con éter y secado, Se obtienen 6,34
¢ (98,47) de BCC-1-31-0tBu-3HC1; Ri = 0,45,

Operacién 16: H-Ser-Tir-Ser-Ket-Glu-His-Fhe-Arg-
-Prp-Gli-Iis-Pro-Val-Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-
-Val—Tir—PTo—Asn—Gli-Ala—GlusAsp-Glu—Ser-OH.30H3CGCH
(H-1-31-CH.3GH3CLGH). ‘

3,0 g (v,647 milimoles) de B(C-1-31-0tBu-~3HCL son

disueltos en 3¢ ml de wma mezcla 8:1:1: de deido tri-

fluoroacético, agua y anisol, y la solucidn es agitade
a la temperatura ambiente curante una hora. Después de
esto se afiaden a la solucidn 300 ml de éter, el preci-
pitado separcdo es Tiltrado y es lavado con éter. ILos

2,89 g de trifluoroacetato obtenidos son disueltos en

agua v la solucidén es hecha pasar a través de un inter
cambiador de aniones Dowex IX-8 (forma de acetato). El

fluido saliente es vertido sobre una columa que con-
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tiene 500 1wl de Cl 23, y la purificacidn se 1lleve o -
cabo medicnte elucidn en gradiente. Las fraccioncs ue
contienen ¢l producto buscado son combinadas y secdac
por congelacibn, Se obtienen 1,64 g (70.) de H-1-31-iil.
El producto eg cromatogrdficamente puro y posee tu coil
pleta actividad bioldgica.

Anglisis de aminodeidos: Lis 4,(8 (4); His 1,0 (1);
Arg. 2,94 (3); Asp 2,01 (2); et C,78 (1); Ser 2,758 (3);
Glu 3,07 (3); Pro 2,86 (3); 611 2,97 (3); Ala 1,09 (1);
Val 2,95 (3); Tir 2,1 (2); FPhe 1,09 (1).

Ejemplo 2.

liétodo alternativo para la preparacidn de ACTH1_31
humana.

Operacidn 1: Z—Arg(NOz)—Arg(Noz)-Pro-(,PI"P (2-17-1y-
~QFFP),

3,26 & (5 milimoles) de Z-Arg(l0,)-Arg(NC,)-Tro-Lil
(patente britdnica nidmero 1.201.053) son disueltos en -
30 ml de'bhﬁ, Y se afiaden a la solucidn 5,31 g (7 mili~
moles) de complejo de DCC-PPPUH. Ia mezcla de reaccién
es agitada a la temperatura ambiente durante 5 horess, -
la DCU separeda es eliminada por filtracién, y el pro-
ducto filtrado es evaporado hasta seguedad. El residuo
oleoso solidifica al almacenar bajo éter. El precipita
do es separado por filtracidn y lavado con éter. Los -
3,8 g (92,9 %) de producto bruto obtenidos son disuel-
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tos en 11 ml de tetrahidrofurano, y son precipitcdos

aiiadiendo a 1la solucidén 60 ml de éter. Se obtienen -

3,42 g (83,6 %) de 2-17-19-OPFP, R’ = 0,55.
Andlisis para 031H§6016N11F5 (817,9).

Calculado % : N 18,8
Encontrado % ¢ N 18,6

Opergeidn 2: Z-Arg(NO, )—Arg(NOz).-Pro—Val—Lis(BOC)-
-Val-Tir(tBu)-Pro-OH (2-17-24-CH).

2,22 g (2,92 milimoles) de H-Val-Lis(BOC)-Val-Tir
(tBu)=~Pro-CH (patente britdnica numero 1,201.053) son -
suspendidos en 25 ml de DNF, y se afiaden a la suspensién,
con agitacién, 2,64 g (3,22 milimoles) de 2-17-19-CPFP,
Después de agitar durante 2,5 horas a la temperatura am-
biente se forma una solucidén transparente. La solucidén -
es agitada durante 2,5 horas adicionales, y después de -
esto es evaporada hasta sequedad. Los 3,8 g (93,3 %)
de produ¢to bruto obitenidos son disueltos en 15 ml de me
tanol, y se afiaden a la solucién 100 ml de acetato de -
etilo. El precipitado separado es .iltrado y secado. Se
obtienen 3,53 g (87,2%)Lde Z-17—24—0H; R§ = 0,7.

Operacién 3: H-Arg-Arg-Pro-Val-Lis(B0C)-Val-Tir(tBu)-
-Pro-OH,3HC1 (H-17-24-OH,3HC1).

0,4 g (0,29 milimoles) de Z-17-24-0H son disueltos
en 8 ml de dcido acético, y la mezcla es hidrogenada =~

en presencia de 0,1 g de paladio sobre carbén. El avan-
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ce de la reaccidn es vigilado mediante cromatografia
en capa delgada. Cuando termina la reaccidn, el cata
lizador es separado por filtracién y el producto fil
trado es evapofado hasta sequedad. El residuo oleoso
es disuelto en 3 ml de metanol, y la solucidén es aci
dificada a pH 4 con dcido clorhidrico diluido bajo -
enfriamiento. La solucidén 4cida es evaporada hagta ~
sequedad, ¥y el residuo es triturado con acetato de -
etilo. Se obtienen 0,26 g (70,2%) de H~17-24-0H.3IC1,
Y = 0,1,

Operacidn 4: Z-Lis(B(C)-Arg-Arg-Pro-Val-Lis(B(C)-~
-Val-Tir(tBu)=-Pro-CH.2HC1, (%-16-24-0H,2HC1).

0,65 g (0,49 milimoles) de H-17-24-CH-3HC1l son -
suspendidos en 7 ml de DMF, y se afiaden a la suspen-
gién 0,07 ml de trietilamine y C,3 g (0,6 milimoles)
de Z-Lis(BCC)-(NP, La mezcla'de reaccidn es agitade a
la temperatura ambiente durante 24 horas, vy despuds -
de ello éé evaporada hasta sequedad. El residuo es tri
turado con acetato de etilo, filtrado y lavado con una
pequeila cantided de agua. Se obtienen 0,6 g (76,3;) de
f-16-24-CH., 2HC1 ; Rg; = 0,45.

Uperacidn 5. 2-ILis(BUC)-Lis(BUC)-Arg-Arg-Pro-Val-
~Lis(BLC)-Val-Tir(tBu)-Pro~OH.2HCLl (Z-15-24-CH.2HC1).

Una solucidn de ¢,5 g (G,3 milimoles) de Z-16-24-
~(H.2HCL en 20 ml de metanol es hidrogenada en presen
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cia de paladio sobre carbén. Cusndo la reaccidn esid
terminada, el catalizador es separado por filtracién,
Y el producto filtrado es evaporado hasta gequedad. -
El residuo es triturado con acetato de etilo y filtra
do. Se obtienen 0,42 g (97,3%) de H-16-24-CH,2HC1;
R§ =0,15. 0,33 g (0,23 milimoles) del producto ob-
tenido son sugpendidos en 3 ml de DNPF, y se aiiaden a
la suspensién 0,14 g (0,25 mili?oles) de Z-Lis(B(C)~-
-0PFP, Despuds de 10 minutos de agitacién se forma -
una solucién transparente. Ia sq}ucidn es agitada du-
rente 3 horas adicionales, y después de ello es evapo
rada hgsta,sequedad.'El residuo es triturado con ace-~
tato de etilo. Se obtienen C,36 g (85,4 %) de 2-15-24-
~CH.2HC1; Rg = 0,45,

~ Operacién 6: 2Z-Lis(BOC)-Lis-(BOC)-Arg-Arg-Pro-
-Val-Lis(BOC)~Val-Tir(tBu)-Pro-Asn-Gli-Ala-Glu(OtBu)-
-4sp( 0tBu)-Glu( OtBu)-Ser(tBu)-0tBu,2HC1 (2-15-31-0tBu.
2HC1).

0,18 g (0,1 milimoles) de 2Z-15-24-OH,2HC1l y 0,10 g

(0,1 milimoles) de H-25-31-0tBu son disueltos en 1 ml
de DMF, y se afiaden a la solucién 0,091 g (0,12 milimo-
les) de complejo de DCC-PFPOH. Después de 5 horas de -
agitacidn la mezcla de reaccidén es diluida con acetato
de etilo, la DCU separada es eliminada por filtracidn,
¥ el producto filtrado es evaporado hasta sequedad. El
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residuo es triturado con éter. Se obtienen G,25 g (83,6, )
de 2-15-31-0tBu.2HCl (R} = 0,5), que es tratado ulte-
riormente segin se describe en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3

Sintesis de ACTH1_32 humana.

Cperacidn 1: Z-Glu(OtBu)-Ser-Ala-CtBu (Z-30-32-CtBu).

23,9 g (100 milimoles) de Z-Ser-CH y 14,5 g (100 mi-
limoles) de H-Ala-0tBu son disueltos en 150 ml de cloru~
ro de metileno, La solucidén es enfriada a -102C, y se le aua
de gota a gota una solucidn de 20,6 g (100 milimoles) de DCC
en 160 ml de cloruro de metileno. Ila mezcla de reaccién -~
es aéitada a 02C durante 2 horas, y después de esto es de
jade reposar durante la noche. Al dfa siguiente la DCU se
parada es filtrada, y ei\producto filtrado es lavado suce
sivamente tres veces con 70 ml de dcido clorhidrico 1 N,
tres veces con 70 ml de solucidn al 5% de NaHCO3 y con -
agua., la -fase orgdnica es secada, se separa por desti-
lacibn cloruro de metileno, y el residuo oleoso es tritu
rado con n-hexano. Los 30,0 g (82%) de Z-Ser-Ala-GtBu ob
tenidos son disueltos en 600 ml de metanol, y la solu-
cién es hidrogenada en presencia de 2 g de paladio sobre
carbén. E1l avance de la reaccién es vigilado mediante -
cromatografia en capa delgada. Cuando termina la reaccién,
el catalizador es separado por filtracidn, el producto -

filtrado es evaporado hasta sequedad, y el residuo oleo-

2-5-73 - 31 -
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so es disuelto en 220 ml de acetato de etilo. 33,0 g
(76 milimoles) de 2Z-Glu(OtBu)-ONSu son afiadidos a la
solucidn en acetato de etilo, Al dfa siguiente la so.
lucibn es lavada sucesivamente tres veces con 50 ml
de dcido clorhidrico 1 N, tres veces con 50 ml de sg
lucién al 5% de NaHCO, y con agua. la solucién en ace
tato de etilo es secada, el disolvente es separado -
por destilacidn y el residuo oleoso es cristalizado
en una mezcle de acetato de etilo y &ter de petréleo.
Se obtienen 31,5 g (75%) de Z~30-32-0tBu. P. de f.

72-T49C3; R%l = 0,63 [O(JD = -28,99,

‘Anélisis para C,,H,,N305 (551,84);

Calculado % : ¢ 58,8 H®H7,5 N 17,7
Encontrado % : ¢ 58,8 HT7,7 N 7,8

Operacién 2: H~Glu(0tﬁu)-8er-Ala-0tBu (H-30-32
-0tBu).

16,0 & (29 milimoles) de Z-30-32-OtBu son disuel-
tos en 350 ml de metand, y le solucidén es hidrogenada
en presencia de 1,6 g de paladio sobre carbdén. Cuando
termina la reaccién, el catalizador es eliminado por
filtracidén, y el producto filtrado es evapérado hasta
sequedad. El residuo es eritalizado en una mezcla de
metanol y éter. Se obtienen 9,06 g (75%) de H-30-32-
-0tBu). P. de £, 135-136%C, Ry' = 0,15, (47 = -25,99

(¢ =1, en etanol).

2-5-73 : - 32 -
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Andlisis para 019H35N307 (417,80);

Calculado % : C 54,6 H 8,5 § 10,1
Encontrado ¢ C 54,5 H 8,4 N 9,8
Operacidn 3: Z-Asp(O0tBu)-Glu(0tBu)-Ser-Ala-0tBu
(Z=29-32-0tBu).
Una solucién de 8,2 g (19,6 milimoles) de H-30-

-32-0tBu y 8,0 g (19,C milimoles) de Z~Asp((tBu)-UiSu
en 8C ml de acetato de etilo es hecha reaccionar durm
te la noche. Al dfa siguiente la solucién es lavada -
sucesiviuicute tres veces con 20 ml de dcido clorhidri
¢co 1 N. tres veces con 2C ml de solucién al 5% de --
NaHGOE y con agua. La solucién en acetato de etilo es
secada, el disolvente es separado por destilacién, el
residuo es triturado con éter de petréleo y filtrado.
Se obtienen 12,08 g (85,54) de Z=29-32-0tBu. P. de f.:
85-879C; R%l = 0,553 gﬂy,7n = -32,82 (c =1, en —-
etanol) .’

Andlisis para 035}1540121\14 (722,81):

Calculado % : C 58,2 HT,5 N 17,8
Bncontrado ¢ ¢ € 58,3 H 17,6 N 7,3

Operacidn 4: H-Asp(OtBu)=-Glu(OtBu)=-Ser-Ala-GtBu
(H-29-32-0tBu)

Una solucidén de 10,5 g (14,5 milimoles) de Z-29-
32-0tBu en 130 ml de metanol es hidrogenada en presen
cia de 1 g de paladio sobre carbén. Cuando termina la

reaccidn, el catalizador es eliminado por filtracidn,

2-5-13, - 33 -
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y el producto filtrado es evaporado hasta sequedad. El
residuo es triturado con éter de petréleo. Se obtienen
8,35 g (97,5%) de H-29-32-0tBu P. de f. 81-828C; R:fll =
= 0,13 [7X_ZD = ~24,32 (¢ =1, en etanol).

Operacién 5. 2Z-Glu(OtBu)-Asp(0tBu)=Glu(OtBu)-Ser-
-Ala~-0tBu  (2-28-32-0tBu).

Una solucién de 5,0 g (11,5 milimoles) de 2-Glu
(0tBu)~CnSu y 6,6 g (11,2 milimoles) de H-29-32-0OtBu -
en 100 ml de cloroformo es hecha reaccionar durante la
noche., Al dfa siguiente la mezcla de reaccién es lava-
da sucesivamente tres veces con 30 ml de dcido clorhi-
drico 1 N, tres veces con 30 ml de solucidn de NaHCO3
Yy con agua. La solucidn en cloroformo es secada, el di
solvente es separado por destilacidén, y el residuo es
purificado por precipitacidén a partir de eloroforme -
con éter de petrdleo. Se obtienen 8,45 g (83%) de --
7-28-32-0tBu. P, de f. 1 168-1692C. Ri" = 0,5; /¥ Ty =
= <292 (¢ =1, en etanol).

Anélisis para 044H69N5015 (908, 07):

Calculado % : € 58,2 B 7,7 ¥ 1,7
Encontrade ¢ ¢ C 58;4 E 7,7 N 7,5
Operacidén 6: H-Glu(OtBu)-Asp(O0tBu)-Glu(OtBu)-Ser-
-Ala~0tBu (H-28-32-0tBu),
~ Una solucién de 8,0 g (8,8 milimoles) de 2Z-28-32-
~0tBu en 160 ml de metanol es hidrogenada en presencia

2-5=T3 - 34 -
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de 1 g de paladio sobre carbén. Cuando termina la -

reaccién, el catalizador es separado por filtracidn,
el producto filtrado es evaporado hasta sequedad, y

el residuo es triturado con éter y con éter de petrd
leo. Se obtienen 6,4 g (94%) de H-28-32-0tBu. P. de

for 138-1399C; RBiZ = 0,1; [Ty = -9,7¢ (e = 1,
en etanol).

Operacidn 7: Z-Ala~Glu(OtBu)-Asp(0tBu)-Glu(0tBu)-
~Ser-Ala-OtBu (Z-27-32-0tBu).

Una solucién de 5,2 g (6,7 milimoles) de 5 H-28~"
-32-0tBu y 2,15 g (6,7 milimoles) de Z-Ala~-ONSu en -
50 ml 'de cloroformo es hecha reaccionar durante la no
che. Al dfa siguiente la mezcla de reaceidén es lavada
sucesivamente tres veces con 10 ml de dcido clorhfdri
co 1 N, tres veces con 10 ml de solucién al 5% de NaHCO3
y con agua,., La solucidén en cloroformo es secada, el di-
solvente es separado por destilacién, el residuo es tri
turado con éter de petrdleo y filtrado. Se obtienen -
6,1 g (93,1%) de 2-27-32-0tBu., P. de f. 194-195¢C;

R}Z =0,5; /87y = 30,9° (¢ =1, en etanol).

Andlisis para c47H%4016N6 (979,14)¢

Caleulado % : € 57,7 H 7,6 N 8,6
Encontrado % : € 57,6 H 7,7 N 8,5

Operacién 8: H-Ala-Glu(OtBu)-Asp(OtBu)~Glu(OtBu)-
-Ser~Ala-OtBu (H-27-32-0tBu)i

2-5-73 - 35 -
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Una solucidén de 6,1 g (6,2 milimoles) de 2-27-32-
-0tBu en 120 ml de metanol es hidrogenada en presencia
de 1 g de paladio sobre carbdn. Cuando termina la reac
cidn, el catalizador es separado por filtracidn, y el
producto filtrado es evaporado hasta sequedad. El resi
duo es cristalizado en una mezcla de etanol y éter. Se
obtienen 4,35 g (83%) de H~27-32-0tBu. P. de f.: 192~

12

~-1949C; Rf = 0,253 Rf = 0,1,

Andlisis para 039H68N6014 (845,0):
Calculado % : G 55,4 H 8,1 N 9,9
Encontrado % : C 55,2 H 7,8 N 9,6

Operacidn 9: Z-Asn-Gli-Ala-Glu((tBu)-Asp(OtBu)-
~Glu( OtBu)-Ser-Ala-0tBu (Z-25-32-CtBu).

2,45 g (13,3 milimoles) de pentafluorofenocl, 1,31
g (4,02 milimoles) de Z-Asn=-Gli-CH (véase Ejemplo 1) y
5,4 g (4,02 milimoles) de H-27-32-0tBu son disueltos -
en 24 ml.de DLF anhidro; despuds de esto la solucidn -
es enfriada a 02C y se le afiaden G,915 g (4,43 milimo~
les) de DCC. Ia mezcla de reaccidn es agitada a 0°C du
rante 0,5 horas y a le temperatura ambiente durente -
2,5 horas. La DCU separada es filtrada, y el producto
filtrazdo es evaporado hasta sequedad. El residuo sdéli
do es triturado con acetato de etilo, filtradq y la-
vado con scetato de etilo caliente. Se obtienen 4,12 g

(89%) e 2-25-32-0tBu. P. de f. 200-2C120. R} = G,6 ;

2=-5-T3 - 36 -
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ZTK—ZD = -13,92 (¢ =1, en DMF).

Operacién 10: H-Asn-Gli-Ala-Glu(CtBu)-Asp(0tBu)-
-Glu(0tBu)-Ser-Ala~0tBu  (H~-25-32-0tBu).

Una solucidn de 4,0 g (3,48 milimoles) de Z-25-32~
-CtBu en 140 ml de metanol es hidrogenada en presencia
de 0,5 g de paladio sobre carbdén. Cuando termina la -

reaccién, el catalizador es separado por filtracidn,

el producto filtrado es evaporado hasta sequedad, el re
siduo es triturado con éter y separado por filtracidn.
Se obtienen 3,4 g (96%) de H=-25-32-0tBu. P. de f. 188-
-1909C3; Rﬁ = 0,53 [«‘a(JD = ~-6,62 (¢ = 0,89, en
DIF). .

Operacidn 11. z-Lis(Boc)-Lié(Boc)-Arg(No2)-Arg
( NO, )=Pro-Val-Lis(BOC)-Val-Tir(tBu)-Pro-Asn-Gli-Ala-
~Glu( 0tBu)-Asp( 0tBu)~G1lu( 0tBu)~Ser-Ala-0tBu (32-15-32-
-0tBu).

3,0-g (2,95 milimoles) de H-25-32-0tBu y 5,46 g -
(2,95 milimoles) de Z—Lis(BOC)-Lis(BOC)-Arg(NOZ)-Arg(NO2)—
~Pro-Val-Iis(B(C)-Val-Tir(tBu)-Fro-0H (patente britdnica
nimero 1.201.053). son disueltos en 33 ml de DMF. ILa - -

solucidén es enfriada a 0°C, y se le afiaden 3,35 & - - -

(4,42 milimoles) de complejo de DCC-PFPOH., ILa mezcla

de reaccidén es mantenida a 02C durante 15 minutos, y
despuéds de esto a la temperatura ambiente durante 6 -
horas. Ia DCU separada es filtrada, y el producto fil-

2-5-73 - 37 -
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trado es hecho pasar a través de 450 ml de éter anhi-
dro. E1l producto bruto separado es filtrado y purifi-~
cado por precipitacidén con éter z partir de metanol.
Se obtienen 7,18 g (85,1 %) de Z-15-32-OtBu. R =
0,35; [XJp = -26,4% (c = 0,42, en DIF).

Operacidn 12. H—Lis(BCC)—Lis(BOC)—Arg(NOz)-Arg
(NO,)-Pro-Val-lis (BOC)-Val-Pir(tBu)-Pro-Asn-Gli~Ala-
-Glu( 0tBu)-Asp( 0tBu)=-Glu( CtBu)~Ser-Ala-0tBu. 3HC1 (H-
-15-32-0%Bu. 3HC1).

Una solucién de 6,5 g (2,28 milimoles) de Z-15-32-

-0tBu en 85 ml de dcido acético es hidrogenada en pre-
sencig de 2 g de paladio sobre carbén. El avance de la
reaccidn es vigilado por cromatoérafia en capa delgada.
Cuendo termina la reaccidn, el catalizador es separado
por filtracidn, el producto filtrado es evaporado hasta
sequedad, el residuo oleoso es triturado con éter anhi
dro, y el producto sdlido es separado por filtracidn.
Este producto es disuelto en 70 ml de agua, y la solu-
cidn es acidificada a pH 4 con dcido clorhidrico dilui
do. El1 producto es precipitadd a partir_dehla solucidn
dcida afiadiendo solucidn al 30% de NaCl. El precipita-
do es separado por filtracidn, y la sal inorgdnica es
eliminada por precipitacién desde una mezcla de meta-
nol y cloroformo. El disolvente es separado por desti-

lacién, y el residuo es triturado con éter. Se obtienen

2=-5-73 ~ 38 -
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5,6 g (89,6%) de H-15-32-0tBu-3HCI. Rg = 0,35; [} =
= -26,12 (¢ =1, en DEF).

Andlisis de aminodcidos: Lis 3,0 (3); Arg 1,8 (2);
Asp 1,98 (2); Ser 1,0 (1); Glu 2,2 (2); Pro 2,1 (2); -~
Gli 1,05 (1); Ala 2,0 (2); Val 1,96 (2); Tir 0,96 (1).

Operacién 13. BOC~Ser-Tir-Ser-Net-Glu(0tBu)-His~
—Phe-Arg-Trp-Gli-Iis(B0C)-Pro-Val-Gli-Iis(B0C)-Iis(BOC)-
-Arg-Arg-Pro-Val-Iis(B0C)~Val-Tir({Bu)~-Pro-Asn-Gli-Ala-
~G1u( 0tBu)-Asp( 0tBu)-Glu( 0tBu)-Ser-Ala~CtBu.35C1 (BCC
1-32-0tBu-3HC1).,

3,11 g (1,57 milimoles) de B(OC-Ser-Tir-Ser-lket-Glu-
(OtBu)-His-Fhe-Arg-Trp-Gli-Lis (BOC )-Pro-Val-Gli-CH,HC1
(patente britdnica ndmero 1.201.253) y 4,30 g (1,57 mi-
limoles) de H-15-32-0tBu son disueltos en 25 ml de DLT,

y se afladen a la solucién 0,22 ml de trietilamina, se-

‘guido por 1,79 g (2,36 milimoles) de complejo de DCC-

-PFPCH. La mezcla de recaccidn es agitada durante 24 ho-
ras a la temperatura ambiente, después de esto es fil-
trada en 360 ml de éter anhidro. El producto separado
es filtrado y lavado. Se obtienerm 7,2 g (98,5%) de BOC-
~1-32-0%Bu-3HC1, R?. = 0,5; [X_Jp =-27,62 (c =1, en
DIF).

Operacién 14, H-Ser-Pir-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-

~Trp-Gli-Lig-Pro~-Val-Gli-Lis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lig-

—Val—Tir—Pro—Asn-Gli-Ala~G1u-Asprlu-Ser-Ala.3CHSCCGH

2-5-T3 - 39 -
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(H—1—32~OH.3CH3CCOH).

3,0 g (0,64 milimoles) de BOC-1-32-GtBu-~3ICl son
disueltos con agitacién en una mezcla de 3,C ml de ani
s0l, 3,0 ml de agua y 24 ml de 4cido trifluoroacético.
Después de agitar durante una hora, se vierten 3(C
de éter en la mezcla de reaccidn, el precipitado sepa-
rado es filtrado y lavado con éter. Los 2,86 g de tri-
fluoroacetato obtenidos son disueltos en agua, ¥y hechos
pasar a través de 100 ml de intercambiador de aniones
Dowex 1x-8 (forma de acetato). E1 fluido saliente es -
vertido sobre wna columna de 500 ml de CM 23, y la pu-
rificacidn por cromatografia en columa se lleva a ca-
bo mediante elucidn en gradiente,- Las fracciones que -
contienen el producto principal son combinadas y seca-
das por congelacién. Se obtienen 1,7 g (704) de H-1-32-
~0H, El producto es cromatograficamente puro y posee -
su complete actividad bioldgica.

Andlisis de aminofcidos: Lis 3,94 (4); His 1,0 (1);
Arg 2,81 (3); Asp 2,07 (2); Het 0,72 (1); Ser 2,72 (3);
Glu 2,94 (3); Pro 2,96 (3); Gli 2,89 (3); Ala 2,2 (1);
Val 2,97 (3); Tir 1,98 (2); Phe 0,99 (1).

Ejemplo 4.

Sintesis de ACTH humana.

Operacién 1: 2-Ser-Ala-Glu(OtBu)-Ala-Fhe-Pro-Leu-
~G1u(0tBu)-Phe-OtBu (2-31-39-0tBu).

2-5-T3 - 40 -
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Una solucién de 31,6 g (48,3 milimoles) de Z-Leu-
-Glu (0UtBu)-Phe-OtBu (S. Bajusz, T, I4zdr: Acta Chim,
Hung. 48 , 111 /1966/) en 310 ml de DLF es hidrogena-
da en presencia de catalizador de paladio sobre carbdn,
Cuando termina la reaccidn, el catalizador es separaco
por filtracidn y el producto filtrado es evaporado has
ta 100 ml. E1 concentrado es enfriado a -202C.

38,5 g (47,4 milimoles) de Z-Ser-Ala-Glu(OtBu)-
~Ala~Phe-Pro-OH (véase patente britdnica nimero - - -
1.201.053) son disueltos en 100 ml de DMF anhidra y se
afiaden a la solucidn 5,27 ml (47,4 milimoles) de N-me
til-morfolina. Después de esto se afiaden a la mezcla -
agitada, a -102C, 6,26 ml (47,4 zﬁilimoles) de clorofor
miato de isobutilo. La mezcla de reaccibn es agitada a
-102C durante 8 minutos, luego es enfriada a -202C, y
se le afiade el concentrado previamente enfriado prepa-
rado tal como arriba se ha descrito. La mezcla de reac
cidn es agitada a -109C durante 15 minutos y luego a
0°C. durante una hora, y finalmente a la temperatura
embiente durante una hora. La mezcla es vertida en 2
litros de agua helada due contienen 45 ml de N-metil-
-morfolina. El precipitado separado es filtrado, lava-
do con solucidén diluida de dcido citrico, con agua y
finalmente con éter, y es secado, Se obtienen 55,85 g
(89,9%) de 2~31-39-OtBu. P. de f. 1802C (con descompo~

2-5-73 - 41 =
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sieién), Rz = G,7.

(peracién 2: H-Ser-Ala-Glu( UtBu)-Ala-Fhe-Pro-Leu-
~glu(CtBu)~Fhe-0tBu  (H-31-39-0tBu).

78,95 g (6C,15 milimoles) de 2Z-31-39-0UtBu son di-
sueltos en 1500 ml de 4cido acétido al 80%, y la nez-
cla es hidrogenada en presencia de paladio sobre car-
bén. Cuando termina la reaccidn, el catalizador es se-
parado por filtracidn, y el producto filtrado es evapo
rzdo hasta sequedad. El residuo es triturado con éter
y filtrado. Se obtienen 74,35 g (99%) de H-31-39-CtBu.
P. de f.: 10592C (con descomposicién), Rz = G,5.

Uperacién 3. Z-Glu(OtPu)-Ser-Ala-Glu(OtBu)-Ala-~
Phe-Pro-Leu-Glu( UtBu)-Phe-GtBu (2-30-39-01Bu).

44,5 g (85,8 milimoles) de sal de Z-Glu(CtBu)-CH.
DCHA son suspendidos en 450 ml de DLF anhidra, y se a-
ffaden a la suspensién 9,6 ml (85,5 milimoles) de N-me
til-morfolina. La solucidn obtenida es enfriada a
-102C, y se adaden gota a gota a la solucidn agitada
11,3 ml (85,8 milimoles) de cloroformiato de isobutilo.
La mezcla es enfriada a_—ZGQC, yAse vierte en ellg una
solucidn a -2(2C de 88,5 g (71,5 milimoles) de H-31-39-
~-0tBu en 30C ml de DEF anhidra. La mezcla de reaccién -
es agitada a -102C durante 15 minutos, a 02C durante -
una hora y finalmente a la temperatur: ambiente duran-

te una hora, y despuds de ello es vertida en 8 litros
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de solucién 1 N de dcido citrico. Bl precipitado sepa-

rado es filtrado, lavado con agua y éter, y secado. Se

obtienen 104,1 g (97,2%) de Z-30C-39-0tBu. F. de f. 136-
1382C (con descomposicidn, Rg = 0,8,

Operacién 4: H-Glu(OtBu)-Ser-Ala-Glu(CtBu)-Ala~
~FPhe-Pro-Leu-Glu( 0tBu)~Phe~0tBu (H-30-39-0tBu),

103,1 g (68,8 milimoles) de Z-30-39-0tBu son di-
sueltos en 15C0 ml de 4cido acétido al 80%, y la mezcla
es hidrogenada en presencia de paladio sobre carbén. -
Cuando termina la reaccidn, el catalizador es separado
por filtracidén, y el producto filtrado es evaporado hag
ta sequeded. El residuo obtenido es triturado con éter,
filtrado, y lavado con éter. Se obtienen 90,75 g (92,7s)
dg H~30-39~0tBu. P, de f.: 1182C (con descomposicidn),

Ry = 0,5,

Uperacidn 5: Z-Asp(OtBﬁ)-Glu(OtBu)~Ser—Ala~Glu(0tBu)~
-Ala~Fhe-Pro~Leu-Glu( 0tBu)-Phe~CtBu (Z4~29-39~0tBu).,

38;3 g (75,9 milimoles) de sal de Z-Asp(OtBu)-0H,
DCHA son suspendidos en 400 ml de DNI' anhidra. Se aua-
den & la suspensién 8,5 ml (76,6 milimoles) de N-metil-
-morfolina, luego la mezcla obtenida es enfriada a -102C
v se ailaden ;ota a gota a lz mezcla agiteda 10 ml (75,9
milimoles) de cloroformiato de isobutilo. Ia mezcla de
reaccidn es enfriada a -209C y se ailade una solucidn a

-209C de 9C g (63,25 milimoles) de H-30-39-0tBu en 250

2~5-T3 - 43 -
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ml de DiP., La mezcla es agitada a -102C durante 15 ni-
nutos, a (2C durante una hora, y finalmente a la tempe
ratura suwbiente durante una hora. la sal separada es -
eliminade por filtracidn, y el producto filtrado es --
evaporado hasta sequedad. El residuo es triturado con

solucién 1 I de dcido citrico, el sélido es separado —
por filtracidén, y lavado a neutralidad. Se obtienen --
98,5 g (93%) de Z=-29-39-0tBu. P. de f.: 1852C (con deg
composicién), RZ = 0,8.

Operacién 6: H-Asp(O0tBu)-Glu(0tBu)-Ser-Ala-Glu
( 0tBu)-Ala~Fhe-Pro-Leu-Glu( 0tBu)-Phe-0tBu (H~-29-39-
-CUtBu)., ]

67,25 g (42,15 milimoles) de Z=-29-39-OtBu son disuel
t0s en 13CC ml de 4cido acético al 80%, y la mezcla es
hidrogenada en presencia de paladio sobre carbdén. Al fi
nal de la reaccidén el catalizador es separado por fil-
tracidn, y el producto filtrado es evaporado hasta se-
quedad. E1 residuo es triturado con éter, el sdlido es
separado por filtracidén y secado. Se obtienen 63,8 g -
(95%) de H-29-39-0tBu.. P. de f.: 128-132¢C (con descom
2=03.

Operacién T: Z-Glu(OtBu)-Asp(0tBu)-Glu(O0tBu)-Ser-
Ala-Glu( 0tBu)-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu( 0tBu)-Phe-0tBu (2-26-
-39-0%tBu).,

27,3 g (52,55 milimoles) de sal de Z-Glu(OtBu)-CH.

posicidn); R
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DCHA son suspendidos enl27b ml de DLI* anhidro, y se wia-
den a la suswensidén 5,9 mil (53,2 milimoles) de N-metil-sor
forlina. Lo mezcla es enfriada a -102C, y se aaaden ro-
ta a gota 2 la mezcla agitada 6,95 ml (52,55 miliwoles)
de cloroformiato de insobutilo. Después de agitar dur:n
te 8 minutos, la mezcla es enfriada a -202C, y se le oua
de una solucidén a -202C de 69,9 g (43,8 milimoles) de -
H-29-39~-0UtBu en 270 ml de DMF. La mezcla es mantenida a
-102C durante 15 minutos, a 09C durante una hora, y fi-
nalmente a la temperatura ambiente durante una hora. La
sal separcda es eliminada por filtracidn, y el producto
filtrado es evaporado hasta sequedad. El residuo es tri
furndo con solucién 1 N de deido citrico, filtrado y la
vado a neutralidad. Se obtienen 70,15 g (86,2%) de 2-208-
~39-(tBu. P. de f. 205¢C (con descomposicidn), R%B = (,9.

(peracién 8., 2-Ala-Glu(OtBu)-Asp(CGtBu)-Glu(CtBu)-
~Ser-Ala-Glu( 0tBu)-Ala-Phe~Pro-Leu~Glu( 0tBu)-Fhe~CtBu
(2-27-39-CtBu).

69,0 g (37,2 milimoles) de 2-28-39-0tBu son disuel
tos en 1800 ml de DMF anhidra, y la mezcla es hidrogena

da en presencia de paladio sobre carbdn. Al final de la

reaccién, el catalizador es eliminado por Tiltracidn, ¥y
el producto filtrado es concentrado hasta un volumen fi
nal de 300 ml, E1l concentrado es agitado, y se le ana-
den 20,2 g (42,85 milimoles) de Z-Ala-OFCP, seguido por
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la adicidn en porciones de 4,76 ml (42,85 milimoles)
de Nemetil-morfolina. Al dia siguiente la mezcla ge-
lificada y espesa es vertida en 4 litros de solucién
al 5% de NaHCO3 con agitacidén y enfriamiento. El sé-
lido separado es filtrado y lavado hasta neutralidad.
El producto bruto es disuelto en 1900 ml de metanol
caliente, y el producto es precipitado a partir de la
solucién aiiadiendo 1100 ml de agua. La mezcla es deja
da reposar durante la noche, después de esto el séli-
do separado es filtrado, lavado y secado. Se obtienen
59,2 g (82,6%) de Z-27-39-0tBu. P. de f.: 2102C; R?:
= 0,7 _

Operacidn 9: H-Ala-Glu(0tBu)-Asp(O0tBu)-Glu(O0tBu)-
~Ser-Alg-Glu( OtBu)-Ala~Phe~Pro-Leu~Glu( 0tBu)~Phe-~-0tBu
(K 27-39-0tBu). .

8,5 g (4,41 milimoles) de 2~27-39-0tBu son disuel
tos en 850 ml de DMF anhidra, y la mezcla es hidrogena
da en presencia de paladio sobre carbdén. Al final de -
la reaccién, el catalizador es eliminado por filtracidn,
el producto filtrado es evaporado hasta sequedad, y el -
residuo es triturado con éter. Se obtienen 7,65 g (96,9%)
de H-27-39-CtBu. P. de f. 1972C (con descomposicidn). -
RE? = 0,3.

Operacién 10, Z-Asn-Gli-Ala-Glu(OtBu)-Asp(CtBu)-
~Glu( 0tBu)-Ser~Ala-Glu( OtBu)-Ala-Phe-Fro~Leu-Glu( 0tBu) -

2-5-73 - 46 -
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~Phe-0tBu (2-25-39-0tBu).

3,58 g (2,0 milimoles) de H-27-39-0tBu y 0,65 g
(2,0 milimoles) de Z-Asn~Gli-OH: (véase Ejemplo 1) son
disueltos en 30 ml de DMF anhidra. Ia solucién es en-
friada a 0°C y se le afiaden 1,8 g (2,4 milimoles) de
complejo de DCC-PFPCH. Después de agitar durante 4 ho
ras la mezcla es filtrada en 300 ml de éter, el preci
pitado separado es recogido por filtracidn, y lavado
con éter. Se obtienen 3,7 g (88%) de Z-25-39-0tBu. P.
de f.: 1942C (con descomposicién); R%Z = 0,3,

Operacién 11. H-Asn-Gli-Ala-Glu(O0tBu)-Asp(0tBu)-
-Glu(CtBu)-Ser—Ala-Glu(OtBu)-Ala—?he-Pro-Leu—Glu(OtBu)—
~Phe-0tBu,HC1 (H-25-39-0tBu.HC1).

3,92 g (1,87 milimoles) de 2-25-39-0tBu son disuel
tos en 400 ml de 4cido acético al 80%, y la mezcla es
hidrogenade en presencia de paladio sobre carbdén. Al -

final de-la reaccidén, el catalizador es separado por -
filtracidn, y el producto filtrado es evaporado hasta
sequedad. E1 residuo es disuelto en DMF anhidra, y se
afiade a la solucidn piridina que contiene 6 a 8 equiva
lentes de dcido clorhfdrico. El disolvente es separado
por destilacidn, el residuo oleoso es triturado con —-
agua, los sdélidos son separados por filitracién, lava-
dos con agua y acetato de etilo, y secados. Se obtienen
3,22 g (86,1%) de H-25-39-0tBu.HC1 , P. de f.: 1879C

2=5-73 - 4T -
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Operacién 12, ZmLis(BOC)—Lis(BOG)nArg(NOQ)-' &
(NOQ)-Pro~Val—Lis(BOC)-Val-Tir(tBu)-Pro—Asn~Gli—Ala~
~Glu( 0tBu)-Asp( UtBu) -Glu( 0tBu) ~Ser-Ala~Glu( OtBu)-Ala-
~FPhe-Pro~Leu~Glu( 0tBu)-Phe~0tBu  (Z-15-39-~0tBu).

3,0 g (1,5 milimoles) de H-25-39-0tBu.HCl y 3,1
g (1,65 milimoles) de Z—Lis(BOC)—Lis(BOC)-Arg(NOz)—
-Arg(NOZ)—Pro-Val—Lis(BOC)-Val-Tir(tBu)-Pro-OH?(véa—
se patente britdnica N2 1.201.053) son disueltos en
20 ml de DEF anhidra. La solucidén es enfriada a 0°C,
y se le afladen 0,166 ml (1,5 milimoles) de N-metil-
-morfolina, seguido por 1,4 g de complejo de DCC-PFPGH.

(con descomposicién), R

Ia mezcla de reaccién es agitada a la temperatura ambien
te durante 24 horas y después de esto es filtrada en -
400 ml1 de éter. El precipitado separado es filtrado,
suspendido en acetona, agitaéo, y filtrado de nuevo. -
Se obtienen 5,15 g (90%)- de Z-15-39-0tBu. P, de f.: -
' 115.2 =0,2; Rg = 0,65.
Operacidén 13, H-Lis(BOC)-Lis(BUCQ-Arg-Arg-Pro-Val-
~Lis(BOC)-Val-Tir(+Bu)-Pro-Asn-Gli-ala-Glu( OtBu)-Asp
( 0tBu)-Glu( 0tBu)-Ser~Ala-Glu( 0tBu)-Ala~Fhe-Pro-Leu-
-Glu(0tBu)~Fhe=0tBu,3HC1 (H~15-39-0tBu.3HC1).
5,0 g (1,31 milimoles) de 2Z-15-39-0tBu son disuel

tos en 100 ml de 4cido acético al 80%. Se afiaden a la

22020 (cén descomposicidn); R

solucién 3 g de polvo de zinc activado, y la suspen~
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sidn obtenida es agitada a la temperatura ambiente., El
avance de la reduccidén es vigilado por cromatograffa en
capa delgada. Al final de la reduccidn la suspensién es
filtrada, el producto filtrado es evaporado, el residuo
es triturado con agua y los sélidos son separados por -
filtracidn. El producto es disuelto en 300 ml de dcido
écético al 80%, y la mezcla es hidrogenada en presen-—
cia de paladio sobre carbén. Al final de la reaccién el
catalizador es separado por filtracidn, la solucidén es
evaporads hasta sequedad, y el residuo es triturado con
éter. Los sdlidos son separados por filtracidn, disuel-
tos en 40 ml de piridina, y sediaden a la solucién, con
enfriamiento, 10 ml de piridina que contiene 1,5 ml de
dcido clorhidrico concentrado. La solueién obtenida es
evaporada, el residuo es triturado con agua, los séli-
dos son separados por filtracidn y lavados con agua. Se
obtienen-4,0 g (85%) de H-15-39-0tBu-3HCl., P, de f,
2089C (con descomposicidn)j R} = 0,35,

Operacién 14: H-Ser-Tir-Ser-let-Glu~-His-Phe-Arg-
-Trp-Gli-Lis~Pro-Val-Gli-Iis-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-
~Val-Tir-Pro-Asn-Gli-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala~Glu-Ala-
-Phe-Pro-Leu-G1lu-Phe-O0H (H~1l-39-CH).

3,6 g (1,0 milimoles) de H-15-39-0tBu~3HC1l y 2,0

£ (1 milimol) de BOC-Ser-Tir-Ser-Met-Glu( OtBu)~His-FPhe-

Arg-Trp-Gli-Lis(BOC)-Pro-Val-Gli-~OH.HC1 (véase patente

2-5-73 - 49 -
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britdnica ndmero 1.2¢1.053) son disueltos en 20 ml de
DiF. Ia solucibn es enfriada a C¢C, y se aiiaden a la

misma 0,11 ml (1 milimol) de N-metil-morfolina y C,95
g de complejo de DCC-PFPOH. La mezcla de reaccidén es

agitada a la temperatura ambiente durante 24 horas, y
después de ello es filtrada en 200 ml de éter. EL pro
ducto separado (5,6 g, R; = 0,55) es filtrado y lava-
do con &ter y agua.

1 g dd compuesto enterior es disuelto en una ez
cla de 20 ml de dcido trifluoroacético y 1 ml de mer-
captoetanol. La solucién es dejada reposar a la ‘tempe
raturs ambiente durante una hora, y después de esto -
es evaporada en vacio. El residuo es disuelto en 2
ul de agua, y la solucidn obtenida es evaporada de -
nuevo en vacio, El re¢siduo es disuelto en 10 ml de -
atua, y los ilones trifluoroacetato son reemplazados -
por ionegs scetato utilizando un intercambiador de -—-
ioneg Amberlite I:A 410 (forme de acetato). Ia solu-
cibén obtenida es secada por congelacidn, y el produc
to bruto es purificado utilizando una columna de in-
tercambiador de iones Cli-32. En calidad de agentes -
eluyentes se utilizan soluciones ; respectivamente,
G,13 molares (pH 6,6) y ¢,25 molares (pH = 7) de ace-
tato de amonio. Las fracciones gue contienen el pro-

ducto buscado son combinadas y secadas por congelacidn,
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Se obtienen 0,6 g (60%) de H-1-39-CH, ng = 0,25,

Andlisis de aminodcidos : Asp 1,9 (2); Ser 2,7 (3);
Glu 4,7 (5); Pro 3,8 (4); 61i 3,0 (3); Ala 3,0 (3); Leu
1,C (1) Val 2,9 (3); Met 0,95 (1); Tir 1,9 (2); Fhe 3,0
(3); His 0,95 (1); Lis 3,8 (4); Arg 2,8 (3). Tir:Trp =
2,1 (2,0).

Egta solicitud que corresponde a la presentada en
Hungr{a, el dfa 15 de Mayo de 1972, bajo el N2 RI-465,
se acoge a los beneficios del Articulo 51 del vigente -

Estatuto sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACICGNES

Los puntos de invencién propia y nueva gque se pre-
sentan para gque sean .objeto de estaz solicitud de Paten-

te de Invencidén en Espafia, por VEINTE a:dos, son los que
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se recogen en las reivindicaciones siguientes:

l8.,~ Un procedimiento paras la preparacidén de poli
péptidos bioldgicamente activos que contienen el grupo
aspartilo, particularmente un resto aspartil-glicina,
por copulacién de los correspondientes componentes de
péptido blogueados utilizando la técnica del éster acti
vo y aliminando subsiguientemente los grupos blogueado
res, caracterizado porque el grupo carboxi del componen
te acilante es activado convirtiéndolo en el éster pen-
tafluorofenilico a la temperatura ambiente o a tempera-
turas més bajas, preferiblemente a una temperatura de -
alrededor de 09C, la acilacidén se lleva a cabo 2 la tem
peratura ambiente o a temperaturas mds bajas, preferi-
blemente con cantidades equimolares de los respectivos
reaccionantes y, si se desea, los péptidos libres obte-
nidos deSpués de eliminar los grupos blogueadores son -
convertidos en sus sales por adicién de dcido o comple-
jos o condensados farmacéuticamente aceptables.

28,- Un procedimiento segin la reivindicacién 12 pa
ra la preparacién de péptidos que tienen la férmula ge-
neral (I) .

Ser-Pir-Ser-Met-Glu-His-Fhe-Arg-Trp~Gli-Lis-Pro-
-Val-Gli-Lis~-Lis-Arg-Arg-Pro-Val-Lis-Val-Tir-Pro-~Asn-
~Gli-Ala-Glu~-Asp~-Glu~-Q (I) y de los derivados protegi-

dos de dich-: compuestos, en donde Q puede representar
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el grupo: (a) Ser-CHj; (b) Ser-Ala-OH; (c) Ser-Ala-Glu-
~-0H; (d) Ser-Ala-Glu—-Ala-OH; (e) Ser-Ala-Glu-Ala-FPhe-
-0H; (f) Ser-Ala-Glu~Ala-Phe-Pro-(H; (g) Ser-Ala-Glu-
~Ala-Phe-Pro-Leu-0H; (h) Ser-Ala-Glu~Ala-Phe-Pro-Leu-
~Glu-CH; 6 (i) Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-(H;
caracterizado porque el grupo carboxi del componente
acilante es activado convirtiéndolo en el éster penta-
fluorofenilico en la reaccién de copulacidn llevada a
cabo con péptidos bloqueados que contienen un grupo -
agspartilo o un resto de aspartil-glicina,

38,- Un procedimiento segin la reivindicacién 12,
en que el éster pentafluorofenilico del componente de
péptido acilante es separado de la mezcla de reaccién
Y subsiguientemente es hecho reaccionar con el compo-
nente gue ha de ser acilado,

48,- Un procedimiento segin la reivindicacién 12,
para la acilacidén de componentes que no contienen gru-
pos carboxi libres, en gue el éster pentafluorofenili-
co es preparado directamente en el medio de reaccidn.

8,- Un procedimiento segﬁq una cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 48, en que se adaden separadamen
te a la mezcla de reaccidn pentafluorofenol y diciclo-
hexilcarbodiimida.

62.~ Un procedimiento segun una cualquiera de las

reivindicaciones 12 a 48, en gue se arade a la mezcla
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de reaccién un complejo de pentafluorofencl y diciclo
hexilcarbodiimida,
8,~ Un procedimiento segin una cualguiera de
las reivindicaciones 12 a 62, en que el resto de aspar
til-glicina es utilizado en toda la sintesis en la for
ma de la carboxamida libre.
88,~ Un procedimiento segin una cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 62, en que el resto de aspartil
~glicina es formado a una temperatura de O a 4¢C,
92,~ Un procedimiento segin una cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 62, en que péptidos que con-
tienen un radical aspartilo con grupo carboxi libre son
acilados con un &ster pentafluorofenilico previamente
formado del tripéptido Z~Arg(N02)—Arg(NO2)-Pro-OH.
' 108.- Un procedimiento para la preparacidn de
polipéptidos bioldgicamente activos,
Tal y como se ha descrito en la Memoris que an
tecede, y con los fines que se han especificado,
Esta Memoria consta de cincuenta y cuatro hojas
escritas a miquina por una sola cara. 16 JUL 1974

Madrid,

A
s ey
A

zrio de Elzgovie
var(Bol;
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