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La invencidén se refiere a nuevos ciclopéptidos'dei
tipo somatostatina y a sus procedimientos de obtencidén, asi como a
los preparados farmgcéuticos conteniendo éstos compuestos y al em-
pleo de éstos compuestos § bién prep#rados para fines terapéuticos.

La invencidon se refiere especialmente a los ciclo-
péptidos que contienen las caracteristicas esenciales de la somates-
tatina, tal como la secuencia parcial de los aminodcidos 5-11, 5
una secuencia equivalente, pero que sin embargo estdn libres de azu-
fre. Los ciclopéptidos andlogos a la somatostatina de la presente

invencidén comprenden los compuestos de férmula

Lr - Phe - Phe - trp - Lys - Thr - Phe(W) - X - v
5 6 7 8 9 10 11 12 13

(1)

donde R significa Asn, Ala O des-R, trp significa D-Trp 6 L-Trp,
que en el anillo bencénico puede estar sustituido por Atomos de
haldgeno, tal como ¢loro & fluor & grupos nitro, W significa un
grupo hidroxilo, en caso dado eterado, que se encuentra en el anille
bencénico del resto L-fenilalanina como sustituyente, & un Atomos
de haldgeno, tal como especialmente un Atomo de yodo, & significa
hidrégenq, X significa el resto de un dcido W-aminoalcano inferior-
(mono & di)-carboxilico & des-X e Y significa el resto de un acido
(v -aminoalecano inferior-(mono & di)-carboxilico & des-Y, asi como
las sales de adicidn de &cido y los complejos de los mismos.

Los dtomos de halégeno existentes en caso dadé
en el anillo bencénico del resto triptofan08 se encuentran prefe-
rentemente en la posicidén 5, el grupo nitro preferentemente en la
posicion 5; son de mencionar especialmente los restos derivados
del 5-bromo-L-triptofano, 5-fluor-D-triptofano y 6—nitro;D-trip-

tofano. El1 sustituyente W del resto L-fenilalanina11 se encuentra
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preferentemente en la posicién p del anillo bencénico; especial
preferencia tienen, ademds el resto L-fenilalanina insustituido,
también el resto p-yodo-L-fenilalanina y p-hidroxi-L-fenilalanina.
El grupo hidroxi del (ltimo de los restos (es decir, del resto L-
tirosina) se puede presentar también en forma eterada; para ellos
son adecuados los alquilo inferiores, asgl como los distintos gru-
pos hldroxilo protectores formadores de éter usuales en la quimieo
de los péptidos, por ejemplo, los mencionados mis abajo; Especial
preferencia tiene el grupo terc.-butile, y el resto aminoécido11
preferente se deriva de la p-terc.-butoxifenilalanina (es decir,
tirosin-terc.-butiléter).
El resto de un &cido W-aminoalcanc inferior-mono-

carboxilico es preferentemente un resto de férmula
-N# - (CH,) - CO-

donde n significa un nimero entero de 1 hasta 7, especialmente 2 ~
L, Tiene especial preferencia el resto del &cido X%aminobutirico,
que se designa con el simbolo "Gaba'.

El resto de un dcido G)-aﬁinoalcano inferior-

dicarboxilico se deriva preferentemente de un resto de férmula

- N - ?H - (cH,) -~ CO -
COOH

donde n tiene el significado de arriba y el grupo carboxilo se puede
presentar también en una forma funcionalmente modificada, por
ejemplo, como un éster 6 amida, tal como un éster 4 una amida insus=-
tituida usual en la quimica de los péptidos. Tiene especial pre=

ferencia un resto del Acido L~ 6 éspeclalmente del dcido D-glutami~
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nico de formula

~NH-CH-(CH2) - CO -
2

COOH

6 un resto correspondiente donde en lugar del grupe carboxilo se
encuentra el grupo carbamoilo,

En concordancia con el uso nomenglatdrico usual
significa el prefijo "des" la falta de un simbolo asi designado;‘
asi significa, por ejemplo, la expresidén "des-X" que el simbolo
X tiene el significado [27&. donde m = 0 y en la correspondiente
férmula se ha de suprimir,

Los anidlogos de somatostatina, segin la presente
invencidn, preferentes, son aquellos donde R significa preferentemen-
te Asn 4 des-R, el resto triptofano8 tiene la configuracidon D y
~{~Y~ juntos significan -Zéabg7p~, donde p es igual a 0, 1 6 2,
Como especialmente preferentes se han de destacar los compuestos

de férmula

L Asn-Phe-Phe-[ﬁ-trg]-Lys-Thr-Phe-[éabg?pJ

5 6 7 8 9 10 11 (18)

donde p es 2 0, especialmente p es 1. Todos éstos andlogos de.aomn—
toatatina prororontouino pusdan prosentar tmmblon en forma de malen
de adicidén de acido 6 complejos.

Como salon de adicién de dcido entran enpecinlmente
en consideracidon las sales fisioldgicamente compatibles éon los
dcidos usuales terapéuticamente utilizables;.de los dcidos inorgi-
nicos son de mencionar los hidrécidos halogenados, tales como el
écido clorhidrico, pero también el Acido sulfirico § bién el dcido

fosforico 6 bién pirofosfdrico, de los Acidos orginicos son en
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primer lugar los adcldos sulfdnicos, tales como el acido benceno-

o p-tolueno-sulfdnico, los &c¢idos alcano inferior-sulfénicos, tales
como el Acido metanosulfénico, ademis también los Acidos carboxi-
licos, tales como el Ac¢ido acético, Acido ldctico, Acido palmitico,
4dcido estedrico, acido midlico, dcido tartdrico, acido ascorbico

y &cido citrico.

Bajo complejos se han de entender los compuestcs
no totalmente aclarados en su estructura que se forman al agregar
ciertas sustancias inorginicas & orgdnicas a los péptidos ¥ le dan
a éste un efecto mas prolongado. Tales sustancias se describen, por
ejemplo, para ACTH y otros péptidos de efecto adrenocorticotrépico.
Son de mencionar, por ejemplo, los compuestos inorgdnicos que se
derivan de metales tales como calcio, magnesio, aluminio, cobalto
y especialmente de c¢inc, ante tode las sales de dificil solubilidad,
tales ecomo fosfatos, pirofosfatos y polifosfatos, asi como los
hidréxidos de éstos metales; ademas los polifosfatos de metal al-
calino, por ejemplo, "Calgon N", "Calgon 322", Calgon 188", §
"Polyron B 12". Compuestos orgdnicos que producen una prolongacion
del efecto son, por ejemplo, las clases de gelatina antigena, por
ejemplo, polioxigelatina, polivinilpirrolidona y celulosa carboxi~
metilica, ademds, el éster de 4cido sulfdnico 6 de Acido fosfdrico,
de Acido alginico, dextrano, polifenoles y polialcoholes, ante todo
fosfato polifloretinico y &dcido fitinico, asi como los polimeros
y copolimeros de aminoAcidos basicos 6, ante todo &cidos, por ejem-
plo, protamina 6 dcido poliglutaminico.

54 no se.indica otra cosa la expresidon "inferior",
donde se presente en relacidn un resto & compuesto organico, es
siempre un resto & compuesto con un maximo de 7, preferentemente
sin embargo con un midximo de 4 Atomos de carbono.

Los nuevos ciclopéptidos de la presente invencidn
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muestran un efecto fisioldgico que en caracter e intensidad es equi-
valente al efecto de la somatosfatina. Por ésta razdn se pueden
émplear con ventaja en indicaciones terapéuticas similares como éste,
por ejemplo, para.el tratamiento de‘perturbaciones funcionales,
donde la secrecidn de la hormona de crecimiento 6 de la insulin
y glucanol es superior a lo normal, tal como en la Acromegalia &
Diabetes juvenil.

la somatostatina, un tetradecapéptido ciclico de
formula

1
H-Ala-Gly-éys—Lys-AsnéPhe-Phe—Trp-Lys—Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH
1 2 3 & 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1k

ZEEience 179,77 (1973)/ inhibe como es sabido la secrecién regulada
por la hipéfisis de la hormona de crecimiento (Somatotropina). »
Ademéds inhibe la actividad secretdrica del pincreas endocrinico,
tal como la secrecidn de insulina y glucagona.

Estas valiosas propiedades no pueden llegar a una
aplicacién préctica total en la misma somatostatina, y4 que su com-
plicada estructura quimica impide una sintesis industrial de éste
compuesto. Ademids del gran nimero de amincdcidos es también de es-
pecinl desventaja la presencia de castina; debldo a au contenlido en
azufre éste aminodicido evita la aplicacion de grupos protectdres
hidrogenoliticamente disociables extraordinariamente ventajosos.
Ademds una mitad (7 de 14) de los aminoidcidos de la somatostatina

lleva ulteriores grupos funcionales en la cadena lateral; éstos

grupos exigen por una parte la proteccidn pasajera especial, por

otra parte elevan considerablemente el peligro de la racemizacidn
y complican por lo tanto ain mds las condiciones de la sintesis.
Sorprendentemente se ha comprobado ahora que en la

molécula de la somatostatina se pueden eliminar 6 bién sustituir




10

15

20

25

varios de é&stos aminocdcidos sustituidos, especialmente también la
cistina, por simples aminoAcidos Spticamante inactivos, mantenien-
dose la actividad fisiologica.

La ventaja técnica para la sintesis de las sustan-
clas somatostatin-activas se aprecian, yi claramente en que para la
sintesis de la somatostatina se necesitan 13 aminodcidos dpticamente
activos (7 de ellos con un ulterior grupo funcional protegido)
como elementos de sintetizacién, mientras que en los compuestos de
la presente invencidn son suficientes un mAximo de 7 aminodcidos
dpticamente activos (de ellos solo 2 con un ulterior grupo funcio-
nal protegido).

Loa compueaton de la pressnte invencidn ame pueden
obtener segin métodos en si conocidos. En especial se obtienen si

de un compuesto de férmula

L R-Phe-Phe-trp-Lys(A)-Thr B)-Phe (W)-X-Y~ (11)

donde R, W, X, Y y trp tienen el significado arriba indicado, A sig-
nifica un grupo protector -amino & hidrogeno y B significa un
grupo protector hidroxile 6 hidrdgeno, donde solo uno de los sim-
bolos A y B puede estar por hidrdgeno, se disocia el 6 los grupos
protectores.

Como grupos protectores g-amino se pueden emplear
todos los grupos protectores amino usuales en la quimica de los
péptidos, tal y como se describen en forma resumida en las obras
correspondientes, por ejemplo, en Houben-Weyi: Methoden der orga-
nischen Chemie; L, edicidn, tomo 15/I, E. Winsch (Editor): Sintesis
de péptidos, (Georg Thieme Verlag, Stuttgart; 1974). Tienen prefe-
rencia los grupos acidoliticamente disociables, tales como, en prie-

mer lugar el grupo terc.-butoxicarbonilo y grupos andlogos, por
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ejemplo, el grupo terc.-amiloxicarbonilo, isopropiloxicarbonilo,
diisopropilmetoxicarbonilo, aliloxicarbonilo, ciclopentiloxicar—
bonilo, ciclohexiloxicarbonilo, d~isoborniloxicarbonile y ademantil«
oxicarbonilo, asi como taﬁbién los grupos del tipo aralquilo, tales
como benzhidrilo y trifenilmetilo (tritilo), & determinados‘grupos
aralcoxicarbonilo del tipo 2-(p-bifeniiil)-Z-propiloxicarﬁonilo,

que se describen en la patente suiza 509 266.

Ademds se pueden emplear también grupos protectores
amino reductiva & bdsicamente disociables, por ejemplo, especiai~
mente el grupo benciloxicarbonilo y los grupos benciloxicarbonilos
que en la parte aromidtica estén sustituidos por Atomos de haldgeno,
grupos nitro, grupos alcoxi inferior y/6 restos alquilo inferior,
tales como el grupo p~cloro- y p=-bromobenciloxicarbonmilo, p~-bitro-
benciloxicarbonilo, p-metoxibenciloxicarbonilo, p~toliloxicarbonilo,
& también el grupo isonicotiniloxicarbonilo, ademds también los

grupos acilo, tales como p-toluenosulfonilo, bencenosulfenilo, o=

" nitrobencenosulfenilo 6 bién también formilo, trifluoracetilo &

ftaloilo.

Un grupoe protector é-amino especialmente ventajoso

" es un grupo etoxicarbonilo que en la posicion {3 y 1lleva un grupo

sililo sustituido por. tres restos de hidrocarburo, tal como el gru-
po trifenilsililo, dimetilbutilsilile &, ante todo, trimetilsilile.
Un grupo ﬁ-(trihidrocarbilsilil)-etoxicarbohilo d; éstos, tal
cﬁmo un grupo ﬂ-(trialquilo inferior-silil)-etoxicarbonilo, por
ejemplo, especialmente el grupo @~(trimetilsilil)—etoxicarbonilo,
forma con el grupo Efumind a proteger un grupo [5-trihidrocar-
bilsili-etoxicarbonilamino correspondiente (por ejemplo, el grupo
{3‘-trimetilsililetoxicarbonilamino), que es estable a las condi=-
ciones de la hidrdlisis dc¢ida y a la hidrogendlisis, pero que se

puede disociar bajo condiciones muy especificas, muy biEnignas por




10

15

20

25

30

la reaccidn de iones de fluorurd. En ésta relacidén se comporta and-
logo como al grupo (3-nillletiléntor descrito mida abajo como gru~

po protector carboxilo. (Esta similitud se ha de te.ner especialmente
en consideracidn en la sintesis: con excepto de casos individuales
excluye el empleo de é&ste grupo protector el empleo simultaneo del
otro grupo protector). Ulteriores detalles se indican més abajo en
la proteccidn del grupo carboxilo por {3-sililetiléster.

Como grupo protector hidroxilo se pueden emplear
todos los grupos usuales para ésta finalidad en la quimica de los
péptidos, véase la obra arriba citada (Houben-Weyl). Tienen prefe-
rencia los grupos acidoliticamente disociables, tales como 2-tetra-
hidropiranilo y muy especialmente terc.-butilo, asi como también
terc.-butoxicarbonilo. Ademds también se pueden emplear grupos pro-
tectores hidroxilo reductiva & bdsicamente disociables, por ejemplo,
los grupos bencilo y benciloxicarbomilo, que en la parte aromatica
pueden estar sustituidos por haldgeno, nitro y/6 alcoxi inferior,

4 bién los restos alcanoilo inferior, tales como acetilo 6 los res-
tos aroilo, tal como benzoilo.

Preferentemente se seleccionan los grupos protec=-
tores A y B de manera que sean disociables bajo condiciones simi-
lares; especialmente preferentes son aqui los grupos acidoliticamente
disociables yi destacados. La disociacidn de ambos grupos protec-
tores se efectia eﬂtonces ventajosamente en una sola operacidn;
pero sin embargo tamblén se pueden emplear grupos de distinta clase
y disociar cada uno individualmente.

La disociacion de los grupos protectores se realiza
en forma en general conocida; la hidrdlisis Acida (aciddlisis) se
efectua, por ejemplo, mediante dcido trifluoracético, &cido clorhi-
drico & &cido fluorhidrico, en los grupos protectores sensibles

a los dcidos también mediante un dcido carboxilico alifitico inferior,
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tal como &cido fdérmico y/é &cido acético, en presencia de agua y,
en caso dado, de un aleanol polihalogenado 6 alcanona inferior, tal
como l,l,1,3,3,3-hexaf1uorpropan-2-ol 0 hexafluoracetona. Los grupos
reductivamente disociables, especialmente aguellos gque contienen
restos bencilo, se retira preferentemente hidrogenoliticamente, por
ejemplo, por hidrogenacidn bajo catdlisis con paladio. El grupo iso-
nicotiniloxicarbonilo se disocia preferentemente por reduccién co:
cinec.

Los productés finales de la presente invencidn se
obtienen, segin la clase del aislamiento, como bases 6 como sales
de adicidn de écidé; éstas se pueden transformar ulteriormente
entre si en forma en si conocida.

También la formacidn de los complejos arriba men-
cionados se realiza seglin métodos conocidos & equivalentes a éstos.

Los complejos con sustanciasrinorgénicas,_tales
como compuestos de metal de difieil solubilidad, por ejemplo, los

compuestos de aluminio 6 de cinc se obtienen preferentemente en

forma andloga a como es conocido para el ACTH, por ejemplo, por

reaccidn con una sal soluble del metal correspondiente, por ejemplo,
cloruro de cinc & sulfato de cinc y precipitacidn con un fosfato y/4
hidréxido de metal alealino. Los complejos con compuestos orginicos,
tales como polioxigelatina, celulosa carboximetilica, polivinil-
pirrolidona, fosfato polifloretinico, dcido poliglutaminico, etc.
se obtienen por mezcla de éstas sustancias con el péptido en solu-
cifn acuosa. En igual forma se pueden obtener también los compues-
tos insolubles con polifosfatos de metal alcalino.

Los.compuestos &e la formula IT arriba caracteri-
zados son nuevos ¥ pertenecen también al objeto de la invencidn. Se

obtienen ciclizando un péptido lineal correspondiente de formula’
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B - /I1'/ -C (1II)

donde II' reprementa un resto corrempondiente a la férmula II don-
de éstd interrumpido el enlace amidico entre dos restos aminodcido
adyacentes arbitrarios del anillo péptido y C significa un grupo hi-
droxilo libre, un grupo hidroxilo modificado por un grupo de acti-
vacldn 6 el grupo hidrazino ~NE-NE, .

De entre lcs péptidos lineales de formula III,
tienen preferencia aquellos donde como minimo uno de los restos
X e Y en el resto (II') forma un aminodcido en posicidn final. Estos
productos de partida preferentes estdn caracterizados por las for-

mulas

H~X-Y-R-Phe~Phe~trp~Lys(A)~Thr(B)-Phe-C (IIIa)
H-Y-R-Phe~Phe~trp=-Lys(A)=~Thr(B)-Phe-X-C (II1b)
¥y especialmente

HeRePhe~Phe=trp-Lys(A)~Thr(B)-Phe-X-Y~C (IIXe)

donde A, B, C, trp, R, X e Y tienen los significados arriba indica-
dos. Tienen preferencia muy especial los compuestos de férmula IIla=-c,
donde A significa un grupo protector amino, ante todo un grupo
protector amino acidoliticamente disociable, B significa un grupo
protector hidroxilo, ante todo un grupo protector hidroxilo acido-
liticamente disociable y C significa un grupo hidroxilo libre.

Un grupo funcional representado por el simbolo C
completa el grupo carbonilo del resto aminocacido Cw-terminal y for-
ma junto con el un grupo carboxilo libre, un grupo éster activado,
4 bién un grupo carbazoilo.

El grupo de activacidn mediante el cual estd mo-
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dificado el grupo hidroxilo es especialmente uno de aquellos en el
que el éster activado estd formado por N-hidroxisuccinimida, 1=

hidroxibenzotriazol, N,N'-diciclohexilisofirea, 2,4%,5-triclorofencl,

k 2-nitrofenol, benitrofencl, pentaclorofenocl & pentafluorfencl, .pero

también cualquier otro grupo de activacién de ésta clase conocidu
en la quimica de los péptidos, véase Houben-Weyl, tomo 15/II.

La ciclizacidn segiin la presente invencion de lox
péptidos lineales de férmula III se efectua en forma en si conocida
mediante métedos de copulacidn usuales para el desarrollo del en-

lace amida, pudiendose emplear sin embargo también los productos

de partida peptidicos en una concentracidn muy reducida para des=

plazar el desarrollo de la copulacidn a favor de la ciclizacién
intramolecular a costa de la policondensacidén intermolecular.

Los péptidos lineales se emplean ventajosamente
en una concentracidn aproximadamente 1410-5—molar hasta unos
1.10“3-molar, preferentemente en una concentracidn aproximadamente
l.lo-h-molar, lo que corresponde a una concentracidn peso/volumen
de aproximadaﬁente 0,01 hasta 1,0 %, preferentemente un 0,1 %.

En la mezcla de reaccidn se puede ajustar désde un principio una
diluicidn correspondiente, 6 también prepararla mediante lento go-
teado en forma continua del producto de partida y, en caso dado,
de los demis reactantes en la mezcla de reaccidn.

Preferentemente se efectua la ciclizacidn si en
una concentracidén inicial arriba indicada a) un producto de parti-
da de férmula IIX, donde C significa un grupo hidroxilo libre y don-
de tanto el grupo ,g-amino del resto lisina como el grupo hidro-
xilo del resto treonina estin protegidos, se trata con una carbo-
diimida, en caso.dado en presencia de un componente formador de
éster activo 6 b) un producto de partida de férmula III, donde C

representa un grupo hidroxilo modificado en éster activado y el
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grupo amino en posicidén final se encuentra en forma protonizada,
donde como minimo el grupoe §& -amino del resto lisina estd protegido,
se hace reaccionar con una base orgdnica, 6 c) un producto de par-
tida de férmula ITI, donde C significa el grupo -NHNHZ y como
minimo el grupo §£-amino del resto lisina estd protegido, primera-
mente se trata bajo condiciones dcidas con dcido nitroso & un éster
de alquilo inferior del mismo y a continuacidén, en una concentracl’én
baja arriba mencionada, se cicliza con base orginica en exceso.

La ciclizacidn se efectua en disolventes adecuados;
gon de mencionar, por ejemplo, dioxano, tetrahidrofurano, aceto-
nitrilo, piridina, dimetilformamida, dimetilacetamida, sulfdxido
dimetilico, N-metilpirrolidona, hexametilfosforotriamida, asi como
también cloroformo y cloruro metilénico y las mezclas de los mismos.

En la variante de procedimiento a) se provoca la
ciclizacién mediante una carbodiimida, preferentemente N,N'-diciclo~
hexilearbodiimida, que se emplea ventajosamente en exceso; es de
suponer que aqui el producto de partida de férmula III con el grupo
sarboxilo libre, se transforma primariamente en un éster activado
de la diciclohexilisoirea (6 bién de una isoiirea aniloga) y éster
activo formado in situ sigue reaccionando a continuaciodn.

Una formacidn intermediaria del éster activo se
debe sin duda a la adicidén del componente formador de éster activo
coma reactivo auxiliar; para ésta finalidad pueden servir los
componentes formadores de éster activo usuales en la quimica de los
péptidos, tales como especialmente 2,4%,5-triclorofenol, 2- 6 4-ni-
trofenol,pentacloro~ y pentafluorfenol, pero, ante todo, los com-
puestos N=hidroxi, siendo de mencionar como especialmente ventajo-
505 la N-hidroxisuceinimida, N-hidroxipiperidina y, ante todo, el
l-hidroxibenzotriazol. La temperatura de trabajo en ésta variante

asciende por lo general a O-?Oo, preferentemente 35-550-
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En la variante b) que trabaja con los ésteres acti-
vos terminados, especialmente con los yi destacados, se efectua la

ciclizacidn en forma espontidnea cuando el grupo amino en posicién

'~ final es desprotonizado por la base orginica. las bases empleadas

son, preferentemente, aminas cuaternarias 4, ante todo, terciarias,

'pbr ejemplo, trietilamina & N-etilmorfolina. Preferentemente se

trabaja a 10-30°, especialmente a temperatura ambiente.

En da variante ¢) se puede efectuar la primera
fase, es decir, la formacion del azida de Acido, por tratémientO'
con 4cido nitroso 6 un éster del mismo, ventajosamente con una con-
éentracién considerablemente superior de los productos de partida
que en la ciclizacidn a continuacién. Convenientemente se trabaja
con aproximadamente un equivalente de un nitrito de alquile infe-
rior; tal como etil-, isocamil- y especialmente terc.-butil-nitrito,
en medio &cido clorhidrico a temperaturas desde unos -30° hasta
unos -50, preferentemente unos -20°; es pefmisible un pequefio exceso
de nitrito. Después se pone basica la solucidn del azida formado,
después de la necesaria diluicidn a una temperatura de unos o° hasta
unos 350 mediante una base organiva en exceso, por ejemplo, una de
las arriba mencionadas, y de ésta manera se hace clclizar espontéw
neamente como en la variaﬂtevb).
| Los péptidos lineales de fdrmula III, asl como los
productos intermedios qué sirven para su sintesis son nuevos y se
pueden emplear ventajosamente también para la sintesis de otros
andlogos de somatostatina, por ejemplo, aqulloé con secuencia amino=~
égidc més larga. Estos pertenecen, asi como tambiédn sus proéedimien-
toe de obtencidn, al objeto de la presente ihvencién. Se obtienen

segin métodos en si conocidos condensando entre si los aminodcidos

necesarios para su sintetizacidn & bién unidades de péptidos mis

pequeilas bajo formacidon de enlaces CONH en secuencia temporél arbitra-
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ria, pudiendose proteger intermediariamente los grupos funcionales
que no participan en la reaccidn.

En la preparacidn de éstos productos de partida,
asi como también todos los productos intermedios necesarios, entran
en consideracidn como grupos protectores para los grupos o{-amino
y carboxilo en posicién final, especialmente los grupos protecto-
Tes usuales en la sintesis de péptidos de cadena larga, que se
pueden disociar facil y selectivamente por solvdlisis 6 reduccidn.

Como grupos protectores ol-amino se pueden men-
cionar; por éjemplo: Los grupos di- 6 triaril-alquilo inferior en
caso dado sustituidos, por ejemplo, por balégeno, nitro, alquilo
inferior 6 alcoxi inferior, tales como los grupos difenilmetilo 6
trifenilmetilo, por ejemplo, benzhidrile, tritilo, di-(p-metoxi)-
benzhidrilo &, ante todo, los grupos hidrogenoliticamente disocia-
bles que se derivan del dcido carbdnico, tales como los grupos
benzoiloxicarbonilo, en caso dado sustituidos en el resto aromatico
por dtomos de haldgeno, grupos nitro, grupos alquilo inferior &
alcoxi inferior, por ejemplo, benciloxicarbonilo, (es decir, carbo-
benzoxi), p-bromo~ 6 p-clorobenciloxicarbonilo, p-nitrobenciloxi-
carbonilo, p-metoxibenciloxicarbonilo; ademds, también 2~(p-bifenilil)-
2-proplloxicarbonilo y los grupos ariloxicarbonilo similares
descritos en la patente sulza 509 266. Aqui se ha de observar que
el grupoc protector c(-amino ha de ser disoclable selectivamente
bajo mantenimiento del grupo protector &-amino en caso dado exis-
tente en el resto lisina. Por lo demas también es ventajoso si en
gu disociacidn se mantiene ilntacto un grupo protector carboxilo e
hidroxile en caso dado existeﬁte.

Los grupos carboxilo se protegen, por ejemplo, por

formacidn de hidrazida & por esterificacidn. Para la esterificacidn

son adecuados, por ejemplo, los alcanoles inferiores, en caso dado
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sustituido, tales como metanol, etanol, alcohol cianmetilico,

2,2,2-tricloroetanol, alcohol benzoilmetilico 6, especialmente, al-

 cohol terc.-butilico, pero también un alcohol bencilico en caso dado

sustituido. Una categoria espéecialmente ventajcsa del los alcanoles
sustituidos son los alcoholes etilicos que en la posicién’% llevasn
un grupo sililo trisustituido, tal como el grupo trifenilsililo,
dimetilbutilsililo 46, ante todo, trimetilsililo. Coﬁo se describc,
por ejemple, en la patente belga Nr. 851.576 éstos alcoholes son
especialmente bién adecuados para la proteccidn de los grupos car-
boxilo y& que los correspondientes [3-sililetilésteres. por ejemplo,
(3-(trimetilsilil)-etiléster, si bién tienen la estabilidad de los
ésteres alq&ilicos usuales, se pueden disociar selectivamente bajo
condiciones benignas por la reaccidn de iones de fluoruro bajo man-
tenimiento de los demis grupos protectores.

Para la formacidn de ésteres activados, tales como,

porVejemplo, en los compuestos de férmula III, son adecuados, por

ejemplo, los fenoles y tiofencles en caso dado, sustituidos por
sustituyentes atraedores de electrones, tales como fenol,.tiofenol,
tiocresol, p~nitrotiofenol, 2,4,5- y 2,4,6~triclorofenocl, pentacloro-
fenol, o~ y p~nitrofenol, 2,4-dinitrofenol, p-cianofenol, ademis,
por ejemplo, N-hidroxisuccinimida, N-hidroxiftalimida y N-hidroxi-
piperidina.

| El grupo hidroxilo del resto treonina se puede pré-

teger por esterificacidn 6 eterizacidnm, como yi se ha indicado mis

: arriba, pero también se puede gquedar libre.

Estos grupos protectores se pueden disociar en
forma conocida. Asi se puede disociar el grupe benciloxicarbonilo
por hidrogendlisis, el grupo N-tritilo con &cidos minerales, tales
como hidrdcidos halogenados, por ejemplo, &cido fluorhidrico, pre-

ferentemente, &cido clorhidrico, & un &cido orginico, tal como &cido
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férmico, dcido acético, Acldo cloroacético & &cido trifluoracético,
en trifluoretanol acuoso 6 absoluto como disolvente (véase la pu-
blicacién alemana DOS 2 346 147) & con Acido acético acuoso, el
grupo terc.-butiloxicarbonilo con Acido trifluoracadtico & écido
clorhidrico, el grupo 2~(p-bifenilil)-isopropiloxicarbounilo con
Acido acético acuoso 0, por ejemplo, con una mezcla de Acido acé-
tico glacial, Acido férmico (al 82,8 %) y agua (7:1:2) 6 segin el
procedimiento de la publicacidn alemana DOS 2 346 147.

Los grupos G-sililetiléster se disocian prefe-
rentemente con reactantes cededores de iones de fluoruro, por ejen-
plo, fluoruros de bases orgénicas cuaternarias, tales como fluoruro
tetraetilamdénico. Pero también se pueden disociar al igual que los
restantes ésteres de alquilo, por hidrdlisis alcalina, por ejemplo,
mediante hidréxidos, carbonatos & bicarbonatos de metal alcalino
é transformar por hidrazindlisis, por ejemplo, mediante hidrato
de hidrazina, en los correspondientes grupos carbazoilo.

Para la disociacidn de los ésteres de terc.-butilo
se emplea preferentemente la aciddlisis, para los ésteres de bencilo
entonces la hidrogendlisis.

La condensacion a realizar para la obtenciodn de
los péptidos lineales de formula III de las unidades de aminoédcido
y/6 de péptidos se efectua en forma en si conocida enlazando pre-
ferentemente un amincdcido & un péptido con grupo K-amino protegido
y en caso dado grupo carboxilo terminal activado (=componente acti-
vo) con un aminodcido 5 un péptido con grupo CA-amino libre y
grupo carboxile terminal libre 6 protegido, por ejemplo, esterifi-
cado (= componente pasivo), en sl producto formado se libera el
grupo amino terminal y éste péptido, conteniendo un grupo O\-amino
libre y un grupo carboxilo terminal, en caso dado, protegido se

vuelve a hacer reaccionar con un ulterior componente activo, es decir,
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un aminodcido & un péptide con grupo carboxilo terminal activado y
grupo {-amino libre, etc. El grupo carboxilo se puede activar, por
ejemplo, por transformacidn en un azida de édcido, anhidrido, imida-
zolido, isoxazolido de dcido & en un éster activado, tal como uno

de los arriba mencionados, 6 por reaccidén con una carbodiimida, tal

 como N,N'-diciclohexilcarbodiimida, ern caso dado bajo adicidn de

N-hidroxisuceinimida & un l-hidroxibenzotriazol insustituido b6,
sustituido, por ejemplo, por haldgeno, metilo & metoxi & un h-hidro-
xi-benzo~1,2,3-triazin~3=-éxido (y otros, véase publicacidn alemana
DOS 1 917 690, 1 937 656, 2 202 613) & con N,N'-carbonildiimidazel.
Como método de copulacidén més usual es de mencionar el método carbo-
diimida, ademés, también el método azida, el método de los ésteres
activados y el método de anhidrido, asi como el método de Merrifield
y el método de los N-carboxianhidridos &6 N-tiocarboxianhidridos.

En una obtencidn especialmente preferente de los
péptidos lineales de férmula II se emplea como método de copulacidn
el método de‘carbodiimida con N,N'-diciclohexilcarbodiimida en pre-
sencia de l-hidroxibenzotriazol. El grupo carboxiio terminal se
protege aqui en forma de un éster de [3-(trimetil-éilil)-etilo, el
grupo ¢l ~-amino del componente activo se protege por el grupo bencil-
oxicarbonilo que después de cada etapa de copulacidn se disocia por

hidrogendlisis. Para la proteccidn del grupo &-amino del resto

‘lisina se emplea la acilacidn con el grupo del terc.-butoxicarbonile

para el grupo hidroxilo del resto treonina la eterizacidn con el

grupo terc.-butilo., Eestos dos grupos se pueden disociar, si se desea,

_finalmente en una etapa mediante nidrélisis 4dcida, por ejemplo,

mediante &cido trifluoracético, dcido clorhidrico 6 dcido fluorhi-
drico.
' Seglin la forma de trabajo se obtienen los compues«

tos en forma de bases & de sus sales. De las sales se pueden obtener
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las bases en forma en si conocida. De éstas \ltimas se pueden ob~
tener a su vez, por reaccidén con acidos, por ejemplo, con aquellos
que forman las sales arriba mencionadas, las sales de adicidn de
dcido terapéuticamente utilizables.

Debido a2 la estrecha relacidn entre los nuevos
compuestos en su forma libre y en forma de aus sales se entenderin
en lo anterior y a continuacién bajo loas compuestos libres & sue
sales segiin sentido y finalidad, en caso dado también las sales
correspondientes 6 bién los compuestos libres.

La invencidn se refiere también a aquellas formas
de realizacidon del procedimiento en las que se parte de un compues-
to que se obtiene en cualquier etapa del procedimiento como pro=-
ducto intermedio.y se realizan las etapas del procedimiento que
faltan 0 donde un producto de partida se forma bajo las condiciones
de reaccidn 6 se emplea en forma de un derivado del mismo, en caco
dado de una sal.

En el procedimiento de la presente invencidn se
emplean preferentemente aquellos productos de partida que conducen
a los compuestos descritos al princlpio como especialmente venta-
Jjosos.

La presente invencidn se refiere asimismo a los pre-
parados farmacéuticos que contienen los compuestos de formula I 6
las sales farmacéuticamente utilizables de los mismos. Estos pre-
parados farmacéuticos se pueden emplear especialmente en las indi-
caciones arriba indicadas si se administran por via intraperitoneal,
tal some indravenosa, intramuscular 6 subcutdneamente, & también
intranasal. lLas ddsis necesarias dependen de las enfermedades es~
peciales a tratar, de su gravedad y de la duracidn de la terapia.
El nimero y la cantidad de las ddésis individuales, asi como el es=

quema de administracidén se puede determinar mejor a base de las com~
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probaciones individuales de el paciente en cuestidn. El método para
la determinacidn de éstos factores es conocido al especialista. Por
regla generai se encuentra sin embargo en una inyeccidn la cantidad
eficazmente terapéutica de un compuesto de éstos en el margen de
dosificacidn de aproximadamente 0,00l hasta aproximadamente 0,2
mg/kg de peso corporal. Se di preferencia al margen de unos 0,005
hasta unos 0,15 mg/kg de peso corporal y la administracién se efe~-
tua por infusidn intravenosa 6 inyec§i6n subcutinea. Por lo tanto
contienen los preparados farmacéuticos para administracién pareute-

ral en désis individual, en dependencia de la clase de aplicacidn,

" por ddésis aproximadamente 0,08 hasta aproximadamente 15 mg de un

compuesto de la presente invencidén. Ademds de la sustancia activa
contienen éstas generalmente un agente tampdén, por ejemplo, un tam-
pdn fosfato, que ha de mantener el pH entre aproximadamente 3,5

¥y 7, ademds ¢loruro sddico, manita 6 sorbita para la graduacién

de la isotonia. Se pueden presentar en forma secada por congelacidn

8 disuelta, pudiendo contener las soluciones ventajosamente un

agente de conservacion de efecto antibacterial, por ejemplo, un

0,2 - 0,3 % de L-hidroxibenzoato de metilo & de etilo. Si en tales
preparados la sustancia activa se ha de presentar en forma de un
complejo con duracidén de efecto prolongada, entonces éste se puede
preparar directamente mediante adicidén de los componentes formadores
de complejo a una solucidn inyectable, por ejemplo, se prepara segin
las medidas mds arriba mencionadas. Como aditivos son adecuados,

por ejemplo, un 0,1 - 1,0 % en peso de una sal de cinc(II) (por
ejemplo,sulfato) junto con un 0,5 - 5,0 % en peso de protamina

(por ejemplo,sulfato) referido al volumen total de la solucidn inyec=
table; éste preparado se presenta como solucién del pH 3,5 hasta apro-
ximadamente 6,5 & como suspensidén del pH 7,5 hasta 8,0.

Un preparado para la administracidn intranasal se
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puede presentar como solucidn acuosa & gelatina, come solucidn &
suspensidn oleginosa, & también como ¢rema grasosa. Un preparado en
forma de una solucidn acuosa se obtiene, por ejemplo, disolviendo

la sustancia activa de férmula I, & una sal de adicidn de &cido
terapéuticamente aplicable de la misma en una solucidn tampdn acvosa
del pH 7,2 y agregando una sustancia generadora de la isotonia. A

la solucidn acuosa se le agrega convenientemente un adhesivo pold :
mero, por ejemplo, polivinilpirrolidona y/4 un agente de conserva-
cién. La dbésis individual asciende aproximadamente a 0,08 hasta apra-
xinadamente 15 mg, preferentemente 0,25 hasta 10 mg, en la que es*én
contenidos aproximadamente 0,05 cc de una solucidn & bién 0,05 g

de un gel.

Una forma de aplicacidn oleginosa para la adminis-
tracidén intranasal se obtiene, por ejemplo, por suspensidn de un
péptido de férmula I & de una sal de adicidn de dcido terapéutice~
mente utilizable del mismo, en un aceite, en caso dado bajo adicidn
de agentes esponjadores, tales como estearato de aluminio y/d agentes
tensicactivos, cuyo valor HLB ("hydrophilie-lipophilic-balance")
se encuentran por debajo de 10, tales como monoésteres de acido gra-
s0 de alcoholes polivalentes, por ejemplo, monoestearato de glice-
rina, monolaurato de sorbitano, monoestearato de sorbitano 4 mono-
oleato de sorbitano. Un ungiiento grasos se obtiene, por ejemplo, por
suspensidén de la sustancia activa segin la presente invencidn en
una base grasosa untuosa, en caso dado bajo adicidn de un agente
tensioactivo del valor HLB inferior a 10. Un ungiiento emulsionado
se obbtiene por frote de una solucidn acuosa de la sustancia activa
peptidica en una base grasosa untuosa blanda, bajo adicidn de un
agente tensioactivo cuyo valor HLB se encuentre por debajo de 10.
Todas éstas formas de aplicacidén intranasales pueden contener también

agentes de conservacidén. Las désis individuales ascienden aproximada-




B

o Ao mrorm gone

et o o——. -

« it

10

15

20

25

30

22

mernte a 0,08 hasta aproximadamente 15 mg, preferentemente 0,25 has-
ta 10 mg, contenidos en aproximadamente 0,05 hasta aproximadamente
0,1 g de masa basica.

Para la administracidn intranasal sen tazbién ade~

cuados los preparados de inhalacién 6 insuflacidn tales como las

cipsulas de insuflacidén que contienen la sustancia activa en for:

ma de un polvo a insuflar con el aire respirable & aerosoles &
sprays que pueden repartir la sustancia activa farmacoldgica en

forma de un polvo & en forma de gotas de una solucidn 8 suspensidn.

Los preparados con propiedades repartidoras de polvo tienen ademas

de la sustancia activa los agentes auxiliares usuales: Las cépsulas
de insuflacién contienen, por ejemplo, excipientes sélidos, tales
comoc lactosa; los preparados de aerosol 4 bién de spray contienen,
por ejemplo, un gas propulsor liquido con un punto de ebullicidn
por debajo de la temperatura ambiente asi como, si se desea, ulta-

riores exciplentes tales como agentes tensiocactivos liquidos &

]

8blidos no iénicos & anidnicos y/5 diluyentes sélidos. Los prepa-
rados en los que la sustancia activa farmacologica se encuentra en
solucidn contienen ademds de ésta un agente de propulsidn ade-
cuado, ademis, es necesario un disolvente adicional y/é6 un esta-
bilizador. En lugar del gas propulsor se puede emplear también
aire a presidn que se puede generar mediante un dispositive de éam-
presidén 6 de destensidn adecuado seglin necesidades.

La invencidn se refiere asimismo al empleo de los
nuevos compuestos de férmula I y de las sales de adicidn de acido

terapéuticamente utilizables del mismo como compuestos farmacold-

~gicamente activos, especialmente en las indicaciones usuales para

la somatostatina, preferentemente en forma de preparades farmacéu-
ticos. La dbsis diaria que se administra a un ser de sangre calien-

te de unos 70 kg, asciende desde unos 0,1 hasta unos 120 mg.
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En los ejemplos a continuacidn se ilustra la in-

vencidn sin por &llo limitarla. Las temperaturas se indican en grados

centigrados; como abreviaciones que se emplean por ejemplo, para

la denominacidn de los aminodcidos, péptidos, grupos protectores,

etc. se utilizan las abreviaciones resumidas en "Synthese von

Peptiden" (Editor: E. Wiinsch), tomo XV de "Methoden der org. Chewje"

(Houben-Woyl) (1974; G. Thitme, Stuttgart). En eapecial ss ompler:on

las sigulentes abraviaciones.

Boc

Bpoc
But =

DCCI

Gaba -

OBzl

ONP =
ONSy =
OTnse~

SEOC -

o -

terc.~butoxicarbonilo
2-(p~bifenilil)-2-propiloxicarbonilo
terc.~butilo (como grupo formador de éter)
N,N'~diciclohexilcarbodiimida

resto de dcido 4-aminobutirico, -NH-(CHE)B-CO-
benciloxi (como grupo formador de éster)
p-nitrofenoxi (como grupo formador de éster)
succinimido~N-oxi

2-(trimetilsilil)=etoxi (como grupo formador de éster)
2-(trimetilsilil)=-etoxicarbonilo
benciloxicarbonilo (carbobenzoxi)

cromatografia de capa delgada

En la DC se emplea, si no se indica otra cosa, gel

de silice como adsorbente y los siguientes sistemas como eluyentes:

Sistema 45 : sec.-butanol-a amoniaco acuoso al 3 % (7:3)

Sistema 52
Sigtemz 101

Sistema 101 B

n~butanol-dcido acético~agua (71,5:7,5:21)

-

.

n-butanol-piridina-dcido acésico-agua (38:24:8:30)

n-butanol~piridina~-a amoniaco acuoso al 25 %-agua

(40:24:6:30)

Sistema 112 A : n~-butanol-piridina-icido férmico-agua (42:24:4:20)

Sistema 157 : cloroformo-metanol-dcido acético-agua (70:42:0,5:10)
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Sistema 157 A : cloroformo~metanol-acido aceético-agua
{90:10:0,5:1)

Sistema 157 B

cloroformo~-metanol-dcido acético-agua
(85:13:0,5:1,5)
Sistema 157 C : cloroformo-metanol-icido acético-agua

(75:26:0,5:5)

Ejemplo 1

LAan ~ Phe - Phe = (D=trp) - Lys - Thr - Phe - Gs.ba'J

195 mg de octapéptido protegido de formula

.1
L-Asn ~ Phe = Phe = (D=trp) - Lys(Boc) - Thr(But) - Phe ~ Gaba ~

se disuelvena 5° bajo Na en 1,5 cc de una mezcla de 89 volumen-~-%
de dcido trifluoracético, 10 vol.-% de agua y 1 vol.-% de acido

tioglicdlieco, la solucidn se calienta inmediatamente a 25° v des~

puds de 90 minutos se precipita a temperatura ambiente bajo N2 con

15 cc de éter. E1 trifluoracetato en bruto resultante del producto

final se seca en vacio, se disuelve en 5 cc de dcido acético l-n ¥y

-y se filtra a través de 15 cc de NECD 1-X8 (Rio-Rad), forma ace-

tato. El eluado se evapora en vacio y el residuo se somete a la
distribucidn en contracorriente del sistema n-butanol-acido acético-
agua (2400:600:3000) a través de 200 escalones, Las fases conteni&as
en los elementos 168 hasta 183 (K = 5.9) se recogen, se evapora en
vacio y se liofiliza en terc.~butanecl-agua (1:1).

Bl compuesto del titulo obtenido es unitario en la

cromatografia de capa delgada en tres sistemas.
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DC (celulosa, Merck): Sistema 101 : R, 0,9
111 B : Rf 0,9

112 A : R, 0,8

f

El producto de partida peptidico se obtiene de la siguiente manera:

Etaga 1.1

Hidrocloruro de H-Phe-OTmse

Una solucién de 2,50 g de Z-Phe-OTmse en 25 cc
de metanol se hidrogena después de agregar 0,25 g de paladio-carbdn
(al 10 ¥) a temperatura ambiente y presidén normal durante 3 horas
manteniendose el pH de la mezcla de reaccidn en 5,5 mediante adicidn
de solucién metandlica l-n de acido clorhidrico. Para la elaboracidn
se separa el catalizador por filtracidén y el filtrado se evapora en
vacio. El producto en bruto se puede emplear sin uliterior purifi-

cacidén para la sigulente etapa.

Etaga 1.2

Z=Thr(But)=-Phe~0Tmse

Una solucién de 10,30 g de Z~-Thr(But)OH en 120 cc
de tetrahidrofuranoc anhidro y 4,20 cc de N-etilmorfolina se agrega
durante 3 minutos a -15° & una solucidn de 4,43 c¢ de clorofermiato
de isobulilo en 20 cc de tetrahidrofurano. Después de 10 minutos
a -10° hasta ~15° se agrega a -15° una solucidn de 10,05 g de
hidrocloruro de H-Phe-OTmse (véase etapa 1l.1) en 40 cc de tetrahidro-
furano y otra porcidén de 4,20 cc de N~etilmorfolina y la mezcla de

s )
reaccion se mantiene en cada caso durante 1 hora a =157, a 0° ya
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temperatura ambiente. Para la eiaboracién se separa por filtracién
el hidrocloruro de N-etilmorfolina precipitada, el filtrado se eva-
p;ra en vacio, el residuo se disuelve en acetato de etilo y se lava
cada vez tres veces con acido eitrico l-n, hidrocarbonato sdédico
1-n y agua. La fase orgénica se seca sobre sulfato sddico, se erza-
pora en vacio y en alto vacio se libera de las dltimas huellas del
disolvente. E1 producto se obtiene como aceite amarillento, vise~=c,
que es unitario segin la DC,

DC: (cloroformo-metanol (9:1)5 Rf 0,83

(acetato de etilo-éter de petrdleo (7:3)) Rf 0,77

Etapa 1.3

H-Thr(But)=-Phe-0Tmse

Una solucidn de 8,84 g de Z-Thr(But)-Phe-OTmse
(etapa 1.2) en 325 cc de metanol se hidrogena después de agregar
880 mg de paladio~-carbédn (10 %), durante 5 horas a presidén normal

y temperatura ambiente. Para la elaboracidén se separd el catalizador

por filtracién y el filtrado se evapora en vacio. El residuo olegi-

noso del producto es unitario segin la DC y se emplea sin ulterior
purificacidn en la etapa 1.4,

DC: (cloroformo-metancl (9:1)) Ry 0,62,

Etapa 1.34

Z~(D-trp)-Lys{Bozs)-0H

A una. soluciédn de 33,84 g de Z-(D-trp)-OH y 17,42 g

de 8-hidroxi-quinolina en 50 cc de acetonitrilo se gotea a 0° - 5°
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una solucidn de 21.87 g de DCCI en 100 cc de acetonitrile en el
transcurso de 45 minutos. Después de otros 30 minutos a 5° se retira
la diciclohexilirea precipitada por filtracidn y lavado con 50 cc

de acetonitrilo. El filirado se mezcla con una solucién de 27,09 g
de H-Lys(Boc)~OH en 25,9 cc de lejia potdsica 4,25-n y 80 cc de
acetonitrilo y se deja reposar durante 15 horas a temperatura amcien-
te. Para la elaboracidén se evapora la mezcla de reaccidn en vacio,
el residuo se recoge en 1 litro de acetato de etilo, se lava tres
vecns, cada una con 200 c¢c de Acido clorhidrico l-n a 0° ¥y 3 veces,
cada una con 200 cec de agua, la fase orghnica se seca sobre sulfato
s86dico y se evapora en vacio. El aceite marrdn obtenido se disvelve
en 150 cc de cloroformo y bajo fuerte agitacidn se gotea en 1,5 li=
tros de hexano. El precipitado en forma de copos, pegajoso, se sepa=-
ra por filtracidn, se lava com 500 c¢c de hexano y se seca en vaclo.
Para la ulterior purificacidn se disuelve él material en 150 ¢n

de tetraclorocarbono-acetato de etilo (6:L4 partes en volumen) y se
cromatografia en una columna de gel de silice con ésta mezcla de
disolventes. las fracciones unitarias segin él cromatograma de ca-
pa delgada adecuadas se evaporan en vacio con lo que se obtiene el
producto puro en forma de una masa esSpuROSa.

DC: (cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) R, 0,61

Etapa 1.4

Z-(D=trp)=Lys(Boc¢)~Thr{But)-Phe~0Tmse

Una solucién de 7,24 g de H-Thr(But)-Phe-OTmse
en bruto (al 87 % segin titracidn) (etapa 1.3) y 8,45 g de Z-(D-trp)-
Lys(Boc)=OH (etapa 1.3A) en 100 cc de dimetilformamida se mezcla a

5° con 2,28 g de N-hidroxi-benzotriazol y 3,38 g de DCCI y la mezcla
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de reaccidn se mantiene durante 1 hora a 5° ¥y durante otras 5 horas
a‘temperatura ambiente. Para la elaboracion se separa por filtra=-

¢ién la diciclohexiliirea precipitada y el filtrado se evapora en alto
vacio. El residuo se recristaliza dos veces en acetato de etilo-éter.
de petrbleo y se seca en vacio, P.f, 114 - 120°.
DC: {cloroformo-acetato de etilo {(1:1)) R, 0,23;

(tolueno-acetona (1:1)) Rf 0,70

Etapa 1.5

H=(D=%trp)~Lys(Bo¢)-Thr(But)-Phe-0Tmse

‘Una solucidén de 5,00 g de %-(D-trp)-Lys(Boc)-Thr{But)+

Phe~OTmse (etapa 1l.4) en 300 cc de metanol se hidrogena, después

de agregar 0,50 g de paladio-carbdn (10 %) a temperatura ambiente ¥
a presidn normal durante 5 horas. Parafla elaboracidn se separu por
filtracidén del catalizador y después de evaporar el filtrado se

hace reaccionar el residuo que queda inmediatamente en la etapa 1.6.

Etapa 1.5 A

Z~Asn-Phe-Phe-0H

& una suspension de 2,95 g de H-Phe~Phe~OQH en 30 ce
de dimetilformamida y 6 cc de agua se agregan 2,36 cc de lejia
sbdica 4-n y después 5,29 g de Z-Asn-ONP y se agita bién durante
20 horas a 35°. Para la elaboracidn se mezcla la solucién reacciédn
a 5° con 2,36 cc de 4cido clorhidrico 4-n y la solucidn ligeramente
turbia se filtra y el filtrado se concentra en alto vacio a unos

15 cc. Mediante adicidon de 150 cc de agua se precipita el producto
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en bruto en forma gelatinosa, se separa por filtracidénm y se seca en
vacio sobre pentdxido de fdésforo. Este material se disuelve y pre-
cipita afin dos veces, cada una de 20 cc de metanol y 50 cc de éter,
se separa por filtracidn y se seca en vaclo. Segin el ensayo de
racemizacidn (hidrélisis total, derivatizacidén de los aminodcidos

y separacién por cromatografia de gas) se encuentran en éste pro-
ducto. menos de un 2 % de los aminodcidos en la configuracidon D.

DC: (cloroformo-metanol-idcido acético-agua (70:40:0,5:10)) Rf 0,50,

EtaEa 146

%~Asn-Phe=Phe-(D-trp)~Lys(Boc)-Thr(But)~Phe-0Tmse

Una solucidén de 632 mg de Z-Asn-Phe-Phe-OH (etapa
1.5 A) y 862 mg de H-(D-trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-0Tmse (etapa 1.5)
en 5 cc de dimetilformamida se mezcla con 210 mg de N~hidroxi-
benzotriazol y 276 mg de DCCIL y se deja durante 15 horas a tempera-
tura ambiente. Para la elaboracidén se separa la diciclohexilirea
por filtracidén y el filtrado se evapora en alto vacio. El residuo
oleginoso se frota con 5 cc de metanol y se separa por succidn.
El material sin disolver se vuelve a frotar para su purificacidn
nuevamente con 5 c¢c de metanol a 500, se separa por succidn, se
lava con metanol y se seca en vacio. El producto es unitario segiin
la DC.
PC: (cloroformo-metanol (85:15)) Rg 0,85

(cloroformo-etanoi-agua (14#:6:1)) Re 0,90,
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Etapa 1.7

7-Asn-Phe-Phe~(D-trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-0H

Z-Asn-Phe-Phe-(D-trp)-Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-OTmse
(etapa 1.6) (940 mg) se disuelve en 23 cc de una solucidn de fluoruro-
tetraetilamonico 0,15-molar anhidro, recien preparada, en dimetil-
for@amida y se mantiene durante 30 minutos a 25°. Después de en-
eriar a 5° se mezcla la mezcla de reaccidn bajo buena agitacidn
con 0,68 cc de &cido clorhidrico acuoso.l-n ¥ el producto se pre-
cipita mediante adicidn de 70 cc de agua. El material separade por
filtracidn se lava con 5 c¢ de agua, Se seca en vacio sobre pentdxido

de fésforo y se emplea directamente en la etapa 1.8.

Ztapa 1.7 A

H-Gaba-0Bzl-p-toluenosulfonato

Una mezcla dé 30,94 g de d¢ido b-aminobutirico y
68,48 g de monohidrato de Acido p-toluenosulfénico en 311 cc de
alcohol bencilico y 300 cc de benceno se destila lentamente a pre~
516n normal hasta que durante 5 horas se hayan recogido 200 cc de

. o . .
una fraccidn, P.eb. 70° - 90°, la solucién de reaccidén clara se

- concentra a 150 cc en vacio a la trompa de agua y después en alto

vaciova unos 60°, La pulpa de cristal precipitada se agita en

de eter, los cristales se separan por filtracién y se lavan con
200 cc de éter. Para la ﬁlterior purificacidn seragita éate mate=
rial con 500 ¢ec de éter a temperatura ambiente durante 1 hora, se

separa por filtracidn, se lava con éter y se seca en vacio, P.f.

106 - 107,5°.
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DC: (¢loroformo-metanol-amoniaco acuoso al 17 %=-agua (50:40:6:4))

Btapa 1.8

Z-Asn-Phe-Phe-(D-trp)-Lys(Boc)-Thr{But)-Phe~Gaba-0Bzl

Una mezcla de 430 mg de Z-Asn-Phe-Phe-(D-trp)-
Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-OK (etapa 1.7) y 82 mg de Gada-benciléster
(liverade por adicidn de 0,046 cc de N-metilmorfolina a 152 mg del
correspondiente p-toluenosulfonato, véase etapa 1.7 A) en 2 cc
de dimetilformamida se mezcla con 61 mg de N-hidroxibenzotriazol y
93 mg de DCCI y se deja durante 20 horas a temperatura ambiente.
Para la elaboracidn se mezcla la mezcla con 10 cc de metanol enfria-
do con hielo y se separa por filtracion., El solido obtenido se
agita para la ulterior purificacidén con 5 cc de metanol caliente du-
rante 10 minutos, la suspensidn se enfria a O°, el producto puro
se separa por filtracidn y se seca en vacio.

DC: (cloroformo-metanol (85:15)) R, 0,85

Etapa 1.9

H~Asn~Phe~Phe-{D-trn)-Lys{Boc)=Thr{But)-Phe-Gaba~CH

Una solucidén de 380 mg de Z-Asn-Phe-Phe-(D-trp)-
Bub)-Fhe-Gupa-0Bzl (etapa 1.3) en 25 cc de dimetil-
formamida se hidrogena, después de agregar 50 mg de paladio-carbén
(10 %) durante 6 horas a temperatura ambiente y presion normal. Para
la elaboracidn se concentra la solucidn, después de separa el catalie

zador por filtracién, en alto vacio a 2 cc y el producto se preci-
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pita con 25 cc de éter libre de perdxido, se separa por filtracidn
Y Se seca en vaclo. El producto en bruto se somete sin nlterior

purificacidn a la siguiente etapa 1.10 (ciclizaciédn).

Etapa 1.10

L‘Asn-Phe-Phe-(D-tgp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-GabaJ

Una solucidén de 297 mg de H-Asn-Phe~Phe-(D-trn)-
Lys(Boc)~Thr(But)~Phe-Gaba~OH (etapa 1.9), 324 mg de N-hidroxihenzo-

triazol y 495 mg de DCCI en 240 cc de dimetilformamida se mantiene

durante 20 horas a 50°. Para la elaboracidén se evapora el disolvente

en alto vacio a unos 30° ¥ el residuo se frota con 10 cc de acetato
de etilo. La diciclohexiliirea precipitada se elimina por filtra-
¢idn, el filtrado se diluye con acetato de etilo a 50 cc, se lava
tres veces-cada una con 20 cc de &cido oxdlico acuoso l-n y despuds
con agua hasta estar neutro, se seca sobre sulfato sdédico y se eva-

pora en vacio. El producto en bruto se somete para su purificacién

. a la distribucidén en contracorriente en el Sistema metanol-agua=

cloroformo~tetraclorocarbono 2700:675:900:1575 partes en volumen)

a través de 460 escalones. Las fases contenidas en los elementés
198 hasta 240 (K = 0,88) se reunen y se evapora en vacio. El residuc
se disuelve en 20 cc de terc.~butanol y se liofiliza resultando

el material de la formula de arriba unitario seglin el cromatograma
de capa delgada.

DC: (ecloroformo-metanol (85:15)) R 0,18

(cloroformo-metanol-agua (fik:6:1)) Ry 0,77
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Ejemplo 2

[:;sn-Phe-Phe-(D-trp)-Lys-Thr-Phe-Gaba-Gaba'J

En forma andloga a como descrito en el ejemplo 1

se trata el nonapéptido protegido de fdérmula

[‘_"‘Asn--l’l‘ue-l’he-—(D-’(‘.rp)-Lys(Boc)-'I‘hr(But:)-Phe-Ga.baL-GaLba.'--I

con Acido trifluoracético y se elabora.

Por la reparticidon en contracorriente (K = 5,45)
en 200 slementos se obtiene el producto deseado como sustancia
amorfa unitaria segiin el cromatograma de capa delgada.

DC: celulosa, Merck;
Sistema 101 : Rr 0b§0
111B: Rf 0,75
112A: Rf 0,93
El nonapéptido protegido empleado como producto de

partida se obtiene de la manera siguiente:

Etapa 2.1

Boc-Gaba-0H

Una solucidn previa de 41,25 g de H-Gaba-OH en
320 cc de dioxano-agua (Ll:l partes en volumen) se ajusta con 20,5 cc
de lejia sodica 4-n a un pH de 10,0 y se mezcla con 63,0 g de Boc-
azida,

Mediante adicidn lenta de lejia sbdica L-n (en total

185 cc) durante 2U horas a temperatura ambiente se mantiene el pH
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en 10,0, Para la elaboracidén se lava la solucidn de reaccidn tres
veces, cada una con 250 cc¢ de eter y la fase acuosa se ajusta a 5°
a un pH de 3,0 mediante adicidén de 192 g de dcido citrico. EX
material precipitado se recoge en 3 porciones de 400 cc de éter y
las fases orginicas reunidas se lavan neufro, se seca sobre sulfag
to sddico y se evapora eﬁ vacio., El residuo se disuelve en 50 ac
de éter y se cristaliza mediante adicidn de 100 cc de éter de pe-
tréleo. P.f. 60 - 62°,

DC: (cloroformo-metanol-agua (1l4:6:1)) R, 0,83

(benceno-acetona (7:3)) Rf 0,21

Btapa 2.2

Boc~Gaba~-Gaba~0Bzl

Una solucién de 2,03 'g de Boc-Gaba=OH (etapa 2.1)
en 20 cc de tetrahidrofurano anhidro se mezcla a -15°, primeramente
con 1,39 cc de trietilamina y despué; dﬁrante 1 minuto con 1,31 cc
de cloroformiato de isobutilo.'Después de 10 minutos a -10° hasta

-15° se agrega a -15° una solucién de 3,65 g de H-Gaba-O0Bzl-p-

toluenosulfonato (ejemplo 1.7 A) y 1,39 cc de trietilamina en 10 cc

de dimetilformamida y la mezc¢la de reaccidon se mantiene en cada
caso durante 1 hora a -100, a 0° ¥y & temperatura ambiente. Para
la elaboracidn se mezcla la mezcla con 150 cc ﬁe acetato de etilo
Yy se lava en cada caso tres veces con Acido citrico 1l-n, N_aHCO3
len 7 con aguz. la fase orginica se evapora después de secar en

vacio sobre sulfato sddico y el aceite residual, ligeramente teiiido

~de amarillo, se libera en alto vacio de los restos del disolvente.

El producto es unitario segin la DC.

DC: (cloroformo~metanol (85:15)) R, 0,60
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(tolueno-acetona (7:3)) Rf 0,17

Etapa 2.3

Hidrocloruro de H«Gaba~Gaba-0Bzl

2,00 g de BOc-Gaba-Gaba-OBzl (etapa 2.2) se di-
suelven en 15 cc de una solucidn 2-n de dcido clorhidrico en acevato
de etilo y se deja durante 1 hora a temperatura ambiente. Después
de enfriar la mezcla de reaccién a 0° se separa el producto preci-~
pitado por filtracidn, se lava con 20 cc de éter y se seca en vAa-
cio, P.f. 80 - 83°,

DC: (cloroformo~metanol-agua (14:6:1)) R, 0,29

Etapa 2.4

Z-Asn-Phe~Phe~(D-trp)~Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-Gaba~Gaba-0Bzl

A una solucidén de 430 mg de Z~Asn-Phe-Phe-(D-trp)-
Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-OH (ejemplo 1.7) y 142 mg de hidrocloruro
de H-Gaba-Gaba-0Bzl (etapa 2.3) en 3 cc de dimetilformamida se
agregan 45 mg de trietilamina, 61 mg de l-hidroxi-benzotriazol asi
como 93 mg de N,N'-diciclohexilcarbodiimida y se deja reposar du-
rante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccidn se mez~
¢la con 15 cc de agua y el material precipitado se separa por fil-
tracidn y se seca en vacio sobre pentdxido de fosforo. Para la pu-
rificacion se frota el producto en bruto con 5 cc de metanol ca-
liente, se separa por suecidn y después de secar en vacio se pre~
¢ipita de una solucidn en 2 c¢ de dimetilformamida con 10 cc de me-

tanol. El precipitado se separa por filtracidén, se lava con poco me~
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tanol y se seca en vacio con 1o que resulta un producto unitario

segiun el cromatograma de capa delgada.

DC: (cloroformo-metandl (85:15)) Rf 0,80

Etapa 2.5

H-Asn-Phe-Phe-{D-trp)-Lys{Boc)~Thr(But)-Phe-Gaba-Gaba=0H

Este compuesto se obtiene en forma andloga al ejen-
plo 1.9 por hidrogenacién de Z-Asn~-Phe-Phe-(D-trp)-Lys(Boc)~Thr(But)-
Phe-Gaba~Gaba~0Bz1l (etapa 2.4) y se sigue elaborando sin purificacidn

en la etapa 2.6.

Etapa 2.6

. Asn-Phe-Phe-{D-trp)~Lys(Boc)-Thr{But)-Phe-Gaba-Gaba —

Este compuesto se obtiene en forma andloga al ejem~
plo 1.10 por ciclizacidn de H-Asn-Phe-Phe-(D-trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-
Phe~Gaba-Gaba-OH (etapa 2.5) mediante DCCI y l-hidroxibenzotriazol.
El producto en bruto se purifica por distribucidn en contracorriente
(x =1,1).

DC: (cloroformo~-metanol (85:15)) Rf 0,06

(cloroformo-metanol-agua (111:6:1)‘)7Rf 0,69,

I:Asn--‘Phe--(D--Trp)-Lys-ThJ:'--PheJ

En forma andloga, a como descrito en el ejemplo 1
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se trata el péptido protegido de fdrmula

1

L1\51rx--i=}1e-15’he-(D--'J.‘rp)--Lys(Boc)-Thr(Bm:)--Phe-l

con dcido triflucracético y se sigue elaborando. Por distribucién
en contracorriente (K = 3,4) a través de 220 escalones se obtiene el
producto deseado como sustancia amorfa
DC: Sistema 101 Rf 0,60

111 B Rf 0,37

112 A Rf 0,50

El péptido protegide empleado c¢omo producto de par-

tida de la foérmula arriba indicada se obtiené como sigue:
1,10 g de Z-Asn-Phe~(D-Trp)~-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-OH (ejemplo 1.7)
se hidrogenan en 30 cc de dimetilformamida bajo adicidn de 100 mg
de Pd-carbdén (10 %) hasta la disociacidén total del grupo Z (apro-
ximadamente 4 horas, control por DC). Después de separar el catali-
zador por filtracidn se concentra el filtrado en alto vacio a 15 cc

y la solucidn obtenida del péptido de férmula
H-Asn-Phe~Phe~(D-Trp)~Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-0H

se cicliza en forma aniloga a como descrito en el ejemplo 1.10 median~
te DCCI y N-hidroxibenzotriazol. El producto en bruto se purifica
por distribucidn en contracorriente (K = 0,71), resultando el ciclo=-

pépiido protegide deseado de fdrmula

L'Asn-Phe--Phe--(D---Trp)--Il'.ays(Bcw:)-'J'.‘hr(But‘.)-Phe—:j

DC: (cloroformo-metanol-agua (1l4:6:1)) Rf 0,83
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Ejemplo L

LAsn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys-Thr—Phe—NH(CHa)kCOJ

En forma andloga, a como descrito en el ejemplo 1

se trata el péptido protegido de férmula

E;.sn-Phe-Phe-(D--Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-NH-(CHZ)h-COJ

con Acido t:ifluoracético y se elabora. Por distribucidn en contra=
corriente (K = 3,31) a través de 220 etapas se obtiene el producto
como sustancia amorfa.v
DC: Sistema 101 Rf 0,29
111B Rf 0,34¢
1124 R 0,47
El péptido protegido empleado como producto de par-

tida se obtiene como sigue:

Etapa 4.1

H-Asn-Phe-Phe=~{D-Trp)-Lys(Boc)=Thr(But)~Phe-0Tmse

942 mg de Z-Asn-Fhe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-
Phe-OTmse (ejemplo 1.6) se hidrogenan en 50 cc de dimetilformamida
bajo adicidn de 100 mg de Pd-carbén (10 %) hasta que se haya diso=-
ciado totalmente el grupo Z (aproximadamente 2 horas, control por
2C). Después de separar el catalizador por tiltracibén se concentra
el filtrado en élto vacio a 4 cec y se emplea directamente en la eta-

pa siguiente.
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Etapa 4.2

Z-NH-(CHZ)uco-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-OTﬁse

Una solucidn de 188 mg de &cido S-benciloxicarbo-
nilaminopentdnico, 847 mg de heptapéptido en bruto de la etapa k.1
anterior y 101 mg hidroxibenzotriazol en 4 cc de dimetilformamida
se mezcla a O = 5° con una solucién de 182 mg de DCCI cSn 1 cc de
dimetilformamida. Después de 15 minutos a 0 - 5° se mantiene la
mezcla afin durante 18 horas a temperatura ambiente y después se
separa por filtracién de la diciclohexiliirea precipitada. El fil-
trado se concentra en alto vacio a 3 cc y el producto en bruto se
precipita mediante adicidén de 60 cc de agua. Después de separar por
filtracidén y secar se agita el precipitado para su purificacidéu 2
veces, cada una con 20 cc de metanol a 40° y se separa por filtracidn.
DC: (cloroformo-metanol (85:15)) R, 0,61

(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) R, 0,89.

Etapa 4.3

Z-NH—(CHZ)4CO-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-OH

760 mg de Z-NH(CHZ)hCO-Asn-PhefPhe-(D~Trp)-Lys(Boc)-
Thr(But)-Phe-OTmse (etapa 4.2) se disuelven en 17,1 cc¢c de una so-
lucidén de fluoruro de tetraetilamonium O,15-molar anhidro, recien
preparada, en dimetilformamida y se mantiene durante %0 minutos
a temperatura ambiente. Después de enfriar a O - 5° se mezcla la
mezcla de reacciodn bajo buena agitacidn con 0,51 cc de 4cido clor-

hidrico acuoso l-n y el producto se precipita mediante adicién de
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80 ¢c de agua.
DC: (cloroformo-metanol (85:15)) Rf 0,13

(eloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Re 0,65,

Etapa 4.4

NEa-(CHZ)4CO-Asn-Phe-Phe-(D-Try)-Lys(Boc)»Thr(But)-Phe—OH

696 mg de Z-NH(CHZ)ACO-Asn-Phe~Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-
Thr(But)-Phe-OH (etapa 4.3) se hidrogenan en 70 cc de dimetilfcrmami-
da bajo adicién de 80 mg de Pd=-carbbén (10 %) hasta la disociacidn
total del grupo Z (unas 2 horas, control por DC). Después de separar
el catalizador por filtracidn se concentra el filtrado en vacio 2

unos 3 ¢c y el producto se precipita con 50 cc de éter libre de

. perdxido.

DC: (cloroformo-metancl-agua (14:6:1)) Rf 0,46

Etapa 4.5

[knn-Phe-Phe—(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr(Buc)-Phe-nn-(cup)hcoJ

Por ciclizacidn del octapéptido lineal de férmula
NHE(CHZ)uCO-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe—OH (etapa b.4)
andlogo al procedimiento descrito en el ejemplo 1.10 se obtiene me-
diante DCCI y N-hidroxibenzotriazol el péptido ciclico deseado. El
producto en bruto se purifica por distribucion en contracorriente
(K = 0,66).

DC: (cloroforma-metanal (85:15)) R, 0,50

(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Rf 0,77
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Ejemplo 5

EMsn--Phe-Phe--(D-Trp)--Lys--Thr--Phe-(B-Alax)‘|
i

En forma aniloga a como descrito-en el ejemplo 1

ge trata el péptido protegido de férmula

Eksn-Phe~Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-((9-A1a)J

con Acido trifluoracético y se elabora. Por distribucidn en conutra-
corriente (K = 5,0) a través de 170 etapas se obtiene el producto
deseado como sustancia*amorfa.
DC: Sistema 101 Rf 0,53
111B Rf 0,32
1124 Rf 0,39
El cicléﬁéptido protegido empleado como producto de

partida se obtiene como sigue:
Etapa 5.1

p~toluenosul fonato de H-(/}-Ala)~0Bzl
I

En forma aniloga a como descrito en el ejemplo 1.7A
se obtiene por esterificacidn de p-alanina con alcohol bencilico
en presencia de acido p-toluenosulfdnico el éster deseado como p-to-
inenosuifonato. P.f. 94,5 - LoL”,

DC: (cloroformo-metanol-agua (Llb:6:1)) R, 0,38
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Btapa 5.2

%-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr{But)-Phe-( [Y~Ala)~0Bzl
R H

En forma andloga a como descrito en el ejemplo 1.8
se hacen reaccionar 1,09 g de Z-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-Tur{But)-
‘Phe-0H (ejemplo 1.7) con 0,33 g de p-toluenosﬁlfonato de H-( -Ala)~
0Bzl mediante DCCI en presencia de N-metilmorfolina y N-hidroxi-
benzotriazol y se elabora.
DC: (cloroformo-metanol (85:15)) R, 0,69

(eloroformo-metanol-agua (1h:6:1)) R, 0,89

Etapa 5.3

H-Asn-Phe~Phe~(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr{But)-Phe-( A -Ala)~0H
|

En forma andloga a como descrito en el ejemglo 1.9
se transforma el.éster Sencilico del H-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)~Lys(Boc¢)-
Thr(But)—Phe-((B-Ala)-Ole (etapa 5.2) por hidrogenacidn en el &cido
libre correspondiente.

DC: (cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Ry 0,52

Etapa 5.k

LAsn-PhesPhe~(D~Trp)-Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-(/3~A1a)J

Anidlogo al procedimiento descrito en el ejemplo 1.10
se cicliza el &cido libre H-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)~Thr(But)-
Phe~([5-A1a)-OH mediante DCCI y M-hidroxibenzotriazcl. ELl producto en

bruto se purifica por distribucién en contracorriente (K = 0,71).
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DC: (cloroformo~metanol (85:15)) R, 0,65

(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Rf 0,80

Ejemplo 6

CAsn-Phe-Phe—(D-Trp)-Lys~Thr-Phe-(D-Giu)-OH

En forma andloga a como descrito en el ejemplo I,

gse trata el péptido protegido de férmula

-
EX;n-Phe-Phe-(D—Trp)--Ly.s(Boc)-Thr(But)-Phe-(D-Glu)-OBut

con dcido trifluoracético y se elabora. Por distribucidn en contra-
corriente (K = 4,26) a través de 300 etapas se obtiene el producto
deseado como sustancia amorfa. .
pC: 101 R, 0,53

111B Rf 0,40

112A Rf 0,31

4 I ,
(el simbolo -Glu~-OH representa el resto de férmula

-coJ
NH-CH (CHZ)2 co< ,)
CO-0H

El péptido protegido empleado como producto de par~

tida se obtiene de la manera siguiente.

Etapa 6.1
Hidrocloruro de H-/D-Glu(OBz1)/-OBut

Una mezcla de 5,00 g de H-/D-Glu(0Bzl)/-OH y 40 cc

de isobuteno liquido se agita con 4 ce¢ de Acido sulfiirico concentrado




bl

en 40 cc de dioxéno en un recipiente cerrado a temperaturé ambiente
hasta que se forme una solucidén clara y se mantiene durante otras

L4 horas a temperatura amsiente. Para la elaboracidn se vierte la
mezcla de reaccidn enfriada a -20° en una mezcla enf;iada con hielo
5 de 300 c¢ de éter y 203 cc de hidroxido sbdico 1-n. La fase etérica
se lava tres veces, cada una con 50 cc de agua. Después de la extrac-
cién ulterior de’la fase acuosa con otros 300 cc de éter se secan
las fases orginicas reunidas sobre sulfato sddico, se concenira en
vacio a 10 cc v a 0° se mezcla bajo buena agitacidn con 30 cc e

10 solucidn de Acido clorhidrieo 0.7-n en metanol. La solucidn obteniaa
se évapora en vaclo, el residuo se frota con 20 cc de éter de petrod-
leo hasta due se presente cristalizaeidn. El producto separado por
filtracidn de férmula

CO-QBut

HC1.NH -cn(cxa)a-co-oszl

2
15 se purifica por cromatografia en una columna de gel de silice (170 g)
mediante cloroformo-metanol (85:15), P.f. 107 - 108° (descomposicidn),
[ ¢ -15° + 1° (etanol, 2 %).

D
DC: (cloroformo-metanol (85:15)) R, 0,60.

20 Etapa 6.2

Z-Asn-Phe~-Phe=-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-D-GLlu({0Bz1)-0But

' veate—

‘ ' Una solucidn de 1,09 g de Z~Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-
25 | Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-OH (ejemplo 1.7), 0,31 g de HCl./D-Glu(OBzl)/-
OBut (etapa 6.1), 0,13 g de N-hidroxibenzotriazol y 95 mg de ¥-metil~

: . . . 8]
morfolina en 8 cc de dimetilformamida se mezcla & O - 5 con una

solucién de 0,21 g de DCCI en 2 cc de dimetilformamida y después de

e oA et e v ¢ - ey vooms b4
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30 minutos a Q0 ~ 50 se mantiene alin durante 15 horas a temperatura
ambiente. La diciclohexillrea precipitada se separa por filtracién
y el flltrado se evapora en alto vacio. El residuo se frota con

30 ¢c de agua, se filtra, se seca y para su purificacidn se agita
aun dos veces, cada una con 10 cc de metanol y se separa por fil-
tracidn.

DC: (cloroformo-metanol (85:15)) R, 0,85

(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) R, 0,9L.

Etapa 6.3

H-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)«Thr(But)-Phe-[ﬁ«Gluf—OBut

En forma aniloga como descrito en el ejemplo 1.9
se hidrogena el compuesto de férmula H-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-
Thr(But)-Phe-lﬁ-alu(03z117-oau£’(etapa 6.2) al producto deseado.
DC: (eloroformo-metanol (85:15)) R, 0,13

(cloroformo~metanol-agua (14:6:1)) R, 0,65

Etapa 6.4

=
L Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)~Thr (But)~Phe=/P-Gly/-0But

En forma andloga a como descrito en el ejemplo 1.10
se cicliza el dcldo de férmula H-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)~Thr(But)-
Phe-/D-Gly/-0But mediante DCCI y N-hidroxibenzotriazol, El producto
en bruto se purifica por distribucién en contracorriente (K = 0,52).
DC: (cloroformo-metanol (85:15)) Rf 0,54

(¢loroformo~metanol-agua (1h:6:1)) Rf 0,83.
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Ejemplo 7

E;he-Phe-(D-Trp)-Lys-Thr-PheJ

235 mg de hexapéptido protegido de férmula

I:;’ixe--Phe-(D--Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phec] 4 ;

se liberan andlogo al ejemplo 1 con &cido trifluor-
acético de los grupos protectores y como acetato se purifica por
distribucién en contracorriente en el mismo sistema como en el ejem~
ploll. La sustancia pura se aisla a un K : 5,4,
DC (gel de silice, Merck): Sistema 45 : R, 0,2
52 : Rf 0,35
157 Rf 0,5

Bl producto de partida se obtiene como sigue:

Ztapa 7.1

Z-Phe-Phe-(D~Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe~0Tmse

Una solucién de 2,84 g de H-(D-Trp)-Lys(Boc)~Thr(But)-
Phe-OTmse (ejemplo 1.5) y 1,52 g de Z-Phe-Phe-OH en 12 cc de dimetile
formamida se mezclan a 0° con 0,62 g de N-hidroxibenzotriazol y
0,98 g de DCCI y se deja durante 16 horas a 0°, Después de separar
por filtracion la diciclohexilirea se precipita el producto por go-
teado en solucidn diluida de hidrogenocarbonato sédico. Bl producto
se recristaliza en metanol acuoso.

DC (gel de silice, Merck): Sistema 1574 Re 0.6.
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Etapa 7.2

Z-Phe=Phe-{D-Trp)-Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-0H

Una solucién de 2,86 g de Z-Phe-Phe~(D~Trp)-Lys(Boc)~-
Thr(But)-Phe-OTmse en 13,5 cc de dimetilformamida se mezcla a 30° con
6,1 cc de una solucidn de fluoruro de tetrabutilamonium 1,l2-molar
en sulfdoxido dimetilicc y se deja durante 5 minutos a é&sta tempera-
tura, El producto se precipita por goteado en Acido clorhidrieo di-
luido enfriado con hielo y se purifica por disolucidén y precipita-
cién de solucidn de acetonitrilo con dcido clorhidrico diluido.

DC: Sistema 157A Rf 0,35

Etava 7.3

LPhe-Phe—(D-Trp)-LYS(Boc)-Thr(But)—PheJ

Una solucidén de 870 mg de Z~-Phe=Phe-(D-Trp)-Lys’Bes)=
Thr(But)~Phe-OH en 20 cc de dimetilformamida se hidrogena en pre-
sencia de 90 mg de paladio~carbon (10 %) durante 2 horas a tempsra-
tura ambiente., Después de separar el catalizador por filtracidn se
concentra el filtrado en alto vaclo a pocos cc, se mezcla con 790 cc
de dimetilformamida, 1,2 g de N~hidroxibenzotriazol y 1,6 g de DCCI
y se deja durante 15 horas a 500. Después de agregar 2 cc de solu=-
¢ién de deido oxdlico 5-molar en dimetilformamida, se concentra en
alto vacio a unos 10 cc, la diciclohexiliirea se separa por succidn
y el producto se precipita por goteado en solucidn diluida de hidro-
genocarbonato sodico. Por cromatografia en gel de silice se eluye
el producto puro con cloroformo bajo adicidén de 3 -~ 5 % de metanol.

DC: Sistema 157A Rf 0,5.
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Ejemplo 8

LPhe-Phe-(D‘--Trp)---Lys--‘l‘hr-Phe-GlyJ

450 mg de LPhe-Phe-(D-—Trp)-Lys(Boc)—Thr(But)—Phe-GlyJ

se tratan como en el ejemplo 1 con &cido trifluoracético. El pro-

ducto en bruto se transforma con un intercambiador de iones en el
acetato y éste se purifica‘por distribucidn en contracorriente en

el sistema n-butanol-decido acético-agua-tolueno (L:1:5:4) a través
de 420 etapas. la solucidén pura (K = 1,5) se aisla en la forms usuzal.
DC (gel de silice, Merck) : Sistema 157C R, O,?5.

Bl producto de partida se obtiene como sigue:

Etapa 8,1

Z-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys{Boc)-Thr{But)~Phe-Gly~0Bzl

Una solucidn de 800 mg de Z-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-
Thr(But)-Phe-Oﬁ (ejemplo 7.2), 290 mg de p-toluenosulfonato de H-Gly-
0Bzl y 130 mg de N-hidroxibenzotriazol en 4 cc de dimetilformamida
se mezcla a 0° con 0,095 cc de N-metilmorfolina y 200 mg de DCCI
y se deja durante 16 horas a 0°. Después de separar la diciclohexil-
Urea por filtracién se precipita el producto por goteado en solu-
cién diluida de hidrogenocarbonato sbdico. El pfoducto en bruto se
purifica por recristalizaciodon en metanol-agua (9:1) y acetonitrilo-
agua (l:1).
DC: (cloroformo-metanol (95:5)) R, 0,55

Sistema 1574 Rf 0,75
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Etapa 8.2

E;he-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)—Phe-Gl;]

Una solucién de 780 mg de Z-Phe-Phe=(D-Trp)-Lys(Boc)-
Thr(But)-Phe-Gly-OBzl (etapa 8.1) en 15 cc de dimetilformamida se
hidrogena en presencia de 8C mg de paladio-carbon (10 %) durante
6 horas. Después de separar el catalizador por filtracién se concen-
tra fuertemente el filtrado, se mezcla con 115 cc de dimetilformamida,
910 mg de N~-hidroxibenzotriazol y 1,22 g de DCCI y se deja durante
20 horas a 500. La elaboracidon se efectua como descrito en el ejem~
plo 7.3. Para la purificacidén del producto en bruto se realiza una
distribucidn en contracorriente a través de 460 etapas en el mismo
sistema como descrito en el ejemplo 1.10.

(K = 0,4)

DC: Sistema 157 A Rf O,k.

Ejemplo 9

R

‘LPhe-Phe-(D-Trp)-Lys-Thr-Phe-GabaJ

260 mg de LPhe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-GabaJ
se tratan anilogo al ejemplo 1 con dcido trifluoracético. Mediante
intercambiador de iones se transforma el producto en el acetato que
se purifica por distribucidn en contracorriente a través de 300 eta-
pas en el sistema sec.~butanol-agua-dcido acético (100:100:1). La
sustancia pura (K = 1,5) se aisla en la forma usual,

DC: (gel de silice, Merck): Sistema 157 Re 0,5

El producto de partida se obtiene como sigue:
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Etapa 9.1

Z-Phe-Phe~(D-Trp)-Lys(Boc)~-Thr(But)-Phe-Gaba-0Bzl

_ Una solucidén de 420 mg de Z~-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)=|
Thr(But)-Phe-0H (ejemplo 7.2), 165 mg de p-toluenosulfonate de H-
Gaba-0Bzl y 70 mg de N-hidroxibenzotriazol en 2 c¢c de dimetilforma-
mida se mezcla a 0° con 0,05 cc de N-metilforfolina y 100 mg de DGCI
¥y se deja durante 20 horas a 0°. Después de separar la diciclohexil-
firea por filtracidn se precipita el producto por goteado en solu-
¢idén de hidrogenocarbonato sddico.

DC: Sistema 157A: Rf 0,65.

Etapa 9.2

Ll”he:--Phe-(D-—’li'r-p)-~Lys(Boc)-’I?hr(But)-Phe--Ga.ha.—l

' Una solucién de 500 mg de Z-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Bor)- |
Thr(But)-Phe-Gaba-0Bzl en 20 ¢¢ de dimetilformamida se hidrogena en
presencia de S50 mg de paladio-carbén (10 %) durante 2 horas. Des~
pués de separar el catalizador por filtracidn se concentra fuerte-
mente el filtrado en alto vacio, el residuo se mezcla con 370 ce
de dimetilformamida, 560 mg de N-hidroxibenzotriazel y 760 mg de DCCI
¥y se deja durante 18 horas a 50°. La elaboraciédn y purificacidn del
producto se efectua andlogo al ejemplo 8.2, K = 0,3,

DC: Sistema 157a: Rf 0,45,
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Ejemnlo 10

[Asn-Phe-Phe-(D-Trn)-Lys-Thr-Phe-GlyJ

600 mg de LAsn-Phe—Phe-(D«Trp)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe'
E;;] se tratan como descrito en el ejemplo 1, con dcido trifluor-
acético, se elabora y purifica, X = 3,5.
DC: Sistema 157C : Rf 0,15

El producto de partida se obtiene como sigue:

Etapa 10.1

Z-Asn=Phe~Phe-(D~Trp)-Lys{Boe)=Thr(But)~Phe-Gly-0Bzl

Una solucién de 230 mg de Z-Asn-Phe-(D-Trp)-Lys(Bcc)=
Thr(But)~-Phe-0H (ejemplo 1.7), 77 mg de p-toluenosulfonato de H-Gly-
0Bzl y 35 mg de N-hidroxibenzotriazol en 1 cc de dimetilformamida
se mezcla a 0° con 0,025 cc de N-metilmorfolina y 53 mg de DCCI.
Después de 16 horas se elabora andlogo al ejemplo 7.1 y se recris-
taliza en acetonitrilo-agua (4:1).

DC: Sistema 157A Rf 0,65

Etapa 10.2

l:}—lsn-Phe-I’he-(D-'T.‘rp)-Lys(Boc)-'.lfhr(But)-1"he-Gly-I

Una solucién de 200 mg de Z-Asn-Phe-Phe~(D-Trp)-
Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-Gly-OBzl (etapa 10.1) en 15 cc de dimetilforma-
mida se hidrogena en presencia de 50 mg de paladio-carbén (10 %).

Después de separar el catalizador por filtracidn se concentra el fil~
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trado enralto vacio, el residuo se mezecla con 140 ce de dimetilfore
mamida , 215 mg de N-hidroxibenzotriazol y 290 mg de DCCI y se deja
durante 20 horas a 509. La elaboracidn y purificacidn se efectua como
en el ejemplo 8.2.

X = 0,8.

DC: Sistema 157B: R, 0,45

Ejemplo 11

Elsn-Phe-Phé-[ﬁ-Trn(F17-LI§—th-Phe—GabaJ

340 mg de LAsn-Phe-Phe-[ﬁ-Trp(FZ]-Lys(Boc)-Thr(But)-
Phe-Gaba] se tratan como descrito en el ejemplo L con acide tri-
fluoracético, mediante intercambiador de iones se transforma en el

acetato por distribucidn en contracorriente en el sistema tampdr

| terc.-butanol-tolueno-met.nol (acetato de amonium 0,05-molar + aci-

do acético 0,05-molar) (7:7:3:10) se purifica a través de 500 eta-
pas (K = 0,14),

(E1 simbolo /D-Trp(F)/ significa S5-fluor-D-triptofanoc).

DC: Sistema 157: R, 0,36 .

El producto de partida se obtiene como sigue:

. Etapa 11.1

%-/D=Trp(F)/-0H

Una solucidn de 2 g de 5-fluor-DL-triptofano en
9 cc de lejia sddica l-n se mezcla bajo enfriamiento con hielo y

fuerte agitacién simultaneamente con 1,4 cc de cloroformiato de ben-

cilo y 10,5 cc de lejla sbédica l-n. Después de otras 2 horas se agre-
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gan 50 cc de acetato de etilo, el pH de la mezcla bifdsica se ajusta
con Acido clorhidrice a 1, la fase orginica se separa, se lava con
agua, 8¢ seca sobre sulfato sddico y se evapora. El residuoc se di-
suelve en 9,5 cc de agua y 5 cc de lejla sbddica 2-n, después de
agregar 1,5 cc de anilina, 100 mg de hidrocloruro de L-cisteina y 3bcc
de tampén de citrato O0,2-molar (pH 5) se precipita en parte el pro-
ducto de partida; la suspensidn se ajusta con dcido clorhidrico 2-n
a un pH de 6,3, 260 mg de papaina se suspenden en 2 cc de agus de
400, lo insoluble se separa por centrifugacidén, 1,9 c¢c de la solu-
¢idén sobrenadante se agrega a la suspensidn de arriba y ésta se
agita durante 20 horas a 40°, Bajo enfriamiento con hielo se ajusta
el pH de la mezcla con lejia sbdica 2-n a 8, la %-/L-Trp(F)/-anilida
insoluble se separa por filtracidn, el filtrado se ajusta con Acido
c¢lorhidrico 5-n a un pH de 5,3 y como arriba se mezcla con hidro-
cloruro de cisteina y papaina. Después de otras 20 horas se vuelve
a separar por filtracidn la anilida formada y el filtrado se vuelve
a tratar durante 3 dlas igualvqua arriba, con lo que solo se forman
huellas del anilida. El filtrado se recubre con acetato de etilo,

se acidifica a un pH de 1 ~ 2; la capa orgénica se lava con agua,

se seca sobre sulfato sddico y se evapora. El residuoc se recrista-
liza en diisopropiléter-hexano.

DC: Sistema 157B: Rf 0,3

Etapa 11.2

. Z=-/D=Trp(F)L/~Lys(Boc)~OH

1.15 g de 2-/D-Trp(F)/-0H se transforma segin el
procedimiento descrito en el ejemplo 1.3A en el dipéptido mencionado

en el titulo. DC: Sistema 157B: Rf 0,33
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Etapa 11.3

%~/D-Trp(F)/-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-0Tmse

Una solucidén de 380 mg de Z-/D-Trp(F)/-Lys(Boc)-OH,
300 mg de "H~Thr(But)-Phe-OTmse (ejemplo 1.3) y 110 mg de N-aidroxi-
benzotriazol en 2,5 c¢c de dimetilformamida se mezcla a 0° con 170 mg
de DCCI. Después de 15 horas se elabora anilogo al ejemplo 7.1 y el
producto se purifica por recristalizacidn en acetato de etilo-&ter
de petrdleo. .

DC: Sistema 1574: Rf 0,76

Etapa 11.4

Z-Asg—Phe~Phe-Z5-Trp(Fl]-Lys(Boc)—Thr(But)—Phe—OTmse

Una solucidn de 490 mg de 2-/D-Trp(F)/~Lys(Boc)-
Thr(But)-Phe-0Tmse en 15 cc de metanol-agua (9:1) se hidrogena en
presencia de 50 mg de paladio=carbdn (10 %), manteniendose conﬁi-
nuamente mediante adicidn simultdnea de Acido clorhidrico 0,2-1 en
el disolvente arriba mencionado un pH de 5. La mezcla de reaccidn
se separé por filtracidn, el filﬁrado se concentra y se deshidrata
3 veces por evaporacidn con dimetilformamida. A la solucidn residual
(1,2 g) se agregan 305 mg de Z~Asn-Phe-Phe-OH, 83 mg de N-hidroxi-
bengzotriazol, 0,06 cc de Ne-metilmorfolina y 1,2.cc de dimetilfor-
mamida., & -5° se agregan 130 mg de DCCI y se deja durante 16 horas
a ésta temperatura. Después de la elaboracidn segin el ejemplo 7.1
se recristaliza el producto en acetoﬁitrilo-agua.

DC: Sistema 1574i: Rf 0,6
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Etapa 11.5

2-Asn-Phe=Phe-/D-Trp(F)/-Lys(Boc)=Thr(But)-Phe-O0H

Una solucién de 600 mg de Z-Asn-Fhe-Phe=/D-Trp(F)7-
Lys(Boc)-Thr(But)-Phe;OTmae en 4,2 ¢cc de dimetilformamida se mezcla
a 30° con 3,8 cc de solucidén de fluoruro de tetraetilamonium 0,34~mo-
lar en sulféxido dimetilico y se deja durante 30 minutos a 302, la
solucidn se gotea bajo enfriamiento con hielo en 50 cc de agua y
0,65 cc de acido clorhidrico 2-N y el precipitado se separa por
filtracidén. El producto se purifica por recristalizacidn en acetc-
nitrilo-agua.

DC: Sistema 157A Rf 0,35.

Etapa 11.6

%-Asn-Phe~Phe~/D-Trp(F)/-Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-Gaba-0Bzl

Una solucién de 470 mg de Z-Asn-Phe-Phe-/D~Trp(F)/-
Lys(Boc)=Thr(But)-Phe-0H, 165 mg de p-toluenosulfonato de H-Gaba=
OBzl (ejemplo 1.7A) y 66 mg de N-hidroxibenzotriazol en 2 cc de
dimetilformamida se mezecla a -5° con 0,05 cc de N-metilmorfolina
y 100 mg de DCCI. Después de 16 horas a ésta temperatura se elabora
andlogo al ejemplo 7.1. El producto se obtiene puro con excepcidn
de huellas de diciclohexiliirea.

DC: Sistema LY7A Rf 0,55
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Etapa 11,7

Asn-Phe-Phe-/D-Trp(F)/-Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-Gaba

Una solucién de 520 mg de Z-Asn-Phe-Phe-/D-Trp(F)7-
Lys(Boc¢)-Thr(But)~Phe-Gaba-0Bzl en 20 cc de dimetilformamida se
hidrogena en presencia de 50 mg de paladio-carbém (10 %) durante
2 horas. Después de separar el catalizador por filtracidn se concen-
tra el filtrado en alto vacio y se mezela con 350 cc de dimetil-
formamida, 540 mg de N- hidroxibenzotriazael y 720 mg de DCCI. Des-
pués de 20 horas a 50° se elabora andlogo al ejemple 8.2 y se puri-
fica; K = 1,1.

DC: Sistema Rf 0,35.

Ejemplo 12

'—-Asn-Phe-P}'Le--[ﬁ-'lfrp(N('))2)_7~Ly.'s-T1'1r-Phe-G&lba-J

En forma andloga a como descrito en el ejemplo 1

se trata el péptido protegido de formula

LAsn-Phe-Phe-Zﬁ-Trp(Noal]»Lya(Boc)-Thr(But)-Phe-GabaJ

con &cido trifluoracético y se elabora. Mediante distribucidn en
contracorriente a través de 220 etapas (K = 4,5) se obtiene el pro-
ductc deseado como una sustancia amorta unitaria segin el cromato-
grama de capa delgada,
DC: Sistema 101 : Rf_0,58

111B : R, 0,40

1124 @ Rf 0,45
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(Bl simbolo [E-Trp(noaz? significa 6-nitro-D~triptofano).

El producto de partida se obtiene como sigue:

EtﬂE& 12,1

Z=Gaba~-0Tmse

Una solucidn de 5,93 g de Z-Gaba-OH y 3,84 g de
trimetilsili-etanol en 10 cc de acetonitrilo y 6 cc de piridina se
enfria a 5° vy bajo agitacidn se mezcla con 5,70 g de DCCI. Después
de 1 hora a 5° se mantiene la mezcla de reaccidn ain durante 15
horas a temperatura ambiente. La diciclohexiliirea precipitada se
separa por filtracidn y se lava con acetato de etilo y el filtrado
se evapora. El residuo se cromatografia en una columna de gel de
silice (3250 g), sirviendo una mezcla de tetraclorocarbono-acetato
de etilo (6:4) como eluyente. Las fracciones que contienen el pro-
ducto se reunen y se evaporan. El aceite incoloro obtenido se seca
en alto vacio.

DC: (cloroformo-metanol (85:15)) Rf 0,69

(tolueno-acetona (7:3)) Rf 0,59

Etava 12,2

H=Gaba-0Tmse

A través de una solucidén de 4,70 g de Z-Gaba-OTmse
(etapa 12.1) en 50 cc de isopropanocl se conduce hidrdgeno después
de agregar 0,5 g de paladio-carbdén (10 %) hasta que en el cromatograsr
ma de capa delgada (cloroformo-metanol (85:15)) y& no se pueda de-

mostrar ningin producto de partida mds. El catalizador se separa por
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filtracidn y el filtrado se evapora en vacioc. E1 producto en brute

oleginoso obtenido se emplea directamente para la siguiente etapa.

Etapa 12.3

Z-Phe-Gaba~0Tmse

A una solucidn de 4,60 de Z-Phe~OH y 2,83 g de H~- .
Gaba-OTmse (etapa 12.2) en 15 c¢ de cloruro metilénico se agrega

a0 - 5° una solucidn de 3,75 g de diciclohexilearbodiimida en 5 ¢

de éloruroc metilénico. La mezcla de reaccidn se mantiene a conti-

nuacidn durante 15 minutos a 5° y seguidamente durante 2 horas a
temperatura ambiente, se separa por filtracibén del DCH precipitado
y el filtrado se évaﬁora. El résiduo se recristaliza para su puri-
ficacidn tres veces en acetato de etilo (12 cc) y éter de petrdleo
(60 cc), P.f. 88 - 93,5° (descomposicién). (DCH = diciclohexilirea)
DC: (cloroformo-metanol (85:15)) Rf 0,72

(tolueno-acetona (7:3)) Re 0,4k
Btapa 12.4°

Z~Thr (But)~Phe-Gaba-0Tmse

Una solucidén de 3,93 g de H-Phe-Gaba-OTmse / ob=
tenida de 5,42 g de Z~Phe-Gaba-OTmse (etapa 12.3) por hidrogenacidn
andlogo a la etapa 12.2/ y 5,45 g de Z-Thr(But)-CONSu en 25 ¢c de
dimetilformamida se mantlene durante 15 horas a temperatﬁra ambiente,
se mezcla con 0,34 cc de dimetilaminopropilamina y se deja durante
otra hors a temperatura ambiente. La mezcla de reaccidn se evapora

en alto vaclo, el residuo se disuelve en unos 200 cc de acetato de
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etilo y se lava tres veces, cada una con 30 cc de una solucidn acuo-

sa al 5 % de &cido tartdrico y tres veces, cada una con 30 cc de

agua. La fase orginica secada sobre sulfato sddico se evapora en
vacio y el residuc se recristaliza dos veces en acetato de etilo (10cc
~éter de petroleo (80 cc), P.f., 11k - 117° (descomposicidn).
DC: (cloroformo-metanol (85:15)) R, 0,75

(tetraclorocarbono-acetato de etilo (6:4)) Rf 0,39

Etapa 12.5

Z~Lys(Boc)~Thr(But)-Phe~Gaba-0Tmse

A una solucidn de 2,37'3 de HeThr(But)-Phe-Gaba=-
OTmse [Ebtenida de 3,00 g de Z-Thr(But)-Phe-Gaba-OTmse por hidro-
genacidn andlogo a la etapa 12.2/, 1,96 g de Z-Lys(Boe)-CH y 0,70 ¢
de N-hidroxibenzotriazol en 10 cc de cloruro metilénico se agrega
a 0° - 5° una solucién de 1,25 g de DCCI en 5 cc de cloruro metiid-
nico. Después de 15 minutos a O - 5° se mantiene la mezcla durante
15 horas a temperatura ambiente. La diciclohexiliirea precipitada .
se separa por filtracidn, el filtrado se evapora en vacio y el re-
siduo se disuelve y precipita 3 veces en acetéto de etilo (20 ¢cg) -
éter de petrdleo (100 cc).
DC: (cloroformo-me£anol (85:15)) R, 0,73

(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Re 0,87.

Bpoc-Phe~/D-Trp(NO,)/-0H

Una suspensidén de 0,50 g de 6-nitro-D-triptofano y
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1,10 g de Bpoc-Phe-ONSu en 10 cc de una mezcla de dimetilformamida-
agua (8:2) se trata a temperatura ambiente con lejia sddica 0,1-n

de manera que el pi se mantenga en un valor 7,5. Después de 2,5

horas asciende el consumo total del lejia sbdica a 31,5 cc. La mezcla

de reaccidn se enfriz a 0 - 5° ¥ lentamente se mezcla con 31,5 cc
de 4cido clorhidrico l-n. El producto en bruto precipitado se separa.
por filtracidn, se seca y se cromatografia dos veces a través de
una columna de gel de silice (en cada caso 60 g de adsorbente) con
uha mezcla de cloroformo-metanol (85:15) y tetraclorocarbono-ace-
tato de etilo (6:4) como eluyente.

DC: (cloroformo-metanol (85:15)) R, 0,12

£
(cloroformo~metanol-agua (1b4:6:1)) R, 0,50

Etapa 12,6

}gpoc-Phe-[ﬁ—Trp(NOﬂlflLys(Boc)-Thr(But)-Phe-Gaba-OTmse

A una solucidén de 1,08 g de H-Lys(Boc)-Thr(But}-

~ phe~Gaba-0Tmse [ obtenida de 1,30 g de Z-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe=

Gaba-OTmse (etapa 12.5) por hidrogenacidn andlogo a la etapa 12.27/.
0,93 g de Bpoc-Phe-[p-Trp(Noalf-OH (etapa 12.54) y 0,22 g de Ne
hidroxibenzotriazol en 8 cc de cloruro metilénico se agrega a 0 -5°

una solucidn de 0,36 g de DCCI en 2 cc de cloruro metilénico. Des-

pués de 15 minutos a 0 = 5° se mantiene la mezcla durante 4 horas

a temperatura ambiente. Para la elaboracidn se separa la diciclo-
hexilirea precipitada por filtracion, el filtrado se evapora en

vacio y el residuo se disuelve y precipita en una mezcla de acefato'
de etilo (10 ce) y éter de petrdleo (70 cc) y a continuacidn se

frota con metanol (10 ce).

| DC: (tolueno-acetona (7:3) R, 0,20
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(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) R, 0,90

Etapa 12.7

HCL . H-Phe-[B-Trp(NOZLZ;Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-daba-OTmse

Una solucién de 1,27 g de Bpoc-Asn-Phe-Phe~/D-
Trp(N02l?-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-Gaba-OTmse (etapa 12.6) en una mez-
cla de 27 cc de trifluoretanol y 3 cc de agua se mantiene mediante
adicidén lenta de una mezcla de trifluoretanol con &cido clorhidrico
concentraﬁo (9:1) en un pH aparente de i,5 (electrodo de vidrio,
aparato de titracidén automdtico). Hasta terminar la reaccidén se con-
sumen durante 1,5 horas a temperaturd ambiente aproximadamente 0,76 cc
del reactivo. El producto en bruto obtenido después de la evaporacién
en vacio se agita durante 1 hora con 30 cc de éter y después se
separa por filtracidn.

DC: (cloroformo-metanol (85:135)) Re 0,55.

Etapa 12.74

2-trimetilsililetil-N-hidroxi-succinimidocarbonato (SEOC-ONsu)

A una solucidn de 100 g de cloroformiato de N-hidro-
xisucecinimida y 73,2 g de 2-trimetilsililetanol en 160 cc de clo-
ruro metilénico se gotean a 0 - 5° 62,6 g de N-metilmorfolina en el
transcurso de 15 minutos. La mezcla se agita durante 2 horas a O - 50,
para la elaboracidn se mezcla con 1 litro de éter y se lava dos
veces, cada una con 200 cc de HCl 1l-n, 200 cc de agua, 200 cc de so~-
lucidén al 5 % de hidrogenocarbonato sbdico y 3 veces con 200 cc de

agua. Las fases acuosas se extraen ulteriormente con 0,5 litros de




e s s A s

10

15

20

a5

30

62

éter y las fases orginicas reunidas se secan sobre sulfato sodico
y evaporan. El residuo se disuelve y precipita en 360 cc de diiso-
propiléter y los cristales formados se separan por filtracién y se

lavan con 150 cc de hexano. P.f, 101 - 102°,
Etapa 12.?3
SEQC~Asn-0H
En una solucidn de 2,64 g de L-asparagina en 80 cc

de una mezcla de dimétilformamida-agua (6:2) se ajusta el pH a 7,5

mediante adicidn de 0,21 cc de lejia sbdica l-n y después, siempre

. manteniendo un pH de 7,5 mediante adicidn de ulteriores cantidades

de lejia sdédica l-n mediante un aparato titrador automdtico, se

gotea una solucidn de 5,19 g de SEOC~ONsu (etapa 12.74) en 10 cc de

| dimetilformamida, en el transcurso de 1 hora. Después de 2,5 horas

se separa por filtracién una pequeila cantidad de material sin disol=
ver y el filtrado se mezcla con una cantlidad de dcido clorhidriec
diluido que es equivalente a la cantidad de lejia sédica l-n con-
sumida (unos 20 cc). La solucidén se evapora en alto vacio y el re-
siduo se frota con 30 cc de agua fria y se filtra, P.f., Ll44,5 -
146,5° (descomposicién).

DC: (cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) R, 0,15

Etapa 12.7C

SEOC~Asn~ONSu

A una solueidn de 1,72 g de SEOC-Asn-OH (etapa 12.7B)

en una mezcla de 20 cc de acetato de etileo y 10 cc de dimetilformamida
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se agregan 0,79 g de N-hidroxi-succinimida y la solucién enfriada
a0 - 5° se mezcla con 1,54 g de DCCI., Después de 2 horas a O - 5°
se separa por filtracién la diciclohexillirea precipitada, el filtra-
do se diluye con 150 cc¢ de acetato de etilo y se lava tres veces,
cada una con 50 c¢ de solucidn al 1 % de dcido oxdlico y cuatro
veces, cada una con 50 cc de agua. la fase orgénica se seca mobre
sulfato s8dico y se evapora en vacio; la espuma obtenida se emplea
sin ulterior purificacidn en la siguiente etapa.

DC: (cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Ry 0,75

Etapa 12.7D

SEOC-Asn-Phe-OH

A una suspensidn de 0,64 g de fenilalanina y 1,44 g
de SEOC-Asn~-ONSu (etapa 12.7C) en una mezcla de 5 cc de dimetil-
formamida y 5 cc de agua se gotea en el transcurso de % hora a tem~
peratura ambiente lejia sbddica l-n mediante un aparato de titracidn
automdtico a una velocidad tal, de manera que se mantenga el pH de
7,5. Para la elaboracidn se separa por filtracidén una pequefia can-
tidad del material que no se ha disuelto y el filtrado se mezcla
a0 = 5° con una cantidad de 4cido clorhidrico diluido (aproximada-
mente 4,2 c¢ en solucidén l-n), que sea equivalente a la cantidad de
lejia sbédica consumida. E1 producto en bruto precipitado se seca
sobre pentdxido de fdésforo y se recristaliza en 40 cc de acetato
de etilo; P.f. 156 = 158o (descomposicidn).

DC: (cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Ry 0,33
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Etapa 12.8

SEoc-Asn-Phe-Phe-zﬁlTrp(NOZLZLLys(Boc)-Thr(But)-Phe-saba-OTdse

Una solucidn de 500 mg de HCl.H-Phe-Zﬁ-Trp(NOZL7;
Lys(Boc)=Thr(But)-Phe-Gaba-0Tmse {etapa 12.7), 202 mg de SEOC-Asn-
Phe-OH (etapa 12,7D), 65 mg de N-hidroxibenzotriazol y Lk mg de N-
metilmorfolina en 5 cc de dimetilfbrmémida se enfria a 0° y se mez-
cla con 116 mg de DCCI, se mantiene durante 15’minutos a 0~ 5° ¥y
durante 6 horas a temperatura ambiente. La diciclohexilfirea preci-
pitada se separa por filtracidn, el filtrado se évapora en-alto
vaclo y el residuo se frota con 20 cc de agﬁa y se separa por suc-
cién. Bl producto- en bruto se vuelve a frotar aiin dos veces, cada
una con 4 cc de m;tanol ¥y se separa por filtracidn.

DC: (cloroformo-metanol (85:15)) Ré 0,80

(ecloreformo-metanol-agua (14:6:1)) Rf 0,90

Etapa 12.9

H~Asn-Phe-Phe-/D-Trp(NO_)/-Lys(Boc)~Thr(But)-Phe=-Gaba-OH
[

530 mg de szoc-Asn-Phéane-gﬁ-Trp(N0217_Lys(50c)-

. Thr(But)-Phe-Gaba-Tmse (etapa 12.8) se disuelve en 46,7 cc de so-

lucidn de fluoruro de tetraetilamonium O,15-molar anhidro, recien
preparada, en dimetilformamida y se mantiene durante 1 hora a tem~
peratura ambiente. La smolucidn se enfria a O - 5°.>nn mozcla bhajo
buena agitacidén con 0,70 cc de dcido clorhidrico l-n y se concenira
en alto vacio a 3 cc. El producto se precipita mgdiante adicidn de
30 cc de agua.

DC: (cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Rf 0,45




10

15

20

a5

65

Etapa 12,10

[Asn-Phe-Phe-[B-Trp(N0217-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-Gaba]

En forma aniloga a como descrito en el ejemplo 1
se obtiene sl H-Aen-Phe-Phe~Z5-Trp(NOaL7~Lys(Boc)-Thr(But)uPhe-Gaba-
OH (etapa 12.9) por ciclizacién mediante DCCI y N~hidroxibenzotria-
zol. E1 producto en bruto se purifica por distribucidn en contra-
corriente (K = 1,08)+
DC: (cloroformo-metanol (85:15)) R, 0,45

(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) R, 0,60

Ejemplo 13

EAsn-Phe-Phe-ZTrn(Br)]-Lys-Thr-—Phe-GabaJ

El simbolo /Trp(Br)/ significa S-bromo-L-tripto-
fano). La sintesis. del compuesto del titulo se realiza bajo las mis-
mas condiciones como la sintesis del ejemplo 12 anterior, pero enu-~
pleando 5-bromo-Le-triptofano en lugar de 6-nitro-D-triptofano ea
los correspondientes productos de partida y productos intermedios.
Distribucidn en contracorriente:

320 etapas, K = 9,0

DC: Sistema 101 : R_ 0,60

f
111B : Rf 0,40
1124 ¢ Rf 0,52

El producto de partida de foérmula

[Rén-Phe-Phe-/Trp(Br)-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-GabaJ
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se obtiene de la manera siguiente:

Etapa 13.1

Bpoc-Phe-/Trp(Br)/-0H

En forma andloga a como descrito en el ejemplo 12.54

| se hacen reaccionar 0,57 g de S-bromo-L-triptofane con 1,00 g de

Bpoc-Phe~ONSu,

" DC: (eloroformo-metanol (85:15)) R, 0,15

(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Rf 0,55

Etapa 13.2

Bpoc=-Phe-/Trp(Br)7-Lys(Boc)~Thr (But)-Phe-Gaba-OTmse

Una mezcla de 0,57 g de Bpoc-Phe~/Trp(Br)/-OH
(etapa 13.1), 0,63 g de H-Lys(Boc)-Thr(But)-Phe-Gaba-OTmse (ejemplo
12.5), 0,13 g de N~hidroxibenzotriazol y 0,21 g de DCCI se hacen
reaccionar en forma andloga a como indi&ado en el ejemplo 12.6,
Para la purificacidén se disuelve el producto en bruto en 10 cc de
metanol caliente y se precipita por enfriamiento.
DC: (cloroformo-metanol (85:15)) Rf 0,80

(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Rf 0,90
EtaEa 1%.3

HC1.E~Phe-{Trp(Br)/-Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-Gaba-OTuse

Andlogo al ejemplo 12.7 se tratan 0,84 g de Bpoc-
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Phe-/Trp(Br)/-Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-Gaba~0Tnse.

DC: (cloroformo-metanol (85:15)) Rf 0,65

(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) R, 0,90

Etapa 13.4

SEOC~Asn=Phe-Phe~/Trp(Br)/-Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-Gaba-0Tmse

Anélogo al ejemplo 12.8 se copulan 700 mg de HCL.H-Phe-/Trp(Br)/-
Lys(Boc)-Thr(But)~-Phe-Gaba-0Tmse (etapa 13.3) y 250 mg de SEOC-
Asn-Phe-OH (ejemplo 12.7D) mediante 146 mg de DCCI en presencia
de 88 mg de N.hidroxibenzotriazol y 60 mg de N-metilmorfolina.
DC: (cloroformo-metanol (85:15)) R, 0,77

(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) Rf 0,85

Etava 13.5

H-Asn=Phe~Phe-/Tro(Br)/=Lys(Boe)~Thr(But)-Phe-Gaba~0H

Andlogo al ejemplo 12.9 se disocian en 3500 mg
de SEOC-Agn=Phe-Phe~/Trp(Br)/-Lys(Boc)=Thr(But)-Phe~Gaba-0Tmse
(etapa 13.4) el grupo SEOC y el grupo Tmse simultineamente.

DC: (cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) R, 0,50

Etapa 13.6

[Asn—Phe~Phe-(Trn(Brl7~Lys(Boc)~Thr(But)-Phe-GabaJ

Por ciclizacibn de K-Asn=Phe-Phe-/Trp(Br)/-Lys(Boc)-

Thr (But)-Phe-Gaba-OH mediante DCCI y N-hidroxibenzotriazol segin el
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procedimiento descrito en el ejemplo 1.10, se obtiene un producto
en bruto que se purifica por distribucidn en contracorriente (K =
0,86).

¢ 0,06
(cloroformo-metanol-agua (14:6:1)) R, 0,85

Ejemplo 1k

LAsn-Phe~Phe-(D-Trp)-Lys-Thr-[ﬁhe(I)7-GabaJ

130 mg de LAsn-Phe-Phe-(D-Trp)~Lys(Boc)-Thr-Z§he(IZZ;
E;;;] se tratan andlogo al ejemplo 1 con Acido trifluoracético y
mediante intercambiador de iones se transfarma en el acetato. La pu-
rificacidn se efectua por distribucidén en contracorriente en el mis-
mo sistema indicado en el ejemplo 1; K = 9.
DC: (gel de silice Merck); Sistema 157C : R, 0,25
(E1 simbolo Ph(I) signifiéa p-iodo~L-fenilalanina).

El prodﬁcto de partida se obtiene de la manera siguiente:

Etapa 14.1

Z-(D-Trp)-Lys(Boc)~Thr-OMe

Una solucién de 2,78 g de Z-(D-Trp)-Lys(Boc)-CH
(ejemplo 1.34) 0,85 g de hidrocloruro de H~Thr-OMe y 0,77 g de N-
hidroxibenzotriazol en 16 ¢c de acetonitrilo se mezcla a -5c con
0,56 cc de Ne-metilmorfolina y 1,03 g de DCCI. Después de 15 horas
a -5° se elabora la mezcla andlogo a la etapa 14.3B. Il producto se
recristaliza en acetato de etilo-hexano; P.f. 120 - 122°,

DC: Sistema 157A : R 0,47
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Etapa 14,14

SEOC-Asn-Phe-Phe-OH

Una solucidn de 2,24 g de Z-Asn~Phe~-Phe-OH en 40 cc
de dimetilformamida se hidrogena bajo adicidén de 0,23 g de Pd-carbdén
(10 %) durante 4 horas a temperatura ambiente. Después de separar
el catalizador por filtracién se concentra la solucién en alto
vaclo 2 unos 5 ¢c y en ésta forma se slgue elaborando directamente.
Una solucidn de 1,71 g conteniendo H-~Asn-Phe~Phe~OH en 15 cc de di-
metilformamida se mezcla con 10 cc de agua y la suspensidn obtenida
se mantiene, despuéa de agregar 1,04 g de SECC-ONSu por lenta adi-
cién de lejia sbédica 2-n mediante un aparato titrador automitico
durante 2 horas (temperatura ambiente) a un pH de 7,5. Después de
una ulterior adicidén de 1,04 g de SECC~-ONSu se deja alin durante
4 horas a un pH de 7:5. Para 1la elaboracidn se separa la solucidn
del poco material no disuelto, el filtrado se mezcla a 0 - 5° coa una
cantidad de acido clorhidrico equivalente al hidrdéxido sbdico consu-
mido (aproximadamente 8,0 cc de solueién 2-n), el producto preci-
pitado se separa por filtracidén y se seca. El producto en bruto se
disuelve y precipita en cada caso una vez en 10 cc de metanol con
100 cc de éter y en 10 cc de metanol con 80 cc de agua, P.f. 176 -
182° (descomposicidn).

DC: (cloroformo~metanol-agua (14:6:1)) R, 0,30

Etapa 14.2

SEOC-Asn-Phe~Phe~(D-Trp)=Lys(Boe)~Thr-OMe

Una solucidén de 340 mg de Z=-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr-OMe
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(etapa 14.1) en una mezcla de 15 cc de metanol y agua (9:1) se hidro~
gena en presencia de 50 mg de paladio-carbdén (10 %) y bajo adicién
de 4cido clorhidrico 0,2-n en el mismo disolvente a un pH de 4,5.
Después de separar el catalizador por filtracidn se concentra el
filtrado en vacio y se evapora alin dos veces con dimetilformamida.
la solucidn residual (en total 1,5 g) se mezcla con 285 mg de SEQC-
Asn-Phe-Phe-OE (etapa 14.1A) y 90 mg de N-hidroxibenzotriazol.

A -5° se agregan 0,056 cc de N-metilmorfolina en 123 mg de DCCI y
se deja durante 18 horas av-5°. La elaboracidén se realiza anidlogo
al ejemplo 7.1; El producto en bruto se recristaliza en trifluor-
etanol acuoso.

DC: Sistema 1574 : R, 0,45
Btapa 14.3

Hidrazida de SEOC-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boe¢)-Thr

Una solucidn de 355 mg de SEOC-Asn—Phe-Phe-(D-Tfp)-

Lys(Boc)=Thr-OMe (etapa 14.2) en 1,1 cc de dimetilformamida se mez-

| cla a temperatura ambiente con 0,16 cc de hidrato de hidrazina.

Después de 2% horas se frota la masa sélida con 5 cc de agua el pre-
ciplitado se separa por succidén y se lava con agua hasta retirar
totalmente la hidrazina. El producto que queda después de frotar

con metanol es unitario,

DC: Sistema 157B : Rf 0,25

Etapa 14.34
Bos~-/Phe(I)/-0H

Una solucidn de 2,9 g de p-iodo-L-fenilalanina en
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10 cc de lejia sdodica l-n y 25 c¢ de terc.-butanol se mezcla con 2,kce
de dicarbonato de di-terc.-butiloy'a"tquggiYgra ambiente se sigue
agitando durante otras 3 horas y se deja después reposar durante

20 horas. La solucidén de reaccidn se reparte entre agua y hexano; la
fase orgénica se desecha y la fase acuosa se acidifica enfriando

con hielo, el producto se recoge en acetato de etilo y el disolven-

te se evapora en vacio. Bl producto se purifica por cristalizacidn

en tetraclorocarbono; P.f. 118 - 120°,

DC: Sistema 157B : Rf 0,35

Etapa 1h4.3%B

Boc=/Phe(I)/-Gaba-0Tmse

Una solucién de 406 mg de H-Gaba~-OTmse (ejemplo 12.2)
782 mg de Boc-/phe(I)7-OH (etapa 14.3A) y 306 mg de N-hidroxibenzo-
triazol en 5 cc de acetonitrilo y 3 cc de dimetilformamida se mezclen
a +5° con una solucidn de 412 ng de DCCI en 1 c¢cc¢ de dimetilformamida.
Después de 20 horas a 5° se separa por filﬁracién la diciclohexii-~
Urea obtenida, el filtrado se diluye con acetato de etilo y se agira
con Adcido clorhidrico diluido y solucidn de hidrogenocarbonato sddico.
Después de secar sobre sulfato sddico el disolvente se evapora y
el préducto se recristaliza en hexano; P.f. 98 - 100°,
DC: (ciclohexano-acetona (7:3)) Rf 0,35

Sistema 157A Rf 0,68




10

15

20

25

72

Etapa 14.3 C

Hidrocloruro de H-/Phe(I)7-Gaba-OTmse

Una solucién de 345 mg de Boc-/Phe(I)/-Gaba-OTmse
(etapa 14.3 B) en 0,7 éc de una mezcla de trifluoretanol-agua (9:1)
se mezcla a temperatura ambiente con 1,5 cc de Acido clorhidrieo
1,2-n en el mismo disolvente. Después de 30 minutos se mezcla la
‘mezcla con 10 cc de terc.-butanol y se concentra en vacio a apro-
ximadamente la mitad. Este proceso se repite afin tres veces, des-
pués se retira el terc.-butanol restante por liofilizacién. Fl re-
siduo se recristaliza en isopropancl-éter.

DC: Sistema 157C : Rf 0,68

Etapa 14,4

SEOC-ASE;Phe-Phe~(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr-[ﬁhe(l)]zGaba-OTmse

Una solucidn de 320 mg de hidrazida de SEOC-Asn~
Phe-Phe~{D-Trp)-Lys(Boc)-Thr (etapa 1k.3) en 2 cc de dimetilfornzami-
da se mezcla a -15° hasta -20° con 0,14 cc de dcido clorhidrico

5,3-n en dioxano y 0,04k c¢c de nitrito terc.-butllico y soc aglta du-

. rante 15 minutos a ésta temperatura. A continuacion se agregan a 5250

una solucidn de 193 mg de hidrocloruro de H-[?he(l)‘-Gaba-OTmse
(etapa 14.3C) en 0,5 cc de dimetilformamida y 0,18 ce de N-metilmor-
folina, se calienta lentamente a'O0 vy se deja durante 16 horas a
ésta temperatura. ELl producto se precipita. por goteado en agua y se
purifica frotando con metanol y acetonitrilo.

DC: (cloroformo-trifluoretanol-metanol (80:15:5)) Rf 0,43
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Etapa 14.2

H-Asn-Phe«Phe~(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr-/Phe(I)/-Gaba-0H

Una solucidn de 324 mg de SEOC-Asn-Phe-Phe-(DaTrp)-
Lys(Boc)=Thr~/Phe(I)/-Gaba-0OTmse (etapa 14.4) en 2 cc de dimetil-
formamida se mezcla con 12,3 cc de fluoruro de tetraetilamonium
0,34-molar en sulfdxido dimetilico y se deja durante 1 1/2 horas
a 30°. El producto se precipita por gotesado en 40 cc de agua enfria-
da con hielo, que contiene 0,41 cc de Adcido clorhidrico 1-n y des-
pués de secar se emplea para la siguiente etapa.

DC: Sistema 157 : Rf 0,5

Btapa 14.6

LAsn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Boc)-Thr-[ﬁhr(Il?-GabaJ

Una solucién de 258 mg de H-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-
Lys(Boc)~Thr=/Fhe(I)/-Gaba-OH, 300 mg de N-hidroxibenzotriazol y
410 mg de DCCI en 200 cc de dimetilformamida se deja durante 20 ho-
ras a 50°. la elaboracidén y purificacidn se efectua andlogo al
ejemplo 8.2; K = 1,1.

DC: Sistema 157 A : Rf 0,22

Ejemplo 15

EXsn--Phe-Phe--(D-’l‘rn)-Lys--’J?hr-’JTyr(E.ut)--(}a‘ba.--l

Una solucidon de 350 mg de-

d

E:sn-Phe-'Phe-(D-Trp)-Lys(SEOC)-Thr-Tyr(But)-Gaba
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en 1,2 cc de dimetilformamida se mezcla con 0,7 cc de fluoruro de
tetrabutilamonium 2,1l-molar en sulfdxido dimetilico y se deja duran-
te 20 horas a 30°. Después de mezclar con 20 cc de &cido acético
l-n y 50 cc de acetato de etilo se separa la fase acuocsa, la fase
orginica se extrae ain dos veces con poca agua y las soluciones
acuosas reunidas se concentran en vacid y se liofilizan. El residuo,
que se compone de una mezcla del producto y de fluoruro de tetra-
butilamonium se separa por DC preparativa en gel de silice con el
sistema 157C. El producto aislado de gel de silice, ain no total=
mente puro, se purifica por distribucidn en contracorriente en el
sistema cloroformo~tetraclorocarbeno-metanol-acetato amdnico 0,05
molar (9:1:7:3) a través de 460 etapas. El producto puro (K = 0,9)
se alsla en la forma usual.

DC (gel de silice Merck): Sistema 157 C :- R, 0,25

£

El producto de partida se obtiene como sigue:
Etapa 15.1

Trifluoracetato de 2-(D-Trp)-Lys-OH

3,4 g de Z=(D-Trp)-Lys(Boc)=-0H (ejemplo i.}A) se
introducen bajo enfriamiento con hielo en 34 cc de una mezcla de
acido trifluoracético-asua (9:1), conteniendo 0,5 cc de 2-mercapto-
etanol y, tan pronto como se haya disuelto se deja alin durante 40
minutos a 230. Bl producto en bruto se precipita mediante goteado
en 400 cc de éter y 150 cc de hexano y se disuelve en 30 cc de agua.
Después de reposar a temperatura ambiente durante 13 horas se lio-
filiza la soclucidn y el residuo se emplea directamente en la siéuien-
te etapa.

DC: Sistema 157: Rf 0,35
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Etapa 15.2

Z=(D-Trp)~Lys(SEOC)~OH

Una solucién de 3,0 g de trifluoracetato de Z-(D=
Trp)-Lys-OH (etapa 15.1) y 1,47 g de (2-trimetilsililetil)-(N~hidro=-
xi)~-succinimidocarbonate (ejemplo 12.7A) en 5,2 cec de dimetilfor-
mamida se mezéla a temperatura ambiente con 0,87 cc de trietilamina
y se deja reposar durante 15 horas, Después de diluir con acetato
de etilo se acidifica con dcido clorhidrico a un pH de 1-2, la so-
lucidén acetatoetilica se lava con agua, me seca sobre sulfato s0-
dico y se evapora. El producto en bruto se purifica por distribu-
cién en contracorriente a través de 140 etapas en el miemo sistema
como descrito en el ejemplo 1.10; K = 0,75.
DC: Sistema 157C: Rf 0,55

BEtapa 15.3

Z-(D-Trp)-Lys(SEQC)-Thr-OMe

Una solucidén de 3,16 g de Z-(D-Trp)-Lys(SEOC)-OH
(etapa 15.2), 1,32 g de hidrocloruro de H-Thr-OMe y 0,95 g de N-
hidroxibenzotriazocl en 25 cc de acetonitrilo se mezcla a -5° con
0,86 cc de N-metilmorfolina y 1,34 g de DCCI y se deja durante 16
horas a ésta temperatura. El filtrado obtenido después de separar
por filtracidn ia diciclohexilirea se diluye con acetato de etilo,
se lava con acido clorhidrico diluido y una solucidén de hidrogeno=
carbonato sbédico y se seca sobre sulfato eddico. EL residuo obtenido
después de evaporar el disolvente se cromatografia en mezclas de

acetato de etilo-hexano (7:3) hasta (9:1), a través de una columna
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de gel de silice. Las fracciones puras segin el cromatograma de capa
delgada se evaporan hasta sequedad.

DC: Sistema 157A: Rf 0,38

Etapa 15.4

Z-Asn-Phe-Phe-{D-Tryp)~-Lys(SEQC) ~Thr-OMe

Una soluciédn de 1,31 g de Z—(D-Trp)-Lys(Boc)—Thr-
OMe en 30 cc de metanol-agua (95:5) se hidrogena a través de 130 mg
de paladio-carbédn (10 %) durante 2 horas. Después de separar el
catalizador por filtracidén se concentra el filtrado y se evapora 2
veces con dimetilformamida en alto vaclo. La solucidn obtenida, qu.
contiene 3,5 c¢ de dimetilformamida, se mezcla con 1,01 g de 2~
Asn-Phe;Phe-OH (ejemplo 1.5A) y 330 mg de N-hidroxibenzotriazol, se
enfria a —5°, se trata con una solucién de 440 mg de DCCI en 0,5 cc
de dimetilformamida, se deja repoéar durante 15 horas a 0° ¥ a con-
tinuacidn se elabora andlogo al ejemplo 7.1l.

DC: Sistema 157A: Rf 0,45

Etapa 15.5

Hidrazida de Z-Asn-Phe-Phe-{D-Trp)-Lys{SEQC)-Thr

Una solucidn de 2,0 g de>Z-Asn-Phe—Phe-(D-Trp)~Lys
{SEOC)~Thr-0OMe en 6 c¢cc de dimetilformamida se mezcla a temperatura
ambiente con 0,85 ce¢ de hidrato de hidrazina. Después de 2,15 horas
se elabora como en el ejemplo 1k.3. El producto no se puede contro-

lar por DC debido a su solubilidad extraordinariamente dificil.-
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Etava 15.5A

al de dlettlnamonlum da Trt-Tyr(But)-OH

Una solucién de 4,0 g de H-Tyr(But)-OH en 50 cc
de cloroformo se mezcla con 6,7 cc¢ de agua, 6,7 cc de dietilamina y
bajo enfriamiento con hielo en el transcurso de 30 minutos con 7,05 g_
de trifenilclorometano. Después de otras 1 % horas se separa la fase
acuosa, la solucidn cloroférmica se agita dos veces, cada vez con
una solucidn acuosa al & % de dietilamina y solucidn saturada de
sal comin, se seca sobre sulfato sédico y se libera en vacio del
disolvente. El residuo se cristaliza en éter-éter de petrdleo; P.f.
141 - 145°,

DC: (tolueno~acetona (1:1)) Rf 0,48

Etapa 15.5B

Trt~Tyr{But)-0NSu

4,7 g de sal de dietilamonium de Trt-Tyr(But)-OK
(etapa 15.5A) se agita bajo enfriamiento con hielo en 100 cc de
acetato de etilo y cada vez con 10 ¢c de solucidén 0,5-molar de sul-
fato potdsico e hidrogenosulfatopotdsico. La solucidn de acetato de
etilo se lava, después de éeparar la fase inferior, con agua y se
seca con sulfato sddico y el disolvente se separa cuidadosamente
por destilacidn en vaclo. El residuo se disuelve en 50 cc de dimetil-
formamida, se mezcla con 1,1 g de N-hidroxisuccinimida y a 0° se
mezcla con 1,94 g de DCCI y se deja durante 15 horas a +5°. Des-
pués de separar por filtracidn la diciclohexilirea se precipita del

filtrado con agua un producto en bruto que se cromatografia con cloro-
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formo en una columna de gel de silice. Las fracciones que contienen
el producto seglin la DC, se reunen y se recristaliza en metanol;
P.f. 163 - 164°.

DC: (cloroformo-acetato de etilo (1:1)) R, 0,53

Etapa 15.5C

Trt-Tyr(But)-Gaba-0Bzl

A una suspensién de 580 mg de Trt-Tyr{But)-ONSu
(anpa 15.5B) y 730 mg de p-toluenosulfonato de H-Gaba-0Bzl (ejemplo
1.7A) en 1 cc de cloroformo purc se agregan 0,77 cc¢ de N-metilmor=-
folina y se deja durante hvdias a temperatura ambiente, Después de
diluir con acetato de etilo se agita 1a_soluci6n bajo enfriamiento
con hielo con solucidn 0,2~molar de hidrogenosulfato potésico y
agua, la fase orginica se seca sobre sulfato sddico y el disolvents
se seéara por destilacidén. EL producto en bruto se cromatografia
en gel de =silice. El producto puro se eluye con una mezcla de aceto-

to do etilo-hexano (1l:l) y se alsla en la forma usual.

DC: (tolueno-acetona (8:2)) Rf 0,5

Etapa 15,50

Hidrocloruro de H-Tyr(But)-Gaba-0Bzl

Una solucion de 620 mg de Trt-Tyr(But)-Gaba-0Bzl

_(etapa 15.5C) en 20 cc de una mezcla de trifluoretanol-agua (9:1)

se mezcla mediante un aparato de titracion automitico a un pH de 3,5
con dcido clorhidrico 1,2-n en el mismo disolvente hasta que ya no

haya mds consumo. Después de agregar 20 cc de terc.-butanol se con-
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centra en vaclo. Esto se repite aiin dos veces y el restante terc.-
butanol se retira por liofilizacidn. Para retirar el trifenilcar=
binol se reparte el liofilizado entre agua y éter, la solucidn
acuosa es a continuacidn liofilizada.

DC: Sistema 157B Rf 0,5

Etapa 15.6

Z-Asn-Phe~Phe~(D-Tro)-Lys(SEQC)=Thr-Tyr(But)~Gaba~0Bzl

Una solucidn de 975 mg de hidrazida de Z-Asn-Phe~
Phe~(D-Trp)-Lys(SEOC)-Thr (etapa 15.5) en 7 cc de dimetilformamida
se mezcla a -15° hasta ~20° con 0,47 cc de adcido clorhidrico b4,6-n,
en dioxano y 0,11 cc de nitrito de terc.-butilo. Después de 15 mi~
nutos se le agregan a ésta mezcla de reaccidén a -25° una solucidn
de 385 mg de hidrocloruro de H-Tyr(But)-Gaba-OBzl (etapa 15.5D)
en 0,5 cc de dimetilformamida y O,44 cc de N-metilmorfolina y la
mezcla se deja reposar durante 15 horas a 0°. E1 producto se pre-

cipita con agua y se purifica frotando con acetonitrilo y metanol.

Debido a la insolubilidad del producto no se puede efectuar nirngin

control de DC.

Btapa 15.7

H-Asn-Phe-Phe-(D~Trp)-Lys(SEOC) -Thr-Tyr{But)-Gaba~0H

Una solucidn de 1,1 g de Z-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-
Lys(SEOC)-Thr-Tyr(But)-Gaba~0Bzl en 30 cc de dimetilformamida se hi-
drogena en presencia de 100 mg de paladio-carbén (10 %) durante 3

horas. Bl catalizador se separa por succidn, el filtrado se concentrsy
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¥y el producto se precipita com agua. Se purifica mediante disolueidn

en 5 cc de dimetilformamida y precipitacidn con 15 cc de metanol.

DC: Sistema 157 : Rf 0,55

Etapa 15.8

LAsanhe-Phe-(D-Trp)-Lys(SEOC);Thr-Tyr(But)-Gaba]

Una solucidén de 700 mg de H-Asn-Phe-Phe~(D-Trp)-
Lys(SEOC)~Thr~-Tyr(But)~Gaba-0H (etapa 15.7), N-hidroxibenzotriazol
¥y 1,11 g de DCCI en 540 cc de dimetilformamida se cicliza durante
21 horas a 50°, La elaboracidn se efectua andlogo al ejemplo 7.3.
Se purifica por cromatografia en columna a través de gél de silice,
la sustancia pura se-eluye con una mezcla de cloroformo-trifluor-
etanol-metanol (87:5:8).

DC: Sistema 157B: R, 0,38

Ejemplo 16

4) Una solucidn inyectable conteniendo 2,0 mg del octa~

péptido abtenido segin el ejemplo 1

' ['I‘xssn--Phe--E’he«(D~-Trp)--Lyss---Tlrlr--Pl'J.e--G'ra'ua.—l

(denominado a continuacién como "sustancia activa") se obtiene de
la manera siguiemtes:

1,0 mg de Acido acético glacial, 0,8 mg de acetato
sédico, 8,0 mg de cloruro sddico y 2,0 mg de sustancia activa se
disvelven en 0,7 cc de agua destilada y con agua destilada se come

pleta a 1 cc. La solucidn se calienta a 120°C durante 20 minutos en
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el autoclave. El pH después de la esterilizacidén es de 4,5.

B) Una solucidn inyectable conteniendo 0,5 mg de la
sustancia activa se prepara de la manera siguilente:

0,5 mg de sustancia activa se disuelven eh 0,7 cc
de solucidn fisioldgica de cloruro sédico y la molucién se acidifica
con acido clorhidrico 0,1-n a un pH de 4,0. Con agua destilada se
completa a 1 cc y se filtra en forma esteril.

En igual forma se emplean como sustancia activa

los productos finales descritos en los ejemplos 2 hasta 15.

Ejemplo 17

A) Una solucidn inyectable con gelatina conteniendo
0,1 mg de sustancia activa (véase ejemplo 16) se prepara de la mo-
nera siguiente:

Una solucidn acuosa filtrada en forma esteril de
la sustancia activa se meze¢la bajo condiciones asépticas, bajo ca-
lentamiento, con una solucidn esterilizada de gelatina que contiene
fenol como agente de conservacidn, de manera que 1,0 c¢ de solucidn

tenga la siguiente composicion:

Sustancia activa 0,1 mg
Gelatina 150,0 mg
Fenol 4,7 mg
Agua destilada hasta 1,0 cc

Lz mezcla se ilena en forma aséptica en viales de

1,0 cc.

B) Una solucidn inyectable andloga, conteniendo 0,5 mg

de la sustancia activa, se obtiene en igual forma como indicado més
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arriba preparandose una mezcla de la siguiente composicidn:

Sustancia activa 0,5 mg
Gelatina : 280,0 mg
Fenol : 5,0 mg
Agua destilada hasta 1,0 cc

La mezcla se llena en forma aséptica en viales de

1,0 ce.

Ejemplo 18

Un preparado conteniendo 0,5 mg de sustanciz acti-
va (véase ejemplo 16) como sustaﬁcia seca esterilizada para inyectar
se-prepara de la manera siguiente:

0,5 mg de sustancia activa se disuelven en 1 cc

de una solucidn acuosa de 20 mg de manita. La solucidn se filtrs

~ en forma estéril y bajo condiciones asépticas se llena en una ampclla

de 2 cc, se enfria por congelacién Y se liofiliza, Antes del uso
se disuelve el liofilizado en agua destilada. La solucidn se emplea

por via intramuscular 4 intravenosa.

Ejemplo 19

Un preparado inyectable conteniendo la sustancia
activa (véase ejemplo 16) como suspensién de polifosfatos se pre-

para de la siguiente manera:

4) Con 1,0 mg de sustancia activa:
La solucidn de 1,0 mg de sustancia activa y 9,0 mg de cloruro sb-
dico en 0,5 cc de agua destilada se mezcla con'una solucidn de 2 mg

de polifosfato sédico "Calgon N" en 0,5 cc de agua destilada. La sus-
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pensidén obtenida tiene la siguiente composicién:
Sustancia activa 1,0 mg
Polifosfato sédico ("Calgon N") 2,0 mg
Cloruro sodico ‘ 9,0 mg
Agua destilada hasta 1,0 ¢c
La suspension presenta un pH de 6,9. Es adecunada

para aplicacidén intramuscular.

B) Con 0,5 mg de sustancia activa:

En igual forma como arriba indicado se prepara una suspensidén de ia
siguiente composicion:

Sustancia activa 0,5 mg

Polifosfato sédico ("Calgon 322") 1,0 mg

Cloruro sbédico 9,0 mg

Agua destilada hasta 1,0 cc

El pH de la suspensidén asciende a 5,9.

Ejemplo 20

Un preparado inyectable conteniendo 0,3 mg de sus-
tancia activa (véase ejemplo 16) en forma de un gel de aluminio
de estearato oleginoso.

Un gel de estearato de aluminio al 2 ¥ se prepara
en la forma usual mediante suspension de 1,0 g de monoestearato de
aluminio en 49,0 g de aceite de cacahuete y calentamiento a conti-
auasidn a 130°C durante 10 minutos. 15,0 mg de sustancia activa se
suspenden con 0,3 g del gel de estearato de aluminio de arriba, se

homogeniza y se diluye con la restante cantidad de gel de estearato

de aluminio. E1l gel asi obtenido tiene la siguiente composicidn:
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-~ Bustancia activa 0,3 mg
Monoestearato de aluminio 20,0 mg
Acelte de cacahuete hasta ‘ 1,0 mg

La suspensidn de gel de estearato de aluminio olegi~

nosa es adecuada para aplicacidn intramusecular,

Ejemplo 21

Preparado inyectable conteniendo 0,5 mg de sustan=
cia activa (véase ejemplo 16) como suspensién de depbsito con sul=-
fato de dextrano. |

Se disuelven en 0,4 cc de agua destilada 0,36 mg
de écido acético, 1,9 mg de trihidrato de acétato sddico, 0,8 mg
de cloruro qédico ¥ 0,5 mg de sustancia activa y se completa con
agua destilada a 0,5 cc. A ésta solucidn se agregan bajo agitacién
0,5 cc de una solucidn al 1 % de sulfato de dextrano (peso molécular
500 000), formand;se un precipitado homogéneo. lLa suspenéién obte-

nida tiene la siguiente composicién:

Sustancia activa 0,50 mg
Sulfato de dextrano MG 500 000 0,50 mg
Acido acético 100 % 0,36 mg
Trihidrato de acetato sddico 1,90 mg
Cloruro sédico ] » 8,00 mg
\ Agua destilada hasta 1,00 cc

La suspensidn acuosa es adecuada para inyeccidn

intramuscular y subcutdnea,
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EJ‘emnlO 22

Spray nasal

30 mg de sustancia activa finamente molturada (véa~
se ejomplo 16) se suspenden en una mezcla de 75 mg de alcohol ben-
cilico y 1,395 g de migliol 812. Con ésta suspensidén se llenan mono~
bloques de aluminio (contenido 10 e¢c) se cierran con una védlvula do-
sificadora y se llena con 6,0 g de Freon 12/114 (40:60) bajo pre-
sién de nitrogeno. El bote de aluminio con un peso de carga de un
total de 7,5 g contiene 100 ddésis individuales de 0,3 mg de sustan-
cia activa. ELl bote pulverizador se gradua mediante la valvula de
manera que al presionar una vez se pulveriza una désis individual.

En igual forma se preparan sprays nasales que ern
lugar de migliol contienen igual cantidad de miristato isopropilice
4 palmitato isopropilico & "Labrafac WL 1219" (una mezcla de ésteres
de glicerina y polioxietilenglicol de &cidos grasos con 8 y 10 Atomos

de carbono).

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de realizarlo en la practica, debe hacerse cons-
tar que las disposiciones anteriormente indicadas son susceptibles
de modificaciones de detalle en cuanto no alleren su principio fun-

damental.
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REIVIKDICACIONES

l.~ Procedimiento para la obtencidn de ciclopéptidos

de f£6rmula
‘R «Phe = Phe « trp =~ Lys - Thr =~ Phe(W) « X =« ¥ J (D)
5 6 7 8 9 10 11 12 13 :

puede estar sustituido en el anillo bencénico por &tomos de haldgeno o
grupos nitro, W signifiea un grupo hidroxilo, en ceso dado eterado, que
gse encuentra en el anillo bencénico del resto L-fenilalaniha comMe sus-
tituyente, 6 Atomo de halégeno, o significa hidrégeﬁo, X significa el

resto de un &cido())=amino-alcano inferiore(mono=6 di=)carboxilico con

&cido &}-amino-alcano inferior-(mono=- & di)carboxilico con 6 &tomos de
carbono como miximo o des-Y, asi como de las sales de adicidén de &cido
y complejos de los mismos, caracterizado porque se cicla un compuesto

de’ férmula |

He/II'/ ~¢C (1I1)

donde II' representa un resto correspondiente a la férmula I, donde el
enlace am{dico entre dos restos aminofcido adyacentes arbitrarios del |

anillo péptido esté interrumpido teniendo R, W, X, ¥ y trp el signifi

cado anteriormente indicado y C significa un grupo hidroxilo libre, un,
]

. |
grupo hidroxilo modificado por un grupo de activacién & el grupo hidra:
i

zino -NH-NHZ, bajo proteccién del grupoéz ~amino del resto lisina, y en
caso dado tambien se cicliza el grupo hidroxilo del resto teonina y en

-

un producto intermedio obtenido de férmula:

CR = Phe - Phe = trp - Lys(A) - Thr(B) - Phe(W) = X = ¥4 (II)

donde R, W,X,Y y trp tienen los significados arriba indicesdos, A signi
fica un grupo protector Eiyamino 6 hidrégeno y B significa un grupo

protector hidroxilo o hidrégeno, donde solo uno de los simbolos A y B
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puede estar por hidrépenv, se disocia(r) el (los) grupn{s) protector(ed),
¥y, 5i se desea, de una sal de adicién de &cido obtenida se libera la
correspondiente base y/o una base obtenida se transforma en una sal de
adicibén de &cido de la misma.

2.~ Procedimiento seglin la reivindicacién 1, caracteri
zado porque un producto de partida.de férmula IXI, donde como minimo ung
de los simbolos A y B significa un grupo acidoliticamente disociable,
se cicla y a continuacidén se disocian el ¢ los grupos protectores por
acidblisis.

3+~ Procedimiento segin la reivindicacién 2, caracterd
zado porque un producto intermedio de férmula IX, donde A significa el
grupo terc.butoxicarbonile y B significa el grupo terc.butilo, se tra

ta con fcido trifluoracético.

k.~ Procedimiento seglin la reivindicacién 1, caracteri
zado porque en un compuesto de férmula II donde A significa un grupo ’
2-(trihidrocarbilsilil)~etoxicarbonilo y B significa hidrégeno, y R,

Wy, X, Y y trp tienen los significados indicados en la reivindicacién 1,
se cicla y a continuacién se disocia el grupo protector amino mediante
iones fluoruro.

Sy« Procedimiento segin’ la reivindicacién &, caracte
rizedo porque el simbolo A en la férmula II significa 2-(trimetilsilil)
-etoxicarbonilo. .

6.~ Procedimiento segin les reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado porque se prepara un compuesto de férmula I, una sal de
adicifin de fcido o un complejo del mismo, donde R significa Asn & des-H,
trp significa D=-Trp &6 L-Trp, W significa hidrégeno,X significa el res-
to de un écidob)-amino-alcano inferior-monocarboxilico con 6 ftomos de
carbono como méximo 6 des-X, e Y significa un écido&/-aminc-aicano in

ferior-monocarboxilico con 6 ftomos de carbono como méximo o des=Y.

7+= Procediniento segin la reivindicacién 6, caracte-
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rizado porque se prepera un compuesto donde el resto de un écidocff-amj

no~alcano inferior-monccarboxflico esté& caracterizado por la férmula

- NH - (‘cxa)n - CO -
donde n es un ﬁﬁmero entero de 1 hasta 7.
8+~ Procedimiento segin la reivindicacién 7, caracte
rizado porque n es un nfimero enterc de 2 hasta L.
9.~ Procedimiento seglin las reivindicaciones 1 a 5,
caracterizado porque se prepara un compuesto donde el resto de un dcida

(1) -amino-aleano inferior~dicarboxilico esté caracterizado por la fér

mula
- NH - CH = (cna)n_i - CO -

COOH
donde n significa un nfimero entero de 1 hasta 5.
10.- Procedimiento segfn la reivindicacibn 6, caracte
rizado porque se prepara un compuesto donde R significa Asn 6 des-R,

el resto triptotano8 tiene la configuracién D y «X~Y juntos significan!

- 11.- Procedimiento segfin la reivindicacién 10, carac

terizado porque se preparan los compuestos de férmula

L Asn - Phe - Phe = /D-trp/ - Lys = Thr - Phe - Gaba J
12,~ Procedimiento seglin la reivindicacién 10, carac

terizado porque se preparan los compuestos de férmula

L Asn = Phe = Phe = /D-trp/ - Lys = Thr - Phe - Gaba - Gaba

13,~ Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1
& 5y 9, caracterizado porque un compuesto se prepara en forma de una
sal de &dicidn de 4cido terapéuticaﬁente utilizable o de un complejo.

1lh,~ Procedimiento segfn una de las reivindicaciones
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2a6byl0al2, caracterizado porque ua compiesto se prepara en forma
de una sal de adicién de Acido terapéuticamente utilizable o de un com
plejo.

15.~ Procedimiento segfin una de las reivindicaciones
l a 5, caracterizado porque se prepara el compuesto de partida de fér
mula III caracterizado en la reivindicacién 1 de tal forma que se obtie

ne preparando intermediariamente un péptido lineal de f6rmula

H-/I1' ] -¢C (111)

rizada en la reivindicacién 1,donde el enlace amfdico entre dos restos
de aminoacido adyacentes arbitrarios del anillo péptido estd interrum-
pido, donde R significa Asn, Ala 6 des-R, trp significa D-Trp § L-Trp,

que en el anillo benceno puede estar sustituido por &tomos de halbgeno

o grupos nitro, W significa un grupo hidroxilo en caso dedo eterado que}
se encuentra como sustituyente en el anillo benceno del resto L-fenilajg
mina, 6 Atomo de halbégeno, o hidrégeno, X significa el resto de un &ci
do(&/-amino-alcano inferior-(mono- § di-)carboxilico & des<X e Y signi ;.
fica el resto de un écidoég/-amino-alcano inferior-(mono= 6 di~)carbo
xilico o des-Y, A significa un grupo protector éf-amino é hidrégeno, B
significa un grupo protector hidroxilo o hidrégeno y C significa un gru
po.hidroxilo libre, un grupo hidroxilo transformado por un grupo de ag
tivacibén & el grupo hidrazino -NH-NHZ, condensando entre s los aming

fcidos o bien unidades de péptidos més pequeflas necasarias para su sin
tetizacién en secuencia temporal arbitraria, pudiéndose proteger inter
mediariamente los grupos funcionales que no participan en la reaccién

¥, s8i se desea, un compuesto obtenido con un grupo carboxilo libre se

transforma en un correspondiente éster activo y a continuacién este prd

ducto intermedio de férmula III se cicliza bajo proteccién del grupo

-amino del resto lisina,
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16.- Procedimisnto segfn vna 4> las reivindicaciones
1l a2 5, caracterizado porque el producto departida de f6rmula III carac
terizada en la reivindicacién 1, se prepara de tal forma que los anino
fcidos necesarios para su preparacién o bien las unidades péptidas meng
res se condensan -entre s{ segfin una-serie erbitraria, pudiéndose prote
ger los grﬁpos funcionales que no intervengan en la reaceién de forma
intermedia, y en caso deséado un compuesto obtenido con grupos carboxi
lo libres se transforma en un ester activo correspondiente o en una hi
drazida correspondiente y se cicla mediante protecciféin temporal de los
éz‘-amino grupos del resto lisin#% en caso dado también de los grupos
hidroxilo del resto treonina. l

17.~ Procedimiento para la obtencién de ciclopébtidos,
tal v como queda sustancialmente descrito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 90 hojas escritas a miquina pox

una sola cara.

Hedrid, 40 gy 1

CIiB AG.
1. M. GOMEZ ATSBAY POMBY

°. n./ﬁzio[i .9“.:
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