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Esta invencidn se relaciona con un procedimiento
para preparar un polipéptido que posee propiedades agonistas
de luliberina, siendo la luliberina el nombre trivial inter-
nacionalmente aprobado para LH-RF (factor de liberacidn de

hormona luteinizante) (J. Biol. Chem., 1975, 250, 3215).

Es sabido (Dutta, Furr, Giles y Morley,
Clinical Endocrinology, 1976, 5, Suplemento, p. 291s-298s)
que la sustitucidn de w~-aza-amino-acidos en las.posiciones
6 & 10 de luliberina produce compuestos que son menos potentes
que la molécula principal en su capacidad para liberar hormona
luteinizante (LH) de la glindula pituitaria. Se ha encontrado
ahora que la sustitucidn de azaglicina en la posicidn 10 en
combinacidén con la sustitucidn de varios D- cl-amino-4cidos en
la posicidn 6 de luliberina o la sustitucidn de azaglicina
o azalanina en la posicibén 6 en combinacidn con el reemplaza-
miento de la amida glicinica terminal por un radical etilamino
en la luliberina, produce compuestos que son mis activos que
la luliberina en su capacidad para liberar hormona luteilizan-

te.

De acuerdo con la invencidn se proporciona un

polipéptido de fbérmula:

[glu—His—Trp—Ser—Tir—A—B—Arg-Pro—E—F I

en la que A es D-Tyr, D-Tir(Me), D-Ser, D—Ser(BuF), D-Fe,
D-Ala 6 D-Trp, B es Leu & MeLeu, E es Azgli y F es un radical
amino, o A es Azgly 6 Azala, B es Leu, E es un enlace directo
¥y P es un radical etilamino; y sus sales de adicidn de &cido

farmacéutica y veterinariamente aceptables.

En la fbérmula I anterior y en toda esta memoria,
los residuos amino-&cidos son designados por sus abreviaturas

convencionales (Pure and Applied Chemistry, 1974, 40,
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317=331). Un residuo o(-aza-amino-&cido es aquel en el cual
el «=~CH de un aminolcido ha sido reemplazado por nitrdgeno.
La abreviatura para un o{-aza-aminolcido se deriva de aquella
del correspondiente aminoicido insertando el prefijo "Az",

De este modo, Azgly representa aza-glicina y Azala representa
azalanina. Cuando no se designa la configuracidn de un amino~
4cido particular, dicho aminolcido (ademés de los o<-aza—
amino&cidos que no contienen ningln centro asimétrico adya=-

cente al grupo carboxi) tiene la configuracidn L natural.

Grupos particulares de compuestos dentro de

los compuestos de la invencidn son los siguientes:

Aquellos en donde A es D-Tye, D-Tyr(Me),
D-Ser, D-Ser(But), D-Phe, D=Ala & D-Trp, B es Leu b Meleu,

E es Azgly y F es un radical aminc.

Aquellos en donde A es Azgly b Azala, B es Leu,

E es wn enlace directo y F es un radical etilamino.

Aquellos en donde A es D-Tyr(Me), D-Ser, D-Ser ..
But D-Phe, D-Ala § D-Trp, B es Leu & Meleu, E es Azgly y
3

F es un radical amino.

Un grupo preferido de compuestos de la invencidn
es aquel en donde A es D-Tyr(Me), D—Ser(But) & D-Phe, B es

Leu & MeLeu, E es Azgly y F es un radical amino.

Los tres compuestos preferidos de la invencidn

tienen las siguientes estructuras:

[:Llu-His-Trp-Ser—Tyr-D—Phe-Leu—Arg—Pro-Azgly—NH2
l:-_161-1u—His—Tn:‘p-seJ:--‘I‘yr-D--’I‘yr(Me)-Leu.--A:n*g—Pro—Azgly—NHQ

[leu-His-Trp-Ser-Tyr—D—Ser(BuF)-Leu—Arg-Pro-Azgly-NHé




Una sal de adicibén de &cido particular, farma-
céutica o veterinariamente aceptable, de la invencidn es,

por ejemplo, un hidrocloruro, fosfato, citrato o acetato.

El polipéptido de la invencién se puede preparar
por métodos conocidos para la produccidn de compuestos quimi~-
camente anidlogos. Asi, y como caracteristicas de la invencibdn,
se proporcionan los- siguientes procesos, A, B, Ey F que o
tienen los significados establecidos anteriormente:

(a) La separacidn de o o mis grupos protectores
de péptidos convencionales de un polipéptido protegido,'para

dar el compuesto de fbérmuia I;

(b) . La reaccidn de DGlu—OH, DGlu—His-—OH,

[:]SIu-His-Trp—OH, [:élupﬂis-Trp—Ser-OH, [rélupHis-Trp—Ser—

~Ty»-0H, E‘Glu—His—Trp—Ser—-‘l‘yr—A—OH,
[jélu-HiS-Trp—Ser—Tyr—A-B-OH, [:E1UrHis-Trp—Ser—Tyr—A—B-Arg—OH

) [:réluyHis—Trp-Ser—Tyr—A—B-Arg—Pro-OH, o un derivado activado
adecuado de cualquiera de los anteriores, con
H~His-Trp-Ser-Tyr-A-B-Arg-~Pro-E-F,
H—Trp—Sgy—Tyr-A-B-Arg-Pro-E—F, H~Ser-Tyr-A-B-Arg-Pro-E-F,
H—TerZ-B-Arg-Pro-E-F, H~A=-B=Arg=Pro-E~F,

H-B-Arg-Pro-~E-F, H-Arg-Pro-E-F, H~Pro-E-F & H~Azgly-NH, ,
regpectivamente, o wn derivado activado adecuado de
cualquiera de &stos, en una reaccidn de acoplamiento de
péptidos convencional; o

(c) La reaccidn de wn &cido carboxilico de férmula:

[:Elu-His-Trp-Ser—Tyr-A—B—Arg—Pro—E—OH II

o un derivado activado del mismo, con amoniaco o etil—

amina.
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En el procedimiento (a) puedeﬂ existir tantos
grupos protectores en el material de partida como radicales
requieran proteccibén, por ejemplo algunos o todos aquellos
radicales que existen en el producto como radicales OH libres

o radicales NH basicos.

En el proceso (a) el grupo o grupos protectores
pueden ser aquellos descritos en un libro de texto convencio-
nal sobre quimica de péptidos, por ejemplo M. Bodansky y
M. A. Ondetti, "Peptide Synthesis", Interscience, New York,
1966, Capitulo IV; F. M. Finn y K. Hofmann, "The Proteins",

Vol. II, editado por H. Neurath y R.L. Hill, Academic Press
Inc., New York, 1976, p. 106; "Amino-&cids, Peptides and
Proteins" (Specialist Periodical Reports), The Chemical Society,
Londres, volimenes 1 a 8. En estos libros se describen también

varios métodos para la separacidn de los grupos protectores.

En el procedimiento (a) un grupo NH-protector
particularmente Gtil es el radical benciloxicarbonilo y un

grupo CH-protector particularmente fitil es-el radical bencilo.

Ambos grupos pueden separarse facilmente por hidrogenolisis,

por ejemplo en presencia de un catalizador de paladio sobre

carbbn vegetal.

En el proceso (a) un grupo NH-protector particu-
larmente fitil adicional es el radical t-butoxicarbonilo y otro
grupo OH -protector particularmente Gtil es el radical t-bu-
tilo. Ambos grupos se pueden separar facilmente por tratamiento
con un &cido tal como cloruro de hidrdgeno o &cide trifiuor~
acético.

En el proceso (a) otro grupo NH-protector parti-
cwlarmente Qtil es el radical benciloxicarbonilo o t-butoxi-

carbonilo y otro grupo OH-protector particularmente til es
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el radical t-butilo. Estos grupos protectores se pueden sepa=~

rar facilmente por tratamiento con HBr en &cideo acético.

En el proceso (b) puede emplearse cualquiera
de las reacciones de acoplamiento de péptidos convencionales,
por ejemplo las descritas en un libro convencional sobre qui- |
mica de péptidos, por ejemplo el citado libro de Bodansky y .
Ondetti, Capituwlo V, ¥ los vollmenes anteriores 1 a 8 de
Specialist Periodical Reports of the Chemical Society.

En el proceso (b) una reaccidén de acoplamiento

particular es un acoplamiento de azida, un acoplamiento de

~ éster activo o un acoplamiento que implica N,N'-diciclohexil-

carbodiimida y 1-hidroxibenzotriazol. Una reaccidn de acopla;'
miento preferida es la de acoplamiento de azida y en particu-'
lar aquel acoplamiento que forma el enlace péptido

His-Trp & Ser-Tyr.

. En el proceso (b) un derivado activado adecuado
del material de partida es, por ejemplo, un &ster o anhidrido.
En el caso de wn derivado activado, la reaccidn se_pﬁede
efectuar poniendo en contacto el derivado activado con amoniaco
o etilamina en presencia de un diluyente o disolvente. En
aquellos casos en donde el material de partida es el acido 1i-
bre de férmula II, la reaccidn con amoniaco o etilamina se
lleva a cabo convenientemente mediante una reaccidn de acopla=-
miento comvencional de péptidos tal como N,N!-diciclohexile

carbodiimida.

Los materiales de partida para utilizarse en los
procesos de la invencidén se pueden preparar, a partir de com-
pPuestos conocidos, mediante reacciones de acoplamiento conven—
cional de péptidos, reacciones convencionales para la protec—

cidén de péptidos y reacciones convencionales para la despro-
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teccidn de péptidos que son bien conocidas para los expertos

en la técnica, por ejemplo como se establece en los ejemplos

1 a 10.

como anteriormente se ha indicado, el compuesto
de 1a invencidn tiene propiedades agonistas de luliberina,
es decir imita las acciones de luliberina, una hormona natural
segregada por el hipotélamo que actfia sobre la glandula pitui-
taria haciendo que esta libere hormona luteinizante (LH) ¥
foliculos que estimulan la hormona (FSH). Estas dos hormonas
pituitarias estén implicadas en el control de los procesos
reproductivos, actuando la.ﬁltima, FSH, sobre los ovarios
para promover la maduracidén de foliculos y la primera, @H)
para inducir la ovulacidn. E1l compuesto de fbérmula I es
inesperadamente més potente que la luliberina en cuanto a
su capacidad para liberar LH y por consiguiente resulta de
utilidad en el control y/o mejora en la reproduccidn de ani-
males. En particular, resulta de utilidad en la crianza de
grandes animales domésticos durante el. anestro y en cualquier
situacidn de crianza artificial para controlar el tiempo de
oviulacidn de una forma mis precisa. Igualmente, puede ser
de utilidad para mejorar los estados de infertilidad en el

hombre y mujer.

El efecto agonista de luliberina del compuesto
de la invencidén se puede demostrar, por ejemplo, mediante
su capacidad para inducir la ovulacidn en ratas de estro
constante esterilizadas con andrdgenos, o mediante su capaci-
dad para liberar LH y FSH, seglm se mide por el radio immuno-
ensayo de doble anticuerpo, en el plasma sanguineo de ratas
macho inmaduras o en el plasma sanguineo de ovejas anestras

o diestras.
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El anterior ensayo sobre ratas esterilizadas

con andrdgencs se efectlia como sigue:

Ratas hembra esterilizadas con andrdgeno, pre-
paradas por tratamiento de las ratas a los 3, 4 y 5 dias de
edad con 100/ug de propionato de testosterona, tienen un

frotis vaginal de estro persistente y numerosos foliculos

preovulatorios en los ovarios. La administracién de luliberina

y anilogos activos causa la liberacidén de un golpe ovulatorio
de LH y FSH que se puede evaluar por la presencia de ovulos
en las trompas de falopio y luteos corporecs £rescos en 1los

ovarios.,

Todos lés compuestos ejemplificados en esta
memoria son mis activos que la luliberina en cuanto a su
capacidad para inducir la ovulacidn en ratas de estro cons-—
tante y, en adicidn, no muestran efectos tbéxicos cuando se
dosifican en al menos cuatro veces su dosis activa minima.
En particular, los compuestos preferidos de la invencidn,
los descritos en los ejemplos 4, 6 ¥y 7, son aprokimadamente
100 veces tan activos como la luliberina y no exhiben efec-

tos tdxicos cuando se dosifican a 100 veces su dosis eficaz

minima.

De acuerdo con otra caractéristica de la inven-
cibn, se proporciona wna composicibén farmacéutica o veteri-
naria que comprende, como ingrediente activo, al compuesto
de la invencidn, en asociacida con un diluyente o vehiculo

farmacéutica o veterinariamente aceptable.

La composicidn de la invencidn puede estar, por
ejemplo, en una forma adecuada para la administracidn oral o
bucal, por ejemplo una tableta, cipsula, solucidn o suspen-

sidn; administracidén nasal, por ejemplo una caja de aspira-
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cibdn, pulverizacibén nasal o gotas nasales; administracibdn va-
ginal o rectal, por ejemplo un supositorio; o administracibdn
parenteral, por ejemplo una solucidn o suspensibdn inyectable

esteril.

En general, las composiciones anteriores se
pueden preparar de forma convencional empleando excipientes
convencionales. Sin embargo, y en el caso de una composicidn
para administracidn oral, puede ser conveniente que la compo-
sicidn incluya un revestimiento para proteger al polipéptido

activo de las acciones de las enzimas del estdmago.

La composicidén de la invencidn puede contener
también, ademls del polipéptido de la invencidn, una o més
drogas conocidas seleccionadas entre un derivado de prosta-
glandina tal como prostaglandina F2°(, cloprostenol o flu-

prostenol u otra droga tal como clomifeno o tamoxifen.

Una composicidn preferida de la invencidnm es
aquella que resulta adecuada para la administracidén oral en
forma de wna wnidad de dosificacidn, por ejemplo una tableta,
cépsula, sello, etc., que contiene de 2,5 a 500 mg y con pre-—
ferencia de 10 a 100 mg de polipéptido en cada wnidad de dosi-
ficacibén, o una composicidn que resulta adecuada para la ad-
ministracidén parenteral y que contiene de 5/ug a1 mg de
polipéptido por ml y con preferencia de 10 a 100/ug de poli~

péptido por ml de solucibn.

Una composicidén parenteral es con preferencia
una solucidn en salina isotdnica o dextrosa isotdnica, tampo-
nada si es necesario a un pH de 5 a 9. Alternmativamente, la
composicidn parenteral puede ser aquella disefiada para una
lenta liberacidn en cuyo caso, la cantidad de polipéptido por

unidad de dosificacidén es en general superior a la requerida




10

15

20

25

30

cuando se utiliza wa formulacidn inyectable convencional.

La Pormulacidn parenteral de lenta liberacidn,
preferida, contiene de 100/ug a 1 mg de polipéptido por unidad i

de dosificacidn.

La composicidén de la invencidn se administrard
normalmente de modo que la dosis oral diaria sea de So/ug/kg
a 20 mg/kg y la dosis parenteral diaria, por ejemplo por inyec~
cidn o infusidn intravenosa, subcuténea o intramuscular, sea
de 0,2 3 ?Oo/ug/kg. En personas, estas dosis son equivalentes
a una dosis diaria total de 3,5 mg a 1,4 g administrados oral-
mente y una dosis diaria total de 14/ug a 7 mg administrados
parenteralmente. Cuando se administran por via de las membranas
mucosas, la gama de dosificacidn serd intermedia entre las

gamas orales y parenterales ofrecidas anteriormente.

La invencidn se ilustra, pero no se limita,

por los siguientes ejemplos:

En los ejemplos, gf se refiere a la cromatogra-
£ia de capa fina ascendente (t.l.c.) sobre placas de gel de
silice (Kieselgel G). Los sistemas disolventes utilizados en
esta cromatografia fueron butan-1-ol/&cido acético/agua

(4:1:5 v/v) (REA)’ butan-1-o0l/4cido acético/agua/piridina
(15:3:12:10 v/v) <R£B)’ butan-2-01/3% p/v hidrdxido ambnico
acwoso (3:1 v/v (REC), acetonitrilo/agua (3:1 v/¥ <RED)’
acetona/cloroformo (1:1 v/v) (REE)' cloroformo/etancl (1:4 v/v)
(REF)’ ciclohexano/acetato de etilo (1:1 v/v) (RfG),
ciclohexano/acetato de etilo/metanol (1:1:1 v/v) (REH)’
cloroformo/metancl/agua (11:8:2 v/v) (REK)’ cloroformo/metanol
(19:1 v/v) (REP) v cloroformo/metanol (9:1 v/v) (REQ)'

En todos los casos, las placas fueron examinadas bajo luz

ultravioleta y tratadas con fluorescamina, ninhidrina y reac-
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- 10 -

tivos de cloro~-almidbén-yoduroc. A menos que se diga lo contra—

rio, la anotacibn de un valor implica que se reveld una

R
sola mancha mediante estos métogos.

Los hidrolisatos Acidos de todos los productos
descritos en esta memoria fueron prepgrados por calentamiento
del péptido o péptido protegido con &cido clorhidrico 6N con-
teniendo 1% p/v de fenol en un tubo evacuado y sellado, du=-
rante 16 horas a 1002C. La composicidn aminoicida de cada
hidrolisato fue determinada con un analizador de amino&cidos
LoCarte y, en cada caso, estaba de acuerdo con la composicidn
esperada. EL término "elaborado en la forma usual' empleado
en los ejemplos, implica que después de la reaccidn cualquier
residuo sbélido fue separado por filtracidn, evaporéndose el
£filtrado hasta sequedad por debajo de 402C, para lavar luego
el residuo en acetato de etilo con una solucidn al 20 % de
4cido citrico, agua, solucibén saturada de bicarbonato sbédico
y agua, secado sobre sulfato sddico anhidro y evaporaciédn del

acetato de etilo in vacuo, para dejar libre el compuesto.

EJEMPLOS 1 a 10
Sintesis de L-piroglutamil-L-histidil-L-triptofil-L-seril-L—

tirosil-A-L~leucil-L-arginil-L-prolil-E-F., Proceso general (m)

(Esquemas 1 v 2).

A una suspensidén fria (0°C y agitada de hidrazi-
da de L-pirogilutamil-L-histidina (0,2 mmoles) en 0,9 ml de
dimetilformamida y 0,7 ml de dimetilsulfdxido, se aflade clo-
ruro de hidrdgeno 5,7N en 0,8 mmoles de dioxanc. Después de
agitar vigorosamente durante 5 minutos, se obtiene una solu-
cidn clara. La solucidn se enfria a -202C, se afiaden 0,22 mmo-

les de nitrito de t-butilo y la agitacidén se continua durante

25 minutos. La temperatura se disminuye entonces a -302C y la
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solucidn se neutraliza afiadiendo 0,8 mmoles de trietilamina).
Se afiade una mezcla preenfriada (-202C) de 0,1 mmoles de
dihidrocloruro de L—triptofil—L-éeril-L-trirosil-A-L-leucil—L-
arginil-L-prolil-E-F (obtenido por hidrogenolisis del derivado
N-benciloxicarbonilo en metanol acuoso al 80 % v/v conteniendo
dos equivalentes de cloruro de hidrdgeno sobre un catalizador
de paladio-carbbén vegetal al 5 % p/p durante 16 horas) y

0,1 mmoles de trietilamina em 1 ml de dimetilformamida y la
mezcla de reaccidn se agita durante 24 horas a 42C. Se evapora .
la dimetilformamida in vacuo y el residuo se cromatografia

sobre Sephadex LH-20 empleando dimetilformamida como eluente.

El hidrocloruro del péptido se purifica adicionalmente por

cromatografia de distribucibdn sobre Sephadex G-25 empleando
el sistema disolvente n-butanocl/acido ackdtico/agua/piridina
(5:1:5:1 v/v).

sintesis de L—-piroglutamil-L-histidil-L-triptofil-L-seril-L-

tirosil-A-B-L-arginil-L-prolil-azaglicinamida. Proceso general

(n) (Esquemas 3, 4 v 5)

Se disuelven 0,2 mmoles de hidrazida de
L-piroglutamil-L-histidil-L-triptofil-L-serina en 4 ml de di~
metilformamida y se convierte a la azida en la forma descrita
en el proceso (m). Se acopla, como se describe en el proceso
(m) con 0,15 mmoles de hidrocloruro de amida de L-tirosil-A-B-
L-arginil-L-prolil-azaglicina, preparado por reduccidn catali-
tica de amida de N-benciloxicarbonil-O-bencil-L-~tirosil—A-L—
leucil-(Nw-nitro)—L-arginil—L—prolil-azaglicina en metanolr
acuoso al 80% v/v durante 20 horas sobre paladio-carbdn vege-
tal al 5% p/o y el producto final, en forma del hidrocloruro,

se purifica como anteriormente.
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sintesis de L-piroglutamil-L-histidil-L-triptofil-L~seril-L-

tirosil—-A-B-L-arginil-L-prolil-azaglicinamida. Proceso general

(o) (Esquemas 4y 6).

Una solucidn del derivado decapéptido protegido
(que tiene Ser(But) en posicién 6 6 Tyr(BuF) en posicidn 5)
(50 mg) se disuelve en 5 ml de &cido trifluoracético acuoso
al 90 % v/v. Se afladen tres gotas de (%—mercaptoetanol v la
solucidn se deja a temperatura ambiente durante 45 minutos.
El disolvente se separa in vacuo y el residuo se liofiliza

una vez en agua y dos veces en t-butanol. Rendimiento 90-100%.

Los compuestos de la invencidn preparados por
uno de estos tres procedimientos generales, se ofrecen en 1o0s

ejemplos 1 a 10 de la siguiente Tabla.

-




~AJ

(L
TABLA
E.C‘;lu—His-Trp-s er-Tyr—A-B-Arg-Pro-E~F
Ejemplo A B E F Proceso Rendimien
No. to -
1 Azgly Leu - —NH02H5 m 25
2 Azala Léu - - -NH02H5 m 42
3 D-Ala Leu Azgly NH2 m 32
4 D=FPhe Leu Azgly NI—I2 n 40
5 D=Trp Leu Azgly NH2 n 15
6 D=Tyr(Me) | Leu Azgly NH2 n 15
7 D—Ser(But) Leu Azgly NH, n 31
8 D-Ser Leu Azgly NH2 o 95
9 D-Phe MeLeu | Azgly I\IH2 o} 46
10 D-Tyr(Me) |MeLeu | Azgly NH n 26




Electroforesis de papel

. RF_(respecto a luliberina) REA
pH 2,1 pH 6,5
0,98 1,03 0,28
0,97 1,0 0,30
0,97 1,0 0,30
1,0 0,71 0,27
0,53 0,37 0,37
0,92 0,87 0,25
0,94 0,96 0,25
0,94 0,96 0,25
0,84 0,87 0,35
0,87 0,90 0,34
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Los materiales de partida para utilizarse en

los procesos anteriores se pueden obtener como se indica en

los siguientes esquemas 1 y 2 (proceso (m), esquemas 3, 4y 5

(proceso (n)) y esquemas 4 y 6 (proceso (0)).

contracciones:

oCp =
Bzl =
Z =
Boc =
DMF =

En estos esquemas, se emplean las siguientes

&ster 2,4,5-triclorofenilo
bencilo
benciloxicarbonilo
t-butoxicarbonilo

dimetilformamida

Los nimeros encerrados en un circulo se refie-

ren a la etapa particular implicada.

.
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Etapa C) . Se disuelven 19,94 g (80 mmoles) de N-benciloxi-

carbonil-L-prolina y 8,8 ml (80 mmoles) de N-metilmorfolina

en 200 ml de tetrahidrofurano seco y la solucidn se enfria a
~202C. Se afiaden por gotas 7,15 ml (76 mmoles) de cloroformato
de etilo y después de 2 minutos de agitacidn se afiade una
solucidn acuosa preenfriada (-202C) al 70% de 20 ml (300 mmoles)
de etilamina y se continfia la agitacidén durante 18 horas a

49C, La mezcla de reaccidn se procesa del modo usual y el re-
siduo se recristaliza en acetato de etilo/8ter de petrdleo

(p.e. 60-802C). Rendimiento 12,97 g. (58,7 %), pP.f. 107=-1082C.,
ﬁljﬁ-ﬁﬁw(g1enmmmD,RDm@,REm%,RFmW

£ £ £
R H 0,62, R.P 0,57, R.Q 0,66.

Etapa C) . Reduccidn catalitica sobre 5% Pd/C en etanol

acuoso conteniendo un equivalente de cloruro de hidrdgeno,

durante 5 horas, a temperatura ambiente.

Etapa f:? « Una solucidn de N ~t-butoxicarbonil-N% -nitro-
L-arginina (13,5 g., 42,3 mmoles), hidrocloruro de L-prolina
etilamida (7,15 g, 47 mmoles) 1-hidroxibenzotriazol (11,5 g,
85 mmoles) y trietilamina (6,58 ml, 47 mmoles) en DMF, se en-
fria a 02C v se aflade diciclohexilcarbodiimida (9,13 g, 44,4
mmoles). La mezcla de reaccidn se agita durante la noche a
49C, se filtra para separar el material sbélido y el filtrado
se evapora hasta sequedad in vacuo. El residuo se distribuye
entre acetato de etilo y agua mediante distribucidn en contra-
corriente (4 transferencias). Las fases acuosas se combinan,
se evaporan hasta sequedad y el residuo se distribuye entre
n-butanol y &cido acético acuoso al 5 % v/v mediante distribu~
cibn en contracorriente (12 transferencias). EL péptido en
bruto obtenido por evaporacidn de las fases de n~butanol

combinadas, se purifica por cromatografia en columna de gel

-
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de silice empleando 5 % v/v de metanol en cloroformo y 10%

v/v de metanol en cloroformo como disolventes de elucidn.

Las fracciones que contienen producto se combinan, evaporan
hasta sequedad y se pasa wna solucidn acuosa del residuo

a través de una columna de resina intercambiadora de aniones
(AG 1-X2) para separar N*-t-butoxicarbonil-NV-nitro-arginina.
La columna se lava luego con agua y las fases acuosas v los
lavados en combinacidn se liofilizan para dar el derivado
azapéptido, rendimiento 16,67 g (89%), p.f. 109~111¢C.

(descomposicibn), [Zg]is -39,0¢ (¢, 1 en metanol), REA 0,62,

REB 0,74, REC 0,59, RED 0,70, REE 0,20, REF 0,60, REH 0,61,
REK o, 85, RfQ 0,13.

Etapa (:) « Se disuelve el derivado N-t-butoxicarbonilo en
acetato de etilo y se trata con &cido clorhidrico 3N en wna
solucidn de acetato de etilo (cuatro equivalentes) durante 1

hora a temperatura ambiente.

Etapa C) (R=H). Una solucibn de t-butoxicarbonilhidrazida

(2,90 g, 22 mmoles) y é&ster de 2,4,5-triclorofenilo de
N-benciloxicarbonil-O-bencil-L-tirosina (11,71 g, 20 mmoles)
en 40 ml de dimetilformamida, se mantiene durante la noche

a temperatura ambiente. La elaboracibn del modo usual seguido
por la recristalizacidn del residuo en &ter/éter de petrdleo
(pee. 60-802C), proporciona la hidrazida protegida como un pol
vo blanco, 3,46 g., (67%), p.f. 126-1279, [31725 -13,29(c, 1

en metanol), RED 0,82, REE 0,65, REF 0,63, REH 0,70.

Etapa C) (R=H). Se disuelven 5,19 g (10 mmoles) de 1-(N=-

benciloxicarbonil-0-bencil-L~tirosil)-2-t-butoxicarbonilhidra-
zida en 50 ml de acetato de etilo y se trata con cloruro de
hidrdgeno 5N en acetato de etilo (8 ml, 40 mmoles) durante

1 hora a temperatura ambiente, El acetato de etilo se separa
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in vacuo y el hidrocloruro se filtra con dter y se seca.

Etapa () (R=H). El hidrocloruro anterior se recibe en 75 ml
de tetrahidrofurano y se afiaden 1,15 g (8 mmoles) de trietil-
amina seguido por 1,36 g (8 mmoles) de éster metilico de
N-carbonil-L-leucina. Después de 16 horas a temperatura am-
biente, la mezcla de reaccidn se elabora del modo usual y el
residuo se recristaliza en acetato de etilo/éter de petrdleo
(pse. 60-802C) para dar el derivado azatripéptido, 4,57 g.
(77,7 %), p.f. 156=1572C., gzg7§4 -10,32 (¢, 1 en metanol),

R.D 0,81, R.E 0,45, R.P 0,26, R,Q 0,47.

Etapa ! . Se afiaden 5 ml (100 mmoles) de hidrato de hidrazina
a wna solucidn de 2,95 g (5 mmoles) de éster metilico de
N-benciloxicarbonil-0O-bencil-L-tirosilazaglicil-L~leucina

en 50 ml de metanol. Después 'de 2 horas a temperatura ambiente,
la hidrazida se precipita con agua y se recristaliza en
metanol/éter, rendimiento 2,74 g, (92,8%), p.f. 169-1702C.,
g}g]§4 -9,052 (c, 1 en dimetilformamida), R A 0,76, R.B 0,75,

£
R,C 0,73, RgD 0,63, R.F 0,60, R.H 0,55.

Etapas@ y @ (R=H). Se disuelven 1,18 g (2 mmoles) de
hidrazida de N~benciloxicarbonil-0O-bencil-L-tirosil-azaglicil-

L-leucina en 10 ml de dimetilformamida y después de enfriar

la solucidn a -202C, se afiade wha solucidn 5,49M de cloruro

de hidrbgeno en dioxano (1,46 ml, 8 mmoles) seguido por

nitrito de t-butilo (0,25 mi, 2,2 mmoles). Despuds de 5 mi-
nutos, la solucidn se enfria a -30°C y se aflade una mezcla
preenfriada de 0,836 g (2,2 mmoles de hidrocloruro de etilamida
de NW-nitro-L-arginil-L-prolina y 1,43 ml (10,2 mmoles) de
trietilamina en 10 ml de dimetilformamida. La mezcla de reac-—
cidn se agita a =102C durante 1 hora y a 42C durante 48 horas.

Se elabora del modo usual y el derivado pentapéptido se purifi-
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ca por cromatografia en columna de gel de silice empleando

cloroformo ¥ 3 % v/v de metanol en cloroformo como disolventes

de elucibn, rendimiento 0,695 g (38,5 %), RfA 0,71, REB 0,72,
R,C 0,84,

Etapa () (R=H). Reduccidn catalitica con 5% p/p de paladio

sobre carbdn vegetal en &cido acético acuoso al 80 % v/v con-

teniendo dos equivalentes de cloruro de hidrdgeno.

Etapa (9 . A una solucibdn vigorosamente agitada y enfriada

(=202C) de 33,84 g (100 mmoles) de N-benciloxicarbonil-L-trip-
tofano v 11 ml (100 mmoles) de N-metilmorfolida en 200 mi

de tetrahidrofurano, se aﬁaden 9 mL (95 mmoles) de cloroformato
de etilo. Después de > minutos, se aflade una solucidn preen-
friada (=-20¢C) de 17,10 g (110 mmoles) de hidrocloruro de
éster metilico de L-serina y 12,1 ml (110 mmoles) de N-metil-
morfolina en 150 ml de dimetilformamida y se continfa la agi-
tacidn a -202C durante 30 minutos y a temperétura.ambiente
durante 3 horas. La elaboracidn usual proporciona un aceite.
Dos cristalizaciones en acetato de etilo/éter de petrdleo
(poe. 60-802C) proporciona el derivado dipéptido (30,53 g.,
69,5%), Po£. 140,5-1412C., /X7 -22,132 (c, 1,4 en dimetil-

formamida) .

Etapa 69 « Se disuelven 30,53 g (69,5 mmoles) del é&ster
anterior en 1 litro de metancl y se afiade una solucidn al

62 % p/v de 15 ml de hidrato de hidrazina. Después de 16

horas, se recoge la hidrazida, se lava con metanol y é&ter y

se cristaliza en etanol caliente (23,18 ge, 75,8 %), P.fe
178-179¢2C., 164734 -25,27¢ (¢, 1 en dimetilformamida) R.D 0,65,

RoE 0,20, RF 0,43, R.H 0,50

Etapas @ y @9 . se aflade cloruro de hidrdgeno 6,02N en
0,77 mi (4,64 mmoles) de dioxano a wna solucidn Ffria (~202C)
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vy agitada de 0,502 g (1,16 mmoles) de hidrazida de N-bencil-
oxicarbonil-L-triptofil-L-serina en 5 ml de dimetilformamida
seguido por 0,14 ml (1,22 mmoles) de nitrito de t-butilo.
Despuds de 30 minutos, la solucidn se enfria a -302C y se
neutraliza por adicibdn de 0,65 mi (4,65 mmoles) de trietil-
amina, Se affade una mezcla preenfriada (-202C) de 0,547 g
(0,77 mmoles) de dihidrocloruro de etilamida de L-tirosilaza-
glicil-L-~leucil=L-arginil-L-prolina y 0,108 ml (0,77 mmoles)
de trietilamina en 5 ml de dimetilformamida y se continua la
agitacidén durante 1 hora a -202C y durante 48 horas a 42C.

sequedad in vacuo. El péptido en bruto se purifica por croma-
tografia en columna de gel de silice empleando cloroformo,

10 % v/v de metanol en cloroformo y una mezcla de cloroformo-
metanol-agua (11:8:2 v/v) como disolventes de elucidn,
rendimiento 0,424 g. (52,9 %), [0<_7§5 -16,842 (¢, 1,5 en meta-—

nol), REA 0,61, Rfc-o,ss, an 0,67, RfK 0,90.

Etapa @ (R=Me). Como_la etapa@ , rendimiento 66 %, p.£f.
102~1042C. [o<j§4 -15,52 (c, 1 en metanol), RSD 0,76, R.E

0,68, R F 0,76, R.H 07,74.

Etapa @ (R=Me). Como la etapa @.

Etapa@ (R=Me). Como la etapa @, rendimiento 93%, P.f.
145-1462C. 4 [3{]]2)5 +8,72 (c, 1,2 en metanol), R.EA 0,88,

RB 0,88, R.C 0,83, R,D 0,80, R.E 0,59, R;F 0,78, RH 0,73,

Etapa @) « Se afiaden 12 ml (12 mmoles) de hidrdxido sddico
1N a una solucidn agitada de 2,41 g (4 mmoles) de éster meti-
lico de N~benciloxicarbonil-O-bencil-L-~tirosil-azalanil-L-

leucina en 36 ml de metanol a temperatura ambiente y se con-

tinwa 1la agitacibn durante 3 horas. EL metanol se separa

in vacuo v se acidifica 40 ml de wna solucidn acuosa del residuo

|
i

|
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con &cido citrico (pH 3) ¥y se extracta con acetato de etilo.
Después de lavar el extracto de acetato de etilo con agua y
secar (Na2804), se evapora el disolvente y se aplica el resi-~
duo, en una mezcla de dimetilformamida-agua (3:2 v/v, 200 ml)
a una columa de resina AG 1 x-2 (100 ml). La columna se lava
con el disolvente anterior (50 ml) y el tripéptido se eluye
con 4cido acético 0,2M en dimetilformamida-agua (3:2 v/v).
Las fracciones que contienen tripéptido se combinan, se evapo-
ran in vacuo v el residuo se tritura con é&ter recogiéndose a
continuacién 1,22 g (51,7 %), p.f. 1952C,

(descomp. ), [7§]§4 ~-25,42 (c, 1 en dimetilformamida).

Etapa @ (R=Me) .Com' etapa @ , rendimiento 43 %, [o(]2D5
-25,92 (c, 1 en metanol), R.A 0,72, R.B 0,76, R.C 0,85.

} £ £ £
Etapa @ (R=Me) . Como etapa @ .
Etapa EE (R=Me). Igual que la etapa 15 excepto que el pro-

ducto final se purifica también por filtracién de gel sobre
Sephadex LH~-20 en dimetilformamida después de la cromatografia
en columna de gel de sfilice, rendimiento 63 %, [E{7§5 -24,762
(¢, 0,8 en metanol), RA 0,58, R,C 0,42, R,D 0,65, R.X 0,95,
Etapa S:é + A una suspensibn agitada y enfriada (02C) de
24,9 g (100 mmoles) de N-benciloxicarbonil-L-prolina, 11,2 g
(100 mmoles) de hidrocloruro de semicarbazida y 14,5 ml

(100 mmoles) de trietilamina en 200 ml de dimetilformamida,

se afladen 20,6 g (100 mnmoles) de diciclohexilcarbodiimida y

se continua la agitacidn durante 16 horas a 49C. Se separa
por filtracidén la diciclohexilurea y el filtrado se evapora

a un pequeflo volimen. Se afiaden 200 ml de agua y la solucidn
se extracta con acetato de etilo (3 x 50 ml). El producto pre-
cipita de la solucidn acuosa en 1 hora aproximadamente. La re-—
cristalizacidn en metanol acuoso proporciona la amida dipépti-
42 (16,5 ge, 53,9 %), P+£s 189-1909C., /57" =43,62 (c, 1,4

en dimetilformamida), RfD 0,54, RqF 0,52, REH 0,38, REK 0,78.
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Etapa « Reduccibn catalitica sobre 5 % p/p de paladio
sobre carbdn vegetal en dimetilformemida acuosa al 80 % v/v

durante 6 horas, a temperatura ambiente, en presencia de dos

equivalentes de cloruro de hidrégeno.

Etapaf;:! » Se affaden 2,83 ml (29,5 mmoles) de cloroformato
de etilo a una solucidn de 8,24 g (31 mmoles) de N-benciloxi-
carbonil~L-leucina y 4,55 mi (32,5 mmoles) de trietilamina en
100 m1 de tetrahidrofurano, a una temperatura de -~10 a =152C.
La mezcla de reaccidn se agita durante 3 minutos a esta tempe-
ratura y se vierte entonces en una solucidn fuertemente agitada
de 5,79 g (31 mmoles) de NW-nitro-L-arginina en 15,5 ml

(31 mmoles) de hidrdxido sbdico 2N y 50 ml de dimetilformamida
a =-102C. La agitacidn se continua a -102C durante 30 minutos

v luego a temperatura ambiente durante 1 hora. Los disolventes
se separan in vacuo y el residuo se distribuye entre 50 ml de
acetato de etilo y 50 ml de agua. La fase acuosa se separa y
extracta con dos porcicnes més de acetato de etilo. Las fases
orgénicas combinadas se lavan una vez mis con 25 ml de agua y
se desechan . Las fases acuosas combinadas se acidifican con
solucidn saturada de &cido citrico y se extractan con acetato
de etilo (3 x 100 ml). Los extractos de acetato de etilo se
combinan, se lavan con agua, se secan (Na2804) Yy se evaporan
hasta sequedad., La recristalizacién del residuo en acetato de
etilo/éter de petrdleo (p.e. 60-802C) proporciona el dipéptido

(8,98 ge, 62 %), Pefs 150~1652C (descomps)s
Etapa ! . Se enfria a 0°C una solucidn de 9,2 g (20 mmoles)

de N-benciloxicarbonil-L-leucil-(N" -nitro)-L-arginina, 4,2 g
(20 mmoles) de hidrocloruro de amida de L~prolilazaglicina,
5,4 g (40 mmoles) de 1-hidroxibenzotriazol y 3 ml (20 mmoles)

de trietilamina en 200 ml de dimetilformamida y se afladen a la
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solucidn 8,2 g (40 mmoles) de diciclohexilcarbodiimida. La
mezcla de reaccidn se agita durante la noche a temperatura
ambiente., La diciclohexilurea se separa por filtracibdn y el
Piltrado se evapora hasta sequedad. La recristalizacidén del
residuo en metanol-éter proporciona el derivado tetrapéptido
(12,2 g., 98,3 %), P.£. 88=902C., 121734 -30,22 (c, 1,6 en

dimetilformamida), RED 0,57, REF 0,40, REH 0,26, fo 0,63.

Etapa (} . Hidrogenacidn sobre 5 % p/p de paladio en carbdn

vegetal en etanol acucso durante 16 horas, en presencia de
dos equivalentes de clorurc de hidrégeno.

Etapa 6), e En 50 ml dg_dimetilformamida se disuelven 6,484 g
(11 mmoles) de &ster de N-benciloxicarbonil-O-bencil-L-tirosi-
na-2,4,5-triclorofenilo y 1,396 g (10 mmoles) de hidrocloruro
de éster metilico de D~-alanina y se afiaden a la solucibn

1,4 mL (10 mmoles) de trietilamina, agiténdose 1a solucidn
durante la noche a.temperatura ambiente. La mezcla de reaccidn
se elabora del modo usual y el residuo se cristaliza en acetaw.
to de etilo caliente para dar 3,782 g, 77,2 % del é&ster meti-
lico del dipéptido protegido, p.f. 1632C., 12{724’8-12,849

(e, 1,7 en dimetilformamida).

Etapa QZD « Se disuelven 3,435 g (7 mmoles) de é&ster metilico
de N-benciloxicarbonil-0O-bencil-L-tirosil-D=alanina en 400 ml

de metanol caliente y la solucidn se trata con 10 mL (120 mmo-
les) de hidrato de hidrazina al 62 % p/v vy la mezcla se deja
a 252C durante la noche. La hidrazida se filtra, se lava con
metanol y &ter y se cristaliza dos veces en metanol hirviendo,
Rendimiento 3,068 gu, 89,2 %, pefe 2172Cs, ZZ<7§4 =20, 442

(ey 1,1 en dimetilformamida) REA 0,73, REB 0,75, REC 0,67,

R.D 0,70, R.E 0,50, R.F 0,54, RH 0,67, RK 0,85, RQ 0,25.

Etapas B3 y () . A una solucidn fria (-20eC) y agitada
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de 1,18 g (2,4 mmoles) de hidrazida de N-benciloxicarbonil-0-
bencil-L-tirosil-D-alanina, se aflade una solucibn 6,02 M de
cloruro de hidrdgeno en 1,6 ml (9,6 mmoles) de dioxano seguido
por 0,29 ml (2,52 mmoles) de nitrito de t-butilo. Después de
15 minutos se afiade wna solucidn de 1,03 g (2 mmoles) de hi-
drocloruro de amida de L-leucil-L-arginil-L-prolilazaglicina
v 1,62 mL (11,6 mmoles) de trietilamina en 15 ml de dimetil-
Pormamida. La agitacidn se continua a 42C durante 24 horas.

El hidrocloru:o de trietilamina se separa por filtracidn y el
filtrado se evépora hasta sequedad in vacuo. El residuo se
carga en una columna de gel de silice la cual se eluye con 5 %
v/v de metanol en cloroformo, 10 % v/v de metanol en cloroformo
y una mezcla de cloroformo/metanocl/agua (11:8:2 v/v). Las
fracciones que contienen producto se combinan y evaporan y el
péptido se cromatografia de nuevo sobre una columna de gel de
silice empleando acetonitrilo/agua (3:1 v/v) como agente de
elucién, rendimiento 890 mg (46,4 %), /og/o =45,7¢ (c, 1,1

Etapa ! . Como la etapa @ .
Etapa S::) . Como la etapa <:) , rendimiento 43 %, Z;{7§5

41,42 (c, 1,3 en metanol), R.A 0,80, R,C 0,47, R,D 0,65,

REK 0’950

Etapa ! . Como la etapa @ , rendimiento 69%, p.f. 1352C.
RA 0,49, R,B 0,65, R.C 0,46, RD 0,64, R.F 0,35, R,H 0,19,

£
R.EK 0, 86.

Etapa ! . Como la etapa @ .

Etapa . (A=D-Phe). Una solucién de 7,41 g (24,8 mmoles) de
N-benciloxicarbonil-D-fenilalanina y 3,62 g (25 mmoles) de
&ster metflico de L-leucina en 100 ml de acetato de etilo,
se enfria a 08C y se affade a la misma 5,15 g (25 mmoles) de
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diciclohexilcarbodiimida. La mezcla de reaccibn se agita duran~
te la noche a 4°C. La elaboracidn usual seguido por recrista-
lizacidn del residuo en acetato de etilo/éter de petrdleo
(p.es 60-802C) proporciona el dipéptido (9,1 g, 86%), Pefe
123=-1242C,, 45¢7§6-18,79 (cy 2,1 en metanol), ReD 0,76, R.E

£
0,65, REF 0,74, RfH 0,73.

Etapa @ (A=D~Phe). Reduccidn catalitica sobre 5% p/p de
paladio en carbdn vegetal, en etanol conteniendo un equivalente

de cloruro de hidrégeno, durante 5 horas.

Etapa (A=D-Phe), A una solucidn agitada de 4,89 g

(8,36 mmoles) de éster de 2,4,5~triclorofenilo de N-benciloxi-
carbonil-0-bencil-L~-tirdsina y 2,5 g (7,6 mmoles) de hidroclo-
ruro de éster metilico de D-fenilalanil-L-leucina en dimetil-
formamida, se afladen 1,1 ml (7,6 mmoles) de trietilamina y

la agitacibn se continua durante la noche a temperatura am-

biente. El hidrocloruro de trietilamina se filtra y el filtra-

en metanol acuoso proporciona el derivado ti'ipéptido,
3,6 g (69,7%), p.f. 183-1842C., R.D 0,82, R_E 0,69, R

£ £ £
R.P 0,71, RQ 0,82,

Etapa (A=D~Phe). Una solucidn de 3,42 g (5,04 mmoles) del
éster metilico anterior y 60 mmoles de hidrato de hidrazina

H 0,78,

en 30 ml de dimetilformamida, se agita a temperatura ambiente
durante 4 horas, se concentra a un pequefio vol{men y la hi-
drazida se precipita por adicibén de 500 ml de agua. Se recoge,
se lava con agua, metanol/&ter (1:4 v/v) y &ter y se seca.
Rendimiento 2,94 g. (85,9%), p.f. 179-1802C., RA 0,81,

RgB 0,79, R,C 0,88, R.D 0,69, R.E 0,49, R.F 0,65, R.H 0,67,
RfP 0,25, REQ 0,57.

Etapas @ y @ (A=D-Phe). Una solucidn de cloruro de hidré-
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geno 6,02 M en 1,83 ml (11 mmoles) de dioxano se afiade a una-
solucibén de 1,86 g (2,75 mmoles) de hidrazida de N-benciloxi-
carbonil-O-bencil=L-tirosil-D-fenilalanil-L~leucina en 5 ml

de dimetilformamida, &4 -202C, seguido por 0,33 ml (2,89 mmoles)
de nitrito de t-butilo. Después de 2 minutos, se aflade una
solucidn preenfriada (-202C) de 1,85 miL (13,5 mmoles) de tri-
etilamina y 1,02 g (2,5 mmoles) de hidrocloruroc de amida de
N“)—nitro—L-arginil-L-prolilazaglicina en 10 ml de dimetil-
formamida y la mezcla de reaccidn se agita durante la noche

a 42C. La elaboracidn usual proporciona el derivado hexapépti-
do que se purifica adicionalmente por cromatografia en colum—
na de gel de silice (120 g).-empleando 5 % v/v de metanol en
cloroformo, 10% v/v de metanol en cloroformo Yy una mezcla de
cloroformo/metanol/agua (11:8:2 v/v) como disolventes de elu-
cibn, Rendimiento 0,74 g. (29,3 %), P.£. 137-1392C.,

REA 0,68’ R'EB 0,72’ REC 0,58’ RfD 0,62, REH 0,39’ R_‘EK 0,95'

Etapas ’ y « Se convierten 10 mmoles de hidra-

zida de L-piroglutamil~L-histidina a la azida en la forma
descrita en el procedimiento general (é) ¥y se acopla con 11
mmoles del éster metilico de L-triptofil-L-serina (preparado
por hidrogenacidn del derivado N-benciloxicarbonilo sobre

5 % p/p de paladio sobre carbdn vegetal en dimetilformamida)
a =102C durante 30 minutos y a 49C durante 24 horas. ELl hi-
drocloruro de trietilamina se separa por Ffiltracidn y el
filtrado se evapora hasta sequedad. El péptido en bruto se
purifica por cromatografia en columna de gel de silice em~
pleando 10% v/v de metanol en cloroformo, 20 % v/v de metanol
en cloroformo y una mezcla de cloroformo/metanol/agua - :
(11:8:2 v/v) como disolventes de elucidn, rendimiento 70%,

Pe£fo 142=1452C (descomp. ), RfA 0,39, RfB 0,72, R.C 0,45,
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RgD 0,48, R.X 0,61,

Etapa ! . Se disuelven 5,4 mmoles de &ster metilico de
L=piroglutamil-L-histidil~L~triptofil-L-serina en 70 ml de
dimetilformamida v se trata con 100 mmoles de hidrato de hi-
drazina durante 4 horas. La dimetilformamida se separa in vacuo
y el residuo se tritura con etanol, se recoge, se lava con
etanol y étgr v se seca (88,2 %), p.f. 184-1899C., R,A 0,18,

£
R.B 0,55, R,C 0,39, R.D 0,27, RX 0,58.

Etapa (:a . (A=D-Trp). Se afiaden 4,87 g (23,6 mmoles) de
diciclohexilcarbodiimida a una solucién de 7,27 g (21,5 mmoles)
de N-benciloxicarbonil-D-triptofano, 3,12 g (21,5 mmoles) de
&ster metilico de leucina v 5,8 ¢ (43 mmoles) de 1-hidroxi-
benzotriazol en 50 ml de dimetilformamida, a 0°C. La mezcla

de reaccidn se agita durante la noche a temperatura ambiente

y se elabora del modo usual. La recristalizacibn en acetato

de etilo/éter de petrdleo (p.e. 60-802C) proporciona el deri-
vado dipéptido (9,55 g) que muestra trazas de impurezas en
cromatografia de capa fina. Se purifica por cromatografia en
columna de gel de silice (300 g) empleando cloroformo v 5%

v/v de metanol en cloroformo como disolventes de elucidn.
Rendimiento 9,18 gs (91,7 %), P.f. 151=1532C., REA 0, 84,-

R;B 0,80, R.C 0,8, R.D 0,78, R,E 0,61, R,F 0,68, R.H 0,73,
R,P 0,55, R.Q 0,73.

Etapa<:D (A=D~Trp). Reduccidn catalitica en 80 % v/v de di-~
metilformamida acuosa sobre 5 % p/p de paladio en carbén ve-
getal durante 5 horas.

Etapa <:) (A=D=Trp). Se agita a temperatura ambiente, durante
60 horas, wna solucidn de 11,69 g (20 mmoles) de &ster de

|
2,4,5=triclorofenilo de N-benciloxicarbonil-O-bencil-L-tirosina)

6,28 g (19 mmoles) de &ster metilico de D-triptofil-L-leucina
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en 100 ml de dimetilformamida. La mezcla de reaccién se elabo-
ra del modo usual y el residuo se cristaliza en acetato de
etilo/éter de petrdleo (p.e. 60-802C) para dar el derivado
tripéptido, 8,52 g (62,5 %), Pefa 165-1662C., R.A 0,78,

R.B 0,73; R,C 0,84, R.D 0,80, R.E 0,62, R,F 0,70, R H 0,76,
RP 0,58, R,Q 0,68.

Etapa (A=D~Trp). Una solucibn de 7,26 g (10,1 mmoles) de
&ster metilico de N-benciloxicarbonil-O-bencil-L-tirosil-~D=-
triptofil-L-leucina en una mezcla de 200 ml de metanol y 50 ml
de dimetilformamida, se trata con 100 mmoles de hidrato de hi-
drazina a temperatura ambiente. Después de 24 horas, la solu-
cidn se concentra (unos 30 ml aproximadamente) y se afiaden

500 ml de agua. Se recoge la hidrazida de tripéptido, se lava
con agua, metanol/8ter (1:4 v/v) y &ter y se seca, 6,86 g
(94,6 %), p.fs 200-2022C., RA 0,90, R_B 0,95, R,C 0,90,

£ £ £
RED 0,74, REQ 0,59.

Btapas (}9 y (:) (A=D~Trp). Una solucidén agitada y enfriada

(-202C) de 1,97-5 (2,75 mmoles) de hidrazida de N-benciloxi-
carbonil-O-bencil-L~tirosil~D-~triptofil-L~leucina en 10 ml

de dimetilformamida, se trata con una solucibn 6,02 M de clo-
rurc de hidrégeno en 1,83 ml (11 mmoles) de dioxano, seguido
por 0,33 ml (2,89 mmoles) de nitrito de t-butilo. Después de
2 minutos, se afiade una solucidén preenfriada (-202C) de

1,02 g (2,5 mmoles) de hidrocloruro de amida de N % —nitro-L-
arginil-L—prolil~azaglicina y 1,89 ml (13,5 mmcles) de trietil-
amina ‘en 10 ml de dimetilformamida y la mezcla de reaccidn se
agita durante la noche a 49C. Se elabora del modo usual y

el residuo (1,27 g) se aplica a una columna de gel de silice
(230 g) y l1a columna se eluye con cloroformo y 5 % v/v de
metanol en cloroformo., Rendimiento 0,91 g. (34,4%), p.f. 139~
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1402C (descomp.), RfA 0,67, REB 0,72, Rfc 0,58, RED 0,62,
R

oH 0,34, R.K 0,95,

Etapa (A=D=Tyr(Me)). Se enfria a 02C una solucidn de
3,17 g (9,64 mmoles) de Z~D-Tyr(Me)-OH, 1,92 g (10,6 mmoles)
de Leu-OMe.HCl, 2,6 g (19,2 mmoles) de 1-hidroxibenzotriazol

v 1,6 ml (11 mmoles) de trietilamina en 30 mlL de dimetilfor-

mamida y se affaden a la solucidn 2,29 g (11,1 mmoles) de
N,N'=diciclohexilcarbodiimida, La mezcla de reaccibn se agita
durante la noche a 49C y se elabora luego del modo usuval.

La recristalizacidn en ciclohexano caliente proporciona el
derivado dipéptido protegido. Rendimiemto 1,41 g, (95,2%),

ReD 0,83, R E 0,69, REP’0,72, R,Q 0,764

Etapa 5:2 (A=D-Tyr(Me)). Reduccidn catalitica en 5 % p/p de
paladio sobre carbdn vegetal, en metanol/dimetilformamida/agua
(8:1:1) conteniendo 1,2 equivalentes de cloruro de hidrbgeno,

durante 3 horas.

Etapa f:? (A=D-Tyr(Me)). Se agita durante la noche a tempe—
ratura ambiente wna solucién de 8,2 mmoles de Z~Tyr(Bzl)-0Cp,
8,2 mmoles de D-Tyr(Me)-Leu-OMe.HC1 y 8,2 mmoles de trietil-
amina en 60 ml de dimetilformamida y la mezcla de reaccidn se
elabora entonces del modo usual. EL producto se filtra con
&ter, se lava con &ter y se seca. Rendimiento 81,2 %), p.f.

191-1922C., RED 0,85, REE 0,73, RfF 0,72, REQ 0,78.

Etapa @ (A=D~Tyr(Me)). Se afiaden 12,9 mmoles de hidrato de
hidrazina a una solucidn de 4,59 g (6,4 mmoles) de Z-Tyr(Bzl)-
~D-Tyr{Me)-Leu-OMe en 25 ml de dimetilformamida y 50 ml de
metanol y la mezcla de reaccidn se deja durante la noche a
temperatura ambiente. El metanol se separa in vacuo y el pro-
ducto se precipita éon agua, se recoge, se lava con agua y se

seca, p.f. 212-2138C, R.E 0,49, R.F 0,66, REH 0,69, R.Q 0,70.
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Etapas y (A=D-Tyr(Me)). Se disuelven 3,54 g (5 mmo-
les) de la hidrazida de la etapa 59 en 10 ml de dimetilforma-
mida y la solucibn agitada se enfria a -202C. Se aflade &cido
clorhidrico 5,92 M en 3,38 mi (20 m:ﬁoles) de dloxano seguido
por 0,6 ml (5,25 mmoles) de nitrito de t-butilo. Después de

2 minutos, se aflade una solucidn preenfriada de 2,04 g

(5 mmoles) de H—Arg(N02)-Pro-AzglthHé.HCl y 3,55 ml

(25 mmoles) de trietilamina en 10 ml de dimetilformamida y
la agitacibén se continua durante la noche a 42C. La mezcla
de reaccidn se elabora del mode usual y el producto en bruto
se purifica por cromatografia en columa de gel de silice em-
pleando cloroformo, 5 % v/v de metanol en cloroformo y 10%
v/v de metanol en cloroformo como disolventes de elucibn.
Rendimiento 3,72 g. (70,9%), RA 0,64, BB 0,72, R,C 0,55,

£
ReD 0,66, RF 0,40, R H 0,52

Etapa ! (A:D-Ser(But)). Como la etapa El producto se
cristaliza en metanol acuoso. Rendimiento 90,4%, p.f. 107-1082C

R,D 0,80, R,E 0,68, RoF 0,73, R.H 0,72, R.P 0,72, R,Q 0,74

Etapa (kD—Ser(But)). Reduccidn catalitica en 5% p/p
de paladio sobre carbdn vegetal en dimetilformamida-agua

(8:2) durante 5 horas.

Etapa (A:D-Ser(But)). Una solucidén de 19,17 g (32,7 mmo-
les) de z-Tyx(Bzl)-0Cp y 32,7 mmoles de H—Ser(But)—Leu—OMe
en 100 ml de dimetilformamida, se deja a temperatura ambiente
durante 72 horase. La elaboracién usual proporciona un sblido
que se recoge, se lava con &ter y se seca. Rendimiento 17,6 g.
(79,4%), Pefs 135-1379C. RD 0,80, R.H 0,77, R.Q 0,81.

£ £
Etapa @ (A.=D-Ser(But)). Como la etapa « Recristali-

zado en metanol acuoso. Rendimiento 56,2%, p.f. 134-1362C.,

R_‘ED 0’66, R_EH 0,64’ REQ 0,640

*?




10

15

20

25

30

- 36 -

Etapas v (A.=D-Ser(But)). Como la etapa y @.

El producto se purifica por cromatografia en columna de gel

de silice empleando cloroformo y 5% v/v de metanol en cloro-
formo como disolventes de elucidn. Rendimiento 38,5%, P.f.
142-1452C., R,A 0,64, R_B 0,71, R.C 0,55, R_D 0,65, R.F 0,46,

£ £ £ £ £

R H 0,43, RQ 0,16.

Etapa (A=D-Tyr(Me)). Se afiaden 5,13 g (24,9 mmoles) de
diciclohexilcarbodiimida a uma solucibn fria (0¢C) y agitada
de 22,6 mmoles de Z-D-Tyr(Me)-OH, 5,98 g (24,9 mmoles) de
H-MeLeu-CMe, HBr, 3,5 ml (24,9 mmoles) de trietilamina v 6,12 g

(45,2 mmoles) de 1-hidroxibenzotriazol en 50 ml de dimetilfor-

mamida y la agitacidn se continua durante la noche a 42C,
La mezcla dé reaécién se elabora del modo usual y el producto
se purifica por cromatografia en columna de gel de silice
empleando cloroformo como disolvente, Rendimiento 55,2 %,

aceite, R.D 0,83, R.E 0,78, RH 0,79, R,P 0,80, R,Q 0,79.

Etapa (A= D-Tyr(Me))« Reduccidn catalitica en 5% p/p de
paladio sobre carbdn vegetal, en metanol/agua (8:1 v/v) conte—

niendo un equivalente de cloruro de hidrdgeno durante 6 horas.

Etapa (A=D-Tyr(Me)). Como la etapa « El producto se
purifica por cromatograffa en columa de gel de silice emplean-

do éter como disolvente.

Etapa (;:) (A=D-Tyr(Me)). Una solucidn de 4,85 g (6,69 mmoles)
de Z-Tyr(Bzl)-D-Tyr(Me)-MeLeu~-OMe y 120,7 mmoles de hidrato de
hidrazina en 150 ml de metanol, se deja durante la noche a
temperatura ambiente. La hidrazida se precipita por adicibdn

de agua, se recoge y cristaliza en metanol/agua. Rendimiento
91,1%, Pefe 129-1312C., R.D 0,79, R.E 0,60, R.F 0,68, R H 0,73,
RQ 0,77.

Etapas @ v @ (A=D-Tyr(Me). Como las etapas y .




10

15

20

25

- 37 -

Recristalizado en metanol/&tsr, rendimientoc 23,8 %, p.f.
152-154¢C, R 0,67, R;B 0,68, R,C 0,58, R.D 0,59, R.H 0,50,
RfK 0,94, RfQ 0,35,

Etapa ! o Se affaden 1,8 ml (18 mmoles) de cloroformato

de etilo a una solucibn enfriada (-152C) y agitada de 5,99 g
(20 mmoles) de Z-Phe-0H y 2,2 ml (20 mmoles) de N-metilmorfo-
lina en 60 ml de dimetilformamida, Después de 2 minutos, se
afiade una solucidn preenfriada (~152C) de 4,8 g (20 mmoles)
de H~MeLeu-OMe.HBr y 2,8 ml (20 mmoles) de trietilamina en
20 ml de dimetilformamida y la mezcla de reaccidn se agita
durante 30 minutos a 0°C y durante la noche a temperatura
ambiente. Se elabora del modo usual. Rendimiento 7,54 g
(90%), aceite.

Etapa (:) « Reduccidn catalitica en 5 % p/p de paladio sobre

carbdn vegetal en metanol conteniendo un equivalente de cloru~
ro de hidrdgeno, durante 3 horas.

Etapa @ « Se prepara por acoplamiento de 16,02 g (43,2 mmo—
les) de Z—Tyr(But)-OH ¥ 13,15 g (40 mmoles) de H~D-Phe-MeLeu-
-OMe.I-Ic_Jl como en la etapa @ o E1l producto se purifica por

cromatografia en columna de gel de silice empleando cloroformo
¥ 5% v/v de metanol en cloroformo como disolvente. Rendimiento

60%, aceite, R,G 0,48, R,P 0,71, R.Q 0,73.

Etapa @ . Una solucidn de 6,52 g (9,76 mmoles) de
Py . .
Z~Tyr(Bu ) =-D-Phe-MeLeu-0Me y 97,6 mmoles de hidrato de hidra-
zina en 50 ml de metanol, se deja durante la noche a tempera-
tura ambiente. EL metanol se separa in vacuo y la hidrazida
se cristaliza en metanol/&ter, se lava con metanol/agua

(1:1 v/v) y &ter y se seca. Rendimiento 5,2 g. (80%), p.f.

1359Ce, R.D 0,75, R,E 0,69, R,F 0,66, R.H 0,79, R,Q 0,73
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EBEtapas @ g . Como las etapas y « Durante el

proceso de elaboracidn el producto precipita del acetato de

etilo. Se filtra, se lava con acetato de etilo y é&ter y se
seca. Rendimiento 58,5%, p.f. 145-1482C., R_.D 0,72, R F 0,40,

£ £

" Descrita suficientemente la naturaleza del
invento, asi como la manera de realizarse en la préctica,
debe hacerse constar que las disposiciones anteriormente indi-
cadas son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto

no alteren su principio fundamental.
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RETVINDICACIONES

|
1l.- Procedimiento para preperar polipéptidos, de fér|

mlas 3

E:blu-His-Trp-Ser—&yr-A-B—Arg—Pro—E-F I

5 | en la que A es D-Tyr, D-Tyr(Me), D-Ser, D-Ser(Bu¥), D-Phe,

D-Ala 6 D-Irp, Bres Leu 6 Meleu, E es Azgly y F es un radical

amino, 0 A es Azgly & Azala, B es Leu, E es un enlace directo

y F es un radical etilamino; y sus sales farmacéutica y veteri

nariamente aceptables de adicidn de dcido; caracterizado por-

10 que comprende:

hacer reaccionar [:Llu-OH' [:Llu-His—OH, I:jG:L'ue--Hj.s--Trp--OH,
Glu-Hig-Trp-Ser-CH, D(?ril.u.-H,is—T:c-p-Ser—’.l?yr-OI-I, E’le.—H:i.s-—

Trp-Ser~Tyr-A-OH, [:leu-His-Trp-Ser-myr-A—B-OH,

[leu-His-Trp-Ser—Tyr-A—B—Arg—OH é

15 Eleu—His-Trp-Ser-ﬂrrnA-B-Arg-Pro-OH,

o un derivado activado adecuado de cualquiera de éstos, con

H~Hi s-Trp-Ser—=Tyr-A-B-Arg-Pro-E-F, |

H-Ttp-Ser~-Tyr—A-B-Arg~Pro~-E~F, H-Ser-Iyr-i-B-Arg-Pro-E-F,

H—Tyr—A—B-Arg—P:o-E-F, HeA=B-Arg=Pro=~E-F, H-B-Arg-~Pro-i-F,

20 H-Arg-Pro-E~F, H-Pro-E-F § H-Azgly-NH,,

respectivamente, o un derivado activado adecuado de cualquiera

de dstos, segdn una reaccidén de acoplamiento de péptidos conve

13

cionale

2.~ Procedimiento segdn la reivindicacién 1, caracte:

25 rizado porgue como compuesto de férmula I es

[]Glu-His~Trp—Ser-Tyr~D~Phe~Leu—Arg~Pro-Azgly—NH2.

3.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, caractg,

I
rizado porgue como compuesto de férmula I es

G
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[leu-His-Trp—Ser-D—TyréMe)-Leu-Arg-Pro—Azgly-NHz. %
4,- Procedimiento para preparar polipdptidos, $al y !
como queda sustancialmente descrito en la presente i""'lgemor:'.a. .
Esta Memoria consta de 40 hojas escritas a mdquina

por una sola cara.

Madrid, -3 kR a7
IMPERIAT CHEMICAL TRIES LIMITED
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