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Egta invencidn se refiere a nuevos péptidos
de actividad de ACTH que conbienen dcidos alfa~aminooxi
carboxilicos sobre ambos terminales, y a un procedimien
to0 para la preparacién de estos oompuestqg.

Como e¢s sabido, la cadena peptidica de la hor
mona adrenocorticotrépica (ACTH) puede modifiocarge en
alto grado sin que desaparezca la actividad adrenocor-
ticotrépica. Asi, por ejemplo, puede eliminarse mds de
la tercera parte de la cadens de aminodcido de la paris
de C ‘terminal de la molécula, sgin diéminuoién algune
en la actividad especifica. No obstante, la eliminacilbn
de mds aminodcidos causa un brusco descenso .en la ac-
tividad. El péptido con la secuencia de aminodcidos 1-9
de la ACTH posee ol 30% de la actividad de la molécula
original, mientras que la actividad del fragmento 1-16
de ACTH es sblo de aproximesdamente el 1% de la sustancia
de partida. Por otro lado, la separacién del primer
aminodcido de la parfe de N torminal de la molécula cau
ga un descenso del 50 % en la actividad (E. Schréder,
K. Liibke: Los péptidos, Academic Press, Nueva York, 1966,
pdas. 246 a 249), ' )

Iiog fragmentos de ACTH en los gue el grupo de
gerina de N terminal estd sustitufdo por un D-aminodoi~
do, un aminodeido no natural o un grupo aclilo obtenido

omitiendo los grupos funcionales de la serina (por ejem
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plo un grupo betawhidroxipropionilo 0 propionilo), pomeen
algunas veces actividades que sobrepasan las de la ACTH
natural. Egbo puede abribuirse, posgsiblemente, al hecho
de que eambos fragmentos de AOTE de estructuras modifica~
dag gon resistentes a la accibn de las enzimas del tipo
de aminopeptidasa, y agl su velocidad de descomposiocidn
en el organigmo es inferior & la de la ACTH natural. Por
congiguiente, estos fragmentos de ACTH modificados mueg-
tran potentes actlvidades adrenocorticotrdpicas tambidn
en log casos en que el grupo modificador no puede asgumir
entoramente el papel del reslo de serina de N terminal

de la hormona natural.

Bl hecho de que el efecto de los derivadog de
amida de O terminal disminuya mis despacio que el de los
péptidos que conftienen grupos carboxilo libres cuando
disminuye el niémero de los aminodcidos a partir del ex~
tremo C terminal de la cadena puede atribuirse a las mig
mag razoned. Bg decir, la mayoria de las‘enzimaa de
carboxipeptidasa no pueden descomponef lag péptido-ami-
dag., Por lo tanto, se supuso que amidando el grupo car-—
boxilo de C terminal puede asegurarse el mismo- efecto
protector que por medio de la sugtitucién apropiada del
regto de merina de N terminal. En las investigaciones
mds recientes se obgervd, sin mebargo, que algunas enzi-

mas del tipo de carboxipeptidase son capaces de eliminar

-3 -
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inclugso los restog de aminodcido de C terminsl de lag
péptidoamidas (3. D, Glags y otros: Proc. Nat. Acad. Sci.
U.S. 63, 1426/1969/). Por el hecho de que incluso estag
enzimas no pueden hidrolizer las amidag sustituidas, po
drfs esperarse que log fragmentos de ACTH que contienen
un grupo amida sustituido sobre el extremo de C terminal
de la cadeﬁa se descompondrian en el organismo a une ve-
locidad inferior, y mostrarifan por lo tanto un mayor
efecto biolégico que las amidag simples apropiadas. Cler
tamente, los investligadores alemanes consiguieron prepa-
rar algunos derivados de heptadecapeptido-alcohilamida
que poseian fuertes efectos adrenocorticotripicos (Sqli—
citud publicada de Patente alemans n? 1.954.794).

Se ha encontrado en este invencibn que pueden
obtenerse compuestos de superiores achbividades adrenocor
ticotrdpicas cusndo se sustituyen ambog eminodcidos ter-
minales de los fragmentos 1-17, 1-18 & 1-19 de la molécu
la de ACTH por un alfa-aminooxideido. Se obtienen compueg
tog de actividad particularmente elevada cuande ge sughi-
tuye el regto de serina de N terminal del fragmento 1-18
de le ACTH por 4cido D~alfa-aminooxi-beta-hidroxi-propid
nico, y sustituyendo el resto de arginina del terminal
C del mismo compuesto por decido Le & D-zlfa-aminooxi~-epsi
lon-aminocaproico.

Por consiguiente, esta invencidén ge refiere a

-4 -
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nuevos péphidos de actividades de ACTH, que tienen una sg
cuencia de ACTH completa desde el aminodcido de N termi-
nel hasta al menos el 179, pero no mds del aminoﬁcido 19¢,
perc que contienen opecionalmente otros aminodcidos en
lugar de los aminodcidos individuales de la secuencia de
ACTH, y que contienen giempre un alfa-aminooxidcido en
lugar de log aminodcidos primero y Ultimo. La invencién
ge refiere ademds a lag gales de adicidn de 4cidos, deri-
vadog y complejos de dichog péptidos, asl como a un pro-
cedimiento para la preparacidén de estos compuestos.

En log péptidos sugtituidos citados anterior-
mente, los aminodcidos individuales de la secuencia natu
ral pueden sustitulrse por otros aminodcidos, siempre
que esta sustitucidn no cause un descensgo importante en la
actividad de ACTH, Agil, por ejemplo, el gegundo amipoéci—
do (tirosina) puede sustituirse por fenilalanina, y/o el
tercer aminodcido (serina) puede sugtituirse por glicina,
y/0 el cuarto aminodcido (metionina) puede sustituirse
por leucina, norvalina, norleucina o deido alfa-aminobubi
rico, y/o ol quinto aminodcido (dcido glutaminico) puede
sustituirse por glutamina, y/o los 4cidos 152 y 162 (li-
gina) pueden sustituirse por orﬁitina, y/o los aminodci~
dog 172 v 18¢ (argininag) pueden sugtituirge por lisina
u orpitina. Los compuestos mds ventajosos con respecto a

gug actividades adrenocorticotrépicas son (D—OSer1, OLis18)

-5 -
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—a1fa 1-18YE2_yomg v (D-0Ser!, D-OLis!®- a1fa’~18VH2_somm,
donde "OSer" representa el dcido alfa~aminooxido-beta—
hidroxipropidénico, que difiere gblo de la gerina en el
dtomo aislado de oxigeno entre el dtomo de carbono alfa
v el grupo amino. En la Memoria descriptiva, estas abre-
viaturas ge usan para degighar log alfa—aminooxiécidos
que tienen estructuras similares a wm aminodeido, y asi,
por ejemplo, OLig representa deido alfa~aminooxi~epsilon-
aminocaproico, etc.

Los nuevos péptidos de actividedes de ACTH,
agl como sus saleg de adicidn de dcidos, derivados y com
plejos, pueden prepararse, segin la invencién, a partir
de un péptido protegido que tiene una secuencia de ACTH
completa a partir del aminodcido del terminal N hagta
al menos el 172, pero no mis del 192 aminodcido, pero
que opcionalmente contiene otros alfa-~aminodcidos en lu-
gar de los aminodcidos individuales de la secuencia de
ACTH, conteniendo siempfe un alfa-aminooxidcido en lugar
de los aminodcidos primero y dYltimo, y llevando grupos
protectores al menos gobre el grupo aminooxfdico termi-
nal y sobre los grupos aming de lag cadenag laterales,
y opcionalmente también sobre los grupos carboxilo ter-
minales y sobre log grupos carboxilo de las cadenas late
rales, eliminando la proteccidén de dicho péptido en una

o mds operaciones, y, si se desea, convirtiendo al compueg

-G -



to obtenido en sus sales de adicidn de doido, derivados
0 complejos.
Los péptidos protegidos usados como sustancias
de partida gegun la invencidn pueden pfépararse a partir
5 de log alfa-aminooxidcidos apropiados por condensécién
de fragmentog, o por introduccién gradual de los aminoéci
dog individvales en la secuencis adecuada. En estos pro-
cedimientos de condensacidén pueden usarse el método del
anhfdrido mixto, el método de la azida, el método del és
10 tor activo, o el método DCC. Puede aplicarse también la
1llamada sintesis en fage gblida, segin la cual se forma
un péptido unido a un polimero gobre un grupo carboxilo
terminal acoplando el alfa-aminooxidcido del terminal
unido al polimero con los aminodcidos y con el alfg~ami~-
15 nooxidecido terminal en la secuencia apropiada.

Log grupecs reactivos que no se dejan participar
en la reaccidén son protegidos preferiblemente por grupos
protectores gque pueden extraerse de nuevo fdeilmente,
por 8j, por hidrélisis, acidolisis, hidrazinoclisis o re-

20 duceidn. El grupo carboxilo es protegido preferiblemente
en forma de su éster de metilo, terc~butilo, bencilo,
p-clorobencilo o p-nitrobeneilo, o convirtiéndolo en una
amida. Los grupos aminooxi y aminos son protegidos prefe
riblemente con grupos tosilo, tritilo, formilo, trifluocroace

25 tilo, o-nitrosulfenilo, ftalilo, benciloxicarbonilo,

26.10.73 - -



10

15

20

35

26410.73

p~clorobencil-~oxicarbonilo, y, lo mds preferiblemente,

terc-butoxicarbonilo. El grupo guanidino del resto de ar-

“ginina puede probegerse preferiblemente con un grupo ni~

tro, pero este grupo puede protegerse también en forms
protonizade. El grupo imino de la higtidina puede prote~
gerge con grupos beneilo, tritilo o dinitrofenilo. Log
grupos hidroxilo unidos a lag cadenas 1aferales pueden
protegerse opeionalmente por formacidn de &ter, y en este
cago los mds preferidos son los éteres de terc-butilo y
de bencilo.

Por seleccidn apropiada de log grupos protecto
reg ge pueden preparar compuestos que pueden desprotegeg
se selectivamente o en una séla operacién por métodos co
nocidos en la técnica (por ejemplo, por hidrélisis, acidg
ligis, hidrazinolisis o reduccibn).

Segin un método preferideo de la invencidn, un
alfa~aminooxidcido protegido se condensa con un éster tri
peptido-metilico de lg férmula Tir~Ser~Met—OGH3, el éster
tetrapeptido-metilico  sustituido obtenido es convertido
en su hidrazida y finalmenté en la azgida, ¥y egta aglda
ge uga pare la acilacién de un decapéptido de la férmula
Glu OBu't)-His-Fe—Arg-—Trp-—Gli—-Lia(BOG)-—Pro-Val~Gli. El
tetradecapéptido sustituido asl obtenido ge condenss con
un éster de péptido formado a partir de la posterior se—

cuencia completa de aminodcidos adecuadamente protegida,

-8 -
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el éster de péptido sustituido obtenido es convertido en
gsu hidrazide y finalmente en la azida, y esta azida se
usa para la acilacién del derivado de aminooxidcido del
C terminal apropiadamente protegido, Asf, por ejemplo,
el tetradecapéptido sustituido es condensado con el éster
de dipéptido 15-16, éster de tripdptido 15-17 o éster de
tetrapéptido en 15-18, respectivamente, para producir el
heptadecapéptido, octadecapéptido o nonadecapdptido ade-
cuadamente sustitufdo, respectivamente. En esta reaccién
de condensacidén pueden emplearse con gran ventéja los mé
todos de copulacidn del DCC 6 del éster activo. En este
dltimo método, particularmente cuando se usa un éster de
pentaclorofenilo o pentafluorofenilo, el éster activo no
precise ser preparade por separado, sino gque puede for-
marse directamente en la mezcla de reaccién a partir del
tetradecapéptido sustituido con pentaclorofenol o penta-
fluorofenol y DCC (véase por ejemplo la Patente Britdni-
ca n? 1,201.053).
También se puede proceder como sigue: el deri-
vado de aminooxidcido del terminal ¢ adecuadamente prote ,
gido es acilado con un dipéptido 15-16, tripéptido 15~17
o tetrapéptido 15-18 adecuadamente protegido, el £rupo
protector del terminal N del péptido sustituido asi ob-
tenido es separado selectivamente, y la sustancia obte-

nide es condensada con el tetradecapéptido sustituido,

-9 -
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para producir el péptido protegido adecuado que contie~
ne aminooxidcidog gobre ambos terminales. AL final de

esta sintesis, log grupos terc-buboxicarbonilo unidog al

-grupo alfa-aminooxi de N terminal y a los grupos aminos

de las cadenas laterales, log grupos de dgter de tere~hu
tilo unidos a log grupos carboxilo de las cadenag latera
les, ¥, cuando no esté amidado, también el grupo carboxi
lo de C terminal, asl como los grupos de éter de terc-bu
tilo opeionalmente unidos & log grupog hidroxilo de las
cadenas laterales, gson escindidog gimultdneamente por

acidolizis, por ejemplo, por tratamiento con dcido tri-

"~ fluoroacédtico. Cuando el péptido protegido de partida

contiene también grupos que no pueden eliminarse usando
dcido trifluoroacético, por ejemplo un grupo formilo, eg
tos grupos son eliminados aentes de la eliminacidn de los
demds grupos protectores, o despuds de la misma, en una
operacibén separada. E1l producto final desprotegido puede
purificarse por una disfribucién en contracorriente o
por cromatografia en columna, por ejemplo por cromatogre
fia de oamiio de iones, usando diferentes tipos de carbg
ximetilcelulosas.

Dependiendo de los métodog de preparacién y de

las condiciones de reaccidn, los nuevos compuestog ge ob

tienen en forma de las bazes libres o en forma de sus sa

les. Las sales pueden convertirse en las bases libres

- 10 -
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por métodos muy conocidos en la “téenica. Por ofro lado,
lag bageg libreg pueden convertirse en sus salesg de adi
cidén de deidos farmacdédubicamente aceptables poniéndolasg
en contacto con deidos orgédnicos o minerales, por ejem—
plo deido clorhidrico, sulfdrico, fosfdrico, fdérmico,
acético, ldctico, tartdrico, citrico, deidos grasos supe
rioreg, etc.

Log derivados de los nuevos compuestos, que bam
bién. estdn comprendidos en el objeto de la invencibn; son
por ejemplo log ésteres, lag amidas, lag amidag N-gugti-
tufdag, en primer lugar las peptidoamidas amidadag en el
grupo carboxilo de C terminal y que contienen opcional=-
nente grupos carboxilo libres en la cadena lateral.

Tos complejos utilizables farmacéduticamente de
log nuevos péptidos sgegin la invencién son compuestos
formados poniendo en contacto los nuevos péptidos con
ciertas sustancias orgdnicas o minerales gue ageguran una
actividad prolongada a log pdptidos. Estos compuestos
orgdnicos pueden ser, por ejemplo algunos tipos de gelati
na, diversas carboximetilcelulosa, alginatos, poliflore-
tinfosfato, aminodecidos polimerds u otros polimeros o co-
polimeros. Entre los compuestos minerales pueden tenerse
en cuenta en primer lugar todos log hidrdéxides y las sa~
leg diffoilmente solubles (por ejemplo fosfatos o piro=

fogfatog) de zinc. Con el fin de asegurar una actividad

- 11 -
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prolongada pueden usarse también algunos gilicatos, que.
forman con los péptidos complejog inzolubles de estruo—
turas hasta shora demconocidas.

Log nuevos péptidos y sus saleg, derivados o

-complejos pueden usarge en terapdutica en forma de produc

tog farmacduticos. Estos productos farmacduticos pueden
contener los agentes activos en combinacién con execipien—
tes orgdnicos o minerales adecuados pars administracidn
por via enteral o parenteral. Los productos farmacéuticos
pueden ger, por ejemplo productoé liofiligzados adlidos,
en los que pueden usarse como vehfculog o excipientes
compuestos inertes para los péptidos, tales como manita,
lactoga o almiddn. las suspensiones o emulgiones pueden
contener ademds del ingrediente activo y el vehiculo agen
teg protectores o estabilizantes inertes. Log productos
farmacéduticos mdg ventajosos contienen los nuevos pépbidos
en forma de sus complejos citados anteriormente, lo que
agegura al producto una actividad prolongada.

Log productos farmacduticog pueden contener los
agentes activos en las oanfidades usadas cominmente pare
lag hormonag adrenocorticotrédpicas, por ejemplo en una
concentracién de 0,1 a 5 mg/ml. Estos productos pueden ad-
minigtrarge de 1 a 7 veces al dfa por via subcutédnea, inbra
muscular o parenteral .

El procedimiento de la invencidn se explica con

- 12 -
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detalle con ayuda de log giguientes Ejemplos no limita-
tivos. |
Lag abreviaturas usadas en los Ejemplog para

la denominacidn-del aminodeido y los derivados de los
péptidos son lag ofrecidas por la IUPAC-IUB (J.Biol. Chem.
247, 977 /1972/). Log alfa-aminooxidcidos estdn también
indicados por los sfmbolos OSer, Olig, como se ha discu~
tido anteriormente. Si no se indica otra cosa, estag abre
viaturas se refieren a la configuracién L, con la excep—
10 cibén del Gli. Se han usado en log Ejemplos lasg otras abre

viaturas que giguen: PCPOH = pentaclorofenol, PFPOH =
diciclohexilecarbodiimida, DCU =

diciclohexilurea, BOC = terc-butoxicarbonilo, But = terc-

i

pentafluorofencl, DCC

butilo, For = formilo, ONSu = N~guccinimidiloxi.

Log puntos de fusidn se determinaron en un apa

15
rato del tipo del Dr. Tottoly (Blichli, Suiza). Los exd-
menes cromgbogrdficos en capa delgada ge efectuaron gobre

un absorbente "Silicagel nach Stahl', usando las sigulen

tes mezclag digolventes:
20:6:

1]

20 1) acetato de etilo : (piridina:écido acédtico:agua
11) = 99:1

2) acetato de etilo : (piridina:dcido acético:agua
11) = 822

20:6:

il

3) acetato de etilo : (piridina:deido acético:agua = 20:6:

25 11) = 6:4

26.10,73 - 13 -
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Ejemplo 1
D-0Ser-Tir-Ser~Met=Glu=Hig~Fo-Arg=Trp~Gli-Lig=Pro~Val-

~GLi-Tii g-Tii g=Tii g 0Lt g=IVE,

0,75 g (0,267 moles) de BOC~D~OSer-Tir-Ser-Met-

. —Glur(OBut)-His—FG-Arg—Trp-Gli-Lig(BOC)-Lis(BOC)-Lis(BOC)

-0lig(For)-NH, se disuelven en una mezcla de 6 ml de
deido trifluoroacético, 0,75 ml de ague y 0,75 ml de ani
gol; la disolucidén se deja reposar durente una hora, y
degpuds se diluye con 150 ml de éter. EL precipitado que
se forma se separa pof filtracibn, se lava con éter, y

ge seca en vaclo sobre pentdéxido de fésforo e hidréxido

de potasio. Loz 0,70 g (86%) de formil~octapéptido-trifluorg
acetato sustitufdo asl obtenidos se disuvelven en 10 ml

de agua, y se afiaden 0,25 ml. de mercaploetanol a la diso
lucidn. El pH de la mezcla se ajusta a 5 con disolucién

N de hidrdéxido de sodio, y después se afladen 11,5 ml de
ung, digolucién 2 molar de acetato de hidrazida. Ia mez-
cla se mantiene en un bafio de agua a 952C durante dos ho
rags, y despuds se concentra en vécio y se vierte sobre
una columna-de cambiador de iones Whatman CM~52., La sug-
tancia se eluye con una disolucién tampbn de gradiente
lineal preparada a partir de tampones de acetato de amonio
0,2 molar (pH = 6,7) y 0,5 molar (pH = 6,7). Lag fraccio-
neg apropiadas se liofilizan produciendo 0,275 g (38%)

de la amida de octadecapéptido sustituida apropiada

- 14 -
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La octadecapéptido amida sustituide protegida

ugads como sustancia de partida se prepara como gigue:

Operacién 1: Acido L-alfa~terc~butoxicarbonil-

aminooxi~apgilon~formilaminocaproico (BOC-CLia/For/).
23,2 g (60 mmoles) de N-epsilon=formil-D~lisina

y 43,2 g (423 mmoleg) de bromuro de sodio se disuelven

en 248 ml de dcido sulfdrico 2,5 N, Ia disolucidén se en-

fria a 02C, y se afiaden 13,3 g (192 mmoles) de nitrito de

godio a la diwolucidn agitadae, en pequeflag porciones, en

un periodo de 30 minutos. I mezola de reaceibn se agita

durante una hora a 02C y durante otra hora mds a tempera-

fure ambiente, y despuds se somete & extraccidn con tres

porciones de 200 ml de éter. Las disoluciones etéreas
rewidas se secan y zeo evaporan., Low 18,4 g de 4cido D-alfa-
bromo-epsilon-formilamino~caproico crudo regiduales ge
diguelven en 190 ml de etanol, y we afiaden a la disolucidn
8,4 g (150 mmoles) de hidréxido de potagio y 10,0 g

(76 mmoles) de terc-butoxicarbonil-hidroxilamina. Ia mezcla
de reaccién se somete a reflujo durante 2 horag, y des~-
pués ge dqja reposar a temperatura ambiente. Al dfa gi-
guiente, el disolvente se separa por destilacién, el resi
duo se disuelve en 80 ml de agua, y el pH de esta digo-
lucidn se ajusta a 3 con dcido clorhidrico al 10%. Ia diso
lucién deida se satura con cloruro de sodio y me somete g

extraceién con 3 x 150 ml de &ter, y finalmente con 150

-15 -
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ml de acetato de etilo. Se reunen las disoluciones orgd-
nicag, se secan y se evaporan, y el residuo cristalino,
que pesa 16 g, se recristaliza o partir de 25 ml de ace-

tato de etilo. Se obtienen 10,4 g (27%) de dcido I-alfa-

. terc~-butoxicarbonil-aminooxi-epsilon-~formilamino-caproico;

p. de f. 114-1162C, Rp/2/ =0,31, (ol)y = -52,52 (e =1,
en metanol).

Andligig: Caleculado para CyoHnol,0p (290,32) : C 49,6%;
H7, 65%

Encontrado: o C 49, %;
H 7,6%

Operacibpn 2: Amida de dcido L-alfa~terc-butoxi
carbonil-aminooxi-epsilon—formilamino~caproico (BOC-OLig-
/For/LNHé).

5,0 g (17,2 mmoles) de BOC-OLis~/For/ se disuel
ven en 107 ml de tetrahidrofuranc seco, y a la disolucién
se le afaden 1,90 mt (17,2 mmoles) de N-metilmorfolina.
Ta mezcla se enfria a -102C, y se afiaden gota a gota, con
agitacibn, 2,25 ml (17,2 mmoles) de cloroformiato de iso-
butilo., La mezcla se mantiene a la misma temperatura du~
rante 10 minutos, después ge enfria a -202C, y se afiaden
cuidadosamente a la mezcla 10,7 ml (142 mmoles) de hidrd
xido de amonio concentrado. La mezcla obtenide se agita
durante unae hora a 0°C, y durante una hora més a ‘tempera

‘ture ambiente. Despuds se evapora el tetrahidrofurano, y

- 16 -~
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el regiduo parcialmente crisftalino se dlluye con 20 ml
de una mezcla 900:54:16:30 de acebato de etilo:spiridina:
deido acéfioo:agua. La mezcla se vierte sobre una colum
na de gel de milice de 250 ml, y la columna ge eluye
con la migsma mezcla disolvente., las fracciones que con-
tienen el producto deseadc ge recogen y se evaporan pa-
re producir 4,3 g (86%) de BOC—OLis/For/—NH2 amorfa, de
color amarillento claro. Re/2/ = 0,54,

Operacidn 3: Acido terc-butoxicarbonil-D~alfa~
aninooxi~beta~benciloxipropidnico.

Una mezola de 48,4 g (0,364 moles) de tere-bu
toxicarbonil-hidroxilamina, 40,7 g (0,728 moles) de hi-
dréxido de potagio y 94,0 g (0,364 moles) de dcido DL-alfa-
bromo~beta~benciloxipropidnico en 360 ml de agua ze agi-
ta a temperatura ambiente durante 3 horas. Después, la
disoluoidn es acidificada a pH = 3, y sometida a extrac~
cibn con 3 x 720 ml de éter. Se reunen las disoluociones
etéreas, se lavan con 720 ml de agua, se gecan y se mez-—
olan con 78 mwl (0,40 moles) de diciclohexilearbodiimida.
Log 43,61 g obtenidos de sal de diciclohexilamina de
deido terc—butoxioarbonil—DL—alfa-aminooxi-beta—bencilox;
propiénico (p. de f£. 144-1462C) se ponen en suspensibn
en 500 ml de éter, y la suspensién ge agita con 5 x 100
ml de dcido sulfirice 0,2 N, La digolucidn etérea se seca

y 8¢ evapors hasta sequedad. ELl residuo se disuelve en
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700 ml de etanol, y se afiaden a la digolucién 6,56 g (48,5
mmoles) de base de (4)-anfetamina. Ia digolucidn ge deja
reposar en un refrigerador durante la noche, y después

los crigtales formados se geparan por filtracidn. Ia sal

de (+4)-anfetamina del dcido terc-butoxicarbonil-D-glfa-ami

nooxi~beta~henciloxipropibnico obtenida se recristaliza
a partir de etanol, para producir 13,27 g de producto pu-
rificado; p. de f.-188—19196, (o()%s =4 542 (¢ = 0,5 en
metanol). Despuéds de la descomposicién de la sal de la
manere usual, se obtienen 7,9 g (14%)‘de deido tere~buto
xicarbonil-D=alfa~aminooxi-beté~benciloxipropibnico; p.
de f. 96-982C, (o()%oz + 382 (c = 1 en etanol).

Operacidn 4: Acido terc-butoxicarbonil-D-alfa-
aminooxi~beta~hidroxipropibnico (BOC~D-0Ser)

5,5 g (17,7 mmoles) de decido D-alfa~terc-butoxi
carbonil-aminooxi-beta-benciloxipropiénico ge disuelven
en 110‘m1 de metanol, y la mezcla se hidrogena en presen
cia de 2,75 g de catalizador de paladio sobre carbénm al
10%. Al cabo de 3 horas de hidrogenacién, el catalizador
es separado por filtracidén, y se evapora el disolvente.
El residuo aceitogo se cubre con &ter de petrdleo y se
deja reposar durante varias horas. Ia sustancia crigtali
na se separa por filtracién y se seca. Se obtienen 3,65 g
(96%) de dcido D-alfa-terc~butoxicarbonil-aminooxi-beta~

hidroxipropidnico; p. de f. 94-952C, Rf/1/ = 0,27,
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Operacidn 5:BOC-D-OSer-Tir-Ser-Mbt—N2H3

4,4 g (20 mmoles) de BOC-D-OSer y 9,0 g (20
mmoles) de Tir-Ser-Met-OCH, se disuelven en 30 ml de di-
metilformamida. La disolucién se enfria a 020, y se afia-
den 2,22 ml (20 mmoles) de N-metilmorfoline y 3,8 g (18,4
mmoles) de DGC. Ia mezcla de reaccidén se agita durante 1
hora a 02C y se deja reposar durante la noche a tempera-
tura ambiente. Después se separa por filtracién el DCU
formado, y se pvapora el filtrado. El residuo se disuelve
en 400 ml de acetato de etilo, la disolucién se lava con
2 x 200 ml de decido clorhidrico N, y con 2 x 200 wl de
bicarhomato de sodio acuoso al 8%, se seca y se evapora.
Se obtienen como residuo 8,10 g del éster de tetrapepti~
do sustitufdo protegido. Este residuc se disuwelve en 85
ml de metanol, se afiaden 2,2 ml (46 mmoles) de hidrato de
hidrazida, y la disolucidn se deja reposar a temperatura
aubiente durante la noche. El disolvente se elimina por
destilacibn, y el residuo se tritura con acetato de etilo,
ge filtra, se lava con acetato de etilo y éter, y se se-
ca en un desecador sobre deido sulfvrico concentrado. Se
obtienen 7,21 g (63%) de la hidrazida de tetrapéptido
sustituido protegido; p. de £. 174-1752C (tras recristali
zacibn a partir de agua), Rf/1/ : 0,30,
Andlisis: Calculado pare CygH, NeO, oS (616,69): C 48,7T%;
H 6,55%; N 13,6%
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Encontrado: C 48, 3%; H 6,6%; N 13,8%
Operacidn 6: BOC—D—OSer-Tir-Ser~Met—Glu(OBu?)
-His-Fe—Arg—Trp—Gli—Lis(BOC)-Pro—Val—Gli.ClH
1,25 g (2,13 mmoles) de BOC~D-OSer-Tir-Ser-Net-

- W,H, se disuelven en 15 ul de dimetilformemida, y la diso

3
lucibn se enfria a -202C, A la disoluciln agitada y enfrig

da se afiaden, gota a gota, 2,08 ml (8,32 mmoles) de dcido
clorhidrico en acetato de etilo 4N y 0,32 ml (2,70 mmoles)
dé nitrito de terc-butilo. La mezela de reacoldn se aglta
durante 5 minutos a -102C, gse enfria a -20°C, y se afinde
une disolucidn de 2,78 g de GLu(OBu®)~His-Fe-Arg-Trp-Gli-
Lis(BOC)-Pro-Vel-Gli y 1,4 ml (8,13 mmoles) de diisopropi
letilamine en 23 ml de dimetilformamida. Ia mezcla de
reaccibén se agita durante una hora a -5 a 02C, y se deja
reposar a 0¢C durante la noche. La disolucién se evapora
y ol residuo se tritura con disolucidn acuosa de bicarbo
nato de sodio el 8%. Los sblidos se separan por filtra-
cidn, se lavan con agua y se secan. Se obtienen 3,49 g
(94%) del tetradecapéptido sustitufdo protegido.

Este producto se pone en suspensibn en 24 ml
de metanol, y la suspensién se aflade a una mezela de 4,75
ml de dcido clorhidrico concentrado y 4,75 wl de piridina.
La disoiucién obténida se diluye con 240 ml de agua, el
precipitado formado se separa por filtracidn, se lava con

agua, ¥ se geca. Se obtienen 2,95 g (73%) del clorhidrato
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de tetradecapéptido sustituldo protegido; p. de f.
200-2022C, Rf/2/ = 0,25

Operacién 7: Oxalato de Lis(Boc)-Lis(Boo)-ocH3

11,0 & (17,7 mnoles) de Z-Lis(BOC)-ILis(BOC)-
~00H; (K. Hofwan y otros: J. Am. Chem. Soc 86, 4991 /1964./)
ge disuslven en 200 ml de metanol. Se afiaden 2,0 g (22,2
mmoles) de decido oxdlico anhidro, y la mezcla se hidroge-
nae en presencia de 2,0 g de catalizador de paladio sobre
cerbono al 10%. Cuando termina la reaccibn, el cataliza-
dor se.separa por filtracidn, el filtrado se evapora, y
gl residuo se tritura con éter. Se obtienen 9,1 g (89%)
de oxala®to de bcter del dipéptido; pe de f. 65-672C (tras
recristalizacidén a partir de una mezcla de isopropanol y
éter dilsopropilico). Re/2/ = 0,34, (o()D =4+ 3,790 (¢ =
1, en metanocl).
Andlisis: Calculado para 025H46N4O11 (578,65) : C 51,9%;
H 8,9%; N 9,7k

Encontrado: C 51,5%;
H7,9%; N 9,%

Opersicién 8: z-Lis(Boc)-Lis(Boc)-Lis(Boc)-ocH3

8,1 g (14,0 mmoles) de oxalato de Lis(BOC)-
-Lis(BOC)-OCH3 ge ponen en guspensidén en 60 ml de aceta-
to de etilo. Se afiaden a la suspensién 3,1 ml (28,0 mmo-
les) de N-metilmorfolina y 6,7 g (14,0 mmoles) de Z-Lig

(BOC)=-0NSu, y la mezcla se agita durante 2 horas a tempe

-21 -



ratura ambiente . La mezcla espesa de reaccidn se dilu-
ye con 200 ml de acetato de etilo y 40 ml de agua. Se sg
para la fase acuosa, ¥y la disolucién orgdnica se lava
sucesivamente con 2 x 40 nl de dcido clorhidrico Ny 2 x
5 . 40 ml de disolucién acuosa de bicarbonato de sodio al 8%.
Ta disoluieidn orgdnica se seca gobre sulfato de sodio,
ge evapora, y el residuo se tritura con éter diisopropi-
lico. El producto crudo obtenido se recristalizsa a par-
tir de una mezcla de isopropancl y éter diisopropilico.
10 Se obtienen 8,0 g (67#) del ster metilico del tripépti-
do protegidoy p., de £. 117-1182C, Rf/1/ = 0,58, (v()D =
~17,47¢ (¢ = 1, en metanol).
Andlisgis: Calculado para G42H76N6012 (851,03) : 0‘59,3%;
H 8,3%
12 | Bncontrado ¢ 59,7%
H 8,2%
Operacidn 9: BOC~D~OSer-Tir—SeréMet—Glu(OBut)—
~Hig-~Fe=Arg=Trp=-G1li-Lig~(B0C)=-Pro~Val-Gli-Lis~(B0C)~Lig
20 (BOC)-OCH3.CBH |
1,25 g de Z—Lis(BOG)—Lis(BOG)~Lis(BOC)-OCH3 g6
diguleven en 25 ml de metanol, y la mezele se hidrogena
en presencia de 0,2 g de paladio sobre carbén al 10%. Cuan
‘do termina la reaccidn, el catalizador se separa por

P filtracién, el disolvente se elimina por evaporacidn, ¥

el éster de tripéptido residual y 2,42 g (1,24 mmoles)

26,10.73 - 22 -
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de BOC—D—OSer-Tir—SerﬁMet—Glu-(OBut)—His—Fe-Arg—Trp—Gli—
~Lig(BOC)=-Pro-Val~Gli., C1H gse disuelven en 12 ml de di=
motilformamida. Se afiaden a la disolucién 0,97 g (3,64
mmoles) de PCPOH y 0,255 g (1,24 mmoles) de DCC, y la
mezcla ge deja reposar a temperaﬁura ambiente duiante 2
dfas. Despuds, el DCU formado se separa ﬁor filtracibn,
el filtrado se concentra en vacio, y el producto se pre-
cipita afiadiendo éter al concentrado. El producto se se-
para por Ffiltracidén y se seca. Se obtienen 3,4 g de pro-
ducto crudo, p. de £. 177°C (con descomposicibén). Egte
producto crudo se purifica por precipitacibn a partir de
metanol con éter, produciendo 2,6 g (80%) de clorhidrato
de éster met{lico del heptadecapéptido sustituido prote-
gido; p. de £. 1912C (con descomposicién), Re/3/ = 0,54.
Operacién 10: BOG—D—OSer—Tir—Ser~Met-Glu(OBut)
~His~Fe—Arg~Trp-Gli-Lis(BOO)fPro—Val-Gli~Lis(BOC)nLis(BOCl

~Lig(BOC)-T,H,

2,5 g (0,93 mmoles) de BOC=D-OSer=-Tir-Ser~iet—
~61u(0Bu® ) Ml g-Pe-Arg-Trp-Gli-Lig-(BOC)~Pro-Val-Gli-Iig
(BOC)—Lis(BOO)-Lis(BOC)-OCH3.OlH ge disuelven en 75 ml
de metanol caliente. La disolucibn se enfria a temperatu
ra ambiente, se afiaden a la disolucién 0,91 ml (18,7 mmo-
les) de hidrato de hidrazida, y la mezcla se deja reposar
a temperatura ambiente durante dos dfas. Despuéds, el me-

tanol se separa por destilacibn, y el residuo se tritura
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con &ter. Se oblienen 2,15 g de producto crudo; p. de f.
1992C (con descomposicién). El producto crudo se purifi

ca por precipitacibén a partir de dimetil formemida con

.agng. Se obtienen 2,00 g (81%) de la hidrazida de hepta~

decapéptido sutituido protesido; p. de £. 2052C (con deg

composicién), Re/3/ = 0,49.
Operacién 11: BOC-D-0Ser-Tir-Ser—Het-GLu~(0Bu’)

~Hig-Pe-Arg-Trp-Gli-Iis(B0C)-Pro-Val-Gli~Lis(BOC)-Lig
(Boc)-Lis(Boc)-OLis/For/LNHZ.

a) 0,57 g (1,97 mmoles) de BOC-OLisZFor/LNste
disuelven en 7,5 ml de dcido trifluoroacético. Después
de 0,5 horas de reposo, la disolucidén se evapora en vacio,
v el regiduo se disuelve en 4 ml de dimetilformamide.

Ta disolucidn se neutraliza con diisopropiletilamina.

b) 1,00 g (0,377 mmoles) de BOC-D-OSer-Iir-Ser-
~Mot-GLu( 0Bu?)~Hig-PemArg-Trp-G1i-Tis(B0C)~Pro-Val-Gli-
-Lis(BOC)—Lis(BOC)—Lis(BOC)—N2H3 ge disuelven en 5 ml de
dimetilformamida, con calentamiento suave. Ia disolucidn
ge enfris a -208C, y se le afiaden gota a gota, con agita~

cién, 0,54 ml (1,52 mmoles) de dcido clorhidrico 2,8 N

en acetato de etilo y 0,05 ml (0,42 mmoles) de nitrito

de tere~butilo, Ia mezcle de reaccidn se agita a -10C
durante 5 minutos, después se enfria a -~200C, y la disgo-
lucién neutra trifluorcacetato de OLis/For/LNH2’ obtenida

como se ha descrito anteriormente, se afiade a la disolu-

- 24 -



10

15

20

25

26-10~T73

oién juntamente con 0,2 ml (1,17 mmoles) de diisopropi-
lotilamina. La mezcla de reaccidn me aglta a -502C duran
te una hora, y se deja reposar s 00C durante la noche.
Dospués se separa por destilacién el 50% del disolvente,
vy el concentrado se diluye con 20 ml de agua. La masa
qQue se separa golidifica por reposo. La sustancia obteni
da se pulveriza bajo agua, se filtra y se geca. Se obtlie
nen 0,80 g (75,5%) de la amida de octadecapéptido susti-
tufdo protegide; p. de f. 140~1452C, Rf/B/ = 0,47,
Ejemplo 2

D~0Ser-Tir-Ser-Met-Glu-His-Fe-Arg-Trp~Gli~
—Iis—PTo—Val-Gli—Lis—Lis—Lis—D—OLis—NHé.

0,75 g (0,267 mmoles) de BOC~-D-OSer-Tir-Ser—
~Met=GLu( 0By ®) ~Hig-Fe~Arg-Trp-Gli-Iig(BOC)~Pro-Val-Gli~
Lis~(Boc)-tis(Boc)-Lis(Boc)-D-OLis/For/-NHQ se disuel-
ven en la mezcla de 6 ml de deido trifluoroacético,

0,75 ml de agua y 0,75 ml de anisol; la disoluciébn se
deja reposar durante una hora, y despuds se diluye con
150 m1 de éter. El precipitado formado se separa por
filtracidbn, s=e lava con &ter, y se seca en un deseca-
dor a vaclo sobre pentdéxido de fésforo e hidréxido de
potasio. Los 0,65 2(80%) agl obtenidos de trifluorocace
tato de formil-octadecapéptido sustituido se disuelven
en 10 ml de agua, se afiaden 0,25 ml de mercapitoetanol,

le disolucidn se neutrslize hasta pH = 5 con disolucidn
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FERGIEEN o

N de hidréxido de sodio, y despuds se &fladen 10,6 ml
de disolucidén de acetato de hidrazina 2M, y la mez-
cla se mantiene en un bafio de agua a 95°C durante 2

horas. La mezela se concentra en vacio, y el concen

. trado se vierte sobre una columna de cambiador de ip

neg Whatman Cl~-52, Ia columna se eluys con un gradieg
te de tampdén preparado con tampén de acetato de amo-
nio 0,2 M (pH 6,7) y 0,5 M (pH 6,7), ¥ se recogen las
fracciones apropiadas y se liofilizan. Se obtienen
0,28 g (41%) de la amida de octadecapéptido sustituf
do. La amida do octadecapéptido sustituldo protegi-
do, usada como sustanbia de partida, puede prepararse
como sigue:
Operacidn 1: Acido D-alfa-terc~-butoxicarbo-
nil-aminooxi-epsilon—formilamino—caproico (BOC-D~OLig/For/).
Egte compuesto se prepara a partir de N-epsi-
lon-formil-IL~-lisgine como se ha descrito en el Ejemplo 1,
Operacién 1. P. de £. 114-1162C, Rp/2/ = 0,31, (X)pe ="
158,62 (¢ = 1, en metanol).
Andlisis: Caleuledo para CoH,,N,0p (290,32): C 49,6%;
H 7,65%
Encontrado: . C 50, 0%;
H7,6%
Operacién 2: Amida de dcido D-alfa~terc-buto

“xicarbonil-aminooxi-epsilon-formilamino~caproico (BOC-~
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-D—OLis/For/LNHz)

Este compuesto se prep;ra a partir de 5,0 g
(17,2 mmoles) de BOC-D-OLis/For/ como se ha descrito
en el Ejemplo 1, Operacién 2. Se obtienen 4,4 g (88%)

del producto deseado, Rf/2/ = 0,54,

Operacién 3: BOC~DwTir-SermHetwGlu(0Bu®)-
-His-Fe-Arg—Trp-Gli»Lis(BOC)—Pro—val-Gli—Lis(BOC)—Lig
(BOG)~Lis(BOC)~D~0Lis/For/~1H,

Este compuesto se prepara a partir de 0,57 g
(1,97 mmoles) de Boc-n-onia/ﬂor/;mﬁz como se ha deseri
to en el Ejemplo 1, Operacién 11. Se obtienen 0,90 g
(85%) de la amida de occtadecapéptido sustituido protegi-
do; p. de £. 140=1452C, Rf/3/ = 0,47,

Ejemplo 3

H~D=-Oser=Tir-Ser—Met=Glu~His~Fe=Arg=Trp=Gli-~

Lis—Pro-Val—Gli-Lis~Lis—Lis—Oli—sNH2

152 g (0,417 milimoles) de BOG-=D-Oger~Tir-Ser-
Met~Glu—( Obu® )~Hi g-Pe-Arg-Trp-Gli-Lis-(BOC)~Pro-Val-Gli-
Lis(BOC)-Lis(BOC)-I:is(BOC)—OI:is(BOC)-NH2 son disueltos
en una mezcla de 9,6 ml de dcido trifluoroacético, 1,2
ml de agua y 1,2 ml de anisol. Ia solucidn es dejada re-
pq?ar durante una hora y luego es dilufda con 240 ml de
étér. El precipitado separado es aislado por filtracidn,
lavado con éter y secado en vaclo sobre pentéxido de féa-

foro e hidréxido de potasio. Se obtienen 1,10 g (84%) de
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trifluoroacetato de amida de octadecapeptido sustitui-
do con deido aminooxacarboxilico. El trifluoroacetato
bruto es disuelto en 20 ml de agua y los iones triflug
roacetato son intercambiados por iones acetato median~
te un intercambiador de iones ciclico con acetato de la
marca Dowex 1 x 8 (firma ROhm und Haas). Despuds de ello

la solucién obtenida de este modo es aplicada sobre una

‘columna (4,5 x 65 em) rellena con intercambiador de

iones de la marca Whatman CH-52. Se eluye con un gradfég
te de tampdén Yineal preparado a base de 2 litros do tam
pén de acetato de amonio 0,2 M (pH = 6,7) y 2 litros de
tampén de acetato de amonio 0,5 M (pH = 6,7) con uns,
velocidad de 80 ml/hora, se recogen las fracciones 98-
115 gque contienen el producto y se las liofiliza, Se
obtienen 0,49 g (41%) de amida de octadecapeptido susti-
tuido con deido aminooxicarboxilico. Contenido de pépti-
do : 78% (en el espectro de U,V.) contenido de Met-sulf
éxido : 2,3%; proporeién Tir/Trp : 1,10.

Andlisis de aminodeidos: Iis 3,5 /4/, His 0,9 /1/, Arg
1,0 /1/, Ser 0,85 /1/, Glu 1,0 /1/, Pro 1,0 /1/, Gy 1,9
/2/» Vel 0,9 /1/, Met 0,7 /1/, Tir 0,9 /1/, TFe 1,0 /1/:
Rg = 0,18.

Ia amida octadecapéotido sustituldo con deido
aminooxicarboxilico y protegido, utilizada como sugstan—

cia de partide es preparada del siguiente modo:
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Operacién 1: Sal de diciclohexilamina de 4cido I-alfa-
-terc.~butiloxicarhonilaminooxi-epsilon-benciloxi-~car-
bonil-amino-caproico (BOC-0Lis/2/~-0H.DCHA).

Del modo descrito en la Operacidn 1 del Ejem—

5 plo 1 se prepara a partir de N-epsilon~benciloxicarbonil=
-D-lisina. El 4cido I~alfa~terc.-butiloxicarbonil-aming
oxi-epsilon~benciloxicarbonil~amino-caproico oleoso obte
nido es disuelto en éter y hecho reaccionar con diciclo
hexilamina para formar la sal de diciclohexilamina. Pun=—

10 to de fusibn: 158-1612C (recristalizado en mezcla cde eta

nol-agua); R} = 0,15; /&7 D= ~34,62 (¢ =1, en atanol).

Operacidn 2: Amida de 4cido I~alfa~terc.butiloxicsibonil-
~aminooxi-epsilon-benciloxi-carbonll-amino-caproizc (BOC-
~OLis/2/~NH,) .

15 Le sal de diciclohexilamina de dcido T-alfa-
~terc.~butiloxicarbonil-aminooxi-epsilon-benciloxicarbo-
nil-amino=caproico es extralda por agitacidén con éter y
deido sulfirico 1 N y la solucibn etérea es concentrada
por evaporacidn, EL dcido obtenido es transformado en

20 amida del modo descrifto en la Operacién 2 del Ejemplo 1.
Tras concentrar por evaporacién la mezcla de reaccién, el
producto bruto es disuelto en acetato de etilo, en lugar
de ser purificado por cromatografia en columna, y es la-
vado con agua, con gcido sulfiirico 1 N y finalmente con

25 solucién al 8% de bicarbonato de sodio. Después de ello,
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la fase en acetato de etilo es concentrada por evapora-
¢cibén, Se obtiene la amida de dcido IL-alfa-terc.-butil-
oxicarbonil~aminooxi-epsilon-~beneiloxicarbonil-amino-
-~caproico en forma de un aceite espeso. Punto de fusidn:
93-9599 (recrisﬁalizadq en mezcla de metanol y agua);

Bl = 0,42; [3{7y = -21,5¢ (c=1, en metanol).

Operacién 3: Oxalato de amida de deido I~alfa~terc.-bu

‘biloxicarbonil-aminooxi-epsilon-amino-caproico

(BOG—OLis-NHzgoxalato).

12,0 g (30,4 moles) de BOC-OLis/Z/-Ni, son di-
sueltos en 249 ml de metanol, mezclados con 3,0 g (33,3
milimoles) de 4eido ox4dlico anhidro e hidrogenados en
presencia de 2,0 g de catalizador de paladio al 10% so-
bre carbén active. Una vez terminada la reaccidn ze ce-
para por filtracidn el catalizador, el producto filtrado
eg concentrado por evaporacién y el residuo es triturado
con éter, Despuds de recristalizacién del oxalato brmito
(9,3 g) en una mezcla de 45 ml de metanol y 95 nl U= éter
se obtienen 8,7 g (81,5%) de oxalato de amida de deido
I-alfa~terc.~butiloxicarbonil-aminooxi~epsilon-amino~ca
proico. Punto de fusién: 153~155¢C, R% = 0, 303 [E§7D =
-38,12 (¢= 1, en metanol).
Operacidn 4 Amida de deido I~alfa-aminooxi-epsilon~
~terc.~butiloxicarbonil~amino~caproico (H—OLis(BOC)—NHz).

840 g (22,8 milimoles) de BOC-0Lis-NH,.oxalato

gon disueltog en 40 ml de 4cido trifluroacético y la s0-
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lucién, después de media hora, es concentrada por evapo=
racién bajo presién reducida. El residuo oleoso es lava-
do con éter recambiado, después de ello con 24 ml de
dioxano y se afisde una cantidad tal de hidrdéxido de so-
5 dio 2 N que resulta una lejia débil (pH = 8-9). Tras afia
dir 6,6 g (45,6 milimoles) de azida de terc.-butiloxicar
bonilo y 2,3 g (57,5 miiimoles) de 6xido de magnesio, la
mezela de reaccidn eg agitade a la temperatura ambiente
durante 16 horas, despudés de ello la parte sélida es se~
10 parada por filtracidm, y el producto filtrado es concen
trado por evaporacién. EL residuo es disuelto en 50 ml
de agua y extraldo por agitacién tres veces con 70 ml
de acetato de etilo. Tras concentrar por evaporacién las
fases en acetato de etilo, el residuo es triturado con
15 éter, separado por filtracién, y despuds de ello el pro
ducto bruto (6,35 g) es recristalizado en acetato de
etilo. Se obtienen 3,6 g (60,5%) de amida de 4cido Imal
fa~aminooxi~epsilon-terc,~butiloxicarbonil-amino=caproico.
Punto de fusién: 118-1200C.; Ef = 0,30; [o¢7p) = = 39,59

20 (c=1, en metanol),

Operacidn 5: Tri-Lis(BOC)-Lis(BOC)—Lis(BOG)-N2H3

25,15 g (29,5 milimoles) de Z-ILis(BOC)-~ILis(BOG)
—Lis(BOC)—OCH3 gon disueltos en 500 ml de metancl e hi-
drogenados en presencia de 5,0 g de catalizador de paladio

o5 al 10% sobre carbén activo, Tras haber transcurrido la
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reaccidén el catalizador es separado por filtracidn,

el producto filtrado es concentrado por evaporacibn

¥y el residuo es disuelto en 180 ml de diclorometano.

Ia solucién es mezclada con 5,72 g (41,0 milimoles)

de trietilamina y 10,26 g (36,8 milimoles) de cloruro
de tritilo. Ia mezcia de reaccién es dejada reposar a
la temperatura ambiente durante 16 horas, luego el di
golvente es separado por destilacidn y el residuo eg
disuelto en 300 ml de acetato de etilo, Ia solucidn es
extraida por agitacién con 50 ml de agua, tres veces
con 50 ml de solucidén al 5% de deido citrico y tres ve
ces con 50 ml de solucién al 8% de bicarbonato de =u-—
dio, luego es secada y finalmente concentrada por esve
poracién. El residuo es pulverizado bajo éter de ne-
tréleo. Después de la filtracidén y el secado se obtienen
28,0 g de Tri-Lis(BOC)-Lis(BOC)-Lis(BOC)--OCH3 bruto, Is
sustancia bruta es disuelta en 170 ml de metanol sin
purificacidén adicional, se afiaden 7,25 ml (150 milimo
leg) de hidrato de hidrazina y se deja reposar a la tem

peratura ambiente la mezcla de reaccién, Despuéé de tres

‘dlas el metanol es separado por Ffiltracidn y el residuo

es triturado con éter. El producto bruto (17,65 g) es re
cristalizado en una mezcla de 35 ml de metanol y 350 ml
de éter. Se obtienen 13,85 g (49%) de hidrazida de te~
trapeptido protegido. Punto de fusién: 197-1992C.; R =
0,135 [ot/y = ~Ty1¢ (e=1, en metanol),
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Operacién 6: Tri~Lis(BOC)=-Lis(BOC)=Lis(BOC)=-0Lis(BOC)-
_NH2
491 g (4,27 milimoles) de Tri-~Lis(BOC)-Lis(BOC)-
-I.is(BOG)—N2H3 gon digueltos en 14 ml de dimetilformami-
5 da. Ia solucién es enfriada a -202C y, con agitacién,
se afiaden gota a gota primero 6,5 ml (17,0 milimoles) de
golucién 2,6 N de dcido clorhidrico en acetato de etilo
¥y luego 0,65 ml (5,45 milimoles) de nitrito de terc.-bu
tilo., La mezcla de reaccidén es agitada a ~10¢C durante
10 5 mimtos, luego es enfriada a -202C y la solucién de
1,42 g (5,45 milimoles) de H-OLis(BOC)-NH, y 2,2 ul
(12,8 milimoles) de diisopropiletilamina en 7 ml de di
metilformamida. La mezcla de reaccidn es agitada durcne
te una hora entre ~5¢C y 02C y luego se deja reposar a
15 02C hasta el dia siguiente. Después de ello la solusién
es concentrada por evaporacilén, el residuo es disuelio
en 140 ml de acetato de etilo y la solucidén es extraida
por agitacibén con 40 ml de agua, tres veces con 4C ml de
solucibn al 5% de deido citrico, ¥y luego dos veces von

40 ml de solucidén al 8% de bicarbonato de sodio. Después

20
del secado, el acetato de etilo es geparado ror destila—
cibn y el residuo sbélido es triturado con éter. Degpués
de separar por filtracién y secar se obtienen 2,75 g
(54%) de amide de tetrapéptido sustituldo con dcido ami
25 nooxicarboxilico y protegido. Punto de fusién: 137-1409C;
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R = 0,26 ZE*L75 = -24,42 (c = 1, en metanol).

Operacidn T: H-Lis(BOC)-Iis(BOC)-Iis(BOG)-0Lis(BOC)=
~NH,HC1

5,0 g (4,22 milimoles) de Tri-ILis(BOC)-ILis(BOC)~
-Lis(BOC)-OLis(BOC)-NH2 son disueltos en 50 ml de metanol
¥y mezclados con una solucidn de clorhidrato de piridina
obtenida a partir de 1,7 ml de piridina y 1,7 ml de deido
clorhidrico concentrado. La mezcla de reaccidén es dejada
reposar a la temperatura ambiente durante 20 horas, lue-
2o el metanol es separado por destilacién v la masa espe-
se. remanente es amagada a fondo con 150 ml de agua, des-
pués de haber decantado el agua en vacfo se seca y se pul
veriza bajo éter. Después de separar por filtracidz y se
car se obtienen 3,7 g (82%) de H-Iis(BOC)-ILis(BOC)=Tis
(BOC)—OLis(BOC)-NHz.Hcl. Punto de’fusién : 120~1232C;
R% = 0,723 Z?>g7b =+ 172 (¢ = 1, en metanol).

Operacién 8: BOC~D-OSer~Tir-Ser-Net-Glu(0Bu®)-His-Tem
~Arg-Trp-Gli-Iis(BOC)~Pro~Val-Gli-Iis({30C)-
V-Lis(BOC)—Lis(BOC)~OLis(BOG)-NH2.

0,9995 g (0,5 milimoles) de BOC-D-0Ser—Tir-Sexr=—
-Met—Glu(OBut)—His-Fe-Arg—Trp—Gli—Lis(BOC)—Pro—Vﬁl—Gli»
~0H.HCl, 0,491 g (0,5 milimoles) de H=-Iis(BOC)-Iis(BOC)~
~1is(BOC)-0Lis(BOC)~NH,.HC1 y 0,800 g (3,0 milimoles) de
PCPOM son disueltos en 5 ml de dimetilformamida, y prime

ro se afiaden 0,055 ml (0,5 milimoles) de N-metilmorfolina,
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v luego 0,210 g (1,0 milimoles) de DCC. La mezcla de
reaccidén es dejada reposar a la temperature ambiente du
rante un dia, luego el DCU es separado por filtracién y
el producto filtrado es diluido con 100 ml de éter. EL
producto separado es alslado por filtracidn, lavado con
éter y secado. Se obtienen 1,30 g (90%) de amida de og
tadecapéptido sustituldo con deido aminooxicarbox{lico

¥ protegido. Rg = 0,50,

Ejemplo 4
D-0Oger~Pir-Ser-Met~Glu~His~Fe-Arg-Trp-Gli-

Lig-Pro~Val-Gli~Lis-Lis-Tis-D~0Lis~NH,.

1,2 g (0,417 milimoles) de BOC=D=Ogser-Tir~Ser-
Met=G1u—( 0B *)~His-Pe-Arg-Trp-Gli-Iis(BOC)~Pro-Vai-Gli-
Lis—(BOC)—Lis—(BOC)Q-Lis(BOC)—D-OI.is(BOC)—NH2 gon disuel-
tos en una mezcla de 9,6 ml de 4cido trifluoroacético,
192 mL de agua y 1,2 ml de anisol., La solucién es deja-
da reposar durante una hora y después de ello dilulda
con 240 ml de éter. EL precipitado separado es aisladd
por filtracidén, lavado con éter y secado en vacio sobre
pentéxido de fésforo e hidrbéxido de potasio. Se obtienen
1,05 g (80%) de trifluoroacetato de amida de octadecapép~
tido sustituido. El trifluorocacetato bruto es disuelto
en 20 ml de agua y los jones trifluoroacetato son inter—
cambiados por iones acetato mediante intercambiador de

iones cielico con acetato de la marca Dowex 1 x 8 (fir-
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ma RYhm und Haas). Después de ello la solucién obtenida
de este modo es aplicads sobre una columna (4,5 x 65 cm)
rellena con intercambiador de iones de la marca Whatman
Ci-52. Se eluye con un gradiente de tampdén lineal prepa-
rado a partir de 2 litros de tampén de acetato de amonio
0,2 M (pH = 6,7) y 2 litros de tampén de acetato de amo
nio 0,5>M (pH = 6,7) con una velocidad de 80 ml/hora, se
recogen las fracciones 103-112 que contienen el producto
y se las liofiliza, Se obtienen 0,42 g (37%) de amida de

octadecapéptido sustituido con deido aminooxicarbox{li-
co. Contenido de péptido : 82% (en el espectro de TV);
contenido de Met-sulféxido : 1,8%; proporcién Tir/Trp :

1,07,

Andligis de aminodcidos: Iis 3,4 /4/, His 1,0 /1/, Avg
0,9 /1/y Ser 0,8 /1/, Glu 0,9 /1/, Pro 1,0 /1/, Gli 2,05
/2/s Val 0,9 /i/, Met 0,75 /1/y Tir 0,9 /1/, Pe 1,0 /i/;
B2 = 0,18, |

Te amida de octadecapéptido susbitufdo coz
dcido aminooxicarboxilico y protegido, es preparada del

siguiente modo:

Operacién 1: Sal de diciclohexilamina de dcido D-alfa~-
~terc.-butiloxicarbonil-aminooxi-spsilon-
~benciloxicarbonil-amino~caproico (BOC~D- .

~0Lis/%/-0H.DCHA) .

Del modo descrito en la Operacién 1 del Ejem—
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plo 1, se prepara a partir de N-epsilon-benciloxicar
bonil-I-lisina. El deido D-alfa-terc.-butiloxicarbonil-
-aminooxi-epsilon~benciloxicarbonil-amino-caproico oleoso
obtenido es disuelto en éter y hecho reaccionar con di-
ciclohexilamina para formar la sal de diciclohexilamina.
Punto de fusibn 159-162°2C (recristalizado en mezcla de
etanol-agua); R} = 0,15; [7>g7b =+ 35,42 (¢ = 1, en eta
nol).

Operacién 2: Amida de dcido D-alfa-terc.-butiloxicarbo
nil-aminooxi~egpsilon-benciloxicarbonil-
~amino-caproico (BOC - D—OLis/Z/LNﬂz).

Del modo desecrito en la Operacién 2 del Ejemplo

3, se prepara a partir de la sal de diciclohexilamina de

decido D-alfa-terc.-butiloxicarbonil~aminooxi~epsilon=-ben

ciloxicarbonil-amino~caproico. R% = 0,42; punto de fu~
sién: 95-979C, [OA7) = + 28,92 (¢ = 1, en metanol).

Operacidén 3: Oxalato de amida de dcido D-alfa~terc.-~
~butiloxicarbonil-aminooxi~epsilon-amino-
-Caproico (BOC—~D—OLis~NH2.oxalato).
Del modo descrito en la Operacidén 3 del Ejeme
plo 3, se prepara a partir de amida de deido D-alfa-terc.-
~butiloxicarbonil-aminooxi~epsilon~benciloxicarbonil~ami

no~caproico., Punto de fusidn: 155-1572C.; Rg = 0,30;

[EXL75 =+ 39,08 (c = 1, en metanol).
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Operacidén 4: Amida de 4cido D-alfa-aminooxi-epsilon-
~tere,~butiloxicarbonil-amino-capreico
(N-D~O0Lis(BOC)~NH,) o

Del modo descrito en la Operacién 4 del Ejem—
plo 3 se prepara a partir de oxalato de amida de decido

D;alfa-terc.-butiloxicaqunilwaminnoxi—epsilonyamino~

~caproico. Punto de fusidn: 118-1202C.; Rg = 0,28;

[f%;7b =+ 40,42 ( ¢ = 1, en metanol).

Operacién 5: Tri-Lis(BOC)-Lis(BOC)-Lis(BOC)~D-0Iis(BOC)-
~NH, .

Del modo descrito en la Operacidén 6 del Ejem-
plo 3, se prepara a partir de 8,7 g (1,0 milimoles) de
Tri—Lis(BOG)—Lis(BOC)-Lis(BOC)—N2H3 ¥ 3,0 g (11,5 mili-
moles) de H-D-OLis(BOC)—NHg. Tras concentrar por evapo-
racién la fase en acetato de etilo, el producto bruto ‘
remanente es aplicado sobre una columna de gel de sflice
con 20 ml de una megzela de acetato de eftilo: (piridina:
dcido acético: agua = 20:6:11) = 99:1 ¥ es cromabtogra—
fiado. El eluato es recogido en fracciones cadae una de
15 ml y se investige su composicidén mediante cromatogra-
fia en capa delgada. Ias fracciones 85-192 que contienen
el producto puro son recogidas y el disolvente es sepa-
rado por destilac%dn. Se obtienen 3,70 g (34,5%) de ami-
da de tetrapéptido sustituldo con 4cido aminooxicarbo-
x{lico, y protegido. Punto de fusidn: 132-1362C;

R:év = O, 23.
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Operacién 6: H-Iis(BOC)-Lis(BOC)-Lis(BOC)=D~0Lis(BOC)-
~NH,~HC1

2,0 g (2,10 milimoles) de Pri-Lis(BOC)-Iig
(BOC)-Lis(BOC)-D-0Lis(BOC)~NH, son disueltos en 20 ml
de dcido acético al 80f%. La solucibn es dejada reposar
a la temperatura ambiente durante 20 minutos, luego es
concentrada por evaporacidén y el residuo es friturado
con éter. El acetato de amida de tetrapéptido sustitui-
do con 4cido aminooxicarboxilico obtenido de este modo
(1,68 g; punto de fusibn: 94~952C), es disuelto en 17
ml demetanol, luego se aflade solucidén de clorhidrato
de piridina, obtenida mezclando 1,35 ml de piridina
con 1,35 ml de dcido clorhidrico concentrado, y el me-
tanol es separado por destilacibén. El residuo es tritu-—
rado con 50 ml de agua. Despuds de filtrar, lavar con
agua y secar se Obtienen 1,2 g (72%) de H-Lis(BOC)=ILis
(BOC)—Lis(BOC)—D—OLis(BOC)~NH2.HCl. Punto de fusién:

122-1252C; R% = 0,70,

Operacién T: BOC-D-OSer—Tir-Ser-Met—Glu~(0Bu’®)-His-Fe~
—~Arg-Trp-Gli-TIis(BOC)=Pro-Val-Gli-Iis(BOC)
~Lis(BOC)~D~0Lis(BOC)-N,

0,995 g (0,5 milimoles) de BOC=D=-0Ser-Tir=

Ser-Met-GLu( 0Bu’)~His-Fe-Arg-Trp-Gli-Iis(BOC)-Pro-Val-

GLi-OH.HC1, 0,491 g (0,5 milimoles) de H-Lis(BOC)~Iig=
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(BOC)-D-0Lis(BOC)~NH,HCL ¥ 0,800 g (3,0 milimoles) de
PCPOH son disuel?os en 5,0’ml de dimetilformamida y se
afladen primero 0,055 ml (0,5 milimoles) de Nemetilmor—
folina, y luego 0,210 g (1,0 milimoles) de DCC. Ia mez
cla de reaccidn es dejada reposar a la temperatura am-
biente durante un dfa, luego es separado por filtracidn
el DCU y el producto filtrado es diluldo con 100 ml de
éter. El producto es aislado por filtracién, lavado con
&ter y secado. Se obtienen 1,40 g (97%) de amida de
cotadecapéptido sustituido con deido éminooxicarboxili

co y protegido. Punto de fusidn: 170-17820C; Rg = 0,52,

Ejemplo 5

H-D-0Ser~Tir-Ser~iet—Flu~His~Fewirg-Trp=Gli-
—Lis—Pro—Val—Gli—Lis—Lis—Lis—Lis—OGli—NH2.

0,400 g (0,134 milimoles) de BOC~D-OSer-Tir—
~Ser-Met-Glu( 0Bu® )~His-Fe-Arg-Trp-GLi~Lis—(BOC)-Pro-Val~
—Gli—Lis(BOC)-Lis(BOC)-Lis(BOC)-Lis(BOC)—OGli—NHZ.HCI
son disueltos en una mezcla de 3,2 ml de dcido trifluoro
acético, 0y4 ml de anisol y 0,4 ml de agua. La solucidn
es dejada reposar durante una hora, luego es diluida
con 80 ml de éter y el precipitado separado es aislado
por filtracidén. El trifluorocacetato de amida de nonadg
capéptido es disuelto en 5 ml de agua y cromatografia-
do sobre una columna (3,5 x 56 cm) rellena con inter—

cambiador de iones de carboximetilceluloss (Whatman
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Cl~52) con un gradiente de tampén lineal preparado a
partir de 1,5 litros de tampén 0,2 M (pH = 6,7) y 1,5
litros de tampén 0,6 M (pH = 6,7). las fracciones 78~
86 que contienen el producto son recogidas y liofiliza
das. Se obtienen 0,166 g (41,5%) de amida de nonadeca
péptido sustitufdo con 4eido aminooxicarboxilico, RD =
0,22; contenido de péptido : 76%; contenido de mebioni
nasulféxido ¢ 2,3%; Andlisis de aminodeidos: Iig 4,5
/5/, His 1,0 /1/, Arg 0,9 /1/, Ser 0,85 /1/y Glu 1,0
/1/y Pro 1,0 /1/, ¢1i 1,9 /2/, Val 0,85 /1/, let 0,75
/1/y Tir 0,95 /1/, Fe 1,0 /1/.

El clorhidrato de amida nonadecapéptido sug
tituido con deido aminooxicarboxilico y protegido, es

preparado del siguiente modo:

Operacién 1: Z~Lis~(BOC)~Lis(BOC)~Lis(BOG)-Lis(BOC)-OCH3.
51 g (60 milimoles) de 2-Iis(BOC)-Iis(BOC)-
Lis(BOC)—OCH3 son disueltos en 100 ml de metanol e hidro
genados en presencia de 10 g de catalizador de paladio
al 10% sobre carbén activo. Una ves terminadae la reac—
cién el catalizador es separado por filtraqién ¥y la so=
lucién es concentrada por evaporacién en vacio. EL resi
duo es disuelto en 240 ml de acetato de etilo, se afladen
28,5 g (60 milimoles) de Z~ILis(BOC)-OSu y se deja repo-
sar a la temperatura ambiente. Después de dos horas se

afiaden a la mezcla de reaccidén 1.000 ml de acetato de
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etilo y 200 ml de agua. Después de agitar a fondo, la
fase acuosa es separada y la fase en zcetato de etilo
es lavada dos veces con 200 ml de dcido clorhidrico

1 N, dos wveces con 200 ml de solucién al 8% de bicar—
bonato de sodio, y después del secado es concentrada
por evaporacidén. El residuo es triturado con éter, se
parado por filtracibn y lavado con éter. El producto
bruto es recristalizado en acetato de etilo. Se obtie-
nen 52,05 g (81%). de 2-Lis(BOC)-ILis(BOC)-Lis(BOC)-Lis

(BOC)—OCH3. Punto de fusidn: 122-123¢C,

Operacibn 2: H-Iis(BOC)-Iis(BOC)-Iis(BOC)-Lis(BOC)-
"‘OOH3.
35 g (32,4 milimoles) de Z-ILis(BOC)-Lis(BOC)=-

~Lis(BOC)~-Lis(BOC)~0CH, son disueltos en 700 ml de me=

tanol y son hidrogenadis en presencia de 7 g de catall
zador de paladio al 10% sobre carbén activo. Una vez
terminada la reaccidn, el catalizador es separado por
filtracibn, la solucibn es concentrada por evaporacidn
¥y el residuo es estabilizado con una mezcla de éter y
diisopropiléter, Después de la filtracidn y del secado
el producto bruto es recristalizado en una mezcls de
éter y diisopropiléter. Se obtienen 24,8 g (81%) de
H-Lis(BOC)-Iis(BOC)-Lis(BOC)=-Lis(BOC)-0CH,. Punto de
fusién 101-1032C.

3'
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Operacidén 3: Tri~-Lis(BOC)-ILis(BOC)-Iis(BOC)=Lis(BOC)~
-OCHB.
24 g (25,4 milimoles) de H-Lis(BOC)-Iis(BOC)
~Lis(BOC)-Lis(BOC)-0CH; ¥ 4,7 ml (33,6 milimoles) de
’ trietilaming son disueltos en 180 ml de diclorometano,
se afiaden 8,5 g (30,5 milimoles) de cloruro de tritilo
v = deja reposar a la temperatura ambiente. Después de
24 horas el diclorometano es separado por destilacién
¥y al resto se afiaden 500 ml de acetato de etilo y 100
10 ml de agua.Después de agitar a fondo, la fase acuosa
es separada y la fase en acetato de etilo es extralda
por agitacidén tres veces con 100 ml de 4cido citrico
al 5% y tres veces con 100 ml de solucién al 8% de bi-
carbonato de sodio, es secada y luego concentrada por
15 evaporacién. El resto es triturado con éter, separado
por filtracidn, y lavado con diisopropiléter y éter de
petréleo, Se obtienen 23,6 g (78,5%) de Tri-Lis(BOC)-
-Lis(BOG)-Lis(BOC)—OCH3. Punto de fusién: 166~1682C.,

20 Operacidn 4: Tri-Lis(BOC)-Lis(BOC)~-Lis(BOC)-Lis(BOC-
—N2H3 .
23,3 g (19,6 milimoles) de Tri-Lis(BOC)-Iis
(BOC)-Lis(BOC)-—-Lis(BOG)-—OGH3 gon disueltos en 230 ml
de metanol, se afladen 5,7 ml (117 milimoles) de hidra-

25 t0 de hidrazina y se deja reposar a la temperatura am=
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biente. Después‘de cuatro dfas, el metanol es separado
por destilacidén, el residuo es triturado con éter, se-
parado por filtracidn y secado en vaclo, Se obtienen
23,0 g (98%) de Tri-Iis(BOC)-Iis(BOC)-ILis(BOC)-Iis(BOC)~
—NéH3. Punto de fusidén: 217-2192C.

Operacién 5: Pri-Lis-(BOC)-Lis(BOC)~Iis(BOC)-Iis(BOC)-

A —0Gli-NH23
2,37 g (2,0 milimoles) de Tri-Lis(BOC)=-Lis(
BOC)-I.is(BOC)—Lis(BOG)-N’zH3 son disueltos en 12 ml de
dimetilformamida. Da solucidén es enfriada a =~20°C, y,

con agitacién, se afiaden gota a gota primero 2 ml (8,0

milimoles) de solucién de deido clorhidrico en acetato

-de etilo 4 N y luego 0,28 ml (2,35 milimoles) de nitri

to de terc.-butilo, La mezcla de reaccién’es mantenida
a 10eC durante 5 wmimutos y luego enfriada a ~202C, ¥y
se afladen 0,216 g (2,4 milimoles) de H~0GLi~NH, [Hiedl,
Frank, Nonatshefte 92 730 /1961/7 y 1,03 ml (6,0 mili-
moles) de diisopropiletilamina en 8,0 ml de dimetilfor
mamida., La mezcle de reaccién es dejada reposer duran-
te 2 horas a ~5 hasta 02C y luego a 02C hasta el dia
siguiente. Despuds de ello la solucidn es concentrads
por evaporaci&n, el residuo es triturado con agua, se=-
parado por filtracidn y 1avadd con agus. Se obbtienen
235 g (94%) de Tri-Iis(BOC)-Lis(BOC)-Lis(BOC)-Iis(BOC)-
~OHLi~NH,. E§ = 0,72,
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Operacidn 6¢ H-Lig(BOC)=Iis(BOC)~Lis(BOC)=Lig(BOC)-
~0GLi~NH, JHC1.

1,75 g (1,4 milimoles) de Tri-ILis(BOC)~-Lis
(BOC)-—Lis(BOC)--Lis(BOC)--OHli—-NH2 son disueltos en 35
ml de deido acético acuoso al 80%. La solucién, des—
pués de una hora, es concentrada por evaporacidén y el
residuo es triturado con éter. Después de la filtra-
¢idén, del lavado con éter y del secado, el producto
bruto es aplicado con una mezcla de acetato de etilo~
~(piridina:dcido acéticotagua = 20:6:11) en la propor
cibn 4:1 sobre una columna de gel de sflice (3,2 x 52
cm) y es cromatografiado. EL eluato es recogido en
fracciones, cadg unz de 15 ml, y se determina su com—
posicidn mediante cromatografis en capa delgada, Ias
fracciones 105~112 que contienen el producto bruto pu-
ro son recogidas, el disolvente es separado por desti-
lgeidn, el residuo es triturado con éter, separado por
filtracién y, despuds del secado, disuelto en 20 ml de
metanol. La solucidn es afiadide a una solucién de clor
hidrato de piridina, obtenida mezclando 0,22 ml de pi-
ridina y 0,22 ml de 4cido clorhidrico concentrado. Deg
pués de ello, el metanol es separado por destilacién,
el residuo es triturado con éter, separado por filtra-

¢cién y secado en vacio. Se obtienen 0,95 g (65%) de

H-Lis(BOC)—Lis(BOC)—LiS(BOC)-Lis(BOC)—OHli—NHz.H01.
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R:% = 0,180

Operacién T: BOC-D-OSer—Tir-Ser-Met-Glu(0Bub)-His-Fe—
-Arg-Trp-Gli~Lis(BOC)~Pro-Val~Gli-Lis(BOC)~
-Lis(BOC)-Lis(BOC)—Lis(BOC)~OGli—NH2.HCl

0,398 g (0,20 milimoles) de BOC-D=0Ser—Tir—

—Ser-Met-Glu(0Bu’)-His~Fe-Arg-Trp-Gli-OH.HCL, 0,208 g

(0,20 milimoles) de H-Lis(BOC)~-Lis(BOC)~Lis(BOC)-Iis

(BOC)~0G11i~NH, HCL ¥ 0,165 g (0,90 milimoles) de pen-

tafluorofenol son disueltos en 4 ml de dimetilformami-

da y se afiaden primero 0,22 ml (0,20 milimoles) de N

~-metilmorfolina y luego 0,063 g (0,30 milimoles) de

DCC. Ia mezcla de reacecidn es dejada reposar durante

16 horas a la temperatura ambiente, luego se separa por

filtracidén el DCU y el producto filtrado es diluido con

éter. El producto separado es aislado por filtracién,

lavado con éter y secado en vacio. Se obtienen 0,540 g

(91%) de clorhidrato de amida de nonadecapéptido pro-

tegido. B3 = 0,63.

Ejemplo 6

H~-D-0Ser-Tir-Ser~let—Glu~Hig~Fe~Arg~Trp~Glu-
Lig-Pre-Val=Gli~Lis=Iis-Lig-Iis~0Gli~Bzl

0,400 g (0,130 milimoles) de BOC-D~OSer—Tir-
~Ser-Net-G1u( 0Bu"®)-Hi s-Fe-Are~Trp-G1i-Lis(BOC)~Pro-Val-
G1i~Lis(BOC)-Iis(BOC)~Lis(BOC)-Lis(BOC)=~0H1i~0Bz1 (HCL

- 46 -
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son disueltos en una mezcla de 3,2 ml de 4cido trifluoro
acético, 0,4 ml de anisol y 0,4 ml de agua. Ia solucidn,
después de una hora, es mezclade con 80 ml de éter y el
precipitado separado es aislado por filtracién. EL tri-
fluoroacetato de amida de nonadecapéptido bruto es di-
suelto en 5 ml de agua y la solucidn es cromtatografia-
dz sobre una columna (3,5 x 52 cm) rellens con un inter
cambiador de iones de carboximetilcelulosa (Whatman Cli-
~52) con un gradiente de tampén lineal preparado a par-
tir de 1,5 litros de tampén 0,2 M (pH = 6,7) ¥ 1,5 1li-
tros de tampén 0,6 M (pH = 6,7). Ias fracciones 80-93
que contienen el producto son recogidas y liofilizadas.
Se obtienen 0,151 g (39%) de amida de nonadecapeptido
sustituido con 4cido aminooxicarboxilico. Rg = 0,28;

contenido de péptido : §0%; contenido de metioninsulféxi

" dos 1,9% Proporeibn Tir/Trp : 1,05;

Andlisis de aminodcidos: Lis 4,5 /5/, His 0,95 /1/, Arg
1,0 /1/, Ser 0,8 /1/, Glu 1,0 /1/, Pro 1,0 /1/, Gli
1,95 /2/y Val 0,95 /1/, Met 0,8 /1/, Tir 0,95 /1/, PFe
1,0 /1/.

El clorhidrato de amida de nonadécapéptido
gsustituido con decido aminooxicarboxilico y protegido,
utilizado como sustancia de partida, es preparado del

siguiente modo:
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Ogeracidn 1: BOC~0Gli~OBzl.

3,8 g (20 milimoles) de BOC-OG1i-OH (pemoria
de patente mingara 165.117) son disueltos en 5 ml de
dimetilformamida y se afiaden 4,44 ml (40 milimoles) de
trietilamina y 7,8 ml (66 milimoles) de bromuro de ben
cilo. Ia mezcla de reaccién es calentada en bafio Uaria
caliente durante 8 horas y luego es dejado reposar a
la temperatura ambiente hasta el siguiente dfa. Después
la mezcla de reaccién es diluida con 100 ml de acetato
de etilo y lavada con 50 ml de agua y tres veces con
20 ml de golucién al 8% de bicarbonato de sodio. Des-
pués del secado, el acetato de etilo es separado por
destilacién y el residuc es recristalizado en éter. Se
obtienen 4,5 g (80%) de BOC-0Gli-0Bzl., Punto de fusién
T9-802C,

Operacidn 2:.H—OGli—0le.H01. )
11,2 g (40 milimoles) de BOC=-0Gli~OBzl son
disueltos en 22 ml de acetato de etilo y se afiaden 22
ml de solucidn de dcido clorhidrico 4 N en acetato de
etilo. Después de 30 minutos, la mezmcla de reaccidn es
concentrada por evaporacidn y el residuo es triturado
con éter., Después de le filtracidén y del secado, el
producto bruto es recristalizado en acetato de etilo.

Se obtienen 5,7 g (66%) de 0GLi~0Bzl.HCl, Punto de fu-

sibns 85-872C,

"'4-8»-
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Operacién 3: Tri-Lis(BOC)-Lis(BOC)~Lis(BOC)-Lis(BOC)=
~0(1i-0Bzl

7511 g (6,0 milimoles) de Tri-Lis(BOC)-~ILig
(BOC)--I.is(BOC)—Lis(BOC)—N’zH3 son disueltos en 36 ml
de dimetilformamida. A4 la solucidén enfriada a -202C se
afiaden gota a gota, con agitacién, primero 6 ml (24 mi
limoles) de solucién de 4eido clorhidrico 4 N en aceta
to de etilo, y luego 0,84 mi (7,1 milimoles) de nitri-
t0 de terc.-butilo., La mezcla de reaccidén es manfenida
a =10¢C dqurante % minutos, luego es enfriada a =-209C y
se aflade una mezcla de 1,45 g (6,6 milimoles) de H~
=0G1i~0Bzl.HC1l y 4,24 ml (24,6 milimoles) de diisopro-
piletilamina en 24 ml de dimetilformamida. La mezcla de
reaccién es agitada durante 2 horas a una temperature
de ~5 a 0C y luego es dejada reposaxr a 020 hasta el
dia sigulente. Iuego la solucién es concentrada por eva
poracibn, el residuo es trifturado con agua, separado
por f£ilfracidén y lavado con agua. El producto bruto es
recristalizado en una mezcla de metanol-agua (1:1). Se
obtienen 6,95 g (87%) de Tri-Lis(B0OC)-Lis(BOC)-ILis(BOC)-
~Lis(BOC)~01i~0Bzl. EE = 0,85,

Operacién 4: H~Iis(BOC)-Iis(BOC)-Lis(BOC)-Lis(B0OC)-0G1i-
~-0Bzl.HC1.
1,87 g (1,4 milimoles) de Tri-Lis-(BOC)-Lig
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(BOC)-Lis(BOC)~Lis(BOC)=Lis(BOC)~0G1i~0Bzl son disuel-
tos en 37 ml de 4cido acédtico acuoso al 80%. Ia soluw
cién es concentrada por evaporacién después de una ho
ra y el residuo es triturado con éter. Despuds de la
filtracidn, del lavado con éter y del secado, él Pro-
ducto bruto es aplicado con una mezcla de acetato de
etilo~(piridinatdcido acéticoagua = 20:6:11) en la
proporcidén 4:1 sobre una columna de gel de silice

(3,2 x 49 em) ¥y es cromatografiado. EL eluato es reco~
gildo en fracciones cada una de 15 ml y se determina su
composicién por cromatografia en capa delgada. Las frac
ciones 83-97 que contienen el‘producto puro son recogi-
das, el disolvente es separado por destilacién y el re
siduo es triturado con éter, déspués de la filtracién
¥ del secado es disuelto en 20 ml de metanol y se afiade
una solucién de clorhidrato de piridina. Esgta solucién

es obtenida de antemano a partir de 0,22 ml de piridina

"y 0,22 ml de 4cido clorhidrico concentrado. Después de

ello se separa el metanol por destilacidn, el residuo se
tritura con éter, se separa por filtracidén y se seca en
vacio, Se obtienen 0,905 g (57%) de H-Lis(BOC)-Lis(BOC)-

~Lis(BOC)-Lis(BOC)-0G1i-0Bz1.HCl. K5 = 0,23,

Operacién 5: BOC-D-0Ser-Tir-Ser-Met-Glu(Obu’)—His-Fe-
 Arg-Trp-C1i-Tis(BOC)~Pro-Val~Cli-Lis(BOC)~
~Tis(BOC)-Lis(BOC)-Lis(BOC)~0¢1i~0Bz1 HCL.

- 50 =
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0,398 g (0,20 milimoles) de BOC-D-OSer—Tir-
~Ser-Met-Glu( 0P’ )-His-Fe-Arg-Trp-Gli-OH.HCL, 0,226 g
(0,20 milimoles) H-Lis(BOC)-Lis(BOC)~Lis(BOG)~Lis(B0OC)-
-0G1i~0Bzl.HC1 y 0,165 g (0,90 milimoles) de pentafluoro
fenol son disueltos en 4 ml de dimetilformamida y se afia
den primero 0,022 ml (0,20 milimoles) de N-metilmorfo-
lina, luego 0,063 g (0,30 milimoles) de DDC. Ia mezcla
de reaccidén es dejada reposar a la temperatura ambiente,
luego el DCU es separado por filtracidn y el producto
filtrado es dilufdo con éter., EL producto separado es
aislado por filtracidn, lavado con éter y secado en va~-
clo. Se obtienen 0,502 g (82%) de clorhidrato de amida
de nonadecapéptido protegido. Rg = 0,68,

la presente solicitud, que corresponde a la
presentada en Hungria, el 25 de Agosto de 1.972, bajo
el mimero RI-481, se acoge a los beneficios del articu-

lo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial,

- 51 =



REIVINDICACIONES

5 Los puntos de invencién propia y nueva que
ge presentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son
los que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Un procedimiento de preparacién de mue—
10

vos péptidos de la férmula general I con efecto ACTH
H-D~0Ser-Tir-ser-let—Glu~His~Fe~Arg-Trp-Gli~Lig~Pro~
Val-Gli-(Tis) ~X

en donde n es un mimero entero 3 6 4 y X significa un
15 grupo -0Llis~-OH, ~D-0Lig-OH o ~0G1i~0H, asi como
sus sales.por adicién de 4cido, amidas vy ésteres ben—
cilices, caracterizado porque se separan los grupOs pro
tectores desde péptidos que corresponden a la férmula
general antedicha = en donde, en la férmuls, n y X fie
20 nen los significados anteriores - pero estdn protegidos
por lo menos en el grupo aminooxi terminal asi coho en
los grupos amino de la cadena lateral y eventualmente
también en el grupo carboxilo terminal y en los grupos
carboxilo de la cadena lateral, y los compuestos obte~

25 nidos se transforman en caso deseado en sus gsales por

14012075 [ 52 -
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adicibén de 4cido, amidas o ésteres bencilicos,

28,~- Un procedimiento gegin la reivindicacién
12, caracterizado porgue como sustancia de partida se
utilizan péptidos cuyo grupo aminooxi N~fterminal y los

5 grupos amino estédn protegidos con grupos terc,.~bubiloxi

carbonilo, y cuyos grupos carboxilo estdn protegidos .. .
con grupos éster berc,-butilico.

38,- Un procedimiento segin la reivindicacién
28, caracterizado porgue se separan todos los grupos pro,

10 tectores mediante aciddlisis.

483 ,~ Un procedimiento segin las reivindicacio-
nes 228 ¢ 38, caracterizado porque se separan todos los

grupos protectores con dcido trifluorocacético.

15 g ,- Un procedimiento segiin la reivindicacidn
12 para la preparacidén de H-D-OSer-Tir-Ser-let-(lu~Hig—
-Fe-Arg—Trp-Gli-Lis-Pro—Val-Gli-Lis—Lis-Lis—Lis—OGli—NHz,
caracterizado porque como sustancia de partide se utili
za ung amida de nonadecapéptido que egtd protegida en el

20 grupo aminooxi-N-terminal, y en los grupos amino con
grupos terc.~-butiloxicarbonilo y en el grupo carboxilo

con grupos éster terc.-butilico.

62 .- Un procedimiento de preparacidén de nuevos

péptidos,
25

1412475 - 53 -
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EBL.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede, y para 105 fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cincuenta y cuatro ho

jas escritas a mdquina por uns sola cara.
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