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MEMORIA DESCRIPTIVA

Ia presente invencidn tiene por oﬁjeto un nuevo
procedimiento para la preparacidn de L-piroglutamil pép-
tidos y en particular de la I-piroglutamil-L-histidil-I-

-prolinamida y sus andlogos de la férmula general: - - - -

(Férmula I)

,[ Lcomwu—co-—n
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RS
donde R y R? representan un tomo de hidrdgeno o de hald-
geno, RS representa un dtomo de hidrdgeno o un resto aleco-
hilo de 1 a 4 4tomos de carbono y RY represente un radical
alcohiloxi o un radical alcohilamino de 1 a 4 4tomos de

carbone o un grupo amino, siende todos los restos aminoaci
lo de configuracidn L. = = = = & = e 0 o = o o e e .- -

Cuando R-=R°=R=H ¥ R4=NH2 la férmula representa

la I-piroglutamil-I-histidil-IL~prolinamida, tripéptido re-

cientemente identificado como la hormona liberadora o re-
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guladora de la tirotrofina (abreviadamente TRH) en el hom-
bre y en varias especies animales / R.Burgus y col., a) Na
ture, 226, 321 (1.970); b) Endocrinology, 86, 573 (1.970);
K. Polker y col., Journal of Medicinal Chemistry, 14, 469
(14971)/0 = = = = e e e e e e e e et e e e e - ==

Farmacoldgicamente la TRH actia en el hombre como
un poderoso estimulsnte de la secrecidn de tirotrofina / M.

S. Anderson y col., New England Journal of Medicine, 285,
1279 (109T1)/0 = = = = = e e e o e e e e - - -

Actualmente la TRH tiene en medicina importantes
aplicaciones. Numerosos trabajos han puesto en evidencia
el interés de los ensayos con TRH en la exploracidn del eje
hipotdlamo~hipdfisis-tiroides / C. Beckers y col. Annales
d'Endocrinologie, Paris 33, 642 (L.972)/, = = = = = = = =

En endocrinologia y medicina interns la utiliza-
cidn de la TRH resulta de especial importancia en: a) el
estudio del nivel de afectacidn en el disfuncionelismo ti-
roidesc / T. Le Marchend-Béraud y col., Schweizerische Medi
zinische Wochenschrift (Basel), 103, 831 (1.973)/; b) 1la
medicidn de la reserve de tirotrofina hipofisiaria como mé-
todo de disgndstico clinico en hiper e hipofuncionalismos
de la gléndula tiroidea / P.P.A. Smyth y col., Journal of
the Irish Medical Association, 66, 670 (1.973); M.S. Ander-
son y col., New England Journal of Medicine, 285, 1279
(1.971); E. David Haigler, Jr. y col., Journal of Clinical
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Endocrinology and Metabolism, 33, 573 (1.971)7 y en enfer-
medades del sistema hipofisario / A.R. Hajjar y col., Ar-
chives of Internal Medicine, 132, 836 (1.973); B. E. Karl-
berg y col., Acta Endocrinolégica, 72, 697 (1.973)/; ¢) el
diagndstico diferencial entre hipotiroidismos primarios y
secundarios / B.J. Ormston ¥y col. The Lanecet, II, 10
(1.971)/5 d) el test de incremento de liberacidn de prolac~
tina [TLOS. Jacobs y col,, The Journal of Clinical Endocri-
nology end Metabolism, 36, 1.069 (1.973)/s = = - - - = = =

En psiquiatria y medicina general la TRH se ha mos
tredo eficaz en el tratamiento de los sindromes depresivos.
Su efecto no es solamente intenso sino muy rdpido en casos
graves de depresidn endégena, con excelente tolerancia y
escasos o nulos efectos secundarios. / A.J. Prange, Jr. y
col. The Lancet, II, 999 (1.972); Obiols Vié, J. y col. Me-
dicina Clinica, 62, 52 (1.974)/. Su posible uso como medi-
cemento natural de accidn antidepresiva ha despertado 1ldgi-
camente un gran interés dado su répido efecto por via paren
teral y la ausencia de efectos secundarios no deseados tan
frecuentemente encontrados en el caso de otros antidepresi-

vos de sintesiSe = = = ~ = = = = = = = = = - - - - -

En cuanto a sus andlogos, entre aguellos que presen
ten substituciones en el grupo imidazol, la L-piroglutamil-
L=3-metil-histidil~L~-prolinamida, es decir el producto re-

1 .2 3

presentado por la fdrmula I cuando R =R =H, R =CH3 ¥y R4=

=NH2, tiene especial importancia por su actividad liberado-
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ra de la tirotrofins sensiblemente superior a la de la mig
ma TRH / J. Rivier y col. Journal of Medicinsl Chemistry,
15, 479 (1.972)/ y el derivado 2,4-diyodado de la TRH, es
decir, el producto representado por la férmula I cuando
RE=R%= Yodo; R3=H; R4=NH2, resulta de interés por presen-
tar en animales de laboratorio efectos tireostdticos muy
superiores a los de la diyodotirosina /fGer. Offen

2.212,549, 12 Octubre 149727, = = = = = = = = = = = = = =

Por otra parte los andlogos de la TRH en los que
se presenta el resto de L-prolinamida substituido en el
nitrégeno amidico primario o alifdtico por radicales aleco~
hilo (FPérmula I: RY=R%=R3= H; R4=alcohilamino) tienen tam-
bién actividad hormonal aunque inferior a la de la propia
TRH / F. Bowers y col., Biochemical and Biophysical Re-
search Communications, 40, 683 (1.970)/ y lo mismo puede
decirse de los andlogos con un resto de L-prolinéster co-
mo grupo aminoscilo terminal, (Férmula I: RY=R%=R°= H;
R*=alcohiloxi) / R. Burgus, Nature, 226, 321 (1.970)7. -

Por su gran intefés en medicina y su estructura
tripeptidica relativamente simple la TRH ha sido sinteti-
zada siguiendo numerosos procedimientos basados en los mé-
todos clédsicos bien conocidos de la quimica de péptidos o
en las técnicas mis modernas de sintesis peptidicas en fa
se sdlida / D. Guillesen y col., Helvebica Chimica Acta,
533, 63 (1.970); G. Flouret y col., Journal Medicinal Che-
mistry, 13, 843 (1.970); K. Inouye y col., Bulletin of
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the Chemical Society of Japan, 44, 1689 (1.971); S. Ba-
jusz y col., Acta Chimica Academiae Scientarum Hungaricae,
15, 419 (1.973); P.G, Pietta y col., Journal of Orgenic
Chemistry, 39, 44 (1.974)/c = = = = = = =~ = = -———

Sin embargo son contadas las sintesis en las que
se emplea directamente el deido Lepiroglutémico, produc-

to fdeilmente accesible, en las reacciones de condensacidn

pept{dica que conducen a la TRH, Ia dificultad de utili-

zacidn de dicho 4cido estribda en las frecuentes reacciones
secundarias que su grupo NH lactdmico ocasiona cuando se
emplean los clésicos reactivos de sintesis peptidica. Pa-
ra evitar tales problemas muchas de las sintesis deseri-
tas en la literatura recurren al empleo de derivados del
dcido L~piroglutdmico en los cuales?kH lactémico estd blo-
queado por algin grupo protector que es eliminado en algu-
ng fase posterior de la sintesis. Sin embargo por lo ge-—
neral dichos derivados no se obtienen directamente a par-
tir del 4cido L-piroglutdmico sino que se preparan normal-
mente a partir del dcido L-glutdmico con rendimiento no
siempre buenos y tanto su preparacidn como el desblogqueo
posterior del grupo NH lactémico en alguna fase de la sin-
tesis peptidica representan etapas suplementarias, que re-

percuten en el coste y facilidad de las sintesis, = = = =

Es por ello de gran importancia poder utilizar

directamente el dcido L-piroglutdmico en dichos procesos.

Recientemente hemos descrito en la patente de so-
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licitud n® 407222 un método de preparacidn de la TRH en el
cual el empleo de las l-alguiloxicarbonil-2-alquiloxi-1,2-
-dihidroquinolefnas como reactivos de condensacidn pepti-

dica permite, aplicado por primera vez a la preparacién de
piroglutamil-péptidos, la utilizacidn del dcido L-piroglu-

‘ba’mico, --------------------- - -

Hemos encontrado shora que otros reactivos, los
cianuros de dislcohil o dierilfosforilo / S. Yamada y col.,

Tetrahedrm Letter, 1595 (1.973)/, de férmula

i (Férmula II)

o~

donde R5 representa un radical alcohilo o arilo, permiten
de manera inesperada la preparacidn de amidas y péptidos
del dcido L-piroglutdmico directamente a partir de este
dcido sin que se observen reacciones secundarias debidas

& la presencia de su grupo NH lactdmico ni racemizacidn de
los centros asimétricos. Ademds con el empleo de tales
fosforil cianuros se pueden realizar, tal como se explica
nds adelante en esta memoria, las otras'fases de condensa-
cidn peptidica que conducen finalmente a los L-pirogluta-
mil-péptidos de la férmula general sefialada I, y todo ello

sin racemizacidn de los centros asimétricos, = = = - — - -

Otra gran ventaja inherente al empleo de estos

reactivos es que permite la recuperacidn de los péptidos,
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una vez realizada la condensacidn, por precipitacidn en el
medio orgdnico de la reaccidn, generalmente dimetilformemi-
da, mediante la adicidn de disolventes como el éter o el
tetrahidrofurano en los cuales son insolubles los L;piro—
glutamil péptidos, quedando en las aguas madres los produc
tos secundarios solubles. Con ello se logra al mismo tiem-
po recuperar y purificar los péptidos intermediarios o los

fingleS, == = =~~~ c =@ - = mm_m———— - -

De acuerdo con la invencidn, para la preparacidn
de los L~piroglutamil péptidos representados por la ante-
citada férmula I se emplean dialcohil o diarilfosforil cia-
nuros de la férmula II y en especial el dietil o el dife-
nilfosforil cianuro como agentes de condensacidn peptidica
entre las unidades peptidicas que integran la molécula y

en particular el &cido L-piroglutdmico y los derivados de

la L-histidina de la férmula general: —~= - = = = = = = =
EHEN~-CH-C -Q
SR )
1 CH, O (Férmule III)
R 2
7 N
R’ R?

en la cual R N R2 representan un dtomo de hidrdgeno o de
haldgeno, R wn hidrdgeno o un radical alcohilo de 1 a 4
dtomos de carbono y Q un radical alcohilo de 1 a 4 dtomos

de carbono o un resto IL-prolilo de férmula: - = -~ -« = = ~
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donde R4 representa un radical alcohiloxi o alcohilamino

de 1 a 4 dtomos de carbono, o un grupo amino. - — - - - -

Dado que los L-piroglutemil péptidos de la férmula
General I son tripéptidos lineales, el procedimiento segin
la invencidn pusde ser efectuado siguiendo 2 procesos ope-
ratorios diferentes segin el orden en que combinen los 3
aminodcidos que compondrdn el péptido, sin que ello deje

de constituir un vnico procedimiento, = = = w ~ = = = = -

Estos 2 procesos operatorios difieren en la necesi~
dad de proteger el grupo carboxilo o el amino del aminodci-
do de la parte media de la molécula, es decir, el derivado

de L~histiding o la L-histiding mismg, =~ ~ - = = - -

De un modo esquemdtico los 2 procesos operabtorios
para la ejecucidn del procedimiento son los que se indican
a continuacidn, haciendo uso de las representaciones co-
rrientes en quimica de péptidos y de las siguientes abre-

Viaciones: == = = - - - e = m - - - - - -——— - - -

]

DAFC dialcohil o diarilfosforil cianuro

I-(Piro) Glu-OH = 4cido L-piroglutdmico

L-Ac-His-OH I-Na-acil-histidina, substituida o no en

el ciclo imidazdlico.
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1-His-OR = dgter de L-hiptidina substitufda o no en
el ciclo imidezdlico.

L-Pro (T) = L-prolin dster o L-prolinamides substi-
tufda o no en el nitrdgeno amfdico.

PROCESO L

L-(Piro)Glu-OH + I-His-0R ———2AfC 5 I (Pire)¢lu-I-His-OR

I-(Piro)Glu-L-His-0r -38S0P10QUEO. y_(psyg)Glu-I-His-OH

I-(Piro)Glu-I-His~0H + L=Pro(?) =m———————m » I~(Piro)Glu-IL~
-HiS"IJ-PrO ( T) .

PROCESO 2

I-Ac-His-0H + IL-Pro (T) —--DAFC 5 I-Ac-His-I~Pro (T)
I-Ac-His-I-Pro (7) -desbloaueo,  rp wis 7 pPre (T)

L-His-I~Pro (T) + L-(Piro)Glu-On —-DAEC > I-(Piro)Glu-
~L-His=L=~Pro(T).

En estos esquemas el tipo de desblogueo es eviden-
temente funcidn del grupo R § Ac que haya que eliminar y en
general estos radicales son los corrientemente empleados
en las condensaciones pept{dicas para proteger respectiva~

mente los grupos carboxilicos o amino de los aminodcidos. -

Para obtener los mejores resultados en las conden-
saciones peptf{dicas realizadaes con la ayuda de los dialco-
hil o diarilfosforil cianuros resulta ventajoso trabajar
en medio de dimetilformemida, en presencis de un equivalen-
te de trietilamina por cada equivalente de decido I~piroglu-

témico y a bajas temperaturas. Cuando la molécula cuyo gru
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po amino se gquiere hacer reaccionar se halle disponible en
forma de sal, generalmente un clorhidrato o un diclorhidra-
t0, puede utilizarse directamente dicha sal en la conden-
sacidn peptidica a condicidn de afiadir al medio reaccionan-
te los equivalentes necesarios de trieftilamina gue hagan

felta para neutralizer totalmente su componente Zcido, - -

Para facilitar la comprensidn de las precedentes
ideas se describen seguidamente unos ejemplos del referido
procedimiento, los cuales, dado su cardcter ilustrativo,

deberdn ser considerados como desprovistos de todo alcan-

" ce limitativo respecto a la proteccidn legal que se soli-

Citae = = = = = = f e e e e ———— -
Ejemplo l: L-Piroglutamil-L-histidine metil éster.

Se trats una suspensidn de 2,0 g (8,25 mM) de L~
~histidina metil éster diclorhidrato y 1,3 g (10 mM) de
dcido L-piroglutdmico en 8 ml de dimetilformamida con 1,2
ml (8,6 mM) de trietilamina. Se enfria la suspensién a
~132, se afiaden 1,7 ml (11,2 mM) de dietilfosforil cianu- .
TO y Se agregan lentamente y agitando 3,2 ml (23 mM) de ixe
tilamina procurando que la temperatura no sobrepase los

590, = = m m e e .- ——- - -

Se deja después agitando durante 30 minutos a me-
nos de 02 y durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Se
filtra el precipitado de clorhidrato de trietilaming y se

lava con un poco de dimetilformamida., Al filtrado se le
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agregan 70 ml de éter etilico con lo cual precipita el pro-
ducto en forma gomosa. Se decanta el liguido sobrenadan-
te y se trata el producto con 40 ml de dioxano. Se obser-
va la disolucidn seguida de la cristalizacidn del dipépti-
do. Se enfria, filtra y lava con un poco de cloruro de

MEtAileNO, = = = = = = = = = = = @ & = = - - - - —- - - -

Se obtiene 1,3 g (rendimiento 56%) de L-pirogluta-
mil-L-histidina metil éster con un punto de fusidn de 216¢.
El producto se muestra homogéneo a la cr&matografia en ca-
pa fina sobre gel de silice (disolvente de elucidns aceta-
to, de etilo/etanol de 96%). Su espectro infrarrojo pre-
genta bandas caracterfsticas a 3300 em™t y 3195 em™t (NH);
1745 em™ (carbonilo); 1665 em™ (amida I) y 1535 cm™*
(amida IT)s = = =~ = = = = = = = = = = = = = ¢ = = = =~ =~

Su pureza dptica se determind transforméndolo en
hidracida por tratamiento con hidrato de hidracina en solu~
cidn metendlica. La hidracida obtenida presenta un poder
rotatoric de -182 (concentracidn: 1% en agua) comparado
con el de ~14,7¢ indicado en la literatura / D. Guillesen
y col., Helvetica Chimica Acta, 53, 70 (1970)/. La pureza
dptica del producto es pues superior al del dipéptido ob-

tenido en la sintesis cuya referencia se indica. — ~ - - -

Ejemplo 2: I-piroglutamil-L-histidina.

Se disuelven 1,1 g (3,93 mM) de L-piroglutamil-L-
-histidina metil éster en 10 ml de metanol y se afiaden, go-

ta & gota y agitando, 4,15 ml de NaOH 1N. (5% exceso). Una
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vez afiadido todo el hidrdxido sddico se continda agitando
durante 20 minutos, se afiaden 4,15 ml de dcido clorhfdri-
co 1 N, y se evapora a sequedad al vacio de la trompa de

agua, calentando en bafio maris a una temperatura inferior
a 602, El residuo se acaba de deshidratar afiadiendo una

mezcla 1 : 1 de etanol - tolueno y volviendo a evaporar

8 8equedald. == v = = = = = = - - —- .- .- .- - - -

Je afinden 20 ml de etanol al residuo y se filtra
el cloruro sddico insoluble. Por evaporacidén del etanol
se obtiene la L-piroglutamil-I-histidina que se emplea sin
ulterior purificacidn en las reaécionea siguientes de con-

densacidn. = = =~ - - = - e = e = = ==
Ejemplo 3: IL-piroglutamil-L-histidil-L-prolinamida.

A la L-piroglutamil-L~histidina obtenida segin se
describe en el ejemplo 2 se le afiaden 5 ml de dimetilfor-
memida y 0,5 g (3,34 mM) de L-prolinamida : clorhidrato.

Se enfria la disolucidn a ~102, se le agregan 0,56 ml

(3,70 mM) de dietilfosforil cianuro y se inicia inmediata~’
mente la adicién lenta de 1,1 ml (7,9 mM) de trietilamina
disuelta en 2 ml de dimetilformamida. Se agita 30 minubos
e menos de 02 y después 1,5 horas a temperatura ambiente.
Se filtra y lava el precipitado de clorhidrato de trietila-
mina con 2 ml de dimetilformamida. A los filtrados se les
agrega 30 ml de éter etilico precipitando el producto en
forma de goma que solidifica lentamente. Se decante, se

disgrega el producto con mds éter etilico, se vuelve a de-



5e

10,

15.

20,

25,

cantar y se disgrega finalmente en acetona. Se filtra y
lava con acetona y el producto se seca inmediatamente al

vacio sobre pentdxido de f8sforoe = = = = = = = = « = = =

Se obtienen 1,56 g de I~piroglutamil-L~histidil-L-
~prolinamida bruta que se purifica por cromatografia sobre
alimina neutra (elucidn con mezclas de cloruro de metile-
no-metanol). Las fracciones que contienen el producto se
relinen y se evaporan a sequedad. EL residuo cristaliza al

afiadir acetbona,. = = = = = = - B R R

Se filtra el producto blanco y se seca inmediata-

nente al Vacioo _____________________

Se obtienen 0,5 g de TRH (Rendimiento 41%) pura a
la cromatografia en capa fina. Sobre el banco de Kofler
no presenta un punto de fusidn definido. Su poder rotato-
rio es de -56¢ (concentracién 1,67% en agua). En la lite-
ratura se encuentran, pare el poder rotatorio de la TRH,
valores que oscilan entre =502 y =692 / J.L.M. Syrier y
col., Recueil Journal of the Royal Netherlands Chemical
Society, 93/4, 117 (1.974)/. EL valor encontrado es sen-
siblemente superior al indicado (-332) para la TRH obteni-
da segin el procedimiento descrito en la solicitud de pa-

tente 407,222, = = = = = = = = m = = m—mm— - —— - =

La identidad del producto se ha confirmado compa-—
réndolo con la TRH obtenida siguiendo una de las sintesis

descritas en la literatura / K. Folkers y col. Journal of
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Medicinal Chemistry, 14, 476 (1.971)/, = = = = = = = = =

Ejemplo 4: L-piroglutemil-L-histidil-I~prolinamide.

Se disuelve una mezcla de 1,0 g (4mM) de L-histi-
dil-I-prolinamida /G, Flouret Journal of Medicinal Chemis-
try 13, 843 (1.970)/ y 0,570 g (4,4mM) de dcido L-piroglu-

tdmico en 5 ml de dimetilformamida, = = = = = = = = = = =

Se enfria a -10¢, se afiaden 0,67 ml (4,4mM) de dig
tilfosforil cianuro y después gota a gota y agitando, 0,61
ml (4,4nM) de trietilamina. Se agita después de 30 minu-

tos & 02 y 1 hora a temperaturse ambiente. = =~ = = = = « =

El producto se recupera de la maners indicads en

gl ejemplo 3u = = = - = e . e e - o e e e o= = -

Ejemplo 5: L-piroglutamil-L-3-metil-histidina.

Procediendo de la manera indicada en el ejemplo 1
ge prepara la L-piroglutamil-—L-3-metil-histidina metil és-
ter pertiendo de 2,10 g (8,20 mM) de L-3-metil-histidine
metil éster diclorhidrato / J. Rivier y col., Journal of
Medicinal Chemistry, 15, 479 (1.972)7, v 1,3 g (10 mi) de

dcido L~piroglutdmicos = = = = = = o o m . - . - - - -

El dipéptido éster bruto se somete a una hidrdli-
sis alecaling de acuerdo con el procedimiento descrito en
el ejemplo 2 y la L-piroglutamil-3-metil-histidina bruta
obtenida se utiliza sin ulterior purificacidn en las reac

ciones siguwientes de condensacidn, - = = = ~ - - - —- -



Ejemplo 6: L-piroglutamil~L~3-metil-histidil-I~prolinamida.

A la L-piroglutamil~L~3-metil-histidina oblenida
segin se describe en el ejemplo 5 se le afiaden 5 ml-dé di-
netilformamide y 0,6 ml (4 mM) de L-prolinamida clorhidra-

54 to. Se enfris la disolucidn a -102, se le agrega 0,67 ml
(4,4 mM) de dietilfosforil cianuro y seguidamente se afia-

de, gota a gota, 1,2 ml (8,6 mM) de trietilemina disuelta

en 2 ml de dimetilformamida, = = = = = = = & = = = =« = « -

Se agite 30 minutos a 02 y después 1 h a tempera-

10. tura ambiente. EIl producto se recupera siguiendo el pro-
cedimiento descrito en el ejemplo 3. Se ha verificado su
estructura por comparacidn con el tripéptido obtenido si-

guiendo el método descrito en la literatura. / J. Rivier

y col., Journal of Medicinal Chemistry, 15, 479 (1.972)/. -

15. Ejemplo 7: I-piroglutamil-L-histidil-L-prolina metil éster.

A la L-piroglutamil-I-histidina obtenida segin se
describe en el ejemplo 2 se le afiaden 5 ml de dimetilfor-
memida y 0,56 g (3,4 mM) de L-prolina metil éster clorhi-
drato. Seguidamente se hace reaccionar con dietilfosforil

20. cianuro y trietilamina siguiendo la técnica y las cantida~

des de reactivos descritos en el ejemplo 3¢ = = ~ = = = =

El producto se purifica finalmente por cromatogra-

f{a sobre aliming neutraes = = = = = = = = = 4 - - -- o o -

Se ha verificado su estructura por comparacidn con

25, el producto preparado de acuerdo con la sintesis deserita
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en la literatura / J.K. Chang y col., Journal of Medicinal

Chemistry, 14, 484 (1.9TL)7, = m m = = = === = = = — = -

Ejemplo 8: i-piroglutemil-L-histidil-L-N-metil-prolina-
mida.

Se hace reaccionar la L-piroglutamil-L-histidina
obtenida segin se describe en el ejemplo 2 con 0,56 g.
(3,4 mM) de L-N-metil-prolinamida clorhidrato / J.K. Chang
¥y cole, Journal of Medicina Chemistry, 14, 484 (1.971)/ y
0,56 (3,70 mM) de dietilfosforil cisnuro en presencia de
1,1 mi (7,9 mM) de trietilaming, = = = = = = = = = = = =

Se recupera y purifica el producto siguiendo igual

mente el procedimiento del'ejemplo 30 = e e -

Se ha verificado la estructura del tripéptido por
comparacidn con el producto obtenido segin la sintesis des
crita en la literatura / J.K. Chang y col., Journal of Me-
dicinal Chemistry, 14, 484 (1.971)/. = = = = = = = = = -
Ejemplo 9: L~piroglutamil-L-2,4~-diyodo-histidina.

Se hacen reaccionar en medio de dimetilformamida
4,1 g. (8,25 mM) de I-2,4-diyodo-histidina-metil éster
clorhidrato obtenido a partir de 1I-2,4-diyodo histidina
szrunings, Journal of American Chemical Society, 69, 205
(1.947)/ con i,3 g (10 mM) de dcido L~piroglutdmico y 1,7
ml (11,2 mM) de dietilfosforil cianuro en presencia de 4,2
ml (30 mM) de trietilamina siguiendo el procedimiento del

ejemplo 1, = = = @ = 0 o = - -, - —

Bl L-piroglutemil-L=2,4-diyodo-histidina metil &s-
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ter se hidroliza a dipéptido &cido de acuerdo con lo des-
erito en el ejemplo 2 y el producto bruto se emplea sin ul
terior purificacidn paras las condensaciones peptfdicas si-

guj_entes. ______ - e o e b o e e e e - o - - o e e

Ejemplo 10: L-piroglutamil-L-2,4-diyodo-histidil-L-proli-

namida.,

El dipéptido dcido obtenido segin se describe en
el ejemplo 9 se hace reaccionar con 0,54 g (3,6 mM) de L~
prolinamida clorhidrato y 0,58 ml (3,80 mM) de dietilfos—
foril cianuro en presencia de 1,1 ml (7,9 mM) de trietila-
mina y en medio de dimetilformemida siguiendo el procedi~

miento deserito en el ejemplo 3¢ = = = = = = = = = ~ = -

El producto, purificado por cromatografis sobre
columna de allmina, es idéntico a la diyodo-TRH obtenido
por yodacidn de la TRH (Ger Offen. 2.212.549, 12 Oct.
14972)s = mm m o= m e e m e e e e e m e e .=

Ejemplo 11: L-piroglutemil-L-histidina metil éster.

Se procede como se describe en el ejemplo 1, uti-~
lizando en lugar de 1,7 ml de dietilfosforil cienuro 2,85
g (11,0 mM) de difenilfosforil cianuro como agente de con
densacidn. EL producto se recupera de la manera indicada

en el ejemplo citados = - - - - - - == - - - - - =

Descritas convenientemente las caracteristicas de
la invencidn, se hace constar que en la misma se podrin
introducir cuantas variantes de detalle pusda aconsejar

la experiencia, siempre que con ello no se alteren las ca-



5.

10.

racteristicas esenciales gque son las que se reivindican en

la siguientes = = = = = = = = = = - . ... - - - e - o

NOTA

Se declaran de novedad y propiedad pare Espafia,

sus territorios y plazas de sobverania, las siguientes: =~ -

REIVINDICACIONES

l.~ Procedimiento para la preparacién de L~-piroglu-

tamil péptidos, de la férmula; = = — = = = = = = = = = = =

_
CONH - CH - CO -
A L
H 2 I
R;\W//L\N I .
|

s
B3 g2

donde R* N R? representan un dtomo de hidrdgeno o de hald-
geno, R3 representa un dtomo de hidrdgeno o un resto alco- .
hilo de 1 a 4 4tomos de carbono y gt representa un radical
alcohiloxi o alcohilamino de 1 a 4 4tomos de carbono o un
grupo amino, caracterizado por comprender el empleo de

dialcohil o diarilfosforil cianuros de la férmula general:

R20 Tl)
\P
s

N
R%0

/44‘222%%9
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en la que R5 representa un radical alcohilo o arilo, y en
particular un grupo etilo o fenilo, como agentes de conden-—
sacidn pept{dica entre las unidades peptidicas que integran
la molécula y en particular entre el dcido L-piroglutdmi-

co y los derivados de la histidina de la férmula general: -

H2N - ?H -C0 -Q

CH2

en la cual R* y R? representan un &tomo de hidrdgeno o de

haldgeno, R un hidrdgeno o un radical alcohilo de 1 & 4
dtomos de carbono y Q un radical alcohilo de 1 a 4 &tomos

de carbono o un resto L-prolilo de férmula: = = = = = = =

I
donde R4 representa un radical alcohiloxi o alcohilamino

de 1 a 4 4dtomos de carbono o Un grupo amino, = = = = = = -

. 2.~ Procedidento segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado por comprender la reaccidn del dcido I-piroglutd-

mico con la L-histidina metil éster, utilizando como agen-

/f/
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te de condensacidn el dietilfosforil cianuro, = = = = - -

3.~ Procedimiento segun la reivindicacién 1, carag
terizado por comprender la reaccidn del deido L-piroglutd-
mico con la L-histidil-L-prolinemida utilizando como agen-

te de condensacidn el dietilfosforil cianuro, = = = = = ~

4.~ Procedimiento segin le reivindicacidén 1, ca-
racterizado por comprender la reaccidn de la L~pirogluta~
mil-L-histidina con I-prolinamida utilizando como agente

de condensacidn dietilfosforil cienuro. - = = = = « m = =

5.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-
racterizado por comprender la reaccidn de la I~pirogluta-
mil-I~histidina con L-prolina metil éster utilizendo como

agente de condensacidén el dietilfosforil cisnuro, - - ~ -

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, ca-
racterizado por comprender la reaccidn de la L-pirogluta-
mil-L~histidina con I-N-metilprolinamida, utilizando como

agente de condensacidn dietilfosforil cisnmuro, = = = - —

7.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, carac-
terizado por comprender la reaccidn del dcido L-pirogluti-
mico con L~-2,4-diyodo histidina-metil éster wutilizando co-

mo agente de condensacidn dietilfosforil cianuro, =- - - -

8.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, carac-
terizado por comprender la reaceidn de la L-piroglutamil-
-1~2,4~diyodo histidina con L-prolinamida utilizando die-

tilfosforil cianuro como agente de condensacidn, - = - - -

e
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9.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac
terizado por comprender la reaccidn del édcido L~pirogluté-
mico con L-histidina metil éster, utilizando como agente de

condensacidn el difenilfosforil CLiaNuUro., = = = = = = = = =

10.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-
racterizado por efectuar las condensaciones en medio de di
metilformamida y a bajas temperaturas comprendidas entre

1o =112 y 10S 520 = = = = = = = = = = = = = - - - -~ -

11.- "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE L-PIRO-
GLUTAMIL PEPTIDOS", - = = = = = = = = = = = = = = = = = =

Todo ello conforme se deseribe y reivindica en la
presente memoria que consta de veintidos hojas, foliadaes

y mecanogrefiadas por una sola de sus caras.

MADRID, 12 DIC. 1974
P.A M CUREL SUROL

o '
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