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y la metionina

Esta invencidn se relaciona con un procedimiento
para preparar andlogos de encefalina que exhiben una activi-
dad agonistas en los receptores de opio. La encefalina, un
pentapéptido de origen natural, ha sido aislado y encontrado
como una mezcla de dos pentapéptidos que solamente difieren
en el aminoicido presente en la posicidn 5. De este modo, la
leucinas-encefalina se representa por la siguiente férmula

estructural:

H=Tyr~-Gly=~Gly=Phe=Leu=-C0H
1 2 3 4 5

5--encefalina se representa por la siguiente

foérmula:

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met~0H
1 2 3 4 5

en donde los residuos Tyr, Met y Leu son todos ellos de la

configuracidn estereoquimica L.

La presente invencidén se relaciona con un procedi-
miento para preparar nuevos andlogos de leucinas-encefalina
y metioninas-encefalina. Mis particularmente, esta invencidén
se relaciona con la produccidén de anilogos de encefalina de

£érmula:

H~Tyr~W-Phe-Y-0H (1)

en la que Y representa Leu o Met; W se elige del grupo con-
sistente en:

-Aib-=Gly~,

-Al a=Gly=-,

-Sar-Gly-,

-Gly~Aib~,

-Gly-Ala~-,

~Gly=-Sar-,
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—HN-(CHQ)qu—,
]
-HN-(CHQ)S-J-,

y la configuracidn estereoquimica de cada uno de los residuos

aminoécidos opticamente activos es D, L & DL.

Compuestos preferidos obtenidos por esta invencidn

son aquellos de fdrmula:
H-Tyr~W'~Phe~Y-0H (11)

en donde W' es

i
-NH~(CH2)4~C~,
0
I
»NH-(GHQ)B-C—,




10

15

20

25

e Y se define como anteriormente, siendo L la configuracidn
estereoquimica de cada uno de los residuos aminoicidos optica-

mente activos.

Compuestos particularmente preferidos, y obtenidos
por esta invencibén, son aquellos de férmulas: - -

H-Tyr-Z-Gly~Phe-Y-0H (111)
H=Tyr—Gly~Z~Phe~Y~-0H (Iv)

0
: it
H-Tyr~NH—@>~c-Phe-y~os (v)

en donde Y se define como anteriormente y Z representa
Aib, Ala & Sar y la configuracidn estereoquimica de cada uno

de los residuos aminoicidos opticamente activos es L.

Las abreviaturas representan los aminoicidos defini-
dos de acuerdo con las normas de nomenclatura publicadas por
IUPAC~IUB Commission on Biochemical Nomenclature en Biochem.
Je, 126, 773-780 (1972). Los aminolcidos tiemen la configuracitn

estereoquimica L a menos que se diga lo contrario.

Equivalentes a los compuestos antes formulados,
para 1los fines de esta invencibn, son los solvatos de los mis-
mos en los cuales estén presentes cantidades de disolvente bio-

logicamente insignificantes.

Igualmente, equivalentes a los compuestos de férmula
(1), mra los fines de esta invencidn, son sus sales de adicidn
de &cido farmaceuticamente aceptables. Dichas sales de adicidn
de &cido se pueden derivar de diversos &cidos inorgénicos y
organicos, tales como sulffirico, fosfdérico, clorhidrico brom-
hidrico, yodhidrico, nitrico, sulfémico, citrico, lactico,
pirfivico, oxalico, maléico, succinico, tartérico, cinnamico,

. M . . N . s
acético, trifluoracético, benzdico, salicilico, glucdnico,
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ascdrbico y A&cidos relacionados.

Los compuestos obtenidos por la presente invencidn
son itiles en consecuencia de sus valiosas propiedades farma-
colégicas. Por ejemplo, dichos compuestos son agonistas en
puntos receptores de opio. Tales agonistas..son fitiles como
analgésicos, antagonistas de narcdticos y agentes antidiarréi--

COse.

El ensayo utilizado para la deteccidén de la actividad
agonista en puntos receptores de opio, es una modificacibén
de la técnica descrita por Pert, Snowman y Snyder, en Brain

Research, 70, 184 (1974).

Los detalles de este ensayc son los siguientes:
se sacrifican cobgyo de 600-700 g de peso y se extraen todps
los cerebros y se homogenizan en sucrosa 0,32 M después de la
separacidn del cerebelo. El homogenato se centrifuga a
1,000 x g« durante 10 minutos. El1 pellet se somete un choque
osmdtico con agua fria como el hielo y se recentrifuga a
10.000 X g. durante 10 minutos. La parte sobrenadante resul-
tante, que contiene la fraccidén de membrana utilizada para
el ensayo de aglutinacidn, se diluye con tampbn tris 0,06 M

(pH 7,4 a 259C) a una concentracidn de proteina de 2 mg/mi.

Partes alicuotas de la suspensidn final de membrana
se incuban con diversas concentraciones del compuesto de en-
sayo. Las partes alicuotas incubadas con levorfanol ‘IO"6 M
se utilizan para determinar la aglutinacidn no especifica del
ligando radioactivo. El ensayo se lleva a cabo a 42C y se
inicia con la adicibén de 8nM 3H—naloxona (actividad especifi~
ca superior a 20 C/mmol). La reaccidn se termina por filtra-
cidn répida de la mezcla de incubacidn sobre papeles de filtro

de vidrio GF/B. Las membranas atrapadas en el papel de filtro
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se lavan dos veces con tampdn Tris enfriado con hielo. La
cantidad de ligando radicactivo ligado se determina por téc-
nicas de escintilacidn liquida. Se determina una concentracidn
ID50 de la aglutinaciénisﬁ—naloxona a partir de curvas de
log-probit del porcentaje de inhibicidn de la aglutinacidn de
3H--naloxona contra la concentracidn del compuesto de ensayo.
El ensayo in vitro descrito es ampliamente conocido

para correlacionarse con las propiedades antagonistas—agonis-—
tas relativas in vivo; Nature, vol. 247, 11 enero, 1974.

Cuando se ensayan mediante esta prueba agonistas~antagonistas

conocidos, tales como morfina y metadona, en ausencia de

idn sodio, los mismos tienen concentraciones ID50 de

1,2 x 1078 ¥y 2,4 % 1078 respectivamente.
Igualmente, es conocido que las afinidades receptoras

en el ileo son similares en sus caracteristicas de aglutina-

cidn con aquellas del cerebro. Lars Terenius, Acta. Pharmacol.

et Toxicol., 37, 211-221 (1975). Los conocimientos disponibles
indican que las drogas que actfian sobre los receptores de
opio del ileo causan constipacidn y, por consiguiente, son

itiles como agentes antidiarréicos.

Los compuestos de férmula (I) se pueden combinar
con diversos vehiculos farmacéuticos tipicos, para proporcio-
nar composiciones adecuadas para utilizarse como analgésicos,
como antagonistas de narcdticos itiles en el tratamiento de
la adiceidn a drogas, y como agentes antidiarréicos. La dosi-
ficacidn de estos compuestos depende de varios factores, tales
como el compuesto particular empleado y la respuesta particu-
lar obtenida. Las dosis tipicas para utilizarse como analgési-
co, varian de 0,1 a 6 mg/kg por dia administrado parenteral-
mente., |
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El procedimiento de produccién de los nuevos com—
puestos se comsigue convenientemente mediante procesos adap-~
tados a la sintesis de péptidos, es decir tanto sintesis en
solucidn como sintesis de péptidos en fase sdlida. En el caso
de sintesis en solucidén, el orden en el cual. se combinan los
aminolcidos no es critico. De este modo, el pentapéptido se
puede producir mediante acoplamiento de dos cualquiera de las
unidades adecuadas que contienen los aminoicidos deseados.

Un método conveniente para preparar los compuestos
de esta invencidn comprende el acoplamiento de un dipéptido
C-terminal, opcionalmente sustituido con grupos protectores,

de £érmula:
H=-Phe-~Y=-0H

en donde Y se define como anteriormente, con un éster activo

N-protegido de £6rmula:

~Tyr=W=0X

en donde W se define como anteriormente, es un grupo

N-protector y X es un grupo éster activo, para dar un péptido
N-protegido de f£érmula: '

~Tyr=-W~Phe-Y-0H (VI)

El péptido N-bloqueado de Ffbérmula (VI) se desprote-
ge a continuacidén de forma convencional para proporcionar el
péptido deseado de férmula (I).

La reaccidn de acoplamiento anterior se efectia en

un disolvente orghnico adecuado tal como cloruro de metileno,
dimetilformamida o tetrahidrofuranc. El empleo de una base or-
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ghnica, tal como N-metilmorfolina facilita la reaccidn.

Alternativamente, el péptido deseado se puede obte-
ner mediante sintesis de péptidos en Fase sbdlida, que consiste
primeramente en la unidén a un soporte polimero, por ejemplo
un polimero de copoliestireno 1 % divinilbenceno_clorometilado,
del amino&cido C~terminal opcionalmente N-protegido, seguido
Por la separacidn del grupo N-protector y acoplamiento, en
presencia de un reactivo adecuado, por ejemplo diciclohexil-
carbodiimida, sucesivamente con cada uno de los aminodcidos
N-protegidos adecuados.

Esteres activos adecuados para utilizarse en esta
invencidn son aquellos que causan que la funcidn &cida del
aminodcido sea mis reactiva, tales como é&steres alquilicos
con sustituyentes sustraedores de electrones (negativos),
ésteres vinilicos, ésteres endlicos, &steres fenilicos, ésteres
tiofenilicos, ésteres nitrofenilicos, ésteres 2,4~dinitro-
fenilicos, &steres triclorofenilicos y &steres nitrofeniltid-
licos. El empleo de ésteres 2,4,5-triclorofenilicos es parti-
cularmente preferido para la preparacidn de los presentes
compuestos.

Las funciones amino de los intermediarios de esta
invencidn pueden protegerse mediante grupos amino-protectores
normalmente utilizados, tales como grupos arilalquilo inferior
tal como grupos difenilmetilo o trifenilmetilo, que estén op-
cionalmente sustituidos por, por ejemplo, haldgeno, nitro,
alquilo inferior o alcoxi inferior; benzhidrilo, tritilo y
di-parametoxibenzhidrilo; grupos acilo, tales como formilo,
trifluoracetilo, eftaloilo, p-toluenosulfonilo, bencenosulfoni-
lo, bencenosulfenilo y o-nitrofenilsulfenilo; grupos derivados

de &cido carbdnico o acido tiocarbbénico, tales como grupos
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carbobenzoxi que estin opcionalmente sustituidos en el radi-
cal aromiticos por Atomos de haldgeno, grupos nitro o grupos
alquilo inferior, alcoxi inferior o carbalcoxi inferior, por
ejemplo, carbobenzoxi, p-bromocarbobenzoxi 6 p-fenilazobenciloxi
carbonilo y p=(p'-metoxifenilazo)benciloxicarbonilo, toliloxi-
carbonilo, 2-fenil-2-propoxicarbonilo, 2-tolil-2-propoxicarbo-
nilo y 2-(parabifenil)-2-propoxicarbonilo; y grupos oxicarbo=-
nilo alifhticos, tales como t-butoxicarbonilo, aliloxicarboni-
lo, ciclopentiloxicarbonilo, t-amiloxicarbonilo. Un grupo
N-protector particularmente preferido para utilizarse en esta

invencidén es el grupo t-butoxicarbonilo,

Los grupos amino pueden protegerse también formando
enaminas, obtenidas por reaccidn del grupo amino con 1,3-di-

cetonas, por ejemplo benzoilacetona o acetilacetona.

Los grupos protectores se separan convenientemente
por reacciones tales como reduccidn con sodio en amoniaco 1i-
quido, hidrogenolisis (por ejemplo, en presencia de un catali-
zador de negro de paladio), tratamiento con 4cido hidrohilico
(tal como Acidos bromhidrico, fluorhidrico o clorhidrico)
en 4cido acético, o tratamiento con dcido trifluoracético.

Los siguientes ejemplos describen detalladamente la
preparacidn de compuestos ilustrativos de esta invencidn., Serd
evidente para 1os expertos en la técnica que pueden practicar-
se muchas modificaciones, tanto de materiales como de métodos,
sin desviarse de la finalidad e intencibn de esta invencidn.
En todos los ejemplos aqui descritos, las temperaturas se
ofrecen en grados centigrados y las cantidades relativas en
partes en peso, a menos que se diga que se trata de partes en
vollmen. La relacidn entre partes en peso y partes en volimen

es la misma que existe entre gramos y ml,
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EJEMPLO 1

Se agita durante la noche, a temperatura ambiente,
una solucibn de 21,2 partes de é&ster de 2,4,5-triclorofenilo
de N-t-butoxicarbonil-L~fenilalanina y 12,7 partes de éster
bencilico de L-metionina en 200 partes de cloruro de metileno.
El término de la reaccidn se determina por cromatografia de
capa fina. El disolvente se separa entonces bajo presibén re-
ducida y el residuo en bruto ée somete a cromatografia en co-
lumna a baja presidén sobre gel de silice. El producto resul-
tante, éster bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-fenilalanil-L-me
tionina, se disuelve en 50 partes de dioxano y se agita con

~un exceso de 10 veces de 4cido clorhidrico 2N en dioxano duran-

te 10 minutos. El disolvente se separa por evaporacidn bajo
presién reducida. El residuo sdlido, después de la trituracidn
con éter etilico, proporciona el hidrécloruro de éster benci-
lico de L-fenilalanil-L-metionina puro, representado por la
siguiente férmula:

H-Phe-Met-0Bzl. HC1

ElL empleo de una cantidad equivalente de é&ster bean-
cilico de L-leucina en lugar del éster bencilico de L-metionina
en el procedimiento anteriormente detallado, proporciona el
hidrocloruro de &ster bencilico de L-fenilalanil-L-leucina re-

presentado por la férmula:

H-Phe-~Leu=-0Bzl.HCl

EJEMPLO 2

Se agita durante la noche, a temperatura ambiente,
una solucidén que contiene 19,5 partes de éster de 2,4,5~-tri-
clorofenilo de N-t-butoxicarbonilglicina y 13,8 partes de éster
bencilico de L-alanina en 200 partes de cloruro de metileno.

El disolvente se separa entonces por evaporacién bajo presidén
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reducida y el residuo se somete a una cromatografia en colum-
na a baja presidn. El éster bencilico de N-t-butoxicarbonil-
glicil-L-alanina puro resultante se disuelve en 60 partes de
dioxano y se trata con un exceso de 10 veces de Acido clorhi-
drico 2N en dioxano, con agltac1on, durante 15 mlnutos. El
disolvente se separa de nuevo por evaporac1on baJo presidn re-
ducida y el residuo se tritura con &ter para proporcionar el
hidrocloruro de éster bencilico de glicil-L-alanina, represen-

tado por la formula:
H=-Gly-Ala-0Bzl+* HCl

El empleo de una cantidad equivalente de &ster ben-
cilico de sarcosina y éster bencilico de &cido of~aminoiso-
butirico en lugar del éster bencilico de L-alanina, en el pro-
cedimiento antes detallado, proporciona los siguientes compues—

tos:

Hidrocloruro de é&ster bencilico de glicilsarcosina
de fbrmula: H-Gly-Sar-0Bzl.HCl e

Hidrocloruro de éster bencilico de &cido glicil-y-

aminoisobutirico, representado por la férmula:
H=-Gly-Aib=-0Bzl® HC1

EJEMPLO 3

En 200 partes de cloruro de metileno se disuelven
19,3 partes de éter de 2,4,5-triclorofenilo de N-t-butoxicarbo-
nil-L-alanina y 9,7 partes de é&ster bencilico de glicina y la
solucidn resultante se agita durante la noche a temperatura
ambiente. La separacidn de los disolventes bajo presidn reduci-
da proporciona el éster bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-ala-
nilglicina en bruto el cual se purifica por cromatografia en '
columna a baja presidén. EL dipéptido bloqueado purificado se
disuelve entonces en 50 partes de dioxano y se agita con un
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exceso de 10 veces de &cido clorhidrico 2N en dioxano durante
15 minutos. E1 disolvente se separa por evaporacidn bajo pre-
sidén reducida para dar, después de la trituracidn con éter,

el hidrocloruro de éster bencilico de L-alanilglicina.

Este compuesto se representa por 1la siguiente £6rmu-
la:

H~Ala~Gly-0Bzl* HCl

EL empleo dé wna cantidad equivalente de &ster de
2,4,5~triclorofenilo de N-p-butoxicarbonilsarcosina y éster de
2,4,5~triclorofenilo de &cido N-t-butoxicarbonil-gd~aminoiso-
butirico, en lugar del éster de 2,4,5-triclorofenilo de
N-t-butoxicarbonil-L-alanina, y la repeticidn sustancial del
procedimiento anteriormente detallado, proporciona los siguien-
tes compuestos:

Hidrocloruro de éster bencilico de sarcosiiglicina
de férmula: H-Sar-Gly-OBzl®HCL e

Hidrocloruro de éster bencilico de X-aminoisobutiril-
glicina de férmula H-Aib-Gly-0Bzl*HCl.

EJEMPLO 4

Se agita durante 16 horas, a temperatura ambiente,
una solucidn de 17,6 partes de éster de 2,4,5-triclorofenilo
de N-t-butoxicarbonil-L-pirosina, 9 partes de hidrocloruro de
éster bencilico de glicil-L-alanina y 1,2 partes de N-metil-
morfolina en 200 partes de cloruro de metileno. La separacidn
del disolvente bajo presidn reducida proporciona un producto
en bruto que se purifica por cromatografia en columna a baja
presidn para dar éster bencilico de N-t~butoxicarbonil-L-
tirosilglicil-L-alanina. El1 material purificado se disuelve en
400 partes de metamol. A continuacidn, se afiaden 0,4 partes

de catalizador metélico de negro de paladio y la mezcla se sa-
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cude con hidrdgeno a presidn atmosférica y temperatura ambien-
te durante 5 horas aproximadamente. El catalizador se separa
por filtracidn y el disolvente se elimina por evaporacidn bajo
presién reducida. E1 material resultante se purifica por cro-
matografia de baja presidén para dar N-t-butoxicarbonil-L-
tirosilglicil-L-alanina. El compuesto se representa por la

siguiente férmula:
- Bo¢~Tyr-Gly-Ala-0OH

BL empleo'de una cantidad equivalente de hidrocloruro
de éster bencilico de glicilsarcosina, hidrocloruro de éster
bencilico de L-alanilglicilo, hidrocloruro de éster bencilico
de sarcosilglicilo, hidrocloruro de éster bencilico de acido
glicil-p{~aminoisobutirico e hidrocloruro de éster bencilico
de o/-aminoisobutirilglicina, en lugar del hidrocloruro de
&ster bencilico de glicil-L-alanina, y la repeticidn sustan-
cial del procedimiento anteriormente detallado, proporciona
los siguientes compuestos:

N-t-butoxicarbonil-L-tirosilglicilsarcosina,
representada por la formula Boc-Tyr-Gly-Sar-OH;

N-t-butoxicarbonil~L~tirosil-L=-alanilglicina,
representada por la foérmula Boc~-Tyr-Ala-Gly-OH;

N-t=butoxicarbonil-L-tirosilsarcosilglicina, repre-
sentada por la férmula Boc-Tyr-Sar-Gly-OH;

Acido N-t-butoxicarbonil-L-tirosilglicil- ol-amino-
isobutirico, representado por la férmula Boc-Tyr-Gly-Aib-OH;
Y

N-t-butoxicarbonil~L=tirosil~{~-aminoisobutiril=~

glicina, representada por la férmula Boc~-Tyr-Aib-Gly-OH.

EJEMPLO 5

Se suspenden 11,7 partes de &cido S—aminopentandico




10

15

20

25

30
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y 22,8 partes de monohidrato de Acido p-toluenosulfdnico en
180 partes de benceno y se afiaden 32,4 partes de alcohol ben-
cilico. Se acopla un separador de agua continuo al matriz y
la mezcla se agita a la temperatura de fuerte reflujo durante
16 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, el disol-
vente se separa bajo presibdn reducida’y el "aceite residual se
sacude con n~hexano. La parte sobrenadante se desecha y el
producto gomoso se frota con é&ter etilico haciehdo que tenga
lugar la cristalizacidn. E1 sblido se separa por filtracibén y
se lava con &ter para proporcionar el p-toluenosulfonato de
éster bencilico de &cido 5-aminopentandico.

La repeticidén del procedimiento detallado en el pé~
rrafo anterior, utilizando una cantidad equivalente de acido
g-aminohexandico, &cido p-aminobenzdico y &cido 4-aminociclo-

hexandcarboxilico en lugar de &cido S—-aminopentandico, propor-

ciona los siguientes compuestos:

p-toluenosulfonato de éster bencilico de 4cido 6-ami-~
nohexandico, p~toluenosulfonato de éster bencilico de &cido
p~aminobenzdico, y p-toluenosulfonato de é&ster bencilico de

&cido 4-aminociclohexanocarboxilico,

EJEMPLO 6

Empleando una cantidad equivalente de p-toluenosul-
fonato de &ster bencilico de &cido S-aminopentandico, p~tolue-
nosulfonato de &ster bencilico de &cido 6-aminohexandico,
p~toluenosulfonato de &ster bencilico de &cido p-aminobenzdico,
p~toluenosulfonato de éster bencilico de &cido 4-aminociclohe-
xanocarboxilico, en lugar del hidrocloruro de éster bencilico
de glicil-L-alanina del ejemplo 4, y repitiendo sustancialmen-
te el procedimiento alli detallado, se obtienen los siguientes
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Acido N-t-butoxicarbonil-L~tirosil-5-aminopentandico,
Acido N-t-butoxicarbonil-L-tirosii~6-aminohexandico,
Acido N-t-butoxicarbonil-L-tirosil=p-aminobenzdico, y-
Acido N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-4~aminociclohexano-

carboxilico. e e el

EJEMPLO 7

En 200 partes de dimetilformamida se disuelven 14
partes de N-t-butoxicarbonil-L-tirosilglicil-L-alanina y 3,5
partes de N-metilmorfolina y se enfria a =-152C. A continuacién,
se afladen en gotas 5,2 partes de cloroformato de isobutilo en
un periodo de 30 minutos, mientras se mantiene la temperatura
en =152C., A continuacidn, se afiade lentamente a -152C wna so-
lucidn de 9,8 partes de &ster bencilico de L-fenilalanil-L-
leucina en 50 partes de dimetilformamida y la mezcla se agita
a esta temperatura durante 30 minutos. E1 aparato de enfriamien
to se retira y la mezcla se agita a temperatura ambiente duran-
te 2 horas mis. El producto se aisla diluyendo la mezcla de
reaccidn con 10 partes en volimen de agua y extractando con
acetato de etilo. Los extractos de acetato de etilo se combi-
nan, se secan sobre sulfato sddico anhidro y se separan hasta
sequedad bajo presidén reducida. La purificacién del residuo
por cromatografia en columna a baja presidn proporciona el
éster benciiico de N-t-butoxicarbonil-~L~tirosilglicil-L-ala-
nil-L-fenilalanil~L-leucina representado por la férmula
Bo¢~Tyr-Gly=-Al a=Phe~Leu-0Bzl,

Cuando se utiliza una cantidad equivalente del tri-
péptido adecuado N-t-butoxicarbonil-protegido, en lugar de
la N=t-butoxicarbonil-L-tirosilglicil~L-alanina empleada en el
parrafo anterior, y cuando se rgpite practicamente el procedi-

miento alli detallado, se obtienen los siguientes compuestos:
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Ester bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosilgli-
cilsarcosil-L-fenilalanil-L-leucina, representado por la
férmula Boc-Tyr-Gly-Sar-Phe-Leu-0Bzl;

Ester bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-L-
alanilglicil-L-Eenilalanil—L-leucinat_reppgsgn;ago por la
£oérmula Boc-Tyr~Ala«Gly-Phe-LeuFOBil;

Ester bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosilsar-
cosilglicil-L-fenilalanil-L-leucina, representado por la
férmula Boc-Tyr-5ar—Gly-Phe-Leu~0Bzl. )

EJEMPLO 8

Cuando se utiliza una cantidad equivalente de éster

bencilico de L-fenilalanil-L-metionina en lugar del éster

bencilico de L-fenilalanil-L-leucina del ejemplo 7 y se repi-

te el procedimiento alli detallado practicamente, se obtiene

 &ster bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosilglicil-L-alanil-

L-fenilalanil-L-metionina, representado por la férmula:
Boc~Tyr-Gly-Ala~Phe-Met-0Bzl,

EJEMPLO 9

Cuando se utilizan cantidades equivalentes de
N-t-butoxicarbonil-L-tirosilglicilsarcosina y &ster bencilico
de L-fenilalanil~L-metionina, en lugar de la N-t-butoxicar-
bonil-L-tirosilglicil-L-alanina y éster bencilico de L-fenil-
alanil-L-leucina respectivamente, del ejemplo 7, y cuando se
repite el procedimiento alli detallado practicamente, se ob-
tiene éster benciiico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosilglicil-
sarcosil-L-Ffenilalanil-L-metionina, representado por la £ér-
mula: Boc~Tyr—-Gly=Sar-Phe-Met~0Bzl,

EJEMPLO 10

Cuando se hacen reaccionar cantidades equivalentes
de N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-L-alanilglicina y &ster ben-




10

15

20

25

30

-17 -

cilico de L-fenilélanil—L-metionina, segfn el procedimiento
detallado en el ejemplo 7, se obtiene éster bencilico de
N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-L-alanilglicil-L-fenilalanil=L-
metionina, representado por la férmula Boc-Tyr-Ala-Gly-Phe-
Met-0Bzl. 7 .

EJEMPLO 11

Cuando se hacen reaccionar cantidades equivalentes

de N-t-butoxicarbonil-L-tirosilsarcosilglicina y éster benci-
lico de L-Ffenilalanil-L-metionina, segtm el procedimiento del
ejemplo 7, se obtiene éster bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-
tirosilsarcosilglicil-L~fenilalanil-L-metionina, repzresentado
por la £formula Boc-Tyr-Sar=-Gly-Phe-Met-0Bzl.

EJEMPLO 12

Cuando se emplea una cantidad equivalente de &cido
N-t-butoxicarbonil-L~tirosil~5~aminopentandico en lugar de
la N-t-butoxicarbonil-L-tirosilglicil-L-alanina del ejemplo 7
y cuando se repite el procedimiento alli detallado, se obtiene
éster bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-5-~aminopenta-
noil-L-fenilalanil-L-leucina, representado por la formula
BocﬂTyrﬁHNn(CHz)4CO-Phe~Leu-Ole.

EJEMPLO 13

Cuando se utiliza una cantidad equivalente de acido
N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-6~aminohexandico en lugar de la
N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-L-alanina del ejemplo 7 y se re~
pite el procedimiento alli detallado practicamente, se obtie-
ne éster bencilico de N-t-butoxicarbonil=L-tirosil-6—amino-
hexanoil-L-fenilalanil-L-leucina, repreéentado por la férmula
Boc—Tyr-HN-(CH2)SCO-Phe-Leu—Ole.

EJEMPLO 14

Cuando se emplea una cantidad equivalente de acido
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N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-p-aminobenzdico en lugar de la
N-t-butoxicarbonil~L-tirosilglicil-L-alanina del ejemplo 7

y se repite practicamente el procedimiento alli detallado, se
obtiene éster bencilico de N~t-butoxicarbonil-L~-tirosil~p-ami-

nobenzoil-L-fenilalanil-L-leucina, representado por la férmula

Boc-Tyr—HN«—<C::>—- CO~-Phe~Leu-0Bzl,

EJEMPLO 15

Cuando se hacen reaccionar cantidades equivalentes
de &cido N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-5-aminopentandico y

éster bencilico de L-fenilalanil-L-metionina segln el procedi-

carbonil~L-tirosil-5—-aminopentanoil-L~fenilalanil-L-metionina,
represeantado por la fdérmula BoC—Tyr-HN-(CHQ) 4-CO-Phe-Met-Ole.

EJEMPLO 16

Cuando se emplea una cantidad equivalente de &cido
N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-4~aminociclohexanocarboxilico en
lugar de la N~t-butoxicarbonil-Ls~tirosil-L-alanina del ejemplo
7 ¥ cuando se repite el procedimiento alli detallado practica-
mente, se obtiene-éster bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-ti-

rosil-4-aminociclohexanocarbonil-L-fenilalanil-L~leucina, re-—

presentado por la formula Boc=Tyr—HN < > CO~Phe-Leu~0Bzl.

EJEMPLO 17

Cuando se hacen reaccionar cantidades equivalentes i
de &cido N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-p-aminobenzbico y éster
bencilico de L-fenilalanil-L-metionina, segfin el procedimiento
del ejemplo 7, se obtiene &ster bemcilico de N-t-butoxicarbo-
nil-L~-tirosil-p-aminobenzoil~L-fenilalanil-L~metionina, repre-
sentado por la férmula

Boc—ryr—HN"-*<::>“CO-Phe—Met-Ole.
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EJEMPLO 18

Cuando se hacen reaccionar cantidades equivalentes
de 4cido N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-6-aminohexandico y
éster bencilico de L-fenilalanil-L-metionina, segin el pro-
cedimiento del ejemplo 7, se obtiene éster bencilico de
N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-6-aminohexanoil-L-fenilalanil-L~
metionina, representado por la £6rmula Boc—Tyr-HN-(CHa)5-CO-Phen
Met~0Bzl.

EJEMPLO 19

Cuando se hacen reaccionar cantidades equivalentes
de &cido N-t-butoxicarbonil~L-tirosil—4-aminociclohexanocar-
boxilico y éster bencilico de L-fenilalanil-l-metionina, segfin
el procedimiento del ejemplo 7, se obtiene éster bencilico de
N=t=butoxicarbonil-~L~tirosil-4~aminociclohexanocarbonil-L-
fenilalanil-L-metionina, representado por la formula

Boc-Iyr«HN-—4<::>--CO-Phe—Met-Ole.

EJEMPLO 20

Cuando se emplean cantidades equivalentes de N-t=-
butoxicarbonil-D=tirosilglicil-D-alanina y é&ster bencilico de
D~fenilalanil-D-leucina en lugar de N-t-butoxicarbonil-L-tiro-
silglicil-L-alanina y é&ster bencilico de L-fenilalanil-L-leuci-
na, respectivamente, del ejemplo 7, y cuando se repite practi-
camente el procedimiento allil detallado, se obtiene éster ben-
cilico de N-t-butoxicarbonil-D-tirosilglicil-D-alanil-D-fenil-
alanil-D-leucina, representado por la Férmula Boc-Tyr-Gly-
Ala-Phe~Leu=0bzl (D=D=D=D).

EJEMPLO 21

Cuando se emplean cantidades equivalentes de N-t-
butoxicarbonil=DL-tirosilglicil=-DL-alanina y éster bencilico
de DL-fenilalanil-DL-leucina en lugar de N-t-butoxicarbonil=-Le
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tirosilglicil-L-alanina y &ster bencilico de L-fenilalanil-L-

~ leucina, respectivamente, del ejemplo 7, y cuando se repite

practicamente el procedimiento alli detallado, se obtiene éster
bencilico de N-t-butoxicarbonil~-DL-tirosilglicil-DL-alanil-DL-
fenilalanil-DL-leucina, representado por la férmula
Boc-Tyr-Gly-Ala-Phe-Leu-0Bzl (DL-DL-DL-DL).

EJEMPLO 22

Cuando se emplea una cantidad equivalente de &cido
N~t-butoxicarbonil-Li-tirosilglicil-sf~aminoisobutirico o
N-t-buroxicarbonil-b-tirosil—o(-aminoisobutiriiglicina en lugar
de la N-t-butoxicarbonil-L~tirosilglile-L-alanina del ejemplo 7,
y cuando se repite practicamente el procedimiento alli detalla-
do, se obtiene &ster bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-
glicil—o(-aminoisobutiril-L-Eenilalanil-L-leucina o éster ben-
cilico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-pd-aminoisobutirilgli-
cil-L-fenilalanil-L~leucina, respectivamente. Estos compuestos
estén representados por las £érmulas Boc-Tyr-Gly-Aib-Phe-Leu-
0Bzl y Boc-Tyr--Aib-Gly~Phe-Leu-0Bzl, respectivamente.

EJEMPLO 23

Cuando se emplean cantidades equivalentes de &cido
N-t-butoxicarbonil-L~tirosilglicil-~aminoisobutirico y &ster
bencilico de L-fenilalanil-L-metionina, en lugar de N-t-buto-
xicarbonil~L-tirosilglicil-L-alanina, y éster bencilico de
L-fenilalanina-L-leucina, respectivamente, del ejemplo 7, ¥
cuando se repite practicamente el procedimiento alli detallado,
se obtiene éster bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-
glicil-{~aminoisobutiril-L-fenilalanil-L-metionina, represen-~
tado por la fdérmula Boc~Tyr-Gly-Aib-Phe-Met-0Bzl.

EJEMPLO 24

Cuando se emplean cantidades equivalentes de N-t-bu-
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cilico de L-fenilalanil-~-Lmetionina, en lugar de N-t-butoxicar-
bonil-L-tirosilglicil-L-alanina y éster bencilico de L-fenil-
alanina-L-leucina, respectivamente, del ejemplo 7, ¥ cuando se
repite practicamente el procedimientc alli-detallado, se ob-
tiene &ster bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-,d-amino~
isobutirilglicil-L—fenilalanii-L-metionina, representado por

la férmula Boc~Tyr-Aib-Gly-Phe-Met-0Bzl.

EJEMPLO 25

Se disuelven 18,9 partes de é&ster bencilico de
N-t-butoxicarbonil~L-tirosilglicil-L-alanil-L~-fenilalanil-L-
leucina en 70 partes de metanol y la solucidn se enfria a 10eC.
A continuacidn se afiaden por gotas 90 partes en volflmen de
una solucibén de hidrdxido sbddico 1 N, con agitacidn, mientras
se mantiene a la temperatura por debajo de 202C. Después de
reposar a temperatura ambiente durante 1 hora, se separa el
metanol por evaporacidn bajo presidn reducida. La solucidn se
lava una vez con éter para separar alcohol bencilico y la capa
acuosa se acidifica con 90 partes en volimen de una solucidn
de &cido clorhidrico 1N, El sblido resultante se filtra y se
lava con agua para proporcionar N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-
glicileL-alanil-L~fenilalanil-L-leucina,

Se disuelve la N=-t-butoxicarbonil-L-tirosilglicil-
L-alanil-L-fenilalanil-L-leucina en 100 partes de dioxano y
se agita con un exceso de 10 veces de &cido clorhidrico 2N en
dioxano, a temperatura ambiente, durante 15 minutos, E1 disol=-
vente se separa entonces bajo presidn reducida y el residuo se
tritura con &ter. El sbdlido resultante se precipita de la mez-
cla de metanol y éter para proporcionar hidrocloruro de
L-tirosilglicil-L-alanil-L-fenilalanil~L~leucina,
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El hidrocloruro de L-tirosilglicil-L-alanil-L-
fenilalanil-L~leucina se disuelve en 250 partes en volimen de
&cido acético al 20 % ¥ se pasa lentamente a través de una co-
lumna intercambiadora de iones IR-45 en la forma acetato. La
columna se lava con acido acético al 20 % hasta que no se elu-
ye mis péptido. Las fracciones que contienen producto se com-
binan y el disolvente se separa por separacidn bajo presidn
reducida a temperatura ambiente. El cristal residual se disuel-
ve en 75 partes de agua y se liofiliza para dar L-tirosil-
flicil-L-alanil-L~fenilalanil~L-leucina como un sdlido espon-
joso. Este compuesto estd representado por la siguiente £6r-
mulal

H-Tyr-Gly-Ala-Phe-Leu~0H

Bste compuesto se caracteriza por la siguiente re~
lacién de amino&cidos en el hidrolisato &cido: Tyr 1,03,
Gly 0,95, Ala 0,99, Phe 0,98 y Leu 0,97.

cuando se utiliza una cantidad equivalente de éster
bencilico de péptido N~t-butoxicarbonil-protegido en lugar del
éster bencilico de N-t-butoxicarbonil-L-tirosilglicil-L-alanil-
L-fenilalanil-L-leucina, del primer parrafo de este ejemplo,
y cuando se repite practicamente el procedimiento alli deta-
llado, se obtienen los siguientes compuestos:

L-tirosilglicilsarcosil-L-fenilalanil-L-leucina,
representada por la férmula H-Tyr-GlysSar-Phe-Leu-OH y carac-
terizada por la siguiente relacidén de aminodcidos en el hidro-
lisato &cido: Tyr 1,03, Gly 0,90, Sar 1,03, Phe 0,99 y Leu 0,90;

L-tirosil-L-alanilglicil-L-fenilalanil-L-leucina,
representada por la férmula H-Tyr-Ala-Gly-Phe-Leu-OH y carac-
terizada por la siguiente relacidn de aminolcidos en el hidro-
lisato &cido: Tyr 1,05, Ala 1,06, Gly 0,95, Phe 1,00 y Leu 1,09;
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L-tirosilsarcosilglicil-L~fenilalanil-L-leucina,
representada por la férmula H-Tyr-Sar-Gly-Phe-Leu-OH y
caracterizada por la siguiente relacidén de aminoicidos en el
hidrolisato &cido: Tyr 1,01, Sar 0,97, Gly 1,04, Phe 1,09 y
Leu 1,02; '

L-tirosilflicil-L-alanil-L-fenilalanil-L-metionina,
representada por la férmula H-Tyr-Gly-Ala-Phe-Met~OH y
caracterizada por la siguiente relacidn de aminoacidos en el
hidrolisato acido: Tyr 0,99, Gly 1,060, Ala 0,94, Phe 1,00 y
Met 0,95;

L-tirosilglicilsarcosil-L-fenilalanil~L-metionina,
representada por la férmula H—ryr-GLy—Sar-Phé-Met-OH y
caracterizada por la siguiente relacidén de aminoacidos en el
hidrolisato &cido: Tyr 1,08, Gly 1,09, Sar 1,03, Phe 1,02 ¥y
Met 0,99;

Letirosil«L-alanilglicil-L~-fenilalanil~L~metionina,
representada por la férmila H-Tyr-Ala-Gly-Phe-Met-OH y
caracterizada por la sigulente relacidn de aminoicidos en el
hidrolisato &cido: Tyr 1,04, Ala 1,07, Gly 1,00, Phe 1,03 y
Met 1,07;

L-~tirosilsarcosilglicil~L-fenilalanil-L~-metionina,
representada por la férmula H-Tyr-Sar-Gly-Phe-Met-OH y
caracterizada por la siguiente relacidn de aminolcidos en el
hidrolisato acido: Tyr 0,91, Sar 1,03, Gly 1,06, Phe 1,04 y
Met 1,00;

Letirosil~5~aminopentanoil~L-fenilalanil-L-leucina,
representada por la £6rmula H—Tyr-HN-(CHz)4-C0-Phe-Leu-0H y
caracterizada por la siguiente relacidén de aminolcidos en el
nidrolisato &cido: Tyr 1,02, HN-(CH,) ,~CO- 1,01, Phe 0,96 y
Leu 1,02;
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L-tirosil-6-aminohexancil-L-fenilalanil-L-leucina,
representada por la férmula H-Tyr-HN—(CHQ)S—CO-Phe—LeuFOH y
caracterizada por la siguiente relacibén de aminoacidos en el
hidrolisato &cido: Tyr 1,03, —HN-(CHa)S-CO— 1,02, Phe 1,03 ¥
Leu 0,90; e e e

L-tirosil-p-aminobenzoil-L-fenilalanil-L~léucina,
representada por la férmula H-Tyr-HN CO-Phe-Leu-0H

y caracterizada por la siguiente relacidn de aminoacidos en

el hidrolisato acido: Tyr 0,98, —HN-__<:;>>_CO— 0,91,

Phe 1,00 y Leu 0,94;

L-tirosil-5~aminopentanoil-L-fenilalanil-L-metio-
nina, representada por la férmula H—Tyr-HN-(CHQ)4fCO-Phe-Met-0H
y caracterizada por la siguiente relacidn de aminoécidos en
el hidrolisato &cido: Tyr 1,00, ~HN~(CH2)4~COn 0,92, Phe 1,00
y Met 0,93;

L-tirosil—-4-aminociclohexano carbonil-L-fenilala-
nil-L-leucina, representada por la férmula E-Tyr~HN- —
CO-Phe~Leu-0H y caracterizada por la siguiente relacidn de
aminobcidos en el hidrolisato acido: Tyr 1,04, -HN=- -CO
0,93, Phe 0,97 y Leu 1,04;

L-tirosil-p-aminobenzoil-L-fenilalanil-L-metionina,
representada por la Férmula H-Tyr-HN- ~C0-Phe-Met~0H
y caracterizada por la siguiente relacidn de aminodcidos en
el hidrolisato &cido: Ty» 1,05, -HN-(C::>.-CO 0,98, Phe 1,10 ¥y
Met 0,91;

L-tirosil~6~aminohexanoil-L-fenilalanil-L-metionina,
representada por la foérmula HeTyruﬂN-(CHQ)5-C0~Phe-Met-0H y
caracterizada por la siguiente relacidn de aminohcidos en
el hidrolisato Acido: Tyr 0,97; -HN—(CH2)5-CO, 0,92, Phe 1,03
y Met 1,00;
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L-tirosil-4-~aminociclohexanocarbonil-L-fenilalanil-
L-metionina, representada por la férmula H-Tyr-HN-d<::>—-CO
Phe~Met-0H y caracterizada por la siguiente relacidén de amino-
&cidos en el hidrolisato &cido: Tyr 1,01, -HN c0-1, 00,
Phe 1,04 y Met 0,93;

D-tirosilglicil~D—alanii-ﬁ;feﬁii;iénii;D~leucina,
representada por la foérmula H~Tyr-Gly-Ala-Phe-Leu-OH (D-D-D=-D);

DL-tirosilglicil-DL-alanil-DL-fenilalanil~DL~-leucina,
representada por la férmula H-Tyr-Gly-Ala-Phe-Leu=OH (DL~DL~DL-
DL);

L-tirosilglicil= ¥ ~aminoisobutiril-L-fenilalanil-
L-leucina, representada por la férmula H-Tyr-Gly-Aib-Phe-Leu-CH
y caracterizada por la siguiente relacidn de aminohcidos en el
hidrolisato &cido: Tyr 1,08, Gly 0,98, Aib 1,03, Phe 0,94 y
Leu 1,01;

L-tirosil-p{-aminoisobutirilglicil~L~fenilalanil-
L-leucina, representada por la fdrmula H-Tyr-Aib-Gly-Phe=-Leu-
OH ¥ caracterizada por la siguiente relacidn de aminoacidos en
el hidrolisato Acido: Tyr 0,96, Aib 1,09, Gly 1,05, Phe 1,10y
Leu 1,00;

L-tirosilglicil-{~aminoisobutiril-L-fenilalanil-
L-metionina, representada por la férmula H~-Tyr-Gly-Aib-Phe-
Met-~OH y caracterizada por la siguiente relacidn de amino&cidos
en el hidrolisato &cido: Tyr 1,03, Gly 1,09, Aib 1,06, Phe 1,00
y Met 1,06; ¥

L-tirosil-g(-aminoisobutirilglicil-L-fenilalanil-
L-metionina, representada por la £ormula H=-Tyr-Aib-Gly-Phe-
Met-0OH y caracterizada por la siguiente relacidén de aminodcidos
en el hidrolisato &cido: Tyr 1,08, Aib 1,05, Gly 1,05, Phe 0,99
y Met 1,00,
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Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de realizarse en la practica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su

principio fundamental.
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le= Procedimiento para preparar encefalinas 2~y

3-sustituidas, de férmula:

H-Tyr=W=~Phe=-Y~0H

(1)

en la que Y es Leu § Met; W se elige del grupo consistente en

Aib=Gly=,
~-Ala-Gly-,
~Sar-Gly-,
-Gly=Aib=,
-Gly~Ala~-,
~Gly=-Sar-,
i

-HN-(CHQ-) 4~C=

y la configuracidén estereoquimica de cada wuno de los residuos

aminodcidos opticamente activos es D, L § DL; caracterizado

porque comprende someter a reaccibén de acoplamiento a un di-

péptido C~terminal, opcionalmente sustituido con grupos pro-

tectores, de £drmula:

H-Phe=-Y-0H,

en la que Y se define como anteriormente, con un éster activo

N-protegido de f£érmula:

~Tyr=W—-0X

en la que W se define como anteriormente,

s un grupo
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N-protector, en un disolvente organico adecuado, en presencia
de ura base orgénica, seguido por la separacidn de los grupos
protectores.

2,- Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque los residuos aminoicides tienen la configura-
cibén estereoquimica L.

3.~ Procedimiento segln la reivindicacidn 1, carac~
terizado porque para la preparacién. de un compuesto de f£é6rmula:

H-Tyr-Z-Gly-Phe-Y-0H
en la que Z es Aib, Ala § sar; Y es Leu 6 Met; y la configura-
cibdn estereoquimica de cada uno de los residuos aminoicidos
opticamente activos es L, se acopla un dipéptido C-terminal,

opcionalmente sustituido con grupos protectores, de £érmula:

H~Phe-Y-0H

en la que Y se define como anteriormente, con un éster activo
N-protegido de £érmula:

~Tyr-2-Gly-O0X

en la que es un grupo N-protector; X es un grupo éster

activo; y Z se define como anteriormente; en un disolvente
orgénico adecuado, en presencia de una base orginica, seguido
por la separacidn de los grupos protectores.

4.~ Procedimiento segfin la reivindicacidén 1, carac-
terizado porque para la preparacibén de un compuesto de f£oérmula
H-Tyr-Gly-Z-Phe~Y-OH

en la que Z es Aib, Ala 6 Sar; Y es Leu 6 Met; ¥ la configu-

racidn estereoquimica de cada uno de los residuos aminoicidos

oy

/6;ticamente activos es L, se acopla un dipéptido C-terminal,
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opcionalmente sustituido con grupos protectores, de £o6rmula:
Hw=Phe=Y=0H

en la que Y se¢ define como anteriormente, con un éster activo

N~protegido de férmula:

=Ty r=Gly=Z-~0X

en la que es un grupo N-protector, X es un grupo éster

activo y Z se define como anteriormente, en un disolvente or-
génico adecuado, en presencia de una base orgéanica, seguido

por la separacidén de los grupos protectores.

5= Procedimiento segiin la reivindicacién 1, carac-

terizado porque para la preparacidn de un'compuesto de férmula:
H-Tyr-W'~Phe~¥~0H

en la que Y es Leu 4 Met; W' es:

-HN-(CHQ) 4-3,
Q
-mv'-(caa) 5-c—,

i
0
< > 1
~HN C~,

y la configuracidn estereoquimica de cada uno de los residuos
aminoicidos opticamente activos es L, se acopla un dipéptido
C-terminal, opcionalmente sustituido con grupos protectores,
de fbérmula:

H=Phe~-Y~0H

;éh la que Y se define como anteriormente, con un éster activo

N-protegido de formulas:
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~Typr=i!=-0X

en la que es un grupo N-protector, X es un grupo é&ster

activo y W' se define como anteriormente, en un disolvente
organico adecuado, en presencia d€ una basé orgénica, seguido

por la separacidén de los grupos protectores.

6.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, carac~
terizado porque se acopla &cido N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-
5-aminopentandico con éster bencilico de'lL-fenilalanil-L-metio~
nina en dimetilformamida, en presencia de N-metilmorfolina, se-

- guido por la separacidn de los grupos protectores.

7.- Procedimiento segfin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque se acopla &cido N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-
4-aminociclohexanocarboxilico con éster bencilico de L-fenil-
alanil~L-metionina en dimetilformamida, en presencia de N-me-
tilmorfolina, seguido por la separacidn de los grupos protec—
tores.

8.~ Procedimiento segln la reivindicacida 1, carac-
terizado porque se acopla &cido N-t-butoxicarbonil~L~tirosil-
p-aminobenzdico con é&ster benciliico de L-fenilalanil-L-metio-
nina en dimetilformamida, en presencia de N-metilmorfolina,

seguido por la separacidn de los grupos protectores.

9.~ Procedimiento segn la reivindicacibén 1, carac-
terizado porque se acopla &Acido N~t-butoxicarbonil-L~tirosil-
6-aminohexandico con éster bencilico de L-fenilalanil-L-metio-
nina, en dimetilformamida, en presencia de N-metilmorfolina,

seguido por la separacidm de los grupos protectores.

10.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac~

N
V4

/}erizado porque se acopla N-t-butoxicarbonil-L-tirosil-d-ami-
noisobutilglicina con é&ster bencilico de L-fenilalanil-L-metio
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nina en dimetilformamida, en presencia de N-metilmorfolina,

seguidb por la separacidén de los grupos protectores.

11.~ Procedimiento para preparar encefalinas 2- y
3-sustituidas, tal y como queda sustancialmente descrito en la

presente Memoria,

Esta Memoria consta de 31 hojas escritas a miquina

or una sola cara w3 L
P ’ = gy

Madrid,
G.D. SEARLE & CO.
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