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por: "UN METODO PARA PRODUCIR NUEVOS POLIPEPTIDOS".

(Clase Internacicnal CO7C)

ly=b=75 -1 -



10

L-3-75

15

20

25

La presente invencidn se refiere a nuevos

polipéptidos de la formula
Ry-Arg—R,-Phe-Phe-R; (1)

donde Ry es hidrogeno, o un resto de aminodcido bésicé

o neutro, Ry es un resto de aminodacido neutro, ¥y R3 es
NHp, Tyr-NH, o un resto de péptidos de tirosilo que cons
ta de 1 a 5 restos de aminodcido, o un residuo de amidas
de péptidos de tirosilo, siempre que, cuando Ry sea hi
drégeno, R, sea Pro.

Los polipéptidos (I) se emplean de modo
efectivo para el tratamiento de la insuficiencia del
metabolismo de los carbohidratos y del metabolismo de
los 1ipidos, especialmente para el tratamiento de 1la
diabetes mellitus.

A lo largo de toda la Memoria descriptiva
presente y de las reivindicaciones, se usan abreviatu-
ras para denominar aminodcidos, péptidos y sus grupos
activadores o protectores, y agentes activadores y pro-
tectores de aminodcidos o péptidos sggﬁn los de 1la Co~
misién de la IUPAC-IUB sobre Nomenclatura Bioldgica, o
los usados cominmente en este campo particular de la
técnica. Son ejemplos de estas abreviaturas las si-
guientes:

x —Abu: adcido C><—aminobutirico
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Y~Abu: dcido Y-aminobutirico
& —Acap: 4cido & ~aminocaproico
Ala: Alanina
5-Ala: B-alanina
Arg: Arginina
d-Aval: dcido ~aminovalérico
&, ¥V <Dab: 4cido o, } —diaminobutirico
Gly: Glicina
His: Histidina
Leu: Leucina
Lys: Lisina
Nle: Norleucina
Phe: Fenilalanina
Pro: Prolina
Sar: Sarcosina
Ser: Serina
Thr: Treonina
Tyr: Tirosina
Val: Valina
Aoc: terc-amiloxicarbonilo
Bzl: Eter bencilico
DCC: N,N'-diciclohexilcarbodiimida
HONB: N-hidroxi-5-norbornen-2,3-dicarboximida
OBzl: Ester bencilico

ODNP: Ester 2,4-dinitrofenilico
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OEt: Ester etilico
ONB: Ester de HONB
Opcp: Ester pentaclorofenilico
Osu: Ester de N-hidroxisuccinimida
OtBu: Ester de terc-butiloe
Tos: Tosilo
Z: Benciloxicarbonilo

Fn la presente Memoria descriptiva y en
las reivindicaciones, en el caso en que haya isdmeros
bpticos con respecto a aminodcidos, los aminodcidos
significan todos los isdmeros Opticos o compuestos
racémicos, si no se indica especificamente otra cosa.
Cuando Ry es hidrégeno, el grupo Rl-Arg significa el

grupo arginilo siguiente:
HoN

C-NH-( CH,, )B—CH—CO—

HN / I!IHZ

La expresion "resto de aminodcido" significa
un grupo que es capaz de formar un enlace peptidico, es
decir un grupo del aminodcido desprovisto de o bien uno
o ambos hidrdgenos de su grupo amino o imino, o el hi
droxilo de su grupo carboxilo.

Los aminodcidos bdsicos o neutros represen
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tados por Ry tienen, preferiblemente, de 2 a 10 dto
mos de carbono. Los ejemplos de aminodcidos bdsicos
son los X-aminodcidos tales como el deido X, fg-d;
aminopropidnico, acido X, y/idiaminobutirico, arginina,
lisina o histidina. Los aminodcidos neutros representa
dos por R1 son, por ejemplo, los c:(Laminoécidos tales
como la glicina, alanina, serina, treonina, dcido
C(-aminobutirico, prolina, leucina, isoleucina, nor
leucina, fenilalanina y tirosina, y otros aminodcidos
tales como la PB-alanina, 4cido ycaminobutirico, acido
d—aminovalérico y dcido £ -aminocapropico. Si hay
isémeros Opticos con los aminodcidos representados por
Ry, los aminodcidos pueden ser cualquiera de los iséme
ros épticos y los compuestos racémicos. Entre los aming
acidos que corresponden a Rj, la fg-alanina es preferi-
blemente para el uso que se pretende.

Los aminodcidos neutros representados por
R, tienen preferiblemente de 2 a 10 atomos de carbono,
y son ejemplos de ellos la glicina, alanina, fg-alanina,
sarcosina, serina, prolina, valina, leucina, isoleucina,
fenilalanina y tirosina.

Entre los aminodcidos que corresponden a
Ry, la glicina y la prolina son preferibles para el uso
pretendido. En el caso en que Ry es un resto de prolina,

el uso pretendido se consigue aun cuando Ry sea hidrdgeno.
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Los aminoadcidos que pueden constituir los
péptidos de tirosilo o sus amidas tienen preferiblemente
de 2 a 10 atomos de carbono, y son ejemplos de los mismos
la glicina, alanina, serina, treonina, valina, prolina,
leucina, isoleucina, lisina, fenilalanina y tirosina.
Esos aminodcidos estan conjugados en cualquier secuencia
para formar los péptidos de tirosilo o sus amidas que
comprenden de 1 a 5 restos de aminodcido. A continuacidn
se dan los ejemplos de estos péptidos de tirosilo, y sus
amidas respectivas pueden ilustrarse de modo similar como
amidas de péptidos de tirosilo:

1) Tyr-Gly-OH

2) Tyr-Ala-Gly-OH

3) Tyr-Leu-Ala-Gly-OH

L) Tyr-Leu~-Gly-Val-Ala-OH

5) Tyr-Thr-Pro-Ser-Phe-OH

6) Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala-OH

7) Tyr=Thr-Pro-Lys-Thr-OH

8) Tyr-Ser-Pro-Arg-Gly-OH

9) Tyr-Pro-Ile-OH

10) Tyr-Leu-Leu-Leu-OH

11) Tyr-Gly-Gly-Gly-Gly-OH
~ 12) Tyr-Ala-Ala-Ala-Ala-OH

13) Tyr-Thr-Pro-Lys-OH

Entre los aminoacidos y los péptidos de
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tirosilo y sus amidas, el Tyr-NHp es preferible para el
uso que se desea, asi como para su produccion industrial.

En cuanto & los aminodcidos representados
por Ry, © que constituyen el grupo R3, en el caso en que
haya isdmeros Spticos los aminodcidos pueden ser cualquera
de los isdmeros Opticos y compuestos racémicos. En cuanto
a los restos de aminodcidos que constituyen los polipépti
dos (I), excepto los representados por Rys 7 en el caso
en que haya isémeros opticos, son preferibles los restos
de L-aminodcido por su menor toxicidad.

Segin el procedimiento de la presente inven
cidn, los polipéptidos (I) se producen condensando un
aminodcido que corresponde a Rl o arginina, donde Rq es
hidrdgeno, o un fragmento de péptido del polipéptido (I)
que tiene el resto R; de aminoacido, o el grupo arginilo
cuando Rl es hidrogeno, en su aminodcido N-terminal, con
el fragmento restante del polipéptido (I), y cada uno de
los materiales de partida puede protegerse en su grupo
amino o carboxilo que no tiene que tomar parte en la
condensacidén considerada, y puede activarse en su grupo
amino o carboxilo que toma parte en la condensacion con
siderada, y eliminando los grupos protectores, si los
hay, del producto resultante.

la condensacién de la presente invencion

se efectiia segin la condensacidn convencional per se
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para la formacion de enlaces peptidicos.

La condensacién de la presente invencidn se
efectla entre cualquier posicidn que se desee de los Po
lipéptidos (I) para formar los enlaces peptidicos o ami
dicos considerados. La condensacidén entre el 3er. com
ponente de aminodcido correspondiente a Ry y el 42 com
ponente de aminoacido correspondiente a la fenilalanina
puede ser preferible para la produccidn industrial de los
polipéptidos (I).

Igual que los compuestos polipeptidicos co-
nocidos, los polipéptidos de esta invencidn pueden sinte-
tizarse a partir de materiales aminodcidos que son compo-
nentes del polipéptido producto, por medio de la repeti-
cion de reacciones de condensacién. Y, usualmente, la
dltima operacion de la sintesis es la condensacidn entre
dos componentes, es decir un péptido y un aminodcido ter
minal, o dos péptidos. Estos dos componentes son los ma
teriales de partida de la Ultima operacidn de las conden-
saciones para sintetizar el producto. Estos materiales
de partida o compuestos intermedios pueden obtenerse por
medio de cualquiera de los procedimientos comunes per se
empleados para la sintesis de péptidos.

Los materiales de partida del procedimiento
de la presente invencidn se ilustran por los aminodcidos

per se de aminodcidos N-terminales de los polipéptidos

'
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(I), y por fragmentos de péptidos que constan de los
aminoécidos N-terminales a los que se une consecuti-
vamente cada uno de los aminodcidos seglin la secuencia
de aminodcidos de los polipéptidos (I). Los materiales
de partida de acoplamiento son fragmentos del resto de
los polipéptidos (I), excepto los materiales de partida
citados.

En la tabla que sigue se dan los ejemplos
principales de combinaciones de los materiales de par-
tida y sus materiales de partida de acoplamiento.

Tabla 1

Materiales de partida

Ry -OH H-Arg-Rz—Phe—Phe-Ré
Rj~Arg-OH H~Rp-Phe~Phe-Rj
Ry~-Arg-Ry-OH H-Phe-~Phe~Rp
Rj~-Arg-Ry-Phe-OH H-Phe-R3
R1~Arg-Ry~-Phe-Phe-OH H-R3
Ri-Arg~Rz-Phe-Phe-OH H-Tyr-NH2
R1~Arg-Ro-Phe~Phe-Tyr-OH| NH3
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La reaccion de condensacidn segin esta in-
vencidn puede efectuarse por medios de condensacidén cono-
cidos para la formacidn de enlaces peptidicos. Entre estos
medios de condensacion estan el procedimiento DCC/HONB (pa
tente Belga n® 796.399), el procedimiento de 1la azida,'el
procedimiento del cloruro, el procedimiento del anhidrido
de dcido, el procedimiento del anhidrido de dcido mixto,
el procedimiento DCC, el procedimiento del éster activo,
el procedimiento del reactivo K de Woodward, el procedi-
miento del carbodiimidazol, el procedimiento de oxidacidn-
reduccion, y otros (The Peptides, Vol. 1 (1966), Schroder
y Lubke, Academic Press, Nueva York, EE.UU.).

Antes de la reaccidén de condensacion, se
pueden proteger los grupos carboxilo y amino que no han
de tomar parte en la reaccidén considerada, o activar los
grupos carboxilo y/o amino que han de tomar parte en la
reaccion considerada, por medios conocidos per se. Los
grupos carboxilo del material de partida que no han de
tomar parte en la reaccidn considerada pueden protegerse
en forma de sales metalicas (por ej. sales de sodio y de
potasio) o ésteres (por ej. ésteres de metilo, etilo,
Bencilo, p-nitrobencilo, terc-butilo o terc-amilo).

Los grupos protectores de los grupos amino
de los materiales de partida pueden ser cualquiera de los

grupos protectores convencionales para grupos amino co-
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nocidos en la sintesis de péptidos, por ej. benciloxi
carbonilo, terc-butoxicarbonilo, terc-amiloxicarbonilo,
isoborniloxicarbonilo, etc. Estos grupos protectores
pueden emplearse para proteger el grupo imino de la pro
lina. La funcidén imidazol de la histidina puede prote-
gerse con cualquier grupo protector convencional, tal
como el bencilo, tosilo, 2,4-dinitrofenol, terc-butoxicar
bonilo o carbobenzoxi. El grupo hidroxilo de la serina,
la tirosina o la treonina puede protegerse con un grupo
protector convencional, tal como el bencilo, terc-buti
lo y otros grupos formadores de éteres. El grupo gua
nidino de la arginina puede protegerse con grupos tales
como el nitro, tosilo, carbobenzoxi, isoborniloxicarbo
nilo o adamantiloxicarbonilo. Como ejemplos de grupos
carboxilo activados en los materiales de partida, pueden
citarse los correspondientes anhidrido de dcido, azida,
ésteres activos (ésteres con alcoholes, por ej. penta
clorofenilo, 2,4,5-triclorofenol, 2,k-dinitrofenol, al
cchol cianometilico, p-nitrofenol, N-hidroxi-5-norbornen-
-2y3-dicarboximida, N-hidroxisuccinimida, N-hidroxiftali
mida o N-hidroxibenzotriazol) etc. Los grupos amino ac-
tivados de los mgteriales de partida pueden ser, por
ejemplo, las correspondientes amidas con dcido fosfd
rico.

En la tabla siguiente se muestran algunos
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ejemplos de combinaciones de estas formas-de grupos carbo

xilo y amino en los materiales (4) y (B).

Tabla 2

Ejemplos Materiales de partida
de com-
binacio-
nes (4) (B)
GOOH NHZ COCH NHp

1¥ Libre Protegido Protegido Libre

2 Activado Protegido | Libre Libre

3 Libre Protegido | Protegido Activado
Nota. En el caso seflalado con un asterisco *, preferible-

mente hay presente un agente deshidratante (por ej.

un reactivo de carbodiimida tal como diciclohexil-

carbodiimida) en el sistema de reaccidn.

efectuarse en presencia de un disolvente.

La condensacidén de la presente invencidn puede

El disolvente

puede seleccionarse de entre los conocidos como Utiles para

las reacciones de condensacidn de péptidos.

Asi, puede ci-

tarse como ejemplo la dimetilformamida, el dimetilsulfdxido,
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la piridina, el cloroformo, dioxano, diclorometano,
tetrahidrofurano, anhidros o acuosos, y las mezclas
adecuadas de tales disolventes.

La temperatura de reaccion se selecciona de en=-
tre el intervalo conocido como utilizable para las reac-
ciones que conducen a la formacidn de enlaces peptidicos,
es decir normalmente en el intervalo de aproximadamente
—209C a aproximadamente 302C. Ademas, los materiales
precursores (péptidos protegidos) de los compuestos con-
siderados segin esta invencidn pueden prepararse también
ficilmente por procedimientos sintéticos en fase sélida.

Una vez que se ha completado la reaccion de
condensacidn considerada, y si el producto lleva grupos
protectores, pueden eliminarse éstos por procedimientos
rutinarios. Entre estos procedimientos rutinarios se en-
cuentran la reduccidn catalitica en presencia de un ca-
talizador tal como negro de paladio, paladio sobre carhon,
platino, o similar, solvolisis por medio de fluoruro de
hidrdgeno, acido trifluoroacético o similar, ¥ reduccion
con sodio metdlico en amoniaco liquido.

El péptido (I) asi producido puede recuperarse
a partir de la mezcla de productos de reaccién por proce-
dimientos conocidos para la recuperacion de péptides, por
ej. por extraccidn, distribucion, cromatografia en colum

na, etc.

- 13 -
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La reaccidén de la presente invencion puede
efectuarse por un método en fase sb6lida conocido per se.

El polipéptido (I) puede recuperarse también
en forma de una sal o de compuesto de complejo metédlico.

Como acidos que son capaces de formar sales
con el polipéptido (I) pueden citarse los &cidos inorgd-
nicos tales como el dcido clorhidrico, acido bromhidrico,
dcido perclérico, 4cido nitrico, dcido tiocidnico, dcido
sulfirico, dcido fosférico, etc., y los dcidos orgdnicos
tales como el acido férmico, dcido acético, dcido propid
nico, dcido glicdélico, dcido lactico, &cido piruvico,
dcido oxalico, acido maldnico, dcido citrico, dcido su
ceinico, acido maleico, dcido fumdrico, dcido antranili
co, 4cido cindmico, dcido naftalensulfdnico o acido
sulfanilico, por ejemplo.

Los metales que son capaces de formar com-
puestos complejos con el polipéptido (I) incluyen, entre
otros, el zinc, niquel, cobalto, cobre y hierro. Tal
compuesto complejo metdlico puede producirse por pro-
cedimientos convencionales, por ejemplo haciendo reac-
cionar el polipéptido (I) con el hidrdxido u 6xido de
un metal del tipo antes citado a un pH de aproximadamen-
te 6 a 8.

Los polipéptidos (I) de la presente inven-

cidn causan el efecto de disminuir los altos contenidos
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de glucosa en la sangre y en la orina hasta un nivel
normal, no sélo por administracidén parenteral, sino
también por administracion oral. Los polipéptidos (I)
tienen una actividad sorprendentemente efectiva de no
reducir un nivel normal de glucosa en ia sangre y la
orina, en lo que son muy superiores a la insulina, que
causa hipoglucemia. Los polipéptidos (I) son de baja
toxicidady su administracion es segura. Los polipépti-
dos (I) tienen también actividad de estimulacion del
netabolismo de los lipidos. Teniendo tal utilidad es-
pecifica, los polipéptidos (I) se administran de modo
eficaz a los seres humanos y 0otros animales, tales como
las ratas o ratones, por vi{a oral o parenteral, para
tratar la insuficiencia del metabolismo de los carbohi
dratos y del metabolismo de los 1lipidos, especialmente
para tratar la diabetes o la hipercolesteremia, sin
causar ningin efecto indeseable. Los polipéptidos (I)
pueden administrarse como tales o en cualquier forma
farmacéutica, tal como comprimidos, pastillas, granulos,
polvo, 1fquido o inyeccidn, que pueden prepararse por
procedimientos conocidos per Ses

las siguientes son ejemplos de composiciones
farmacéuticas.

Inyeccion
Polipéptido (I) de férmula diacetato de

- 15 -
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fﬁg—Ala-L-Arg.L-Pro-L-Phe-L-—Phe-L-Tyr-NH2 50 mg

Disolucidn salina fisioldgica 2,0 ml.
Polvo

Polipéptido (I) de formula - dicitrato de

gg-—Ala—L-Arg-Gly-L-Phe-L-Phe-L-Tyr-NH2 30 mg

Almidon 200 mg.

Aunque la dosis diaria de los polipéptidos

(I) es variable segun la enfermedad, la gravedad de la mis-
ma, edad del paciente, etc., usualmente estd seleccionada
entre aproximadamente 50 microgramos y aproximadamente 100
mg/kg de peso corporal.

Experimento farmacoldgico de mejora de la

diabetes por medio de los polipéptidos (I).

Unas hembras de ocho semanas de edad de ra-
tones genéticamente diabéticos (ratones KKAY o KK amarillos)
se mantuvieron individualmente en jaulas metdlicas para re-
coger la orina. A tres grupos de ratones se les administrd
por via oral el polipéptido (I) de fdérmula beta-Ala-IL-Arg-
-Gly-L-Phe-L-Phe-L-Tyr-NH, (Compuesto A) a tres dosifica-
ciones diferentes (1, 10 y 100 mg/kg/dia). EL procedimien-
to de tratamiento se detalla en la Tabla 3. Al grupo tes-
tigo se le administré disolucidn salina. Cada 4 dias se
determind la glucosa en el plasma y en la orina por el mé-
todo de la glucosa oxidasa (Hugget, A. St. G. y Nixon, D.A.,
"Lancet", volumen II, pags. 368-370, 1957).

- 16 -
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Los resultados se indican en la Tabla 3.
En el grupo testigo, el nivel de glucosa en el plaéma y
1a glucosa segregada en la orina durante 24 horas fueron
muy elevados durante todo el periodo del experimento. Por
el contrario, tanto la glucosa del plasma como la glucosa
en la orina de los grupos tratados con el polipéptido dis-
minuyeron gradualmente durante el tratamiento. In estos
efectos antidiabéticbs pudo observarse una dependencia de
1a dosis. En la fase de después del tratamiento, ambos
niveles de glucosa se elevaron en los tres grupos tratados.
Sin embargo, se observd una dependencia de la dosis en la
persistencia de los efectos antidiabéticos después de su-
primir el tratamiento.

De estos descubrimientos puede deducirse
que el polipéptido mejora la diabetes de estos ratones.

Procedimiento de tratamiento:

0 L 8 12 16 20 Dia

[ 1 [l { } H
L}

) ) 1 T 1
ItPeriodo de tratamiento 4t Perfodo posterior al tré%amieg-,

to

PG: glucosa en el plasma (mg/100 ml). UG: glucosa en la
orina (g/dia)
* gignificativo para el grupo de disolucidn salina (p £ 0,05)

#% sienificativo para el grupo de disolucién salina (p < 0,01)

- 17 -



- BEp/3
xxSM0°0 | TS 4488TOC0 | _ 1l 2200 | 46T [s0020°0 | xxTY «x6L20°0 | _4b2 | 8900 47iccy ¢ \memwwﬁw
$052°0 | 7467, +05L0°0 | F6£€| 7990 0 | w2€2 [+9f0t0 1152 +€ML0°0 g +286°0 oqsendwo)
_220°0 | _TOT| _660°0 |_ L 42lh0‘0 | _ S2 |4x97€0°0 _#5¢€ +xT90°0 gL | _Skofo | eYvgsH € erp/3%
8470 | T€TG| ¥8€2°0 |To6€+RG80°0 | ¥WMSE [F98L0°0 +8€¢ +09T 0 +E€ | FTLGCO /3w QT v

onsondwoy
9500 |_ 89| _T60‘0 | _ 22| 0TO0 |_ OF |4s6L0.0 | axlT _260¢0 | _ 9¢ | _180:0 _
050 | FEeS | FTIGN 0 | ¥69T|+06T 0 | +OLE | +€TTCO +eE +662°0 +2GE | +G6G°0 | €f+LGH 4 /2 \wmv
/3wy
oasandwo)
lmmo“o _ €61 _okofo |_ 2zl 2¢Ti0 |_ 94 | _zlofo _ Y _T50°0 _6¢ | _zLo‘o _ BUTTES
39870 |+ETS | Feowo | wA [FLGS0 | ¥LET | *#5E9f0 +82g +1gh 0 +Egh | 0960 | 6E+GMN g uoTONTOSTA
on nd N nd| on od N nd N nd N nd
502 39T 52T 58 57

gsau

~01eX

oquauw op oI
(efp) oOausTweqexy SO -0 TpauW UOD OjUSTWRARIY 8P el(d 00U TWRIBIL=3.IJ -dumpy [0AUBWED TPAN

€ BTAR



10

15

=75

En todos los Ejemplos practicos, en caso
en que haya isémeros Opticos con respecto a aminodcidos,
1os aminodcidos estdn en forma de la configuracion L-,

a no ser que se indique especificamente otra cosa.
Ejemplo 1
Produccién de Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-NH,
a) Preparacion de Z-Arg(N02)-Pfo—Phe-Phe-Tyr-NHz.

En 50 ml de DMF (dimetilformamida) se disol
vieron 10,0 g de Z-Phe-Phe-Tyr-NH, y se efectud una re-
duceidn catalitica con negro de Pd como catalizador du-~
rante 10 horas. El catalizador se separd por filtracidn,
y, mientras el producto de filtracion se enfriaba con
hielo, se afiadieron 7,37 g de Z-Arg(NO,)-Pro-OH y 3,53
g de HONB. '

Este procedimiento se siguid después por
adicidn de 4,06 g de DCC, y la mezcla se agitd durante
16 horas. La DC~urea (diciclohexil-urea) formada se
separ6 por filtracién, y la DMF se separd por destila-
cidén bajo presidn reducida. Al residuo se le afiladieron
200 ml de acetato de etilo y el polvo resultante se re-
cogid por filtracidén. E1 polvo se purificé por repre-
cipitacion a partir de DMF-metanol-agua. Rendimiento
14,5 g (95,6%); punto de fusidn: 100~ 103°G‘LC<J7 -29,72

(e=0,55%, DMF).
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Andlisis elemental, para 046H540 N,..H O

10710772
Calculado: C 59,73; H 6,10; N 15,11
Encontrado: C 59,51; H 6,06; N 14,90

b) Preparacién de Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-NHy
En 30 ml de dcido acético se disolvieron 500

mg de Z-Arg(NO,)-Pro-Phe-Phe-Tyr-NH,, y se efectud una
reduccién catalitica con negro de Pd como catalizador,
durante 20 horas. El catalizador se separd por filtra-
cidén, v el producto de filtracién se concentrd hasta
sequedad bajo presion reducida. El residuo se disolvid
en 50 ml de agua, ¥y, después de separar por filtracidn
las pequeflas cantidades de materiales insolubles, el
producto de filtracidn se liofilizé. E1 producto se di
solvié en 5 ml de agua y la disolucién se aplicé sobre
una columna (1,8 x 9 cm) de carboximetil-sephadex. Se
efecpué una elucién por gradiente con acetato de amonio
acuoso 0,1 M (400 ml) y acetato de amonio acucso 1 M (400
ml). TLas fracciones de 250 ml a 370 ml se reunieron y se
liofilizaron para dar 250 mg (52,3%) de un producto espon-
joso blanco. 17:<;7gh 41,92 (c= 0,47%, agua).
Andlisis de aminodcidos (hidrdlisis con HCl): Arg. 1,003

Pro. 1,05; Tyr, 0,91

Phe. 1,96. (contenido de péptido,

86,5%)
Andlisis elemental, para 038H4906N9'202Hh02'2H20
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Calculado: C 57,06; H 6,96; N 14,20
Encontrado : C 56,76; H 6,98; N 14,28

Ejemplo 2

Produccidén de Gly-Arg--Pro-Phe-Phe-Tyr-NH,
a) Preparacién de Z-Gly-Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-NH,

En 30 ml. de dcido acético se disolvieron 800
mg de Z~-Arg(NO,)=-Pro-Phe-Phe-Tyr-NH,, v se efectud la
reduccidn catalitica con negro de Pd como catalizador,
durante 8 horas. Fl catalizador se separd por filtracidn,
v el producto de la filtracién se concentrd hasta seque-
dad bajo presién reducida. El residuo se disolvidé en 20
ml de agua vy se liofilizd.

El polvo resultante se disolvié en 10 ml de
DMF, y se afiadieron 147 mg de monohidrato de acido p-to
luensulfdénico. A la mezcla se le afladieron 349 mg de
Z-Gly-ONB- y después se agité durante 10 horas. La DMF
se separd por destilacidn bajo presidén reducida y se afia
dieron 50 ml de acetato de etilo. El polvo resultante se
recogié por filtracidn. Rendimiento 858 mg (89,5%); punto
de fusidn: 119-1219C. /o< / 33 -26,72 (¢ = 0,96%, DMF)

H ON .CHOS.HO
hg 58 910 783 2

Encont.: C 59,45; H 6,08; N 12,37; S 2,76

Andlisis elemental, para C
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b) Preparacién de Gly-Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-NH,

En 30 ml. de 4cido acético se disolvieron
500 mg de p-toluensulfonato de Z-Gly-Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-
NHy, ¥ se efectud la reduccidn catalitica con negro de
Pd como catalizador, durante 5 horas. El catalizador
se separd por filtracidén y el disolvente se separd por
destilacidén bajo presidn reducida. El residuo se disol-
vibé en 20 ml de agua y la disolucidn se sometid a cro-
matografia de cambio de iones en una columna de Amberlite
IRA 410 (forma de acetato). (Resina de cambio anidnica
fuertemente bdsica de la Rohm & Haas Co. Ltd. EE.UU). El
producto de elucidn se liofilizd y el polvo resultante
se disolvid en 5 ml de agua. La disolucidn se aplicd
sobre una columna (2,6 x 23 cm) de carboximetilcelulosa,
v se efectud la elucidn por el método del gradiente,
usando acetato de amonio acuoso de 0,005 Ma 0,2 M
(700 ml cada vez). Las fracciones desde 840 ml a 970 ml
se reunieron y se liofilizaron. Rendimiento 270 mg (63,6%).
[T §2= -62,02 (¢ = 0,46%, agua).
Andlisis elemental, para CAOH5207N10'202Hh02 2H 0

Calc. : C 56,15; H 6,86; N 14,89

Encontr.C 55,99; H 6,92; N 1k,77
Analisis de aminodcidos: Arg. 0,9%; Pro. 1,06; Gly. 1,00;

Tyr. 0,94; Phe. 2,03 (contenido
de péptido: 83,2%)
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Ejemplo 3

Produccién de | -Abu~-Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-NHp

Se siguio el procedimiento del Ejemplo 2, excepto en
que se usé Z [ -Abu-ONB en lugar de Z-Gly-ONB, obtenién-
dose 324 mg del compuesto arriba indicado. [o<_7 §2 =
-58,7¢ (¢ = 0,45%, agua).
Andlisis elemental, para Ch2H5607N10.202H402.3H20

Calc.: C 55,97, H 7,15; N 14,19

Encont.: C 56,14; H 7,36; N 13,92
Andlisis de aminoacidos: Arg. 1,00; Pro. 1,08; Tyr. 0,97;

Ph. 2,13 (contenido de péptido:
80 ,8%)
Ejemplo 4
Produccidn de g -Acap-Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-NH,
a) Preparacién de Z- ¢ -Acap-Arg-Pro-Phe~Phe-Tyr-NH,.

En 10 ml de DMF se disolvieron 250 mg de
Z-epsilon-Acap-OH, y, bajo enfriamiento con hielo, se
afiadieron 186 mg de HONB y 214 mg de DCC. La mezcla se
agité durante 16 horas, y la DC-urea formada se separd
por filtracidén. E1 producto de filtracidn se afiadié a
una disolucidn de p-toluensulfonato de H~Arg-Pro-Phe-Phe-
~-Tyr-NHz, que se habfa preparado del mismo modo que en
el Ejemplo 2-a). La mezcla se agitd durante 12 horas, y
la DMF se separd por destilacidn bajo presidn reducida.

Al residuo se le afladieron 30 ml de acetato de etilo, ¥y
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el polvo resultante se recogio por filtracidn. Rendi-

miento 810 mg (79,1%); punto de fusidn: 90-929C. [79<:7§3

-30,32 (¢ = 1,07%, DMF).

Andlisis elemental, para C5oHps0gN g+ CrHgO38. 2H 0

Calc.: C 59,88; H 6,65; N 11,84; S 2,80

Encont.: C 59,81; H 6,75; N 11,80; S 3,00
b) Preparaciodn de epsilén—Acap-Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-NH2

500 mg del derivado de Z preparado en a) se
trataron de la misma manera que en el Ejemplo 2-b), para
obtener 316 mg del compuesto antes indicado. [?$<_7;3
-58,92 (¢ = 0,55%, agua).

Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,02; Pro. 1,03; Tyr. 0,92;
Phe. 2,13; epsilon Acap (no se
determing) (contenido de pépti~
do: 81,5%)

Ejemplo 5
Produccidn de Lys-Arg~Pro-Phe~Phe-Tyr-NHy

a) Preparacién de di-4~Lys~Arg-Pro~Phe~-Phe-Tyr-NH,

Se repitid el procedimiento del Ejemplo 4-a),
excepto en que se usaron 390 mg de di-~Z-Lys-OH en lugar
de Z- 2?-Acap-OH, para obtener 932 mg del compuesto an-
tes indicado. Punto de fusidén: 103-1052C. [ o'<_7§3 -28,50 |
(¢ = 1,04%, DMF).

Andlisis elemental, para 060H73011N11’C7H8033'2H20

Calc.: C 60,39; H 6,43; N 11,56, S 2,41
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Encont.: C 60,6k; H 6,21; N 11,79; S 2,82
b) Preparacién de Lys-Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-NH,

500 mg del derivado di-Z preparado en a) se
trataron de la misma manera que en el Ejemplo 2-b) para
obtener 336 mg del compuesto antes indicado. [ES(_7§3
-52,6¢ (¢ = 0,57%, agua).

Andlisis de aminodcidos: Lys. 1,02; Arg. 0,98; Pro. 1,003
Tyr. 0,94; Phe 2,04 (contenido
de péptido: 91%)
_ Ejemplo 6
Produccion de <X , V/-Dab-Arg-Pro-Phe—Phe—Tyr-NH2

Exactamente del mismo modo que en los Ejemplos
4 v 5, el compuesto antes indicado se sintetizo a partir
de 535 mg de la sal de di-4-<X, " -Dab~-diciclohexil-
amina. Rendimiento 325 mg. [79<;7§3—58,29 (¢ = 0,50%, agua)
Andlisis de aminodcidos: &< ,) -Dab. 1,00; Arg. 0,98;

Pro. 1,00; Tyr. 0,87; Phe. 1,96
(contenido de péptido: 84,2%)
Ejemplo 7
Produccidn de }8 -Ala-Arg-Pro-Phe-Phe~Tyr-NH,
a) Preparacion de Zi}B -Ala-Arg(NOy) ~-Pro-OMe.

A 3,50 g de Z-Arg(NO,)-Pro-OMe se le afladieron
35 ml de HBr-dcido acético al 25%, y la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 35 minutos. A esta mezcla

se le afiadieron 300 ml de éter etilico, y el precipitado
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resultante se recogid por filtracidn, se 1avé con éter
v se seco.

El polvo se disolvid en 25 ml de DMF, v,
con enfriamiento con hielo, la disolucién se neutrali-
z5 con trietilamina. Después de la adicidn de 2,9 g
de Z-beta-Ala-ONB, la mezcla se agitd durante 16 horas.

la DMF se separé por destilacidn bajo
presién reducida, y el residuo se disolvid en 300 ml
de acetato de etilo. La disolucién se lavo tres veces
con porciones de 100 ml de bicarbomato de sodio acuoso
al 4%. Después de lavar con agua, la disolucidn se secd
sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separd
por destilacién bajo presién reducida, y se afiadid ace
tato de etilo al residuo. E1l polvo resultante se reco-
gid por filtracidn. Rendimiento 3,05 g (7443%); punto
de fusidn: 62-652C; Zﬁb(_7§2 -34,1¢ ( c= 1,04%, DMF).
Anglisis elemental, para 023H3308N7.1/2H20 |

Calc.: ¢ 50,73; H 6,29; N 18,01

Encontr.: C 50,98; H 6,36; N 17,72
b) Preparacién de Z- B -Ala-Arg(NO,)-Pro-OH

» En 30 ml de acetona se disolvieron 2,82 g
de Z-B-Ala-Arg(NO,)~Pro-OMe, y, con enfriamiento con
hielo, se afiadierocn 10,7 ml de hidrdoxido de sodio acug
so 1N. TIa mezcla se agito a temperatura ambiente duran-

te 2 horas. Después de neutralizar la mezcla con 11 ml
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de dcido clorhidrico 1N, la acetona se separd por desti

lacién bajo presidn reducida. Al residuo aceitoso se

le afladieron 30 ml de agua fria, v el agua se separd

por decantacidn. EL residuo se lavbd una vez con agua

fria v se secd. Después se cromtografié sobre una colum

na de gel de silice (90 g) con un disolvente revelador,

acetato de etilo-piridina-dcido acético-agua (60:20:6:11).

las fracciones ricas en el compuesto buscado se reunieron

vy se concentraron hasta sequedad bajo presion reducida.

El residuo se lavd con éter y se recogid por filtracidn.

Rendimiento 2,62 g; punto de fusidn: 65-679C; zﬁ%g]ﬁz

-27,5¢ (¢ = 1,07%, DNF).

Andlisis elemental, para CgoHgi0glN, @ Calc.: C 50,665 H 5,99;

N 18,80
Encontr.: C 50,41; H 6,19;
N 18,58

¢) Preparacién de 4~ 8 ~Ala-Arg(NOz)-Pro-Phe-Phe-Tyr-NHy.
En 15 ml de DMF se disolvieron 1,50 g de

Z-Phe-Phe-Tyr-NHy, y se efectud una reduccidn catalitica

con negro de Pd como catalizador, durante 4 horas. El ca-

talizador se separd por filtracidn, y, mientras el produc-

to de filtracidén se enfriaba con hielo, se afladieron 1,21

g de Z- B -Ala-Arg(NOp)-Pro-OH, 0,53 g de HONB y 0,61 g de

DCC. ILa mezcla se agitd durante 18 horas. La DC-urea for

mada se separd por filtracidn, y la DMF se evapord por des
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tilacidn bajo presién reducida. Al residuo se le afia-
dieron 50 ml de agua, y el polvo resultante se recogid
por filtracidén y se secd. EL polvo se precipitd de
nuevo a partir de DMF-acetato de etilo. Rendimiento
1,99 g (80,9%); punto de fusidn: 135-1382C; L?K;7§2
-33,12 (¢ = 0,9%, DMF).

Andlisis elemental, para 049H59011N11.H 0 :

2
Calc.: C 59,08; H 6,17; N 15,47
Encontr.: ¢ 58,93; H 6,18; N 15,02.

d) Preparacidén de pB-Ala-Arg-Pro-Phe-Fhe-Tyr-NH,

En 40 ml de dcido acético glacial se disol-
vieron 1,50 g de Z- B -Ala-Arg(NOz)-Pro—Phe-Phe—Tyr—NHz,
v se efectud una reduccidn catalitica, con negro de Pd
como catalizador, durante 8 horas. EL catalizador se
elimind por filtracidn, y el disolvente se separo por
destilacidn bajo presion reducida.

El residuo se disolvid en 50 ml de agua,
vy las pequeflas cantidades de materiales insolubles se
separaron por filtracién. EL producto de filtracion se
liofilizd. E1 producto se disolvid ademas en 20 ml
de agua, y se hizo pasar a través de una columna (3,0 x
28 cm ) de carboximetilcelulosa, que se eluyd por el mé
todo del gradiente con acetato de amonio acuoso 0,005M vy
0,2M (1,5 1 cada vez). Las fracciones desde 1490 ml

hasta 1840 ml se reunieron y se liofilizaron. Rendimien
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to 980 mg (65,7%); [94__732-59,19- (c =0,52%, agua).

Analisis elemental, para Cth5hO7N10'202H402'hH20

Calc.: C 5k,53; H 7,12; N 14,13

Encontr. C 54,34; H 6,98; N 13,98
5 Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,00; Pro. 1,11; Tyr. 1,00;
Phe. 2,11; beta—Ala. 0,9 (con-

tenido de péptido: 75,7%)
De la misma manera que en c¢) y d) anterior-
mente, puede producirse el mismo. compuesto buscado segun
10 las siguientes férmulas de reaccidn:

1) Z- B -Ala-Arg(NO,)-Pro-Phe-0H + H-Phe-Tyr-NH,

l HONB/DCC
4- B -Ala-Arg(NO,)-Pro-Phe-Phe-Tyr-NHp

15 L Ho/Pd & HF
ﬁ.-Ala—Arg-Pro-Phe—Phe-Tyr—NH2
2) Z- B -Ala-Arg(NOs)~Pro-Phe~Phe-OH + H-Tyr-NHp

l HONB/DCC
26 Z- B -Ala-Arg(NOy)~Pro-Phe~Phe-Tyr-NH,

H2/Pd o HF
jS! ~Ala~Arg-Pro-Phe~Phe-Tyr-NH,
_ + HC1
25 3) Z- /8 -Ala-Arg-OH + H-Pro-Phe-Phe-Tyr-NHp

l HONB/DCC

beb=75 - 29 -
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Z- F -Ala-Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-Ni,
H,/Pd
}B-Ala—Arg-Pro-—Phe—Phe-Tyr-NH2

Ejemplo 8

Produccion de }9-Ala-Arg~Pro-Phe-Phe-NH2.

En el procedimiento del Ejemplo 7-¢), se sus-
tituye Z-Phe-Phe-Tyr-NHs por Z-Phe-Phe-NHz, Yy se si-
guen los mismos procedimientos que los explicados en
el Ejemplo 7-c¢), obteniéndose 1,24 g del compuesto an-
tes indicado, en forma de un producto esponjoso blanco.
Z?9<;7§2 -48,62 (¢ = 0,42%, agua)

Andlisis de aminoacidos: Arg. 1,08; Pro. 1,00; Phe. 1,98;
beta-Ala. 0,97 (contenido de
péptido: 82,6%).
Ejemplo 9

Produccidn de B-Ala-Arg-beta—=Ala-Phe-Phe-

Tyr-NH,

a) Preparacidn de Z- B -Ala-Phe-Phe-Tyr-NH,.

En 4O ml de DMF se disolvieron 2,00 g de Z~Phe-
-Phe-Tyr-NHo, y se efectud una reduccidn catalftica con
negro de Pd como catalizador durante 5 horas. El cata-
lizador se separd por filtracidn, y se afiadieron al pro-~
ducto de filtracion 1,39 g de Z- -Ala-ONB. Ia mezcla
se agitd durante 9 horas, y la DMF se separd por filtra-

cidén bajo presidn reducida. Al residuo se le afladieron
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50 ml de agua, y el polvo resultante se recogid por fil-
tracidn y se secéd. E1l producto se precipité de nuevo a
partir de DMF-acetato de etilo. Rendimiento 2,02 g
(88,0%); punto de fusidn: 232°C [ X_/ %2 = 23,42
(¢ = 0,94%, DMF).
Andlisis elemental, para CygHy OpN s+ Hy0
Calc.: C 65,41; H 6,21; N 10,04

Encontr.: C 65,18; H 6,20; N 10,32
b) Preparacion de Z-Arg(M0,)- /3 -Ala-Phe-Phe-Tyr-NHs.

En 30 ml de DIF se disolvid 1,0 g de 4-AZ-Ala-
-Phe-Phe-Tyr-NHy, y se efectud una reduccion catalitica
durante 6 horas, usando negro de Pd como catalizador.
El catalizador se separé por filtracidn. Al producto
de filtracidn se le afiadid una disolucidn de 4-Arg4{NO, ) -
-ODNP en tetrahidrofurano (el éster de dinitrofenilo
preparado a partir de 0,52 g de 4-Arg(NO,)-0OH y 0,30 g
de 2,4-dinitrofenol en 10 ml de tetrahidrofurano, por el
procedimiento DCC). ILa mezcla se agitd durante 13 horas,
y el disolvente se separd por destilacidn. Al residuo
se le afladieron 50 ml de agua, v el polvo resultante se
recogidé por filtracidén y se secd. Rendimiento 1,01 g
(74,9%); punto de fusién: 192-1948C /o< 7/ gz -11,12
(¢ = 1,02%, DMF).
Andlisis elemental, para ChhH52010N10.2H20

Calc.: C 57,63; H 6,16; N 15,28
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Encontr.: C 57,:63; H 5,93; N 15,61.

¢) Preparasién de Z- B -Ala-Arg(NO,)- /S -Ala-Phe-Phe-
Tyr-lH,.

A 700 mg. de %-Arg(NO,)- B -Ala-Phe-Fhe-
-Tyr-NH, se le afiadieron 0,2 ml de anisol, seguidos de
7 ml de HBr-dcido acético al 25%. La mezcla se agitd
a temperatura ambiente durante 40 minutos. A la mezcla
de reaccidn se le afiadieron 100 ml de éter etilico, y
el precipitado resultante se recogid por filtracién y
se 1avd con éter etilico. Después de secarlo bien, el
precipitado se disolvidé en 10 ml de DMF, Y, bajo enfria-
miento con hielo, la disolucidn se neutralizd con trietil
amina. Después de la adicidn de 336 mg de Z-,ESJAla-ONB,
la disolucién se agitd durante 18 horas. La DMF se se-
pard por destilacidn bajo presidn reducida y se afladieron
50 ml de agua al residuo. El precipitado resultante se
seco v se precipitd de nuevo a partir de DMF y acetato
de &ilo. Rendimiento 560 mg (73%); punto de fusion:
200-2022C (con descomp.); /S<7 32 7,32 (¢ = 0,91%, DNF).

Andlisis elemental, para ¢ H O N .H O:
L7 57 11 11 2

Cale.: C 58,19; H 6,13; N 15,89
Encont.: C 58,063 H 6,415 N 15,57.
d) Preparacidn de‘fg-Ala—Arg-jS -Ala-Phe-Phe~Tyr-NH,

En 30 ml de dcido acético glacial se disol-
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vieron 40O mg de 4- B-Ala-(Arg(NOp)- B -Ala-Phe-Phe-
-Tyr-NHp, y se efectud una reduccidn catalitica con
negro de Pd como catalizador, durante & horas. El ca-
talizador se elimind por filtracion y el disolvente se
separd por destilacién bajo presidn reducida. El resi-
duo se disolvid en 5 ml de agua, v la disolucidén se hizo
pasar a través de una columna (2,6 x 22 cm) de carboxi
metilcelulosa. Se efectud una elucion por gradiente
usando disoluciones acuosas 0,005M y 0,21 de acetato
de amonio (700 ml cada vez). Las fracciones de 720 ml
a 870 ml se reunieron y se liofilizaron para obtener
270 mg (69,1%) de un producto esponjoso blanco.
L4722 17528 (o = 0,534, agua).
Andlisis elemental, para 039H5207N10'202Hh02'3H20
Calc.: C 54,53; H 7,03; N 14,79.
Encont.: C 54,52; H 6,96; N 15,00
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,003 . Tyr. 1,00
Phe 2,03; ﬁS—Ala. 2,14 (con-
tenido de péptido, 79,0%).
Ejemplo 10
Produccién de Ala-Arg- /3 -Ala-Phe-Phe—=Tyr-Ni,
En el procedimientc del Ejemplo 9-c), se
sustituyd Z-beta-Ala-ONB por 340 mg de Z-Ala-ONB, y
se siguieron los mismos procedimientos que en el Ejem=-

plo 9-¢) a d), obteniéndose 297 mg del compuesto antes
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indicado, en forma de un producto blanco esponjoso.

[T 34_18,92 (c = 0,62%, agua).

Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,02; Ala. 1,0k; Tyr. 0,97;
Phe. 2,00; A-Ala. 0,97 (conte-
nido de péptido, 81,0%).

Ejemplo 11

Produccién de B-Ala-Arg-Sar-Phe-Fhe-Tyr-NH,.
a) Preparazidén de Z-Sar-Phe-Phe-Tyr-NH,.

Bn 30 ml de dimetilformamida se disolvieron
2,02 g de Z-Phe-Phe-Tyr-NH,, y se efectud wna reduccidn
catalitica con negro de Pd como catalizador durante 5
horas. El catalizador se separd por filtracidn y el
producto de filtracién se enfrid. Por otro lado, 810
mg de Z-Sar-OH se disolvieron en 10 ml de tetrahidrofu
rano, seguido por la adicién de 0,71 g de HONB. Ia
mezcla se enfrid a 02C y se afiadieron 0,82 g de DCC.
La mezcla se agitd durante 3 horas. La DC-urea formada
se separdé por filtracidn, y el producto de filtracion
se afiadié a la anterior disolucion en DMF. ILa mezcla
se agitd durante 20 horas. EL disolvente se separd
por destilacion bajo presion reducida, y se afiadieron
al residuo 50 ml de agua. ELl polvo resultante se re-
cogid por filtracidn y se precipité de nuevo a partir

de DMF-acetato de etilo. Rendimiento: 1,90 g (83,8%);
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punto de fusidn: 246-2482C (con descomp.); /S 7 33
-9,7¢ (¢ = 1,07%, DMF).
Andlisis elemental, para C38thO7N5.l/2H20
Calc.: C 66,26; H 6,15; N 10,17
5 Encont.: C 66,32; H 6,39; N 10,52
b) Preraracidn de Z-Arg(NOp)-Sar-Phe-Phe-Tyr-NH,
En 10 ml de DMF se disolvieron 1,0 g de

Z-Sar-Phe-Phe-Tyr-NH, y se efectud una reduccidn cata-
litica con negro de Pd como catalizador, durante 7 horas.

10 El catalizador se separo por filtracidn y el producto de
filtracién se enfrid. Por otro lado, 0,52 g de Z-Arg(NOz)-;
~-OH se disolvieron en 10 ml de tetrahidrofurano, y, bajo
enfriamiento con hielo, se afiadieron 0,3 g de 2,4-dini
trofenol y 0,33 g de DCC. La mezcla se agitd durante

15 3 horas. Ia DC-urea formada se separc por filtracidn, y
el producto de filtracidn se afiadid a la anterior diso-
lucion de DMF. Ia mezcla se agitd durante 20 horas, vy
el disolvente se separd por destilacion bajo presidn
reducida. Al residuo se le afladieron 50 ml de agua y

20 el polvo resultante se recogid por filtracién. Una
vez secado, el polvo se precipitd de nuevo a partir de
DMF-acetato de etilo-éter etilico. Rendimiento 1,04 g
(77,2%); punto de fusions 96-982C; [/ 53 -7,32 (c =
1,06%, DMF).

25 Analisis elemental, para Ch4H52010N10.2H20

k=75 ~ 35 -
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Calc.: G 57,63; H 6,16; N 15,28
Encont.: C 57,60; H 6,10; N 15,01

c) Prepara01on de Z- & -Ala-Arg(NO,)-Sar-Phe-Phe-Tyr-NH,

En 7 ml de HBr-dcido acético al 25% se disol-
vieron 700 mg de Z—Arg(qu)-Sar—Phe—-Phe-Tyr-NH2 v 0,2 ml
de anisol, y la disolucidn se agitd a temperatura ambien-
te durante 40 minutos. A esta mezcla de reaccidn se le
afiadieron 100 ml de éter etilico y el precipitado re-
sultante se recogid por filtracidn, se lavd con éter ¥
se secd sobre lentejas de hidrdéxido de sodio durante 2
horas.

El precipitado secd se disolvid en 10 ml de
DMF, v, con enfriamiento con hielo, la disolucidn se
neutralizdé con trietilamina. Después de la adicidn de
336 mg de Z- B-Ala-ONB, la disolucitn se agité durante
20 horas. ILa DMF se separd por destilacion bajo pre-
sién reducida, v se afiadieron 50 ml de agua. EL polvo
resultante se recogid por filtracidnm, se secd y se pre-
cipitd de nuevo a partir de DMF-acetato de etilo. Ren-
dimiento 590 mg (76,5%): punto de fusion: 135-1382C;
[T 23 15,52 (¢ = 0,99, DIF).

Andlisis elemental, para C, H O N__.H 0 :
L7 57 11 11 2
Calc.: C 58,19; H 6,13; N 15,89
Encont.: C 58,18; H 6,11‘0; N 15960

d) Preparacién de -Ala-Arg-Sar-Phe-Phe-Tyr-NH
7 2

- 36 -
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En 30 ml de dcido acético se disolvieron 450
mg de %- A -Ala-Arg(NO,)-Sar-Phe~-FPhe~Tyr-NH,, v se efec-
tud una reduccidn catalitica con negro de Pd como cata-
1izador, durante 8 horas. Bl catalizador se separd por
filtracidn, y el producto de filtracién se concentrd has-
ta sequedad bajo presidn reducida. El residuo se disolvid
en 5 ml de agua v se cromatografié sobre una columna (2,6
x 22 cm) de carboximetilcelulosa. Se efectud una elucién
por gradiente con disoluciones acuosas 0,005M y 0,2 M de
acetato de amonio (700 ml cada vez), con lo que salié el
compuesto deseado en las fracciones desde 770 ml a 880 ml.
Estas fracciones se reunieron y se liofilizaron obtenién-
dose 309 mg (70,4%) de un producto blanco esponjoso.
[T 52 21,52 (¢ = 0,46%, agua).

Andlisis elemental, para C39H5207qu.202Hh0.23H20
Calc.: C 54,53; H 7,03; N 14,79
Encont. : C 54,995 H 6,76; N 14,58
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,00; Tyr. 0,88; Phe. 2,023
/B-Ala. 0,98; Sar (no se determi

né) (contenido de péptido,

7857%) «

Ejemplo 12

Produccién de Leu-Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr-NHs.
a) Preparacidén de Z-Leu-Arg(NQp)-Pro-Phe-Phe-Tyr-NHp

- 37 =
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En 20 ml1 de DMF se disolvieron 700 mg de
Z-Phe~Phe-Tyr-NHo, ¥ se efectud una reducciodn catalfti-
ca durante 6 horas, con negro de Pd comec catalizador. E1
catalizador se separd por filtracidén y el producto de
filtracidn se enfrid. A este producto de filtracidn se
le afiadieron 648 mg de Z-Leu-Arg(NOj)-Pro-OH, seguido por
lg adicidn de 247 mg de HONB y 285 mg de DCC. Ia mezcla
se agitd durante 20 horas. La DC-urea formada se separo
por filtracidn y la DMF se separc por destilacidn bajo
presidén reducida. Al residuo se le afiadieron 50 ml de
agua, v el polvo resultante se recogid por filtracidn, se
secd v se precipitd de nuevo a partir de DMF-acetato de
etilo-8ter. Rendimiento 1,05 g (86,5%); punto de fusidn:
110-1110C; /=<7 Sz - 38,12 (c = 1,0%, DMF).

Andlisis elemental, para 052H65011N11.2H20

Calc.: G 59,13; H 6,59; N 14,59

Encont.: C 59,24; H 6,50; N 14,62
b) Produccion de Leu—AArg—Pro-Phe—PheuTyr-NHz.

En 20 ml de dcido acético se disolvieron
500 mg de Z-Leu-Arg(NOj)-Pro-Phe-Phe-Tyr-NH, 7y se efec-
tud una reduccidn catalitica durante 10 horas, con negro
de Pd como catalizador.

El catalizador se separd por filtracidn y el
producto de filtracidn se concentrd hasta sequedad bajo

presidén reducida. Bl residuo se disolvid en 5 ml de agua
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y se cromatografié sobre una columna (2,6 x 20 cm) de
carboximetilcelulosa. Se efectud la elucidn por gra-
diente con disoluciones acuosas 0,005M y O,2M de ace-
tato de amonio (700 ml cada vez), con lo que el com-
puesto deseado salid en fracciones desde 700 ml a 790.
Las fracciones se reunieron y se liofilizaron para
obtener 300 mg (63,6%) de un producto blanco esponjo—

S0.

=y §2 -58,3¢2 (¢ = 0,59%, agua).
Andlisis elemental, para CAAH6007N10‘202H402'2H20
Calc.: G 57,81; H 7,28; N 14,05
Encon.: C 57,72; H 7,2L; N 14,25
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,07; Gly. 1,03; Tyr. 0,87;
Phe. 2,07; Phe. 1,00 (contenido
de péptido 83,9%).

Ejemplo 13
Produccidn de j9—Ala-Arg-Phe—Phe-Tyr-NHz
a) Preparacién de resina de Z-—Z?—Ala-Arg(NOg)-Phe—Phe—Phé-
Tyr(Bzl).

En el recipiente de reaccidén de un aparato
sintetizador de péptidos en fase sélida (Simadzu APS-800,
Simadzu Seisakusho, Japén) se colocaron 4,33 g de resina
de BOC-Tyr{Bzl)=- (contenido de Tyr, 2,18 mM), y, después
de hincharla con diclorometano, se introdujeron BOC-Phe-CH,

BOC-Phe-OH, BOC-Arg(NO,) y Z-beta-Ala-OH, en el orden in-
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dicado, por el método DCC, segin el método de Merrifield
(Véase J.A.C.S, §6, 304, 1964). Una vez completadas todas
las reacciones, la resina se lavd con dicloro—metano, DMF,
etanol, 4cido acético glacial y metanol, ¥y después se se-
cé. El procedimiento anterior produjo 6,55 g de péptido-
resina.
b) Preparacidn de Z-/é§-Ala—Arg(NOz)—Phe—Phe-Phe~Tyr(le)-
H,.

En 50 ml de amoniaco-metanol al 17% se pusie
ron en suspensién 6,04 g de la resina obtenida en a) an-
teriormente, y la suspensién se agitdé a temperatura am-
biente durante 4& horas. La resina se separé por filtra
cidén y el producto de filtracidn se concentrdé hasta se-
quedad bajo presién reducida. Al residuo se le afiadid
éter, v el polvo resultante se recogié por filtracidn
y se secé. Rendimiento 2,43 g.
¢) Produccidén de AB-Ala-Arg-Phe-Phe-Phe-Tyr-NHp

En 30 ml de dcido acético glacial se disol
vieron 500 mg de la amida de péptido cruda protegida ob-

tenida en b), v se efectud una reduccién catalitica con

negro de Pd como catalizador, durante 10 horas. El ca-

talizador se separd por filtracidn, y el producto de
filtracidn se concentrd hasta sequedad bajo presidén re-
ducida. El residuo se disolvidé en 5 ml de agua, ¥y la

disolucidén se hizo pasar a través de una columna (2,6

_l+o_
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x 24,5 cm) de carboximetilcelulosa. Se efectud ura
elucién por gradiente con disoluciones acuosas 0,005M
y 0,2M de acetato de amonio (800 ml cada vez). Las
fracciones desde 1180 ml a 1545 ml se reunieron y se lig
filizaron. Rendimiento 237 mg (64%); /X 7/ ;4 ~33,19¢
(c = 0,46%, agua).
Andlisis elemental, para CA5HSAO7N9'ZC2HAOZ‘3HZO
Calc.: ©C 58,44; H 6,81; N 12,52
Encon.: C 58,4k4; H 6,24; N 12,86
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,00; Tyr. 0,81; Phe., 3,20;
P-Ala. 0,9 (contenido de
péptido, 84,8%).
Ejemplo 1k
Produccién de A-Ala~Arg-Leu-Phe-Phe-Tyr-Gly-NHp.
a) Preparacidén de resina de Z- B -Ala*Arg(Tos)-Leu-Phe-
-Phe~Tyr(Bzl)-Gly.

En el recipiente de reaccién de un aparato
sintetizador de péptidos en fase sélida (Simadzu APS-800)
se colocaron 4,0 g de resina de BOC-Gly (que contenia 1,7
miliequivalentes molares de Gly), que despuds se hinché con
diclorometano durante 20 horas. En el recipiente de reaccidn
se introdujeron BOC-Phe-OH, BOC-Phe-OH, BOG-Leu-OH,
Aoc-Arg(Tos)-OH y Z-beta-Ala-OH, por el orden citado,con
DCC como agente de condensacidn y dcido trifluoracético-

diclorometano (1l:1) como agente para la extraccidn de

-L,_l.-
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BOC. Una vez completadas todas las reacciones, la resi-
na se lavé con diclorometano, DMF, metanol, dcido acético

glacial y metanol, y después se secd. Rendimiento 5,09 g

b) Preparacién de Z- B -Ala-Arg(Tos)-Leu-Phe-Phe-Tyr(Bzl)-
~Gly-HN2.

En 50 ml de amoniaco-metanol al 17% se pu-
sieron en suspension 4,4 g. de la resina preparada en aj
anteriormente, y, después de cerrar herméticamente el re-
cipiente, la suspensidén se agité a temperatura ambiente
durante 48 horas.

La resina se separd por filtracidén y se lavéd
con DMF. Los filtrados se reunieron y se concentraron
hasta sequedad bajo presidn reducida. Al aceite residual
se le afiadid éter, y el polvo resultante se recogié por
filtracidén. Rendimiento, 950 mg
c) Preparacidn de £3—Ala-Arg-Leu-Phe—Phe-Tyr-Gly—NHg.

A 500 mg de la amida de péptido cruda prote-
gida preparada en b) se les afladieron 0,5 ml de anisol, y
la mezcla se afiadié después a 10 ml de fluoruro de hidrége
no. La mezcla se agitd a 02C durante 60 minutos y el
fluoruro de hidrdégeno se separd por destilacidén bajo pre-
sidn reducida. El residuo se disolvid en 50 ml de agua.
La disolucidn se lavd dos veces con 20 ml de éter, se hi-
zo pasar por una columna (1 x 10 cm) de Amberlite IRA-410

(forma de acetato), y se liofilizdé. EL producto se disol-



vié en 20 ml de agua, y la disolucidn se hizo pasar por una

columna (2,6 x 25 cm) de carboximetilcelulosa. Se efectud

una elucidn por gradiente usando disoluciones acuosas 0,005M

y 0,2M de acetato de amonio (800 ml cada vez). Las fracciones
5 de 1200 ml a 1530 ml se reunieron y se liofilizaron. El

procedimiento dié 167 mg de un producto blanco esponjoso.

=i ;3 -28,932 (c = 0,6%, agua).

Andlisis elemental, para C44H6108N11'2C2H402'3’SHZO

Calc.: ©C 54,64; H 7,26; N 14,60
10 Encont.: C 54,64; H 7,58; N 14,37
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,06; Gly. 1,00; Leu. 1,11;
Tyr. 0,87; Phe., 2,09; beta-Ala. 1,14
(contenido de péptido 82,0%)
Ejemplo 15

15 Produccién de B -Ala-Arg-Ser-Phe-Phe-Tyr-CGly-NH,

a) Preparacién de resina de Z- S -Ala-Arg(Tos)-Ser(Bzl)-Phe-Phe-
Tyr-(Bzl)-Gly. En el recipiente de reaccién de un aparato

sintetizador de péptidos en fase sélida (Modelo APS-800

de Simadzu Seisakusho, Japén) se colocaron 4,02 g de re-

20 sina de BOC-Gly {que contenfia 2,17 mmoles de Gly), y se
introdujeron BOC-Tyr(Bzl)-OH, BOC-Phe-OH, BOC—Phe-OH,
BOC-Ser(Bzl)~OH, Aoc-Arg(Tos)-OH y Z-beta-Ala-OH, en el
orden citado, segin el método de Merrifield. Una vez
completadas todas las reacciones, la resina se lavd con di

2% clorometano, metanol, DMF, &cido acético glacial y metanol,

Lk~ - 43 -
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y después se secd. Rendimiento 6,4 g.
b) Preparacidén de Z- jg-Ala—Arg(Tos)-Ser(le)*Phe-Phe—Tyr
(Bzl)-Gly-NH,.

En 50 ml de amoniaco-metanol al 17% se pusie
ron en suspension 5,9 g de la resina preparada en a) y la
suspensidn se agitd a temperatura ambiente durante 48 ho-
ras. La resina se separ$ por filtracidn y se lavé con
DMF. 1los liquidos de lavado se reunieron con el producto
de filtracidn y la disolucidn reunida se concentrd hasta
sequedad bajo presidn reducida. Al residuo se le afiadié
éter, y el polvo resultante se recogié por filtracidn.
Rendimiento 2,02 g.

c) Preparacidén de B —Ala-Arg-Ser-Phe-Phe-Tyr-Gly-NH,

En 10 ml de fluoruro de hidrégeno anhidro se di
solvié 1,0 g de la amida de péptido cruda protegida prepa-
rada en b) y 1 ml de anisol, y la disolucidn se agitd a
0¢C durante 60 minutos. El fluorurc de hidrégeno se se-
paré por destilacién bajo presidn reducida, y el residuo
se disolvidé en 20 ml de agua. La disolucidn se lavd dos
veces con 10 ml de éter, se hizo pasar a través de una
columna (1,0 x 15 cm) de Amberlite IRA-410, y se liofili
z6. El producto se disolvié en 10 ml de agua, y la di-
solucidén se hizo pasar sobre una columna (2,5 x 25 cm) de
carboximetilcelulosa. Se efectud una elucidn por gradiente

con disoluciones acuosas 0,005M y 0,2M de acetato de amo
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nio (800 ml cada vez). Las fracciones desde 800 ml hasta
950 ml se reunieron y se liofilizaron. El producto se hizo
pasar después a través de una columna de 2 x 10 cm de Am-
berlite XAD-2 (resina de poliestireno de Rohm & Haas. Co.
Ltd. EE.UU.) (agua) y se liofilizd. El procedimiento dié
55 mg del compuesto antes indicado en forma de un produc-
to blanco esponjoso. /X 7/ 54 -30,11¢ (c = 0,47, agua)
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,04; Ser. 0,96; Gly. 1,00;
Tyr. 0,88; Phe. 2,10; B -Ala.
0,98 (contenido de péptido,
83,0%)
Ejemplo 16
Produccién de 3 -Ala-Arg-Pro-Phe-Phe-Tyr—-Thr-Pro-Lys-
-Ala-OH
En 30 ml de metanol se disolvieron 1,16 g de
Z—Phe“Phe-Tyr-Thr—Pro-Lys(BOC)-AlaOtBu, y se efectud una
reduceidn catalitica durante 4 horas, con negro de Pd
como catalizador. El catalizador se separd por filtra-
cién y el producto de filtracidén se concentré hasta se-
guedad bajo presién reducida. EL residuo se disolvid en
15 ml de DMF. A esta disolucidn se le afiadieron 492 mg de
Z—xB -Ala-Arg(NO3)=Pro-CHy 200 mg de HONB, y, con enfria-
miento, se afiadieron 250 mg de DCC. La mezcla se agité

durante 18 horas.

Los materiales insolubles se separaron por
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filtracién y la DMF se separd por destilacidn bajo pre-
sifn reducida. Al residuo se le afiadié acetato de etilo,
¥ el polvo resultante se secd y se disolvid en 10 ml. de
dcido trifluoroacético. La disolucién se dejé reposar
durante 40 minutos. El &cido trifluoroacético se se-
pard por destilacidn bajo presidén reducida, y el resi-
duo se disolvid en 30 ml de dcido acédtico glacial. Se
efectud una reduccidén catalitica durante 16 horas, con
negro de Pd como catalizador.
El catalizador se separd por filtracidn
y el producto de filtracidn se concentrd hasta sequedad
bajo presidn reducida y se disolvié en 10 ml de agua.
Después de un cambio de iones con Amberlite IRA-410,
las pequefias cantidades de materiales insolubles se
separaron por filtracidén, y el producto de filtra-
cidén se hizo pasar a través de una columna (2,2 x 30
cm) de carboximetilcelulosa. Se efectud una elucién
por gradiente con disoluciones acuosas 0,005M y 0,2 M de
acetato de amonio (800 ml1 cada una)., Las fracciones
desde 820 ml a 1180 ml se reunieron y se liofilizaron.
El procedimiento dié 670 mg de un producto blanco es-—
ponjoso.
Andlisis de aminodcidos: Lys. 1,02; Arg. 0,98; Thr, 0,96;
Pro. 2,04; Ala. 1,00; Tyr. 0,87;
Phe. 2,02; beta-Ala. 1,05 (con-
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tenido de péptido, 74%).

Ejemplo 17
Produccion de B -Ala-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr—Leu-OH

a) Preparacién de 7Z-Phe-Phe-Tyr-OEt.

¥n 30 ml de etanol se disolvieron 3,43 g de
Z-Phe-Tyr-0Et, y se efectud una reduccién catalitica du-
rante 2 horas, con negro de Pd como catalizador. El ca~
talizador se separé por filtracidn, ¥ el disolvente se
evaporé por destilacién bajo presién reducida. EL re-
siduo se disolvié en 15 ml de DMF, y se afiadieron 2,77 &
de Z-Phe-0OSu. La mezcla se agité durante 10 horas. A
esta mezcla de reaccidn se le afiadieron 80 ml de agua,
y los cristales resultantes se recogieron por filtra-
cién, y se recristalizaron a partir de etanol—acetato
de etilo-éter etilico. EL procedimiento produjo 3,72
g (83,4%) de agujas que fundfan a 185-186¢C; /oX_/ ;4
-18,1¢ (¢ = 1,09%, DMF).
Andlisis elemental, para CB7H3907N3:

Calc.: C 69,68; H 6,165 N 6,59.

Encont.: C 69,64k; H 6,14; N 6,5h.
b) Preparacién de Z—¢3 -Ala—Arg(NOz)—Gly*Phe-Phe-Tyr—OEt.
En 50 ml de etanol se pusieron en suspen-—
sién 2,0 g de Z-Phe-Phe-Tyr-OEt, ¥y se efectud una reduc~
cién catalitica durante 1,5 horas, con negro de Pd co-

mo catalizador. El catalizador se eliminé por filtra-
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cidén, y el disolvente se separd por destilacidn bajo
presién reducida. El residuo se disolvié en 20 ml de
DMF. Con enfriamiento con hielo, se afiadieron a la di
solucién anterior 1,56 g de Z- P -Ala-Arg(NO,)-Gly-OH,
0,7 g de HONB y 0,8 g de DCC, v la mezcla se agité duran-
te 12 horas.

El derivado de urea formado se separd por
filtracidén, y la DMF se separd por destilacidén bajo
presién reducida. Al residuo se le afiadieron 60 ml de
agua, y el polvo resultante se recogié por filtracidn,
se secé vy se precipitd de nuevo a partir de DMF-aceta
to de etilo. Rendimiento 2,58 g (82%); punto de fu-
sién: 83-850C; /o< 7 %% = -10,0° (c = 1,1%, DMF).
Andlisis elemental, pgra ClgH5807 2Ny 0. 2H20

Calc.: C 57,43; H 6,23; N 13,97

Encont.: C 57.,41; H 6,05; N 14,49
¢) Preparacién de Z- B ~Ala-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-Tyr-OH.

En 30 ml de acetona se pusieron en suspen-
sién 2,00 g de Z-B-Ala-Arg(NOp)-Gly-Phe-Phe~Tyr-OEt,
y, enfriando con hielo, se afiadieron 6,3 ml de hidré
xido de sodio acuoso 1N. Después, la mezcla se agité
a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la
adicidén de 3 ml de dcido clorhidrico 1N, la acetona se
separé por destilacidén bajo presién reducida. Las pe-

quefias cantidades de materiales insolubles se separaron
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por filtracidén y se afiadieron 3,8 ml de dcido clorhidri
co 1IN. El precipitado resultante se recogidé por fil
tracidén, se lavé bien con agua fria y se secéd. Rendi-
miento 1,96 g (98%); punto de fusién 70-73¢C; /&7 25
-8,7¢ (¢ = 0,97%, DMF). b
Andlisis elemental, para 046H54012N10.H20 :
Calc. C 57,77; H 5,90; N 14,64
Encont. C 58,13; H 5,89; N 14,51
d) Preparacién de Z- A -Ala-Arg(N0,)-Gly-Phe-Phe-Tyr-
Leu-0Bzl.

En 5 ml de DMF se disolvieron 275 mg de p-
-toluensulfonato de H-Leu-0Bzl, y la disolucidén se neu-
tralizé con 0,9 ml de N-etilmorfolina—DMF al 10%. En-
friando a -108C, se afadieron 670 mg de %-_5 -Ala-Arg(NOj)-
-~Gly~Phe-Phe~Tyr-OH, 251 mg de HONB y 289 mg de DCC. La
mezcla se agitd durante 12 horas, y la DC-urea formada se
separd por filtracién. La DMF se separd por destilacién
bajo presién reducida, y se afladieron al residuo 30 ml
de agua. EL precipitado resultante se recogid por filtra
cién, se lavé con metanol caliente, y se secd, Rendimiento
703 mg (87,9%); punto de fusidén: 178-181leC; /X_/ §3
-15,0¢ (¢ = 1,02%, DMF).

Andlisis elemental, para C59H72013Nll :

Calc.: C 61,98; H 6,35; N 13,49

Encont.: C 61,88; H 6,78; N 13,15

"14-9"



15

[

10

20

25

75

e) Produccién de }3-Ala—Arg—Gly—Phe—Phe~Tyr—Leu—OH
En 30 ml de &cido acético se disolvieron
500 mg de Z—>}g-Ala-Arg(NOZ)—Gly—Phe—Phe—Tyr—Leu—Ole,
y se efectud una reduccidn catalitica durante 8 horas,
con negro de Pd como catalizador. El catalizador se
separé por filtracidn, y el disolvente se evapord por des
tilacién bajo presién reducida. El residuo se disolvid
en 5 ml de agua, y la disolucién se hizo pasar sobre una
columna (2,6 x 18 cm) de carboximetilcelulosa. Se efec
tud la elucidn por el método del gradiente lineal usan-
do acetato de amonio acuoso 0,005M (700 ml) y acetato de
amonio acuoso 0,2 M (700 ml), después de lo cual el
compuesto antes indicado salié en fracciones desde 370
ml hasta 720 ml. Estas fracciones se reunieron y lio
filizaron. Rendimiento 277 mg.  (64,2%); LS/ 33
-32,5¢ (¢ = 0,51%, agua).
Andlisis elemental, para ChuH6009N10'02Hh02'3H20
Calc.: © 55,97; H 7,15; N 14,19
Encont.: C 55,80; H 7,20; N 14,17.
Anidlisis de aminodcidos: Arg. 1,00; Gly. 1,04; Leu. 1,08;
Phe. 2,16; Tyr. 0,88; P-Ala.
1,04 (contenido de péptido,
85,9%)
Ejemplo 18
produccién de B-Ala-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Ala-NHa.
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Se repitieron los procedimientos descritos
en el Ejemplo 17 d) y -e), excepto en gue se usé clorhi
drato de H-Ala-NH, en lugar de p-toluensulfonato de H-Leu~
0Bzl, con lo que se obtuvo diacetato de )3—Ala—Arg—Gly-
-Phe-Phe*Tyr—rAla-NHz, con un rendimiento de 216 mg.
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,01; Gly. 1,00; Ala. 1,02;

Phe. 2,00; Tyr. 0,89; B -Ala.
1,12 (contenido de péptido,
82,4%) .
Ejemplo 19
Produccidn de B -Ala—-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Pro-CH
a) Preparacién de Z-Phe*Phe~Tyr-Thr-Pro-OtBu.

En 30 ml de metanol se disolvieron 1,80 g de
Z-Thr—Pro-OtBu, v se efectud una reduccidn catalitica
durante 5 horas, con negro de Pd como catalizador. El
catalizador se separd por filtracidn, y el disolvente
se separé por destilacidén bajo presién reducida. El
residuo se disolvié en 20 ml de DMF, y, una vez en~
friada la disolucién a -10¢C, se afiadieron 2,70 g de
Z-Phe-Phe-Tyr-OH, 1,59 g de HONB y 1,37 g de DCC. La
mezcla se agité durante 18 horas. El derivado de urea
formado se separd por filtracidn y se afiadieron 100 ml
de agua. El precipitado resultante se recogid por
filtracién, se secé y se disolvié en 100 ml de aceta

to de etilo. La disolucién se lavdé dos veces con 50
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ml de agua, y se secd sobre sulfato de sodio anhidro.
Después, el disolvente se separd por destilacidn, y se
afiadid acetato de etilo al residuo. EL polvo resultan-
te se recogid por filtracidn y se secé. Rendimiento
2,51 g (89,8%); punto de fusién, 137-139eC; /X7 20
-LL,1¢ (c = 1,08%, DMF). 7
57010N5.H20:

Calc.: G 65,36; H 6,74; N 7,94
Encont.: C 65,49; H 6,82; N 7,91

Andlisis elemental, para C4SH

b) Preparacién de Z-B-Ala-Arg(NO,)-Gly-Phe~Phe-Tyr—Thr-
Pro-0VBu.

En 20 ml de metanol se disolvieron 1,50 g de
Z-Phe-Phe-Tyr~Thr-Pro—OtBu, y se efectud una reduccidn
catalitica con negro de Pd como catalizador, en una co-
rriente de hidrégeno, durante 4 horas. El catalizador se
separd por filtracidén, y el disolvente se evapord por des
tilacién bajo presidn reducida.

El residuo se disolvié en 10 ml de DMF, vy,
mientras la disolucidén se enfriaba con hielo, se afia-
dieron 0,87 g de Z-B-Ala~-Arg(NOy)-Gly-OH, 0,47 g de
HONB, v 0,54 g de DCC. La mezcla se agité durante 16
horas. La DE€-urea formada se separd por filtracidn y
se afiadieron al filtrado 50 ml de agua, con lo que se
separé un gel. BEste precipitado se recogidé por fil-

tracidén, se secd y se precipité de nuevo a partir de
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DMF-acetato de etilo. El precipitado se recogié por
filtracidn, y se precipité despuds de nuevo a partir
de etanol. Rendimiento 1,40 g (67,4%); punto de
fusidn, 153-156sC; [fox 7 ;5 -32,3¢2 (¢ = 0,97%, DMF).
Anélisis elemental, para C59H76015N12:

Calc.: C 58,50; H 6,57; N 13,88

Encont.: C 58,24; H 6,54; N 13,87

¢) Produccién de SB-Ala-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro—-OH

A 900 mg de Z- B -Ala-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-
-Tyr—Thr—Pro—OtBu se les afiadieron 0,9 ml de anisol,
y después se afiadieron 10 ml de fluoruro de hidrdégeno
anhidro. La mezcla se agitdéd a —49C durante 30 minu-
tos. El fluoruro de hidrégeno se separd por destila-
¢ién bajo presién reducida, y se afiadieron al residuo
30 ml de agua.

La disolucidn se sometidé a extraccidén con

30 ml de éter etilico, y la capa acuosa se hizo pasar
a través de una columna (1,0 x 10,0 cm) de Amberlite
IRA-L1O (forma de acetato), que se lavé con agua. Los
1iquidos de lavado acuosos se reunieron con el efluente,
v la disolucidén reunida se liofilizé. K1 producto se
disolvié en 10 ml de agua, v la disolucidn se hizo pasar
a través de una columna (2,2 x 21 cm) de carboximetilce
lulosa. Se efectud una elucidn por gradiente con ace-

tato de amonio acuoso 0,005M (700 ml) y acetato de
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amonio acuoso 0,3M (700 ml), tras lo cual el compuesto
deseado salid en las fracciones desde 235 ml a 385 ml,
Estas fracciones se reunieron v se liofilizaron. Ren-
dimiento 476 mg. (57,08). [&X7 3°-38,80 (c = 0,25%,
agua)
Andlisis elemental, para CA7H63011N11'02H402'5H20
Calc.: ¢ 53,10; H 7,00; N 13,91
Encont.: C 53,27; H 7,04; N 13,82,
Analisis de aminodcidos: Arg. 1,05; Thr. 1,00; Pro. 1,02;
Gly. 0,95; Tyr. 0,95; Phe. 2,02;
A _Ala. 0,93 (combenido de
péptido, 85,5%)
Ejemplo 20
Produccidn de & -Acap-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-OH
a) Preparacidn de 4~ S -Acap-Arg(NO,)-Gly-OEt.
A 2,41 g. de %-Arg(NO,)-Gly-OEt se afiadieron 12
ml de HBr-dcido acético al 25% y la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 40 minutos. A la disolu-
cidn se le afiadid éter etilico y el precipitado resul-
tante se recogié por filtracién y se secd sobre hidrdxi
do de sodio.
Por otro lado, 1,33 g de 4- & -Acap-OH y 0,99 g
de HONB se disolvieron en 5 ml de tetrahidrofurano y,
con enfriamiento con hielo, se afiadieron 1,14 g de DCC.

La mezcla se agitd durante & horas, y la diciclohexil
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urea formada se separd por filtracidén. El anterior com
ponente de amina se disolvid en 10 ml de DMF y, una vez
neutralizada la disolucidén con trietilamina, se afladio
1a anterior disolucidén de éster activo. ILa mezcla se
agitd durante la noche. El disolvente se separo por
destilacidn bajo presidn reducida, y el residuo se di
solvié en 50 ml de acetato de etilo. La disolucidn se
lavd con agua, ¥ después con una disolucidn acuosa satu-
rada de bicarbonato de sodio (50 ml x 2), Se lavd con
agua vy se secS sobre sulfato de sodio anhidro. El di-
solvente se separd por destilacion bajo presion redu-
cida, v al residuo se le afiadid éter de petrdleo. Los
cristales resultantes se recristalizan a partir de agua-
—etanol-acetato de etilo. Rendimiento 2,1 g (76%); pun
to de fusién: 85-878C; /X7 3¢ ~11,92 (¢ = 1,0%, DIfF).
Andlisis elemental, para CgjH3-OgNy:

Calc. GC 52,265 H 6,76; N 17,78

Encont.: C 52,43; H 6,6k; N 17,76.
b) Preparacién de Z- & -hcap-Arg(N0,)-Gly-OH

En 10 ml de acetona se disolvieron 1,8 g de
L~ %;-Acap-Arg(NOz)-Gly-OEt, y, después de enfriar con
hielo, se afiadieron 2,9 ml de hidroxido de sodio 2N. La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 horas.
A 1a mezcla se le afiadieron 2,5 ml de decido clorhidrico
1N, v la acetona se separd por destilacidn. Al residuo

se le afladieron 10 ml de agua, ¥, después de separar por
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filtracidn los materiales insolubles, la disoluciodn se
hizo dcida con dcido clorhidrico 1N. Los cristales
resultantes se recogieron por filtracion. Rendimiento
1,59 g (93%); punto de fusidn: 97,5-99°C; /X7 %A -10,7¢
(c = 1,0%, DNF).
Andlisis elemental, para CZ2H3308 N7.H20 :
Cale.: C 48,79; H 6,52; N 18,10
Fncont.: C 48,50; H 6,28; N 18,23
¢) Produccién de § -Acap-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-OH
En el procedimiento del Ejemplo 19-~b), se sus-
tituyd Z-}SL—Ala-Arg(NOQ)-Gly-OH por Z- é?-Acap-Arg(NOz)-r
-Gly-OH, y se repitieron los mismos procedimientos descri
tos en el Ejemplo 19-b) y c), obteniéndose 428 mg del
compuesto antes indicado.
[T 237,92 (o = 0,25%, agua).
Andlisis de aminoacidos: Arg. 1,02; Thr. 1,02; Pro. 1,00;
Gly. 1,01; Phe. 2,04; Tyr. 0,92;
Zf-Acap,(no se determind) (con-
tenido de péptido, 84,9%).
Ejemplo 21
Produccidén de Lys-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-OH
a) Preparacidén de di-Z-Lys-Arg{NO;)-Gly-OEt.
Usando 2,07 g de di-Z-Lys-OH, se obtuvo el
compuesto indicado en forma de gel, de la misma manera

que en el Ejemplo 20-a). El gel se precipitd de nuevo
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a partir de agua-etanol-acetato de etilo. Rendimiento
2,57 g (73%); punto de fusidn: 161-1622C; /[ox / %h
-11,9¢ (¢ = 1,0%, DMF).
Andlisis elemental, para C32H44010N8 :

Calc.: C 54,85; H 6,33; N 15,99

Encont.: C 54,45; H 6,05; N 15,99

b) Preparacidn de di-Z—Lys-Arg(NOz)-Gly-OH.

En 10 ml de acetona se disolvieron 2,0 g de
di-z-Lys-Arg(N0,)-Gly-OEt, ¥, bajo enfriamienmto con
hielo, se afiadieron 2,1 ml, de hidroxido de sodio 2N.
Sespués, la mezcla se agito a temperatura ambiente du-
rante 2 horas. Después de afiadir 1,4 ml de dcido clorhi
drico 1N, la acetona se separd por destilacién bajo pre-
sién reducida, v se afiadieron 10 ml de agna al residuo.

Los materiales insolubles se separaron por
filtracidn, y el filtrado se hizo dcido con acido clorhi
drico 1N. Los geles resultantes se recogieron por fil-
tracién. Rendimiento 1,78 g (93%); punto de fusidn:
131-132,5¢C; /K7 34 10,52 (¢ = 1,0%, DMF).

Analisis elemental, para CBOHhOolONS’B/ZHZO
Calc.: C 51,49; H 6,20; N 16,02
Encont.: C 51,43; H 5,92; N 16,23
¢) Preparacidn de Lys-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro~OH.

Se repitié el procedimiento del Ejemplo 19-b),
pero se usé di-Z-Lys-Arg(NO,)-Gly-OH en lugar de z-f-Ala-
-Arg(NOg)-Gly-OH, para producir 452 mg del compuesto antes

- 57 -




10

15

20

25

by =75

indicado. /[o¢/ 38-34,82 (¢ = 0,4%, agua).
Andlisis de aminodcidos: Lys. 1,08; Arg. 1,01; Thr. 0,92;
Pro. 1,00; Gly. 1,00; Phe. 2,08;
Tyr. 0,89 (contenido de pépti
do, 85,2%).
Ejemplo 22
Produccién de JB-Ala-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-
-Ala-OH.
a) Preparacién de %-Lys(BOC)-Ala-0 Bu.

En 300 ml de metanol, se disolvieron 1k g de
7-A1a-0%Bu, v se efectud una reduccidn catalitica durante
2 horas, con negro de Pd como catalizador. El catalizador
se separd por filtracidn, y el metanol se separd por des
tilaciodn.

El residuo se disolvid en 50 ml de tetrahi
drofurano. Por otro lado, 28,1 g de sal de diciclohexil
amina de Z-Lys{BOC)-OH se pusieron en suspensidén en 300 ml
de acetato de etilo, y se lavaron tres veces con 200 ml
de acido sulfurico O,5N. Después de lavarla con agua,
se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro.

El acetato de etilo se elimind parcialmente
por destilacidn, hasta llegar a un volumen de aproxima-
damente 150 ml. El residuo se afladid a la disoluciédn
anterior en tetrahidrofurano, y después se affadieron 10

g de HONB. Enfriando con hielo, se afiadieron 11,3 g
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de DCC, y la mezcla se agitd durante 16 horas. La DC-urea
formada se .separé por filtracidn, y el liguido de filtra-
cidn se concentrd hasta sequedad. El residuo se disolvid
en 500 ml de acetato de etilo, y se lavd con dcido sulfd
rico 0,5 N y bicarbonato de sodio acuoso al 4%. Después
de lavar bien con agua, la capa de acetato de etilo se
secd sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se
evapord hasta sequedad bajo presién reducida y se afladid
éter de petrdlec, con lo que se separaron cristales. is-
tos cristales se recogleron por filtracion, y se recris-
talizaron a partir de acetato de etilo-éter de petrdleo.
Fendimiento 21,9 g (87%); punto de fusidn: 55-57&C;
yx-vi ;3 -30,172 (¢ = 1,16%, metanol).
Andlisis elemental, para CygHyq0,Nq:

Calc.: C 61,52; H 8,14; N 8,28

Encont.:C 61,61; H 8,10; N &,18.
b) Preparacion de Z-Pro—Lys(BOC)—Ala-OtBu.

En 40 ml de metanol se disolvieron 2,5 g de
4-Lys(BOC)-Ala-0¥Bu, y se efectud una reduccidn cataliti
ca durante 2 horas usando negro de Pd como catalizador.
El catalizador se separd por filtracidn, y el producto de
filtracidn se concent’é hasta sequedad bajo presion re-
ducida. El residuo se disolvid en 20 ml de acetato de
etilo. A esta disolucidn se le afladieron 2,45 g de

Z=-Pro-ONB, y la mezcla se agitd a temperatura ambiente
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durante 18 horas. A esta disolucion se le afiadieron 200
ml de acetato de etilo, y la mezcla se lavd con adcido
sulfirico 0,58 v con bicarbonato de sodio acuoso al 4%.
Después se 1lavd tres veces con agua, se secO sobre sulfa
to de sodio anhidro, y se concentrd hasta sequedad bajo
presién reducida. Se afiadid éter de petroleo al residuo,
y los cristales resultantes se recogieron por filtracidn
v se recristalizaron a partir de acetato de etilo-éter
de petrdéleo. Rendimiento 2,53 g (85%); punto de fusidn:
127-1292C; fo<x/ 33-6A,522 (¢ = 1,04%, metanol).
Andlisis elemental, para C3H,80gN), :

Calc. C 61,57; H 8,00; N 9,27

Encont. C 61,81; H 8,31; N 9,37
¢) Preparacién de Z-Thr-Pro-Lys(BOC)-Ala-0YBu.

En 40 ml de metanol se disolvieron 2,12 g
de Z-Pro-Lys(BOC)-Ala-0%Bu, y se efectud una reduccidn
catalitica durante 3 horas, con negro de Pd como catali-
zador. El catalizador se separd por filtracion y el di
solvente se elimind por destilacidn bajo presidén reducida.

El residuo se disolvid en 20 ml de dioxano.
Por otro lado, 977 mg de Z-Thr-OH y 806 mg de HONB se di
solvieron en 10 ml de acetato de etilo-dioxano (1:1), v,
con enfriamiento con hielo, se afiadieron 800 mg de DCC.
La mezcla se agitd durante 6 horas, y la DC-urea formada

se separé por filtracidn y el liquido de filtracidn se
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afiadid a la anterior disolucidn en dioxano. ILa mezcla
se agité durante 16 horas. El disolvente se separd
por destilacidn bajo presién reducida, y el residuo se
disolvid en 150 ml de acetato de etilo. La disolucidn
se 1lavd con acido sulfirico 0,5N y con bicarbonato de
sodio acuoso al 4%. Después de lavarla con agua, se
secd sobre sulfato de sodio anhidro, y el disolvente se
elimind por destilacidn bajo presién reducida. AL re-
siduo se le afiadié éter de petrdleo y el polvo resultan-
te se recoéié. Rendimiento 2,3 g (93%); punto de fusidn:
6l—672C; /T 53—75,589 (c = 0,995, metanol).
Analisis elemental, para 035H55010N5 :

calc. € 59,55; H 7,85; N 9,92

Encont. C 59,25; H 7,99; N 9,65
d) Preparacion de Z-Phe-Phe-Tyr-Pro-Lys(BOC)-Ala—OtBu.

En 70 ml de metanol se disolvieron 1,41 g
de Z-Thr-Pro-Lys(BOC)-Ala-OtBu, v se efectud una re-
ducecidn catalitica durante 2 horas con negro de Pd como
catalizador. El catalizador se separé por filtracidn,
v el disolvente se eliminé por destilacién bajo presion
reducida. E1 residuo se disolvié en 10 ml de DMF, y
después se afiadieron 1,1 g de Z-Phe-Phe-Tyr-OH y 720
mg de HONB. Enfriando con hielo, se afladieron 618 mg
de DCC, v la mezcla se agitd durante 20 horas. El

disolvente se separd por destilacidn bajo presidn re-
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ducida, y el residuo se tratd con acetato de etilo-éter
(1:1). El polvo resultante se recogio por filtracidn y
se cristalizd a partir de etanol. Rendimiento 2,1 g (100%)
punto de fusidn: 160-163,52C; /o< 7/ %3-63,739 (¢ = 1,05%,
metanol).
Andlisis elemental, para 062H80016N8:

Calc.: C 62,09; H 7,23; N 9,34

Encont.:C 62,02; H 7,14; N 9,64
e) Preparacién de 4-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-

~-Lys(BOC)-Ala-0OTBu.

En 30 ml de metanol se disolvieron 2,32 g
de Z-Phe-Phe~Tyr-Thr-Pro-Lys(BOC)-A1a-0%Bu, v se efectud
una reduccién catalitica durante 3 horas, con negro de
Pd como catalizador. El catalizador se separb por fil-
tracidn, y el metanol se separd por destilacién. EL
residuo se disolvid en 5 ml de DMF. A esta disolucidn
se le afiadieron 1,26 g de Z-Arg(NOZ)-Gly-ONB, vy la mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 20 horas. La
DMF se separ0 por destilacién bajo presién reducida, y
se afladieron al residuo 50 ml de agua. El polvo resul-
tante se recogidé por filtracidn, y se precipité de nuevo
dos veces a partir de DMF-agua. Rendimiento 2,5 g (88%);
punto de fusidn: 138-1419C (con descomp.); fox 7 %h-32,42
(¢ = 0,99%, DMF).
Andlisis elemental, para C H O N
70 96 18 1k
- 62 -
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cale. C 59,14; H 6,81; N 13,80
Encont. C 58,82; H 6,80; N 13,66
f) Preparacidn de j?-Ala-Arg-Gly—Phe-Phe—Tyr—Thr-Pro-
~Lys-Ala-OH

En 30 ml de una mezcla de metanol y &cido
acético glacial (2:1) se disolvieron 710 mg de s-Arg(NO,)-
-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys(B0C)-Ala-0%Bu, y se efectud
una reduccidn catalitica durante 8 horas, con negro de
Pd como catalizador. El catalizador se separo por fil-
tracidén, y el filtrado se concentro hasta sequedad bajo
presién reducida. El residuo se disolvié en 10 ml de
agua, v la disolucidn se hizo pasar a través de una co-
lumna (130 ml) de carboximetilcelulosa. Se efectud una
elucidn por gradiente con acetato de amonio acuoso 0,005M
v acetato de amonio acuoso 0,2M (800 ml cada vez). Las
fracciones desde 913 ml a 1190 ml se reunieron y se
liofilizaron para obtener 350 mg de un producto blanco
esponjoso.

Este polvo se disolvi6 en 8 ml de DVF, ¥y
se afiadieron 41 mg de monohidrato de &cido p-toluensul
fénico. Después se afladieron 82 mg de BOC-beta~Ala-ONB,
v la mezcla se agitd durante 16 horas. La DMF se separd
por destilacidn bajo presién reducida, vy se afiadieron al
residuo 3 ml de &cido trifluorcacético. La mezcla se

agitd durante 30 minutos, y el dcido trifluorocacético
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se separd por destilacidén. El residuo se disolvio en
10 ml de agua, vy se hizo pasar a través de una columna
(1,0 x 10 cm) de Amberlite IRA-410 (forma de acetato),
con lo que el compuesto se convirtidé en el acetato. El
producto de elucidn se liofilizd y se aplicd a una co-
lumna (2,2 x 17 cm) de carboximetilcelulosa. Se efectud
una elucidn por gradiente con acetato de amonio acuoso
0,005M (500 ml) y acetato de amonio acuoso 0,2M (500 ml).
Las fracciones desde 430 ml a 500 ml. Se reunieron y
se liofilizaron para obtener 250 mg de un producto blanco
esponjoso. /<X _/ 54‘58189 (¢ = 0,5%, agua).
Andlisis de aminodcidos: Lys. 1,00; Arg. 1,04; Thr. 1,00;
Pro. 1,04; Gly, 1,04; Ala. 1,0L;
Tyr, 0,89; Phe. 2,00; )B-Ala.
0,93 (contenido de péptido,
72%) .
Ejemplo 23
Produccidn de Gly-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-
-Ala-OH
Se repitid el procedimiento del Ejemplo 22-f),
excepto en que se sustituyd BOC- P -A1a-ONB por BOC-Gly-
-ONB para obtener 214 mg del compuesto antes indicado en
forma de un producto blanco esponjoso. /ZX_7 53 ~59,2¢
(¢ = 0,4%, agua)l.

Andlisis de aminodcidos: Lys. 1,02; Arg. 1,00; Thr. 1,00;
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Pro. 1,01; Gly. 2,00; Ala. 1,03;
Tyr. 0,87; Phe. 2,04 (contenido
de péptido, 78%).
Ejemplo 24
Produccién de Leu—Arg=Gly-Phe—Phe-Tyr-Gly-NH,
a) Preparacibén de resina de Z-Leu-Arg(Tos)~-Gly-Phe-Phe-
Tyr(Bzl)-Gly.

En el recipiente de reaccién de un apa~
rato sintetizador de péptidos en fase sdélida (Simadzu
APS-800) se colocaron 4,04 g de resina de BOC-Gly (que
contenia 1,75 mmoles de Gly), que se hinché con dicloro
metano durante 20 horas. Después, segun el método de
Merrifield, se introdujeron BOC-Tyr(Bzl)~0H, BOC-Phe-OH,
BOC-Phe-OH, BOC-Gly-OH, hoc-Arg(Tos)-OH y Z-Leu-OH, en
el orden citado. Se usé DCC como agente de condensaciodn,
y cada aminodcido se usé en cuatro equivalentes, efectudn
dose la eliminacién de los grupos BOC con &cido trifluo
roacético-diclorometano {(1l:1). La resina se sacé del
recipiente de reaccidn y se lavd con diclorometano,

DMF, metanol y dcido acético, ¥ después se secé. El
procedimiento dié 5,07 g de la resina antes indicada.
b) Preparacién de 7-Leu~Arg(Tos)-Gly-Phe-Phe-Tyr-(Bzl)-
Gly~NH,
En 50 ml de amonfaco-metanol al 17% se

pusieron en suspensién, 4,41 g de la resina preparada
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en a), y, con cierre hermético, la suspensién se
agitd a temperatura ambiente durante 48 horas.
La resina se separdé por filtracidén y se lavé
bien con DMF. El liquido de filtracidén y los
1iquidos de lavado se reunieron y el disolvente
se separd por destilacidén bajo presidn reducida.
A1 residuo aceitoso se le afiadié éter etilico ¥
el polvo resultante se recogid por filtracidn y
se lavé bien con éter. Rendimiento 950 mg.
¢) Preparacién de Leu—Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Gly-NH,
En 10 ml de fluoruro de hidrdge-
no anhidro se disolvieron 500 mg de la amida de
péptido cruda protegida preparada en b) y 0,5 ml
de anisol, y la disolucidn se agitd a 0¢C durante
60 minutos. El fluoruro de hidrégeno se separd
por destilacidn, y el residuo se disolvid en 50
ml de agua. La disolucién se sometid a extrac-
cién dos veces con 20 ml de éter etilico, y la ca-
pa acuosa se hizo pasar a través de una columna
(2 x 10 cm) de Amberlite IRA-410 (forma de aceta
to) y se liofilizdé. EL producto se hizo pasar
a través de una columna (2,3 x 17 cm) de carbg
ximetilcelulosa, v se efectud una elucidn por gra
diente con acetato de amonio acuoso 0,005M (400

ml) y acetato de amonio acuoso 0,2M (400 ml).
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Las fracciones desde 490 ml a 550 ml se reunieron y
se liofilizaron. El procedimiento dié 167 mg del com-
puesto antes indicado en forma de un producto blanco
esponjoso.
Anélisis de aminodcidos: Arg. 1,02; Gly. 2,00; Leu. 1,03;
Tyr. 0,89; Phe. 2,08 (conte-
nido de péptido, 84%).
Bjemplo 25
Produccién de J -Ala-Arg-Gly-FPhe-Phe-Tyr-Ala-Gly-NH,
a) Preparacidén de resina de fog-Ala-Arg(Tos)-Gly~Phe~
~Phe-Tyr(Bzl)-Ala-Gly
En el recipiente de reaccidén de un apa-
rato sintetizador Simadzu APS-800 se colocaron 3,03 g
de resina de BOC-Gly (contenido de Gly, 1,32 mM), que
despuéds se hinché con diclorometano. Después se intro-
dujeron BOC-Ala-OH. BOC-Tyr(Bzl)-OH, BOC-Phe-OH,
BOC~Phe-0H, BOC~Gly-OH, Aoc-Arg(Tos)-OH y Z-beta-Ala-OH,
en el orden citado, por el procedimiento del anhidrido
simétrico (Vease Hoppe-Seyler's, Z. Physiol. Chem.
353, 1973 (1972)). La eliminacidén de BOC en cada ope-
racién se hizo por medio de dcido trifluoroacético-di
clorometano al 50%.
Ademds, en cada operacidn, los grupos
amino gque no habfan reaccionado se acetilaron con anhi

drido acético. Una vez introducidos todos los aminodci
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dos, la resina se lavé con etanol, DMF, diclorometano,
4cido acético y metanol, v después se secé bajo presidén
reducida. El procedimiento dié 3,70 g de resina de
péptido.
b) Preparacién de Z-B-Ala-Arg(Tos)-Gly-Phe-Phe-Tyr(Bzl)-
-Ala—Gly-NHz

En 50 ml de amoniaco-metanol al 17% se
pusieron en suspensién 3,28 g de la resina de péptidos
preparada en a), y, con cierre hermético, la suspensién
se agitdé a temperatura ambiente durante 40 horas. La re-
sina se separd por filtracidén y se lavdé con 50 ml de DMF.
El 1fquido de filtracién y los liguidos de lavado se
reunieron y se concentraron hasta sequedad bajo presidn
reducida. Al residuo se le afiadidé éter y el polvo re-
sultante se recogié por filtracidn y se secé. El pro-
cedimiento did 433 mg de la amida de péptido cruda pro-
tegida.
c) Preparacidn de B -Ala-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Ala-Gly-NH,.

En una mezcla de 8 ml de fluoruro de
hidrégeno anhidro y 0,3 ml de anisol se disclvieron 310
mg de la amida de péptido cruda protegida preparada en b)
anteriormente, vy la disolucidn se agité a 02C durante
60 minutos.

El fluoruro de hidrdgeno se separd por

destilacién bajo presidén reducida, y el residuo se di-
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solvid en 50 ml de agua. La disolucidn se sometid
a extraccién dos veces con 10 ml de éter. La capa
acuosa se hizo pasar a través de una columna (1 x 10
cm) de Amberlite IRA-410 (forma de acetato), que se
lavé con agua. El efluente y los 1iquidos de lavado
se reunieron v la disolucién reunida se liofilizé.
El producto se disolvié en 10 ml de agua y la di-
solucién se hizo pasar a través de una columna (2,3 x
17 cm) de carboximetilcelulosa. Se efectud una
elucidén por gradiente con disoluciones acuosas 0,005M
y 0,2M de acetato de amonio (LO0 ml cada una). Las
fracciones desde 495 ml a 540 ml se reunieron y se
liofilizaron, obteniendo 134 mg del producto antes
indicado. /X 53 -19,62¢ (¢ = 0,53%, agua).
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,05; Gly. 1,95; Ala.
1,00; Tyr. 0,86; Phe. 1,98;
B-41a. 1,02 (contenido de
péptidos, 84%).
Andlisis elemental, para Ch3H5809N12.202Hh02.hH20
Calc.: C 52,31; H 5,91; N 15,57
Encont.: C 52,40; H 6,55; N 15,66
Ejemplo 26
Produccién de & , Y -Dab-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Ala-
-Gly-NHs.

Se repitié el procedimiento del T jemplo
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25, salvo que, como aminoacido a introducir finalmente,

se usd di~Z-CX, Y’-Abu-OH en lugar de Z-beta-Ala-OH.

El procedimiento dio el compuesto antes indicado en

forma de un producto blanco esponjoso. /X7 gl -20,3¢

(¢ = 0,2%, agua).

Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,00; Gly. 1,89; Ala. 1,02;
Tyr. 0,88; Phe. 2,00;0X, ) -Abu.
1,04 (contenido de péptido
81,5%) .

Ejemplo 27
Produccién de Gly-Arg-Gly-Phe-Phe-NH,
a) Preparacion de Z—Gly-Arg(NOz)-Gly-Phe-Phe-NHz.

A 0,80 g de Z-Arg(NOz)-Gly-Phe-Phe-NH2 se
le afiadieron & ml de HBr-dcido acético al 25%, y la mez-
cla se agitd bien a temperatura ambiente durante 45 mi-
nutos. A la mezcla de reaccidn se le afladieron 100 ml
de éter, y el polvo resultante se recogid por filtracidn
y se secd sobre hidrdoxido de sodio en lentejas en un
desecador, bajo presidn reducida, durante 2 dias. E1
producto seco se disolvid en 10 ml de DMF, y la diso
lucidn se neutralizd con trietilamina. A la disolucidn
se afladieron 0,43 g de Z-Gly-ONB y la mezcla se agitd
durante 10 horas.

A la disolucidn se afladieron 7 ml de agua,

con lo que se separd un aceite. Después de separar por
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decantacidn el 1liquido que sobrenadaba, se afiadieron
50 ml de agua. EL polvo resultante se recogid por fil-
tracién v se secd. Este producto se purificé por re-
precipitacién con DMF-acetato de etilo. Rendimiento
0,66 g (77%); punto de fusidn: 119-1229C; /& 7/ ]2)1
-2k,6e (¢ = 1,01%, DMF).
Analisis elemental, 036H4409N10.H20 :

Calec.: ©C 55,51; H 5,95; N 17,99

Encont.: C 55,95; H 5,903 N 17,73

b) Preparacién de Gly-Arg-Gly-FPhe-Phe-NH,

Bn 30 ml de dcido acético se disolvieron
500 mg de 4-Gly-Arg(NOp)-Gly-Phe-Phe-NHy, ¥ s efectud
una reduccién catalitica durante 7 horas en corrientes
de hidrégeno, con negro de Pd como catalizador. El ca-
talizador se separd por filtracidn y el 4dcido acético se
separd por destilacidn bajo presién reducida. El re-
siduo se disolvid en 10 ml de agua y la disolucion se
hizo pasar a través de una columna (1,8 x 10 cm) de
carboximetilcelulosa.

se efectud una elucidn por el método del
gradiente lineal usando acetato de amonio acuoso 0,1M
(700 ml) y acetato de amonio acuoso 1M (700 ml). Las
fracciones desde 410 ml a 515 ml se reunieron ¥ liofi
lizaron para obtener 307 mg (65%) de producto blanco

esponjoso. =i SZ -17,7¢ (c = 0,48%, agual.
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Anélisis de aminodcidos (hidrdlisis con HC1). Arg. 1,15;
Gly. 2,00; Phe. 2,00 (contenido
de péptido, 8L4,6%).

Analisis elemental, para G O_N..2C_.H,0 2H,0

281390519 205H,0,-

Calc.: C 52,09; H 6,97; N 17,09

Encont.: C 52,05; H 6,85; N 17,22.
Ejemplo 28
Produccidn de D-Ala-Arg-Gly-Phe~Phe-NH,

a) Preparacidn de Z-D-Ala-—Arg(NOZ)-Gly—Phe—Phe—NH2

En 8 ml de HBr-dcido acético al 25% se
disolvieron 0,80 g de Z-Arg(NOz)-Gly-Phe-Phe-NHz, v
la disolucidn se agitd a temperatura ambiente durante
LO minutos. A la mezcla se le afladieron 100 ml de
éter etilico, tras lo que se formaron precipitados.
Los precipitados se recogieron por filtracidn, se la-
varon con éter v se secaron. Este producto seco se
disolvid en 10 ml de DMF v la disolucidn se neutralizd
con trietilamina, y después se afladieron 0,51 g de
Z=~D-Ala-ONB, La mezcla se agitd durante 8 horas. Ia
UMF se separd por destilacidn bajo presidn reducida,
y se afladieron 50 ml de agua al residuo.

El polvo resultante se recogid por fil-
tracidén. Después de secarlo, el polvo se. lavd con
acetato de etilo caliente y se precipito de nuevo a

partir de DMF-acetato de etilo. Rendimiento 0,799 g

- 72 -




10

15

20

R5

k=75

(92%); punto de fusidn: 223-2259C; /X7 ]2)1 -22,3¢
(¢ = 0,98%, DMF).
Andlisis elemental, para CyoH) gOglyg.1/2H20 :

Calc. C 56,69; H 6,04; N 17,87

Encont. C 56,38; H 6,07; N 17,98
b) Preparacidn de U~Ala-Arg-Gly-Phe-Phe-NHp.

¥n 30 ml. de dcido acético se disolvieron
600 mg de Z—D-Ala-Arg(li0,)-Gly-Phe-Phe-NHy, v se efec-
tué una reduccidn catalitica durante 7 horas, con negro
de Pd como catalizador. El catalizador se separd por
filtracidén v el disolvente se separd por destilacidn
bajo presidén reducida. El residuo se disolvid en 10 ml
de agua, ¥y la disolucion se hizo pasar a través de una
columna (1,8 x 11 cm) de carboximetil-sephadex.

Se efectud una elucidn por gradiente lineal
con acetato de amonio acuoso 0,1M (700 ml) y acetato de
amonio acuoso 1M (700 ml), tras lo cual el compuesto an-
tes indicado salid en fracciones desde 350 ml a 450 ml.
Estas fracciones se reunieron y se liofilizaron. El
procedimiento did 400 mg (73:) de un producto blanco
esponjoso. /X_/ SZ -22,22 (¢ = 0,51%, agua).

Andlisis de aminoacidos: Arg. 1,01; Gly. 1,03; Ala. 1,00;
Phe. 1,99 (contenido de péptido,
82,3%)

Anglisis elemental, para ngthO5N9 2C HhO 2H 0
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Calc.: C 52,72; H 7,11; N 16,77
Encont.: C 52,66; H 6,92; N 16,82
) Ejemplo 29
Produccion de Phe--Arg-Gly-Phe—Phe-NH2
a) Preparacién de Z-Phe-Arg(NOp)-Gly~-Phe-Phe-NH,

En 10 ml de HBr-dcido acético al 25% se
disolvieron 800 mg de Z-Arg(NO,)~Gly-Phe-Phe-NHy v la
disolucién se agitd durante 50 minutos. A la disolucidn
se le afiadieron 80 ml de éter, y los precipitados resul-
tantes se recogieron por filtracidon, se secaron y se dai
solvieron en 10 ml de DMF. La disolucidn se neutralizd
con trietilamina, y después se afladieron 700 mg de
Z-Phe-OPCP (éster de pentaclorofenilo). La mezcla se
agito durante 10 horas y se afladieron 50 ml de amoniaco
acuoso.lN. La capa aceitosa se tomd por decantacidn, y
se afiadid agua a la sustancia aceitosa. E1 polvo resul-
tante se recogid por filtracidn y se secd. Después de
afiadir 50 ml de acetato de etilo al polvo, la mezcla se
calenté y el polvo se recogid por filtracion estando ca-
liente. El polvo se purifico por reprecipitacion a partir
de DMF-acetato de etilo. Rendimiento 805 mg (92%);
Lo/ ]2)1-29,09 (¢ = 1,0%, DIF).

Anglisis elemental, para7043H5009N10.1/2H20.

Calc.: C 60,06; H 5,98; N 16,29

Encont.: C 60,32; H 6,02; N 16,10
b) Preparacion de Phe-Arg-Gly-Phe-Phe-NHy
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En 6 ml de fluoruro de hidrogeno anhidro
se disolvieron 500 mg de Z-Phe-Arg(NOy)-Gly-Phe-Phe-NH,
v la disolucidn se agitd a -102C durante 40 minutos.

E1l fluoruro de hidrdgeno se separd por destilacidn y el

residuo se disolvid en 10 ml de agua. ILa disolucidn

se hizo pasar a través de una columna (0,9 x 15 cm) de

Amberlite IRA-410 (forma de acetato) que se lavd con

agua. El efluente se reunid con los liquidos de lavado

v la disolucién reunida se liofilizd. E1 procedimiento

dio 402 mg del compuesto antes indicado.

Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,01; Gly. 0,98; Phe. 2,94
Eiomole gfontenido de péptido 86,2%)

Produccidn de Leu—Arg-l.}ly-Phe-Phe-Tyr-NH2

a) Preparacién de 4-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-NHz.

En 100 ml de BDIMF se disolvieron 12,2 g de
4-Phe-Fhe-Tyr-NH,, y se efectué una reduccion cataliti-
ca durante 20 horas, con negro de Pd como catalizador.
El catalizador se separd por filtracidn, y se afiadieron
8,6 g de Z~Arg(NO,)-Gly-OH y 4,3 g de HONB.

Enfriando con hielo, se afiadieron después
L,95 g de DCC. La mezcla se agitd durante 12 horas. lLa
DC-urea formada se separd por filtracidn, y se afiadid
1 litro de agua al liquido de filtracidn. Los geles
resultantes se recogieron por filtracidn y se precipi-

taron de nuevo a partir de metanol y agua. Rendimiento
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16,25 g (91,8%).
Punto de fusidn: 181-184°C; /[ox / 34 -16,0e (¢ = 1,01%,
DMF) .

Andlisis elemental, para CABHSOOIONIO'HZO

Calc.: C 58,35 H 5,92; N 15,83

Encont.: C 58,02; H 5,98; N 15,66

b) Preparacion de Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,.

En 30 ml de acido acético se disolvieron
600 mg de Z-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,, v se efectus
una reduccidn catalitica durante 9 horas, con negro de
Pd como catalizador. El catalizador se separd por fil-
tracidn y el disolvente se separd por destilacidn bajo
presion reducida. El residuo se disolvid en 15 ml de
agua, y se purificd por medio‘de una columna (1,3 x 11
cm) de carboximetil-sephadex. Se efectud una elucidn
por gradiente lineal con acetato de amonio acuoso 0,1IM
(500 ml) y acetato de amonio acuoso 1M (500 ml). ILas
fracciones desde 250 ml a 420 ml se reunieron y se lig
filizaron. Rendimiento 416 mg (72,5%). /o¢/ 35-7,69
(¢ = 0,49%, agua).
Analisis elemental, para C gt n Ol 20,1, 0 . 2H,0

Calc.: C 55,37; H 7,03; N 14,90

Encont.: C 55,81; H 6,83; N 14,78

Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,02; Gly. 1,00; Tyr. 0,91;

Phe. 2,02 {contenido de

- 76 -




10

15

20

R5

hebi=75

péptido 82,5%).
¢) Preparacidn de Z-Leu-Arg(N0,)-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,.

A 700 mg de Z-Arg(NOz)—Gly-Phe—Phe-Tyr-NH2
se afiadieron 0,2 ml de anisol, seguido por la adicidn de
7 ml de HBr-acido acético al 25%. La mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 40 minutos, ¥ después se
afadieron 100 ml de éter etilico. Los precipitados re-
sultantes se recogieron por filtracidn, se secaron y
se disolvieron en 10 ml de DMF. la disolucidn se neutra
1iz4 con trietilamina, v después se afladieron 344 mg de
s-Leu-Osu (éster de N-hidroxisuccinimida). Ia mezcla
se agitd durante 12 horas. La DMF se separd por desti-
lacidn bajo presidén reducida, y se afiadieron al residuc
50 ml, de agua. Bl polvo resultante se recogio por fil
tracidn v se purificé por reprecipitacién a partir de
metanol y agua. Rendimiento 560 mg (70,9%); punto de
fusidn: 193-19520; /7 5% 18,92 (c = 1,13%, DIF).

Andlisis elemental, para ¢ H O N .HO
L9 61 11 11 2

Calc.: G 58,96; H 6,36; N 15,44
Encont.: C 58,72; H 6,22; N 15,36
d) Preparacidén de Leu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,
En 30 ml de 4cido acético se disolvieron
400 mg de Z-Leu-Arg{NO,)-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,, y se efec-
tud una reduccidn catalfitica durante 10 horas, con negro

de Pd como catalizador. El catalizador se separd por fil-
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tracidn v el disolvente se separd por destilacidn bajo
presién reducida. E1 residuo se disolvié en 5 ml de
agua, v la disolucidén se hizo pasar a través de una
columna (2,6 x 22 cm) de carboximetilcelulosa.
Se efectud una elucion por gradiente
con acetato de amonio acuoso 0,005 M (700 ml) y aceta
to de amonio acuoso 0,2 M (700 ml). Las fracciones
desde 830 ml. a 910 ml se reunieron y se liofilizaron.
Rendimiento, 217 mg 55,5,-) [ X/ D -14,92 (¢ = 0,47%,
agua) .
Andlisis elemental, para 041H5607N10.202H402.3H20
Calc.: C 55,43; H 7,2k; W 14,37
Encont.: ©C 55,71; H 7,12; N 14,81
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,03; Gly. 1,00; Leu. 1,00;
Phe. 2,00; Tyr. 0,85 (contenido
de péptido, 78,0%)
Ejemplo 31
Produccidén de & —Abu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,
Se repitid el procedimiento del Ejemplo
30, pero se usd Z- O -Abu en lugar de Z-Leu, para obtener
el compuesto buscado. /(7 gzv-l3,62 (¢ = 0,32%, agua).
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,02; Gly. 0,98; O -Abu.
1,04; Phe., 2,00; Tyr. 0,92
(contenido de péptido, 81%)

Ejemplo 32
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Produccién de Nle-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,

Se repitid el procedimiento del Ejemplo 30,
excepto en que se usé Z-Nle en lugar de Z-Leu, para obte-
ner el compuesto buscado. /X7 gh -1h,32 (c = 0,h%,
agua) .

Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,00; Gly. 0,97; Nle. 1,0k;
Phe. 2,03; Tyr. 0,91 (contenido
de péptido, 84%).
Ejemplo 33
Produccidn de Val-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-NHy

En 10 ml de DMF se disolvieron 400 mg del
diacetato de Arg-~Gly-Phe-Phe-Tyr-NH, prevarado en el
Ejemplo 30-b), seguido por la adiciénde300 mg de Z-Val-
_ONB. La disolucidn se neutralizé con trietilamina y
se agitd durante 10 horas. A la disolucion se le afia-
dieron 50 ml de éter, ¥ los precipitados resultantes se
recogieron por filtracidn, se lavaron con acetato de
etilo y se secaron. Este producto se disolvid en 30 ml
de dcido acético-agua (1:1), ¥ se efectud una reduc cidn
catalitica con negro de Pd como catalizador, durante L
horas. El catalizador se separ0 por filtracidn, v el
1iquido de filtracidn se concentrd hasta sequedad. El
residuc se disolvid en 10 ml de agua y se purificé

por cromatografia de la misma manera que en el Ejemplo

30-c).
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Rendimiento 360 mg; /fexX/ 52 ~13,7¢ (c = 0,5%, agua).
Andlisis de aminoacidos: Arg. 1,02; Gly. 1,00; Val. 0,97;
Phe. 2,04; Tyr. 0,97 (contenido
de péptido, 86,2%).
Ejemplo 34
Produccidn de beta-Ala-Arg-Gly-Fhe-Phe~NH,

a) Produccidn de Z-Arg(NO,)-Gly-OEt.

En 200 ml de tetrahidrofurano se disolvieron
70,7 g de Z-Arg(NO,)-OH, y, con enfriamiento con hielo,
se affadieron 40,5 g de 2,4k-dinitrofenol y 45,4 g de DCC.
La mezcla se agitd durante 4 horas. Por otro lado, 30,7
g de Gly-OEt.HCl se pusieron en suspension en 200 ml de
tetrahidrofurano, y, con enfriamiento con hielo, la sus-
pensidn se neutralizo con 30,8 ml de trietilamina. ILa
diciclohexilurea formada se separo por filtracion, y la
disolucidén de éster activo preparada anteriormente se
afadidé al liquido de filtracidn, y después se agitd du-
rante la noche. Ia disolucion se concentrd y el residuo
se disolvid en 500 ml de acetato de etilo. Ia disolucién
se lavd con una disolucidn acuosa saturada de bicarbonato
de sodio (200 ml x 3), con acido clorhidrico 1N (200 ml
x3), 7 después con una disolucidn acuosa saturada de
cloruro de sodio 200 ml x 3), seguido por secado sobre
sulfato de sodio anhidro. La disolucién se concentrd

v se cristalizd a partir de acetato de etilo-éter de
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petrdleo. Los cristales se recuperaron por filtracion

v se recristalizaron a partir de acetato de etilo-éter

de petrdleo. Rendimiento 70,0 g (79,8%); punto de

fusidn: 109-1109C; /X7 56*5 -3,he (¢ = 1%, DMF).

Andlisis elemental: Calc. para CygHygO Ng: C 4L9,31; H 5,98;

N 19,17

Encontrado: C 49,26; H 5,79; N 18,55.

b) Produccién de Z-Arg(NO,)-Gly-OH.

¥n 100 ml de acetona se pusieron en suspen-
sién 20,0 g de Z-Arg(NO,)-Gly-OEt y, con enfriamiento con
hielo, se afiadieron 64 ml de disolucidn acuosa 1N de hi
drdéxido de sodio. La mezcla se agitd a temperatura am-
biente durante 2 horas.

Después de neutralizar el alcali en exceso
con &4cido clorhidrico, la disolucidn se concentrd bajo
presion reducida y se afladieron al residuo 100 ml de
agua. Los materiales insolubles se separaron por fil-
tracidén. El producto de filtracidén se hizo dcido con
dcido clorhidrico, v los cristales resultantes se recu-
peraron por filtracién. Rendimiento 18,3 g (93,7%);
punto de fusibn: 103-105¢C; /ox 7 %% -25,92 (c = 0,9%
DMF).

Andlisis elemental: Calc. para 016H2207N6'H20 :
C L4,86; H 5,65; N 19,62.
Encontrado: C bh,48; H 5,35; N 19,53

¢) Produccidén de Z-Arg(NO,)-Gly-Phe-FPhe~NHj

- 81 -



10

15

20

25

L=~y =75

En una mezcla de 60 ml de DMF y 40 ml de
metanol se disolvieron 8,91 g de Z-Phe-Phe-NH,, y se
efectud una hidrogenacién catalitica durante 14 horas,
en presencia de negro de paladio. El catalizador se
separd por filtracion y el disolvente se separd por des-
tilacidn bajo presién reducida. El residuo se disolvid
en 30 ml de DMF. Por otro lado, 6,80 g de Z-Arg(NO,)-Gly-OH
se afladieron a 50 ml de tratrahidrofurano, y, con enfriamien
to con hielo, se afiadieron 3,23 g de HONB y 3,71 g de DCGC,
v después se agitd durante 5 horas. La diciclohexilurea
formada se separd por filtracidn, y se afiadid el anterior
componente de amina (H-Phe-Phe—NHz). La mezcla se agito
durante la noche. Una vez que el disolvente se separd
por destilacidn bajo presién reducida, se afladieron 100
ml de agua al residuo, y el polvo resultante se recogid
por filtracidn.

Después de secarlo, el producto se lavod
con acetato de etilo y se recristalizd a partir de eta
nol-acetato de etilo. Rendimiento 8,3k g (72,7%);
punto de fusién: 112-113¢C; /o7 gz ~21,62 (c = 1%,

DMF) . '
Andlisis elemental: Calc. para C34H4108N9.H20 :
C 56,585 H 6,01; N 17,L7
Encontrado: C 56,75; H 5,723 N 17,40
d) Produccidn de z-}g ~-A1a-OKNB.
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En 40 ml de tetrahidrofurano se disolvieron
3,35 g de z-jg -A1a-0H y 3,23 g de HONB, y, después de
enfriar con hielo, se afiadieron 3,71 g de DCC. La mez-
cla se agitd durante la noche, y la diciclohexilurea
formada se separd por filtracidn. Bl disolvente se
separd por destilacidn bajo presién reducida, y se
afiadid éter de petrdleo. Los cristales resultantes se
recuperaron por filtracidn y se recristalizaron a par-
tir de acetonitrilo. Rendimiento 3,83 g (66,4%);
punto de fusidn: 125-1262C.

Analisis elemental: Calc. para C H O N :
20 20 6 2

C 62,49; H 5,2k; N 7,29
Encontrado: C 62,52; H 5,18; N 7,29.
a) Produccion de Z—JB-Ala—Arg(NOZ)-Gly—Phe—Phe—NHz.

A 1,06 g de Z-Arg(NOs)-Gly-Phe-Phe-NHy se
afiadieron 10 ml de HBr-dcido acético al 25%, y, des-
pués de agitar a temperatura ambiente durante 40 minu-
tos, se afiadid éter etilico. El precipitado resultante
se recuperd$ por filtracidn, se secd bajo presién redu~
cida en un desecador sobre hidrdxido de sodio, y se di-
solvid en 10 ml de DMF. Después de enfriarla, la diso-
lucidn se neutralizd con 0,84 ml de trietilamina y des-
pués se afiadieron 0,69 g de Z-B-Ala-ONB. ILa mezcla
se agitd durante la noche y el disolvente se separo por

destilacidén bajo presién reducida, y después se affadieron
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50 ml de agua. El polvo resultante se secd, se 1lavd
con acetato de etilo y se precipito de nuevo a partir
de agua-dioxano-acetato de etilo. Rendimiento 0,98 g
(83,3%); punto de fusidn: 161-163°C; [/ 31,5 -20,9¢2
(c = 0,9%, DMF).
Andlisis elemental: Calc. para C3 7Hy, 609Ny 0+ 1/2H,0:
C 56,69; H 6,04; N 17,89
Encontrado: C 56,84; H 5,88; N 17,50
f) Produccion de ;B-Ala-Arg—Gly—Phe-Phe-NH2
En 40 ml de acido acético se disolvieron
800 mg de Z- B -Ala-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-NHy, juntemente
con Pd como catalizador, y se efectud una reduccidn ca-
talitica durante 14 horas. El catalizador se separéd
por filtracidn y el disolvente se elimind por destila
cidn bajo presidén reducida. El residuo se aplicd sobre
una columna (2,5 x 9 cm) de carboximetil-sephadex, y se
efectud la elucidn por el método de gradiente lineal,
desde acetato de amonio acuoso 0,01N (700 ml) hasta
acetato de amonio acuoso 1IN (700 ml).
Las fracciones desde 780 ml a 990 ml se
reunieron y se liofilizaron. Rendimiento 500 mg (66%):
/X7 ;3’5 -13,92 (¢ = 0,5%, agua).
Andlisis elemental: Cale. para Cpghy,;Oslp.2C,H,05.HoQ ¢
C 54,005 H 7,01; N 17,18
Encontrado: C 53,75; H 7,07; N 17,15.
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Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,00 (1); Glys, 1,00 (1)
Phe. 2,00 (2) (las cifras entre
paréntesis indican los valores
tedricos, y lo mismo se aplica
en lo que siguel. Contenido de
péptido: 76%.

Ejemplo 35
Produccidn de  -Abu-Arg-Gly-Phe-Phe-NH,
a) Produccidn de 4- | ~Abu-ONB
En 40 ml de tetrahidrofurano se disolvieron

L,75 g de Z-Y/—Abu-OH v 3,94 g de HONB, y, después de

enfriar con hielo, se afiadieron 4,54 g de DCC. ILa mezcla

se agitd durante 6 horas, y la diciclohexilurea formada

se separd por filtracidén. El disolvente se separo des-

pués por destilacidén bajo presidn reducida, y se afladieron
al residuo 30 ml de éter etilico, y después se afladié una
pequefia cantidad de agua. Los cristales resultantes se

recuperaron por filtracién. Rendimiento 6,0 g (75,3%);

punto de fusidn: 66,692C.

Andlisis elemental: Calc. para CppHpoOgly ¢

C 63,31; H 5,57; N 7,03
Encontrado: C 63,39; H 5,k2; N 7,06
b) Produccién de z-| -Abu-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-NHp
Del mismo modo que en el Ejemplo 3k-e),

0,53 g de Z-Arg(NO,)-Gly-Phe-Fhe-NH, se trataron con
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HBr-icido acético y se disolvieron en 15 ml de DMF.
Después de neutralizar la disolucidn con trietilamina,
se. afladieron O,4k g de Z-V/—Abu—ONB. La mezcla se agi
t6 durante la noche. El disolvente se separd por desti
lacidn bajo presidn reducida, y se afiadid agua. E1 pol
vo resultante se recuperd por filtracidn v se secé bien.

Se 1lavd con acetato de etilo y se precipi-
t6 de nuevo a partir de etanol-agua. Rendimiento 0,38 g
(65%); punto de fusidn: 167-1709C; [ox_/ 56’5
(¢ = 1,0%, DMF).

-21,28

Andlisis elemental: Calc. para CB8H4809N10'1/2H20:
C 57,205 H 6,19; N 17,56
Encontrado: C 57,1L; H 6,105 N 17,56

¢) Produccidn de V/-Abu-Arg-Gly-Phe-Phe-NH2

En 30 ml de dcido acético se disolvieron
300 mg de - Y'-Abu-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-NHy, y, con Pd
como catalizador, se efectud una reduccion catalitica
durante 6 horas.

Después de separar el catalizador por fil
tracidn, el disolvente se separo por destilacidn bajo
presidn reducida, vy el residuo se aplicd sobre una co-
lumna (1,8 x 10 cm) de carboximetil-sephadex. Después
se efectud una elucidn por el método del gradienmte 1i

neal, con acetato de amonio acuoso 0,005N {350 ml) ¥y

acetato de amonio acuoso 1N (350 ml), y las fracciones
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de 290 ml a2 340 ml se reunieron y se liofilizaron.
Rendimiento 180 mg (63%); /oX/ gé -15,0¢ (¢ = 0,5%,
agua).
Andlisis elemental: Calc. para 030H4305N9.202H402.3/2H20:
C 53,95: H 7,19; N 16,66
Encontrado: C 53,93; H 7,29; N 16,34
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,00 (1); Gly. 1,00 (1);
Phe. 1,9 (2); contenido de
péptido 76%.
Ejemplo 36
Produccién de d-Aval-Arg-Gly-Phe-Phe-NHy
a) Produccidén de Z- §-Aval-Arg(NO,)-Gly-FPhe-Phe-NH,
Del mismo modo que en el Ejemplo 3Lk-€),
0,80 g de Z-Arg(NOp)-Gly-Phe-Phe~NH, se trataron con HBr-
-dcido acético v se disolvieron en 10 ml de DMF. Ia di
solucidn se neutralizd con trietilamina. Por otro lado,
0,30 g de Z-¢§ -Aval-CH y 0,2k g de HONB se disolvieron
en 5 ml de tetrahidrofurano.
Enfriando con hielo al misno tiempo, se
afiadieron 0,27 g de DCC, y la mezcla se agito durante
3 horas. La diciclohexilurea se separd por filtracion,
y el 1iquido de filtracion se afiadio al anterior com-
ponente de amina, H~d§-Aval-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-NH,,
seguldo por agitacidn durante la noche. El disolverte

se separd por destilacidén bajo presidn reducida y se
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afiadio agua. El polvo resultante se recuperd por filr
tracidén v se secd bien. Se lavo con acetato de etilo
v se precipité de nuevo a partir de acetato de etilo.
Rendimiento 0,62 g (70%); punto de fusidn: 154-1579C;
/X7 %3 -13,02 (¢ = 1,0%, DMF).

Andlisis elemental: Calc. para C,gH. 0gN;,.1/2H,0 ¢

3975079710
¢ 57,69; H 6,33; W 17,25
Encontrado: C 57,84; H 6,42; N 16,86,
b) Produccion de <§;Aval-Arg-Gly-Phe-Phe—NH2.
En 30 ml de dcido acético se disolvieron
500 mg de Z-Aval-Arg(NOZ)-Gly-Phe-Phe-NH2, y se efectud
una reduccion catalitica durante 5 horas, con Pd como
catalizador. Después de separar el catalizador por fil
tracidn, el disolvente se separd por destilacidn bajo
presidn reducida. El residuo se aplicd a una columna
de carboximetil-sephadex (1,8 cm x 9 cm) 7y se efectud
la elucidn por el método del gradiemte lineal, con
acetato de amonio acuoso 0,1N (500 ml) y acetato de
amonic acuoso 1N (500 ml). Las fracciones desde 290
ml a 370 ml se reunieron vy se liofilizaron. Rendi-
miento 290 mg (61%); /X7 %3 -12,62 (¢ = 0,5%,
agua).

Andlisis elemental: Calc. para C ON_.2C_H O 3/2H20:

31759579+ 202,07
C 53953; H 7,32; N 16136

Encontrado: C 54,34; H 7,35; N 16,20
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Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,11 (1); Gly. 1,00 (1);
Phe. 2,04 (2):; contenido de
péptido: 81,4%
Ejemplo 37
Produccidn de & -Acap-Arg-Gly-Phe-Phe-NH,

a) Produccidn de Z-Z-Acap—Arg(NOz)-Gly-Phe-Phe-NH2

De la misma manera que en el Ejemplo 3k-e),
0,80 g de L-—Arg(Noz)-Gly-Phe-Phe-NH2 se trataron con
HBr-icido acético y se disolvieron en 10 ml de DMF.
La disolucidn se neutralizd con trietilamina. Por
otro lado, Q32 g de L-Z-Acap-OH v 0,24 g de HONB se
disolvieron en 5 ml de tetrahidrofurano, y,. enfriando
al mismo tiempo con hielo, se afiadieron 0,27 g de DGC.
La mezcla se agitd durante 3 horas, v la diciclohexilurea
formada se separd por filtracidn, y el producto de fil-
tracidn se afladid al anterior componente de amina, H-Arg
(NOg)-Gly-Phe-Phe-NHz). La mezcla se agitd durante la
noche. El disolvente se separd por destilacidn bajo
presidén reducida, y se afiadid agua. E1 polvo resultan-
te se recuperd por filtracidn y se secd bien. Después
se lavé con acetato de etilo y se recristalizd a partir
de DMF-acetato de etilo. Rendimiento 0,49 g (55%);
punto de fusidn: 102-10keC; /o7 2t —20,02 (¢ = 1,04,
LMF) .

Andlisis elemental: Calc. para 039H5OO9N10.1/2H20 :
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C 57,69; H 6,33; N 17,25
Encontrado: C 57,86; H 6,40; N 16,76
b) Produccién de § -Acap-Arg-Gly-Phe-Phe-NH,

En 30 ml de acido acético se disolvieron 400
mg de Z-epsilén-Acap-Arg(NOz)—Gly-Phe—Phe-NHz, ¥y, con Pd
como catalizador, se efectié una reduccidn catalitica du~-
rante 7 horas. EL catalizador se separd por filtracidn, v
el disolvente se separd por destilacién bajo presidén redu-
cida. EL residuo se aplicé a una columna (1,8 cm x 10 cm)
de carboximetilsephadex, ¥y se 1levd a cabo una elucidn por
elmetodo del gradiente lineal, a partir de acetato de amo
nio acuoso 0,1N (500 ml) y acetato de amonio acuoso 1N {500
ml). 1Ias fracciones de 250 ml a 330 ml se reunieron y se
1iofilizaron. Rendimiento 200 mg (51%); /2X/ %2 -9,92
(c = 6%, agua). '

Andlisis elemental: Calc. para CBZHLP7O5N9.202HI+02.2H20 :
C 5k,46; H 7,49; N 15,88
Encontrado: C 54,2L; H 7,265 N 15,76
Andlisis de aminodcidos: Arg. l,00 (1); Gly. 0,98 (1);
Phe. 2,00(2); éi—Acap: no se
determind); contenido de
péptido, 79%.
Ejemplo 38 .
Produccion de Lys-Arg-Gly—Phe—Phe-NH2
a) Produccién de di-Z-Lys-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-NHj
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De la misma manera que en el Ejemplo 3k-e),
0,80 g de Z-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-NH, se trataron con HBr-
_dcido acético, y después se disolvieron en 10 ml de DMF.
La disolucidén se neutralizo con trietilamina.

Por otro lado, 0,54 g de di-Z-Lys-OH y 0,26
g de HONB se disolvieron en 5 ml de tetrahidrofurano, ¥y,
enfriando al mismo tiempo con hielo, se afiadieron 0,30 g
de DGC. La mezcla se agitd durante 4 horas y la diciclo
hexilurea formada se separd por filtracidém. EL liquido
de filtracidn se afiadid al anterior componente de amina,
[THiArg(NOZ)-Gly-Phe—Phe-NH2_7, seguido por agitacion
durante la noche. El disolvente se separé por destila-
cidén bajo presidn reducida, y se afladié agua al residuo.
E1 polvo resultante se recuperd por filtracidn y se secé
bien. Después se lavd con acetato de etilo y se precipi-
té de nuevo a partir de DMF-acetato de etilo. Rendimien-
to 0,82 g (77%); punto de fusidn: 200-20keC (con descomps ) .
[x7 }2)3 -20,5¢ (¢ = 1,1%, DMF). '
Andlisis elemental: Calc. para 048H59011Nll‘l/2H20 :

C 59,06; H 6,20; N 15,79

Encontrado: C 59,04; H 6,13; N 15,78

b) Produccién de Lys-Arg-Gly-Phe-Phe-Ni,

En 30 ml de dcido acético se disolvieron
600 mg de di-Z-Lys-Arg(NOy)-Gly-Phe-Fhe-NHy y, con Pd como

catalizador, se efectud la reduccidn catalitica durante
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6 horas. El catalizador se separd por filtracidn y el
disolvente se separd por destilacidn bajo presién redu-
cida. El residuo se aplicd sobre una columna (1,5 cm x
11 cm) de carboximetilsephadex, v se efectud la elucidn
por el método del gradiente lineal con acetato de amonio
acuoso 0,1N (700 ml) y acetato de amonio acuoso 1N (700
ml). Las fracciones desde 650 ml a 760 ml se reunieron
y se liofilizaron. Rendimiento 280 mg (52%); /ox/ 33
4,32 (¢ = 0,5%, agua).
Andlisis elemental: Calc. para CypH;,g05Ny0-3C,H,0,.2H,0 -

C 52,523 H 7,42; N 16,12

Encontrado: C 52,64; H 7,38; N 16,42.
Analisis de aminodcidos: Arg. 1,06 (1); Lys. 1,09 (1);
Gly. 1,00 (1); Phe. 1,97 (2);
contenido de péptido, 73%.
Ejemplo 39
Produccion de o, y'-Dab-Arg-Gly-Phe-Phe-NH,

a) Produccidn de di-Z-Dab-Arg(NO,) ~Gly-Phe-Phe-NH,.

De la misma manera que en el Ejemplo 3k-e),
0,80 g de Z-Arg(NOp)-Gly-Phe-Phe-NH, se trataron con
HBr-dcido acético y se disolvieron en 10 ml de DMF. Ia
disolucidn se neutralizd con trietilamina. Por .otro lado,
0,50 g de di-Z- X, Y -Dab-OH y 0,26 g .de HONB se disol-
vieron en 5 ml de tetrahidrofurano y, enfriando al mismo

tiempo con hielo, se afladieron 0,30 g de DCC. ILa mezcla
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se agitd durante 4 horas y la diciclohexilurea formada
se separd por filtracion.

El filtrado se afiadid al anterior compo-
nente de amina, H-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-NHp, y la mezcla
se agitd durante la noche. El disolvente se separé por
Gestilacidn bajo presidén reducida y se affadié agua al
residuo. El polvo resultante se recuperdé por filtracidn
y se secd bien. EL polvo se lavd con acetato de etilo
y se precipitd de nuevo a partir de DMF-acetato de etilo.
Rendimiento 0,82 g (78%); punto de fusidn: 184-1882C;
[T 33 19,58 (¢ = 1,1%, DMF).

Andlisis elemental: Calc. para ChéH O._N. . .H

55°11 11"
C 57,79; H 6,01; N 16,21

20:
Encontrado: C 57,95; H 5,91; N 16,19

b) Produccidn de <X, Y -Dab-Arg-Gly-Phe-Phe-NH,.

En 30 ml de &cido acético se disolvieron
600 mg de Di-Z-Cx;y/-Dab-Arg(NOZ)-Gly—Phe—Phe-NHg, vy se
efectud una reduccidén catalitica durante 6 horas, con
Pd como catalizador. El catalizador se separd por fil-
tracidn y el disolvente se separd por destilacidn bajo
presidn reducida. El residuo se aplicé a una columna
(1,5 ecm x 13 cm) de carboximetilsephadex, y se efectud
la elucidn por el método del gradiente lineal, con ace-
tato de amonio acuoso 0,1N (700 ml) y acetato de amonio

acuoso 1N (700 ml). Las fracciones de 610 ml a 680 ml
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se reunieron y se liofilizaron. Rendimiento 255 mg

(L6%): /KT 33 -12,5¢ (¢ = 0,8%, agua).

Angliisis elemental: Calc. para CBOHth5NlO'302HA02'3H20 :
C 50,34; H 7,28; N 16,31.
Encont. C 50,59; H 7,61; N 16,93.

Anglisis de aminoacidos: Arg. 1,00 (1); Glu. 1,00 (1);
Phe. 1,98 (2); o< ,Yy'-Dab. 1,02
(1). Contenido de péptido: 72%.
Ejemplo 40
Produccién de Arg-Arg-Gly-Phe-Phe-NHy
a) Produccion de Z—Arg(NOz)-Arg(NOZ)-Gly-Phe-Phe-NHz
Del mismo modo que en el Ejemplo 3k-e),
0,80 g de Z-Arg(NOz)-Gly-Phe-Phe-NH, se trataron con
HBr-dcido acético y se disolvieron en 10 ml de DMF. La
disolucidn se neutralizd con trietilamina. Por otro lado,
0,39 g de Z-Arg{NOj)-OH y 0,22 g de 2,4-dinitrofenol se
disolvieron en 5 ml de tetrahidrofurano, y, enfriando al
mismo tiempo con hielo, se afladieron 0,25 g de DCC. la
mezcla se agitd durante 2 horas y la diciclohexilurea
formada se separd por filtracion. EL producto de filtra-
cidn se afiladi al anterior componente de amina, H-Arg(NO,)-
~Gly~Phe-Phe-NH», seguido por agitacidn durante la noche.
El disolvente se separd por destilacidn bajo presidn re-

ducida, y se afladio agua al residuo. El producto aceito

so se lavo bien con agua, v se precipitdé de nuevo a partir
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de DMF-acetato de etilo. Rendimiemto 0,90 g (89%) 3
punto de fusién: 89-92¢C; /(7 23 17,68 (¢ = 1,0%,
DIF) . |
Andlisis elemental: Calc. para ChOH52011N14'H20 :

¢ 52,05; H 5,90; N 21,25
tncontrado: C 52,203 H 6,16; N 20,91
b) Produccién de Arg-Arg-Gly-Phe-Phe-NH,.

En LO ml de acido acético se disolvieron
700 mg de Z-Arg(NOz)-Arg(NOZ)-Gly—Phe—Phe~—NH2, vy se
efectud una reduccidn catalitica durante 9 horas, con
Pd como catalizador. El catalizador se separd por fil-
tracidn, y el disolvente se separd por destilacidn bajo
presion reducida. &1 residuo se aplicd a una columna
(3 em x 18 cm) de carboximetilcelulosa, ¥ se efectud la
elucidn con acetato de amonio acuoso 0,005N (L1) v
acetato de amonio acuoso 0,3N (1 1). Las fracciomes
desde 890 ml a 1410 ml se reunieron y se liofilizaron.
Rendimiento 380 mg (45%); - %2 +2,40 (c = 0,5%

dcido acético al 5%).

Andlisis elemental: Calc. para CgpHjgOsNp.3CH,05.3/2H50 ¢

¢ 51,40; H 7,15; N 18,93
Encontrado: C 51,25; H 7,29; N 19,08
Andlisis de aminodcidos: Arg. 2,02 (2); Gly. 1,00 (1);
Phe. 2,02 (2); contenido de

péptido, 73%.
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Ejemplo 41
Produccidn de /E -Ala-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,

a) Produccién de Z- B -Ala-Arg(NO,)-Gly-OEt

A 26,3 g de Z-Arg(NOz)-Gly-OEt se gfladieron
130 ml de HBr-dcido acético al 25%, y se afiadid éter eti-
lico, después de agitar a temperatura ambiente durante
60 minutos. El precipitado se recupers por filtracidn
y se secd sobre hidroxido de sodio. El precipitado seco
se disolvid después en 150 ml de DMF, y, después de en-
friar con hielo, la disolucidn se neutralizo con trietil
amina. Después se afladieron 23,1 g de Z-5 -Ala-NOB, y
la mezcla se agitd durante la noche. EL disolvente se
separé por destilacidn bajo presion reducida, y el re-
siduo se disolvid en 300 ml de acetato de etilo que con-
tenfa una pequefia proporcidén de n-butanol. La disolucidn
se lavo con agua, con una disolucion acuosa saturada de
bicarbonato de sodio {100 ml x 3) y con una disolucidn
acuosa saturada de cloruro de sodio (100 ml x 3), y des-
pués se secé sobre sulfato de sodio anhidro. El disol-
vente se separb por destilacion bajo presidn reducida,
y se afiadié éter etilico. El polvo resultante se recu
peré por filtracidn, y se recristalizé a partir de eta
nol-acetato de etilo. Rendimiento 22,9 g (75%); punto
de fusidn: 97-99eC; fo<x 7/ 2645 -11,22 (¢ = 0,9%, DMF).

D
Andlisis elemental: Calc. para CoyHg;0gNy :
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C 49,50; H 6,13; N 19,25
Encontrado: C 49,51; H 6,06; N 18,93
b) Produccién de Z-8-Ala-Arg(NO,)-Gly-oH

En una mezcla de 50 ml de acetona y 25 ml
de agua se disolvieron 12,1 g de Z-}B-Ala—Arg(NOz)-Gly-
-OEt, y, bajo enfriamiento con hielo y cloruro de sodio,
se affadieron gota a gota 27,8 ml de disolucion acuosa 1N
de hidréxido de sodio, Gurante un periodo de 30 minutos.
la mezcla se agitd en las mismas condiciones durante 1
hora, y durante 2 horas mas a temperatura ambiente, y,
después de afiadir 3,8 ml de dcido clorhidrico 1N, la
acetona se separd por destilacidn bajo presion reducida.
Al residuo se le afladieron 50 ml de agua, y la mezcla se
hizo dcida con dcido clorhidrico 6N, produciéndose una
sustancia aceitosa que solidificd enseguida. El pro-
ducto sélido asi obtenido se recogié por filtracidn.
Rendimiento 10,3 g (86,0%). Punto de fusion: 101-1032C;
[T 56’5 -10,2¢ (¢ = 1,0%, DMF).
Andlisis elemental: Calc. para CjgHprOgNp.1/2H00:

C 46,53; H 5,75; N 19,99

Encontrado: C 46,28; H 5,41; N 20,01

¢) Produccion de Zi-Phe~Tyr-OMe

En 100 ml de tetrahidrofurano se pusieron
en suspensién 5,10 g de Tyr-OMe.HCl, y, después de enfriar

con hielo, la suspensidn se neutralizd con 3,08 ml de
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trietilamina. Se afladieron a la suspensidén 5,99 g de
Z-Phe-OH, 3,9% g de HONB v 4,54 g de DCC, y la mezcla
se agito durante la noche. ILa diciclohexilurea formada
se separ¢ por filtracidn, v el disolvente se elimind por
evaporacidn bajo presidén reducida. El residuo se disol~
vio en 200 ml de acetato de etilo. ILa disolucidn se lavd
con una disoclucidn acuosa saturada de bicarbonato de so-
dio (100 ml x 3), con dcido clorhidrico 1IN (100 ml x 3)
¥ con agua, seguido por secado sobre sulfato de sodio
anhidro. Después de eliminar el acetato de etilo por
destilacidén bajo presidn reducida, se afiadid éter de
petrdleo, dando un residuo gelatinoso, que se recuperd
por filtracidn y se precipitd de nuevo a partir de ace
tato de etilo~éter de petrdleo. Rendimiento 6,00 g
(63%); punto de fusidn:132-1332C; [ 7 %6’5 -9,9¢
(¢ = 1,0%, DMF).
Analisis elemental: Calc. para 027H2806N2 :
C 68,05; H 5,92; N 5,88

Encontrado: C 68,07; H 5,92; N 5,95
d) Produccidn de Z-Phe-Tyr-NH,

En 40 ml de metanol saturado con amoniaco
se disolvieron 3,0 g de Z=Phe-Tyr-OMe, y la disolucidn
se guardo durante una semana en un recipiente cerrado
herméticamerte, con lo que se separaron unas agujas.

Después de separar el disolvente por evaporacidn bajo
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presién reducida, se afladid éter etilico, y los cristales
resultantes se recuperaron por filtracion, y se recris-
talizaron a partir de etanol-agua. FKendimiento 2,01l g
(90%); punto de fusidn: 217-218¢C; /o7 56’5 -28,68

5 (¢ = 1,0%, LIF).
Andlisis elemental. Calc. para CpgH,,0sly : C 67,66; H 5,90;

N 9,11
Encontrado: C 67,45; H 5,88; N 9,05

e) Produccién de z-Phe-Phe-Tyr-KHp

10 A 1,15 g de Z-Phe-Tyr-lH, se afiadié una pe-
quefia proporcidn de anisol, y después se afladieron 11 ml
de HBr-dcido acético al 25%. Después de agitar a tempera-
tura ambiente durante 40 minutos, se afiadid éter etilico.
EL precipitado resultante se recuperd por filtracidn y se

15 secd sobre hidrdxido de sodio. Por otro lado, 0,67 g de
2-Phe-OH y 0,45 g de HONB se disolvieron en 5 ml de tetra
hidrofurano, y, enfriando al mismo tiempo con hielo, se
afiadieron 0,52 g de DCC. ILa mezcla se agitd durante 4
horas, vy la diciclohexilurea formada se separd por filtra-

20 cidén. #1 anterior componente de amina, H-Phe-Tyr-NH,, se
disolvid en 10 ml de DMF, y la disolucidn se neutralizé
con trietilamina. A esta disolucién se le afladid la an-
terior disolucidn de éster activo, y la mezcla se agitd
durante la noche. E1 disolvente se separd por destilaciodn

25 bajo presidén reducida y se afiadidé agua. Los cristales re-
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sultantes se recuperaron por filtracion v se recristaliza
ron a partir de DMF-acetato de etilo. Rendimiento 1,01
g (74%). Punto de fusidn: 218-221°C (con descomp.);
[XT7 %6’5 -27,7¢ (¢ = 1,0%, DIF).
Andlisis elemental: Calc. para 035H3606Nh :
¢ 69,06; H 5,96; N 9,21
Encontrado: C 69,01; H 6,02; N 9,23
f) Produccion de z-/% -Ala-Arg(NO;) -Gly-Phe-Phe-Tyr-NHj
En una mezcla de 30 ml de metanol y 20 ml
de LMF se pusleron en suspension 0,91 g de Z~Phe-Phe-Tyr-
-KHp, y se efectud una reduccidn catalitica durante 7 ho-
ras. El metanol se separd por destilacidn bajo presidn
reducida. Por otro lado, 0,72 g de ZiﬁS—-Ala-Arg(NOZ)—
-3ly-OH v 0,32 g de HONB se disolvieron en 5 ml de DIF,

.y, enfriando al mismo tiempo con hielo, se afiadieron

0,37 g de DCC. ILa mezcla se agitd durante 6 horas, y
la diciclohexilurea formada se separd por filtracidn.
El producto de filtracién se afladid al anterior compo-
nente de amina, H-Phe-Fhe-Tyr-NHy, y después se agitd
durante la noche. El disolvente se separd por evapo-
racidn bajo presién reducida, dando un sdlido que se
triturd con agua. EL polvo resultante se recuperd por
filtracidn y se precipitd de nuevo a partir de DMF-ace
tato de etilo. Produceidn, 0,88 g (62%); punto de fu-

sibn: 174-1772C; [og/ %6’5 ~15,0¢ (¢ = 1,0%, DIF).
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Andlisis elemental: Calc. para ChhH55OllN11'H20
C 57,79; H 6,01; N 16,12
Encontrado: C 57,54; H 6,18; N 16,21
g) Produccién de ﬁg—Ala-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr—fNHz
En 30 ml. de dcido acético se disolvieron
740 mg de 4= B-Ala-Arg(NOp)-Gly-Phe-Phe-Tyr-NHz, ¥ se
efectud una reduccidn catalitica durante 7 horas con Pd
como catalizador. El catalizador se separ0d por filtra-
cidn y el disolvente se separd por destilacidn bajo pre-
sidn reducida. Bl residuo se aplicd a una columna (1,6 cm
x 15 cm) de carboximetilsephadex, y se efectud la elucidn
por el método del gradiente lineal, con acetato de amonio
acuoso 0,005K (700 ml) y acetato de amonio acuoso 1N (700
ml.). Las fracciones desde 580 ml a 790 ml se reunieron
v se liofilizaron. Produccibn, 540 mg (75%); /X 36
-20,0¢ (¢ = 0,5%, agua).
Andlisis elemental: Calc. para 038H5OO7N10.202H402.3H20 :
C 54%,06; H 6,91; N 15,01
Encontrado: C 54,20; H 6,50; N 14,99.
Andlisis de aminodcidos: Arge. 0,95 (1); Gly. 1,05 (1);
Tyr. 1,00 (1); Phe. 2,00 (2);
contenido de péptido, 74%.
h) Produccién de dicitrato de f-Ala-Arg—~Gly-Phe-Phe-Tyr-
—NH,
El acetato, diacetato de lB-Ala-Arg—Gly-Phe-
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~Phe-Tyr-NHy trihidratado, (9,33 g) se disolvid en 20 ml
de agua y a esto se affadieron 2,2 g de dcido cftrico mong
hidratado con agitacidén. El precipitado cristalino formado
se recogio por filtracion v se lavd con un pequeilo volumen
de agua fria dando 10,4 g del dicitrato correspondiente.
[XT %3 ~19,62 (¢ = 1,0 en agua).

Analisis elemental. Calculado para 038H5OO7N10’ 2 C6H8O

o
Cs 52,54; H, 5,82; N, 12,25
Encontrado: Cy 52,28; H, 5,87; N, 12,46
Ejemplo 42
Produccion de VLAbu-Arg-Gly-Phe—Phe-Tyr—NH2
a) Produccién de Z-}/-Abu-Arg(NO,)-Gly-0Et
A L,38 g de Z-Arg(NOy)~Gly-OEt se le afiadie-
ron 40 ml de HBr-dcido acético al 25%, vy, después de agi-
tar a temperatura ambiente durante 30 minutos,; se afiadid
éter etilico. El precipitado resultante se recuperd por
filtracion v se secd sobre hidrdxido de sodio.
Después se disolvid en 30 ml de DiF, vy,
tras enfriar con hielo, la disolucidn se neutralizé con
trietilamina. 4 esta disolucidn se le afiadieron 4,16 g
de Z-y/;Abu-ONB y la mezcla se agitd durante la noche. EL
disolvente se extrajo por destilacidn bajo presidn reduci-
da, y se afladid agua al residuo. El agua se separd por
decantacion, Se afladid éter etilico al residuo, con lo
que este ultimo solidificé. Despuds se recuperd por fil-
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tracidn, y se precipitd de nuevo a partir de acetonitrilo.
Rendimiento 2,5 g (48%); punto de fusidn: 60-629C, [o<_7§l
—~11,1% (¢ = 1,0%, LMF).
Andlisis elemental: Calc. para Cppli330gly
C 50,47; H 6,35; W 18,73
Encontrados € 50,12; H 6,51; I 18,73
b) Produccion de z-gamma-Abu-Arg (NO,)-Gly-OH
En 20 ml de acetona se disolvieron 2,0 g
de Z-V:Abu-Arg(NOZ)-Gly—OEt, v enfriando con hielo, se
afiadieron 5,7 ml de disolucidn acuosa de hidrdxido de so-
dio 1 N. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante
2 horas. Después de la adicidn de 6 ml de &cido clorhidri
co 1 N, la acetona se separo por destilacidn bajo presion
reducida. Los cristales resultantes se recuperaron por
filtracidn y se recristalizaron a partir de etanol-agua.
Rendimiento 1,86 g (985); punto de fusidn: 113-1152C.
[xT 3t 20,02 (¢ = 1,1%, DiF).
Analisis elemental: Calc. para CoolpgOgliy-Hy0:
¢ 46,78; H 6,09; ¥ 19,10
Encontrado: C 57,12; H 5,90; N 19,23
¢) Produccidn de Z~ \-Abu-Arg(NO,)-Gly-Phe~Phe~-Tyr—NHp
A 1,34 g de i-Phe-Phe-Tyr-NH, se afladid
una pequefia cantidad de anisol, seguido por la adicidn
de 13 ml de HBr-dcido acético al 25%.

Después de agitar a temperatura ambiente du-
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rante 45 minutos, se afiadid éter etilico, y el precipi-
tado resultante se recuperd por filtracién y se secd
sobre hidréxido de sodio. Por otro lado, 0,99 z de Z-Y'-
-Arg(NOZ)-Gly-OH y 0,43 g de HONB se disolvieron en 5 ml
de DMF, v, con enfriamiento con hielo, se afiadieron 0,50 g
de DCC. La mezcla se agitd durante 6 horas, y la diciclo
hexilurea se separd por filtracidén. El1 anterior componen-
te de amina, (H-Phe-Phe-Tyr-NH,), se disolvié en 10 ml
de DMF, v la disolucién se neutralizd con trietilamina.
A esta disolucidn se le afiadid la anterior disolucidn de
dster activo, y la mezcla se agitd durante la noche. EL
disolvente se separd por destilacidn bajo presidn redu~
cida, v se afiadié agua. El polvo resultante se recuperod
por filtracidn, se lavé con acetato de etilo, y se preci-
pitdé de nuevo a partir de DMF-acetato de etilo. Rendi-
miento 1,12 g (58%); punto de fusién 139,5-1418C;
[T %1 -13,2¢ (c = 13,22 (c = 1,4%, DNF).
Analisis elemental. Calc. para 047H57011N11.H20 :
¢ 58,19; H 6,13; XN 15,89
Encontrado: C 57,76; H 6,43; N 15,91
d) Produccién de Y-Abu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,
En 30 ml de dcido acético se disolvieron
800 mg de Z- Y -Abu-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-Tyr-NHz, y se
efectud una reduccién catalitica durante 1k horas, con

Pd como catalizador. El catalizador se separod por
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filtracién, y el disolvente se elimind por destila-
cidén bajo presién reducida. EL residuo se aplicd

a una columna (1,5 x 10 cm) de carboximetil-sephadex,
y se efectud la elucién por el método del gradiente,
con acetato de amonio acuoso O,1N (700 ml) y con ace
tato de amonio acuoso 1N (700 ml). Las fracciones
desde 410 ml a 600 ml se reunieron y se liofilizaron.

Rendimiento 412 mg (52%); /o< 52 -18,1¢ (c = 0,5%,

agua).
Andlisis elemental: Calc. para CB9H5207N10'202H402'AH20 :
C 54,02; H 7,10; N 14,52
Encontrado: C 54,08; H 7,07; N 14,60.

Andlisis de aminodcidos: Arg. 0,96 (1); Gly. 1,00 (1);
Tyr. 0,97 (1); Phe. 2,10 (2);
contenido de péptido, 84L%

Ejemplo 43

Produccidn de <f-Acap-Arg—Gly—Phe—Phe—Tyr-NHz

a) Produccién de Z- ¢ -Acap-Arg(NO,)-Gly-OEt

A 2,41 g de Z-Arg(NO,)-Gly-OEt se
afiadieron 12 ml de HBr-dcido acético al 25%, y, des-
pués de agitar a temperatura ambiente durante 40 minu-
tos, se afiadié éter etilico. El precipitado resultan-
te se recuperdé por filtracidn y se secd sobre hidréxido

de sodio.
Por otro lado, 133 g de Z- é-Acap-OH

- 105 -



10

15

.20

25
L=L=175

v 0,99 g de HONB se disolvieron en 5 ml de tetrahidro
furano, y, enfriando al mismo tiempo con hielo, se
afladieron 1,4 g de DGC.

La mezcla se agitd durante 4 horas y
la diciclohexilurea formada se separd por filtracién.
El anterior componente de amina se disolvid en 10 ml
de DMF, y, después de neutralizar la disolucidn con
trietilamina, se afiadidé la anterior disolucidn de
éster activo. La mezcla se agitdé durante la noche y el
disolvente se separé por destilacidén bajo presién re-
ducida. FEl residuo se disolvid en 50 ml de acetato
de etilo y la disolucidn se lavé con agua, con una
disolucidn acuosa saturada de bicarbonato de sodio (50
ml x 2) v con agua, seguido por secado sobre carbonato
de sodio anhidro. El disolvente se separd por destila
cién bajo presién reducida, y se afiadid éter de petrd
leo. Los cristales resultantes se recristalizaron a
partir de agua-etanol-acetato de etilo. Rendimiento
2,1 g (78%); punto de fusién: 85-87¢C; Lo/ 54 -11,9¢
(¢ = 1,0%, DMF).

Andlisis elemental: Calc. para 024H3708N7 :
C 52,26; H 6,76; N 17,78
Encontrado: C 52,43; H 6,64; N 17,76

b) Produccién de Z- { =Acap=Arg(NO,)~Gly=OH

En 10 ml de acetona se disolvieron
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1,8 g de - £ -Acap-Arg(NO,)-Gly-0Et, y, enfriando
al mismo tiempo con hielo, se afiadieron 2,9 ml de
disolucién acuosa 2N de hidréxido de sodio. La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2
horas. Después de la adicién de 2,5 ml de dcido
clorhidrico 1N, la acetona se separd por destilacidn
bajo presidén reducida. Al residuo se le ariadieron
10 ml de agua, y las sustancias insolubles se sepa-
raron por filtracidn. El producto de filtracidn se
hizo dcido con dcido clorhidrico 1N, con lo que se
separaron unos cristales. Estos cristales se re-
cuperaron por filtracidén. Rendimiento 1,59 g (93%) ;
punto de fusién 97,5-999C; /S<7 SL* -10,7¢ (c = 1,0%,
DIF) .
Andlisis elemental: Calc. para CppH330gN7.H20 :
C 48,79; H 6,52; N 18,10
Encontrado: C 48,50; H 6,28; N 18,23.
c¢) Produccidén de Z-E-Acap-Arg(NOz)—Gly—Phe—Phe-Tyr-NH2
A 1,22 g de Z-Phe-Phe~Tyr-NH, se afiadié una
pequetia cantidad de anisol, y después se ariadieron 10
ml de HBr-dcido acético al 25%. La mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 4O minutos y se afiadié
éter etilico. EL precipitado se recuperd por filtra-
cién y se secd sobre hidréxido de sodio. Por otro

lado, 1,05 g de Z-¢ —Acap-Arg(NO2)-Gly-OH y 0,36 g de
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HONB se disolvieron en 10 ml de DMF, y, bajo enfriamien-—
to con agua, se afiadieron 0,42 g de DCC. La mezcla se
agité durante 6 horas, y la diciclohexilurea subproducto
se separd por filtracidn. El anbterior componente de amina
se disolvidé en 10 ml de DMF, y la disolucidén se neutrali-
z6 con trietilamina.

A esta disolucidn se le afiadidé la anterior
disolucidn de éster activo, vy la mezcla se agitd durante
la noche. El disolvente se separd por destilacidn bajo
presidn reducida, y se afiadié agua. El polvo resultante
se recuperdé por filtracidn, se lavd con acetato de etilo
v se precipité de nuevo a partir de DMF-acetato de etilo.

Rendimiento 1,01 g (57%); punto de fusidn: 149-151¢C;

LT Sé -12,9¢ (c = 1,1%, DMF).
Andlisis elemental: Calc. para 057H67013N11'l/2 Hzo

C 59,50; H 6,32; N 15,58
Encontrado: C 59,63; H 6,43; N 15,03
d) Produccidn de éf—Acap—Arg—Gly—Phe—Phe-Tyr-NH2

En L0 ml de 4cido acético se disolvieron 700

mg de Z—é?-Acap—Arg(NOZ)—Gly—Phe-Phe-Tyr-NHz, y se efectud
una reduccidn catalitica durante 14 horas, con Pd como ca
talizador. El catalizador se separ$ por filtracién, y el
disolvente se elimind por destilacidn bajo presidén redu-
cida. El residuo se aplicd a una columna de carboxime

tilsephadex (1,8 x 12 cm) y se efectud la elucidén por el
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método del gradiente lineal, usando acetato de amonio

acuoso 0,1N (700 ml) y acetato de amonio acuoso 1N (700 ml).
Las fracciones de 430 2 550 ml. se reunleron y Se liofi
1izaron. Rendimiento 430 mg (62%); [/ Sé -13,2¢ (¢ =
0,5%, agua)l.
Andlisis elementals Calc. para C41H5607N10'202H402'3H20 :
C 55,433 H 7,245 N 14,37
Encontrado: C 55,485 B 7,39; N 1h,47.
An&lisis de aminodcidos: Arg. 1,00 (1); Gly. 1,00 (1);
Tyr. 1,00 (1); Phe. 2,07 (2).
Contenido de péptido: 8hfb.
Ejemplo Ak
Produccién de Lys-Arg—Gly—Phe-Phe-Tyr—NH2
a) Produccién de di-Z-Lys-hrg(NOy)-Gly-OEt.

Usando 2,07 g de di-Z-Lys—0OH, se siguid exac-
tamente el mismo procedimiento que en el Ejemplo k3-a),
para obtener el compuesto deseado en forma de un gel. la
reprec1p1ta01on a partir de agua-etanol- -acetato de etilo
aié 2,57 g (73%); punto de fusidn: 161~ -1620C; [HKT 2h
-11,9¢ (¢ = 1,0%, DMF).

Andlisis elemental: Calc. para C32H44010N8 :
C 54,85; H6,33; XN 15,99.
Encontrado: C 5h,h45; H 6,05; N 15,99
b) Produccién de di-Z-Lys-Arg(NO,)-Gly-OH

En 10 ml. de acetona Se€ disolvieron 2,0 g de
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di-Z-Lys-Arg(NO5)-Gly-OEt, y, enfriando al mismo tiem-
po con hielo, se afiadieron 2,1 ml de disolucidn acuosa
2N de hidrdxido de sodio. La mezcla se agitd a tem—
peratura ambiente durante 2 horas. Después de la adi-
cidén de 1,4 ml de 4cido clorhidrico 1N, la acetona se
separdé por destilacién bajo presidn reducida. E1 re-
siduo se diluydé con 10 ml de agua, y los materiales in-
solubles se separaron por filtracidén. La disolucidn se
hizo dcida después con dcido clorhidrico 1N, y el pre-
cipitado gelatinoso resultante se recuperd por filtra-
cién. Rendimiento 1,78 g (93%); punto de fusién: 131-
132,5¢C; /o7 2% -10,5¢ (¢ = 1,0%, DMF).
Andlisis elemental: Calc. para C30H,0010Ng-3/2H 0 -
¢ 51,49; H 6,20; N 16,02
Encontrado: C 51,43; H 5,92; N 16,23,

¢) Produccién de di-Z-Lys-Arg(NO;)-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,

Usando 1,21 g de di-Z-Lys~Arg(NO,)-Gly-0OH,
se siguid exactamente el mismo procedimiento que en el
Ejemplo 43-c), para obtener el compuesto deseado en
forma de gel. Rendimiento 1,21 g (58%); punto de
fusién: 199-2030C; /7 ;4 -13,30 (¢ = 1,0%, DMF).

Andlisis elemental: Calc. para 057H68O .2H20 :

13Y12
C 58,75; H 6,23; N 14,42

Encontrado: C 58,70; H 6,26; N 14,72

d) Produccidn de Lys-Arg—Gly-Phe-Phe--Tyr-NH2

En 30 ml de dcido acético se disolvié 1,00 g
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de di-Z-Lys-Arg(NO,)-Gly-Phe-Phe-Tyr-NHp, ¥ se efectud
una reduccién catalitica durante 20 horas, con Pd como
catalizador. Bl catalizador se separd por filtracidn,
y el disolvente se elimind por destilacidn bajo presién
reducida. El residuo se aplicd a una columna (1,8 cem x
10 cm) de carboximetilsephadex. Se efectud la elucidn
por el método del gradienté lineal, a partir de acetato de
amonio acuoso 0,1N (500 ml) y hasta acetato de amonio
acuoso 1N (500 ml) vy las fracciones de 650 ml a 890 ml
se reunieron y se liofilizaron. Rendimiento L68 mg (50%) ;
=i §6 -10,6¢ (¢ = 0,5%, agua).
Andlisis elemental: Calc. para 041H57O7N11.302H402.4H20 :
C 52,843 H 7,27; N Li,A43
Encontrado: C 52,70; H 7,31; N 14,72
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,00 (1); Iys. 0,94 (1);
Gly. 1,00 (1); Tyr. 1,00 (1);
Phe. 2,06 (2); contenido de
péptido: 82%.
Ejemplo L5
Produccidn de 0(,y/~Dab—Arg-Gly-Phe—Phe-Tyr—NH2
a) Produccidén de di—Z—CK,y’~Dab-Arg(N02)-Gly—0Et.
En 40 ml de éter etilico se pusieron en
suspensién 2,84 g de di-Z-alfa,gamma-Dab-OH.DCHA ("DCHA™
es una abreviatura de diciclohexilamina ) y la suspensidn

se agité con 4cido sulfirico 0,5N. La capa de éter se
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lavd con agua v se secd sobre sulfato de sodio énﬂidro.
El disolvente se separd por destilacidn, y se siguid
exactamente el mismo procedimiento que en el Ejemplo
L3-a) para obtener el compuesto deseado en forma de
gel. Se precipité de nuevo a partir de agua—-etanol-ace
tato de etilo. Rendimiento 2,36Ag (70%); punto de fu-
sién: 153-1560C; /o< gh -9,40 (¢ = 1,0%, DMF).
Andlisis elemental: Calc. para CBOHAOOlONS
C 53,56; H 5,99; N 16,66
Encontrado: C 53,26; H 5,84; N 16,24

b) Produccidn de di-Z-C(,y/—Dab-Arg(NOZ)—Gly-OH

En 10 ml de acetona se disolvieron 2,0 g de
di-2- c*(,}/—Dab—Arg(NOZ)—Gly—OEt, y, con enfriamiento
con hielo, se afiadieron gota a gota 2,97 ml de hidré
xido de sodio acuoso 2N. La mezcla se agitdé en las
mismas condiciones durante 1 hora, y se afiadieron 3 ml
de dcido clorhidrico 1N. La acetona se separ$ por
destilacién bajo presién reducida y se afiadieron 10 ml
de agua. Los materiales insolubles se separaron por
filtracidén, y el filtrado se hizo dcido con dcido
clorhidrico 1N. El precipitado gelatinoso resultan-
te se recuperd por filtracién. Rendimiento 1,67 g
(90%) ; punto de fusién: 112-113¢C; /=7 1_2)6 -8,3¢
(¢ = 1,1%, DMF).

Andlisis elemental: calc. para C_,H O N,.H O :

2836 10 8 2
¢ 50,55; H 5,76; N 16,89
Encontrado: C 50,53; H 5,59; N 17,19
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¢) Produccién de di- Z-,{-Dab-Arg(NO,)-Gly-Fhe-Phe-
-Tyr-NHp
Usando 1,12 g. de di=Z-(X,\ -Dab-Arg(NO,)-CGly-
OH, se siguid exactamente el mismo procedimiento que en el
Ejemplo 43-c) para obtener el compuesto deseado en forma
de gel. Rendimiento 1,02 g (51%); punto de fusién: 191-
-1950C; /oK 56 -14,0¢ (¢ = 0,9%, DMF).
Andlisis elemental: Calc. para C55H6h013N12.H20 :
C 59,02; H 5,95; N 15,02
Encontrado: C 59,13; H 6,14; N 15,46,
d) Produccién de XY -Dab-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-NH,
En 30 ml. de 4cido acético se disolvieron
600 mg. de di—Z—O(,Y’-Dab—Arg(NOz)—Gly-Phe—Phe-Tyr-NHz, y
se efectud una reduccién catalitica durante 12 horas, con Fd
como catalizador. FE1 catalizador se separd por filtracidn
y el disolvente se eliminé por evaporacidén bajo presidn
reducida. Fl residuo se aplicé a una columna (1,8 em x
10 cm) de carboximetilsephadex, y se efectud la elucién
por el método de gradiente lineal, desde acetato de amo-
nio acuoso 0,1N (500 ml) hasta acetato de amonio acuoso
1N {500 ml). Las fracciones desde 490 ml a 620 ml se
reunieron y se liofilizaron. Rendimiento 241 mg (43%) 3
=i §6 -17,9¢ (¢ = 0,6%, agua).
Anélisis elemental: Calc. para 039H5307N11.302Hh02.4H20 :
¢ 51,96; H 7,08; N 14,82
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Encontrado:  C 52,12; H 6,99; N 15,31,
Andlisis de aminodcidos: Arg. 1,00 (1); Dab. 1,04 (1);
Gly. 1,09 (1); Tyr. 1,02 (1);
Phe, 2,13 (2); contenido de
péptido, 79%.

Iista de Ejemplos
Rl-Arg—Rg—Phe-Phe-R3

Ej] Ry Ne de|[ R, [Ne de C R3

C

1|H - Pro 5 Tyr-NH2
2| Gly 2 Pro 5 Tyr=NHo
3 | {-Abu L Pro 5 Tyr-NH,
L | &-Acap 6 Pro 5 Tyr-NH,
5 Lys * Pro 5 Tyr—NH2
6 | «<,Y-Dab 4 | Pro 5 Tyr-NHp
71 B-Alal 3 Pro 5 Tyr-NHo

g | B-Ala] 3 | Pro 5 NH,
9| B-alal 3 | B-mla 3 Tyr-NH2

i

10 Ala 3 _B-AlL 3 Tyr-NH,
11 | A-Ala | 3 Sar 3 Tyr-NHq
12 | Leu 6 Pro 5 Tyr-NHo
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(cont.)

—7
Ej . Rl N¢ de C R2 N¢ de C RB
13 | B-Ala 3 Phe 9 Tyr-NH,
14 B-kla 3 Leu 6 Tyr-Gly-NH»
15 B-bla 3 Ser 3 Tyr—Gly-NHy
16 B-Ala 3 Pro 5 Tyr-Thr-Pro-
-Lys-Ala
17 B=Ala 3 Gly 2 Tyr-Leu
18 B-Ala 3 Gly 2 Tyr-Ala-RNH,
19 p-Ala 3 Gly 2 Tyr-Thr~Pro
20 ¢ —hcap 6 Gly 2 Tyr-Thr-Pro
L3
21 Lys 6 Gly 2 Tyr=Thr-Pro-
22 _ Gly 2 Tyr-Thr-Pro-
B-hla 3 -Lys-Ala
23 Gly 2 Gly 2 Tyr-Thr-Pro-
Lys—Ala
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(cont.)

Ej.| By |NedecC| Ry |NedecC R3
2l Leu 6 Gly 2 Tyr-Gly-NH,
25 -Ala 3 Gly 2 Tyr—Ala—Gly-NH2
26 | o,V -Dab *i Gly 7) Tyr-Ala-Gly-NH,
27 | oy 2 Gly 2 NH2
28 D-Ala 3 Gly 2 NH2
29 Phe g Gly 2 NH2
30 Leu 6 Gly 2 Tyr-NHo
31 —Abu L Gly 2 Tyr-NHp
32 Nle 6 Gly 2 Tyr;NHg
33 Val 5 Gly 2 Tyr-NHo
34 B-ala 3 Cly 2 NHo
35 | Y-fou. & Gly 2 NHj
36 | J—aval 5 cly 2 NHo

|
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{cont.)

Ej. | Ry Nec de C| Ry |Ne de C R3
37 | &=Acap 6 Gly 2 NHo

38 | Lys *6 Gly 2 NHp

39 | o<,/ -Dab 4 Gly 2 NHy

L0 | Arg *6 Gly 2 NHo

b1 | B-mal 3 Gly 2 Pyr-NHp
L2 V-rou| & Gly 2 Tyr-NH,
43 ¢ -hcap 6 Gly 2 Tyr-NH,
Ll Lys *6 Gly 2 Tyr-NHp
b5 |, i/-]?ab L Gly 2 Tyr=NHp

%* e o s P
Aminodcido basico

c><LAbu (écidoc><-aminobutirico)

VcAbu (dcido V(;aminobutirico)
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¢2-Acap (decido 2—aminocaproico) NH2(0H2)5COOH

Ala (alanina) CHB?H—COOH
NE,
B-prla ( A-alanina) NH,,CH,, CH,,COOH
5 Arg (arginina) HN=G-NH—(CH2)3?H-COOH
|
NH, NH,
of-aval (4cido d-aminovalérico) NH,( CH, ) , COOH
<, Y-Dab(4cido &,y-diaminobutirico) NH,,CH, CH,,CH-COOH
|
NH,
10 Acido o, B-diaminopropidnico CH,~CH~COOH
| |
NH2 NH2
Gly (glicina) NHo-CHo—COOH
His (histidina) N
, 10H20H—COOH
L |
. NH,
D
CHy
Leu (Leucina) CHCHch—COOH
CH3 I
NH,,
Lys {Lisina) NHZ(CHZ)Q?H-COOH
2c NH,
Nle (Norleucina) CHB(CHQ)B?H~COOH
NH2
Phe (Fenilalanina) Q CHZ?H—COOH
NH
25 2
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Pro (Prolina) I\

H
Sar (Sarcosina) CH3 NHCH,COOH
Ser (Serina) HOCHZ(IJHCOOH
NH,
Thr (Treonina) CHBCH—?H-COOH
|
OH NHp
Tyr (Tirosina) HO@—CHQ(;H-COOH
NHp
CH3
Val (Valina) >CHCH-COOH
CHy |
NH,

En las reivindicaciones el término "aminodcidos™
significa cada uno de los compuestos isémeros Opticos y ra
cémicos, a menos que se especifique otra cosa.

Esta solicitud que corresponde a las presentadas
en Japén, los dfas 26 de Marzo de 1974, bajo el n® 34161/7k
y 24 de Enero de 1975, bajo el no 10878/75, se acoge a los
beneficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Pro-

piedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva, que se

presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
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te de Invencidén en Espafla, por VEINTE afios, son los
gue se recogen en las reivindicaciones siguientes:
l2,- Un método para producir nuevos polipép-

tidos de la férmula
R1-Arg-R,~Phe-Phe-Rj3 (1)

donde Ry es hidrdégeno o un resto de aminodcido bdsico o
neutro, Ry, es un resto de aminodcido neutro, y Ry es NHj,
Tyr-NH,, un resto de péptido de tirosilo que comprende de
1 a 5 restos de aminodcido, 0 un resto de una amida del
péptido de tirosilo, con la condicidn de que si Ry es hi
drdgeno, Ry es Pro, que comprende condensar un aminodcido

correspondiente a Ry} 6 arginina si R, es hidrdgeno, o un

1
fragmento de péptido del polipéptido (I) que tiene el res-
to Ry de aminodcido o el grupo arginilo cuando Ry es hidré
geno, en su aminodcido terminal N, con el fragmento restan-
te del polipéptido (I), y cada uno de los materiales de
partida puede protegerse en su grupo amino o carboxilo que
no ha de estar implicado en la condensacidén considerada,
y puede activarse en su grupo amino o carboxilo que estid

implicado en la condensacidn considerada, y eliminar del

producto resultante los grupos protectores, si los hay.
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2&,- UN METODO PARA PRODUCIR NUEVOS FOLL
PEPTIDOS.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede y con los fines cque se han especificado.

5 Fsta Memoria consta de ciento veintiuna ho-

jas escritas a mdquina por una sola cara.

Madrid
’ 22 ABk, i/

P.A.

s b 75
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