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Egta invencidn se refiere a un nuevo agente de
regulacidn de la glucemia, de naturaleza peptidica. Se re
fiere también a procedimientos de obtencién de este agen-
te ¥y a composiciones farmacéduticas que los contienen.

Los factores que influyen en la glucemia son
numerosos, y 1los mecanismos que dirigen paticularmente
complejos, ¥ no elucidados todavia para algunos.

Es sabido que la insuline juega un papel pre-
ponderante en la regulacién de la glucemia. Se sabe tan-
bién que numerosas diabetes se deben, bien a una produc—
cibn insuficiente de insulina?por el orgenismo, o bien a
una inhibicidn de su acﬁividad por efecto de agentes na-
turales cuya produooidn por el organismo tlende a des -

Y‘oontrolarse, partioularmente é hacerge excesiva. Entre
eptos agentes figuran ciertoq;produotos de degradacién
de la hormona del crecimientozque se encuentran en el
plasme, tales como, partlcularmente, la cadena peptidica
conooida con ¢l nombre de aomgntina.

La invencién +tiene %Or objeto proporaionar un
nuevo medicamento ouya aceldén principal es oponerse & la
acciéfn de los inhibidores naturales de la insulina. Tiene
también por objeto proporcionar un medicamento que tiende
a regular la eotividad hipoglucémioca de la insuline,

Segin la invencidn, estos objetos se consiguen
con el producto constitufdos por la cadena peptidica de

20,12.75 -2 -
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la serie L siguiente: leucilo-serilo-arginilo-leucilo-fe
nilalanilo-aspartilo alfa-asparragilo-slanina (I).

La preparacién de esta cadena se efectia por
sintesis, & partir de los aminodcidos constituyentes de
la cadena peptidica de la invencidn, o a partir de ele-
mentos peptfdicos resultantes de la condensacidén de dos
o varios de estos aminodecidos de base, y por condensa~
cidén de estos aminodcidos ¢ elementos pepildicos, en una
sucesién de etapes tal que los aminodcidos de base se en
cuentran en la cadena peptfdica final en el orden indica
do en la férmule (I).

Segn un modo preferido de preparacién, la afn .
tesie puede efectuarse en fase homogénea, es decir en di
solucidn en un disolvente en el gque los aminodeidos y los
elementos peptldiocos empleados mon solubles.

Segin otro modo ventajoso de preparacidn, se
efeotia la sintesls en fase sblida, y mds partioularmen-
te seg¥n la ‘tdenice desecrite por Stewart y Young (Solid
Phose Peptide Synthesls, San Francisco, W.H. Freeman,
1969) . -

Ia sintesis de las cadenas peptfdicas bien de-
finidas, no solo en la naturaleza y el orden de sus consg
tituyentes, sino también en su estereoespecifiocidad,
Presenta numerosos problemas, Se sabe, en efecto, que las
reacciones de condensacién entre dos aminodeidos o dos
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fragmentos peptidicos son ocasién de .racemlzaciones.

Un método tradicional de sintisis de cadenas estereoes
pecificas consiste en efectuar las condensaciones de mo
do recurrente comenzando por el extremo de la cadena que
tiene el grupo carboxilico no implicado en un enlace pep
tIdico, y despuds condengar progresivamente todos los
aminodcidos constituyentes.

Esta tédénica, que es asplicable a la sintesis
del octapdptido de Fférmula (I), presente sin embargo al-
gunos inconvenientes, y particularmente en cuanto a la
purificacidn del producto final obtenido. Las reaccio-
nes de condensecidén no son nunca pcrfectas. Se compruebs
siempras la formacidn de productos pardsitos que deben
eliminarse del producto final., La purificacidén es tanto
nds dificil, pare una misms diferencia de peso molecu-
ler, cuanto mds alto es el peso de los productos a sepo=-
rar. La purificzeidn efectuada con ¢l octapéptido complo~
to obtenido de modo reeurrente on, pPues, an ol OnEd Pre~
gente, le que conlleva mds dificultades.

Un modo usual de control de la estructura de
las cadenas peptidicas sintetizadas consiste en efectuar
una hidrdélisis enzimdtica, particularmente con ayuda de
une aminopeptidasa, como por ejemplo la leucina-aminopep—
tidasa. La hidrélisis asi efectuada causa la ruptura sis-
temdtica del enlace peptidico mds préximo al grupo amini-
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co terminal. X1l andlicis de los productos de hidrélisis
permite comprobvar, por tanto, la estructura de las cade
nas peptidicas. Ahora bien, se ha comprobado gque la leu
cina-aminopeptidasa no permitia la hidrdélisis de la ca-
dena peptidica (I), de modo gque era neceszrio poner a
punto un método de andlicis que permitiera comprobar la
eatereoespecificidad del octapéptido. Sin este método,
era diffeil, si no imposible, determinar las condicio-
nes, y en particular las de las secuencias de acopla-
miento de los aminodcidosz sucesivos o de los fragmen-
tos peptidicos, que permitieran lleger finalmente al
octapéptido deseado.

Bs la pussta a punto de este método de andli-
gls lo que ha permitlido determinar los modo preferidos
de sintesis de la cadena peptidica (I), segun los cuales
so efectia primero la sintesis de dos o tres fragmentos
peptidicos, que despuds se condehsan entre si para cong
titulr la cadena complota,

Se ha comprobado, en gfscto, que es posible
romper, por hidrélisis enzimdtica, las cadenas peptidi-
cas al nivel de ciertos enlaces peptidicos bicn determi-
nados, y solamente cuando la cadena formada pertenece a
la serie L. Cuando se efectdan las condensaciones de log
fragmentos al nivel de estos enlaces hidrolizables, es
posible asesurar que la condensaocién elegida no conduce
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2 vna racemizacidn de los productos, e¢s decir que, por
nedio de ecta reaceidn sc ovtiene el péptido de la serie
I buscado. Para cllo, una muestra de producto procedente
de la condensacidén se somete a hidrdlisis cnzimdtica, ¥y
los productos resultantes se analizan, por ejemplo por
cromatografia. Cucnto lz reaccidn es cloramente este-
reoespecifica, es dseir quc ¢l producto obtenido es de la
serie I, se hidrcliza y se encuentran unicamente los frag
umentos inicizles. Si, por el contrario, la condensacidn
conduce, aunque sez parcialments, a la racemizacidn, se
encontrardn en los productos de hidrdlisis las cadenas
peptidicas no hidrolizadas correspondientes al isémero D.

Ventajocanente, se podrd hacer una condensacién
de Pfragmentos al nivel del enlace peptidicos.

fonllalanilo - aspariilo,

Se ha podido denogtrar, en efecto, gracias a la
hidrdélisis ¢n presencia de quimotripsing, que la conden-
saeldn de los frogmentos a este nivel se hocfa prédotica~
ncnte sin raceninacidn.

Otro mcdo ventajosos consiste ¢n afectuar la con
densacidn de log fragmentos al nivel del enlace:

arginilo - leucilo.

Como anteriormente, se ha comprobado la ansen-
cia de racemizacidn a este nivel, por medio de una hidré-

lisis efectuzda este vez en presencia de tripsina,
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Un modo particularmente ventajoso de sintesis
de la cadena peptidice (I) consiste en preparar por sepa
rado los fragmentos leucilo-serilo-arginilo-leucilo-feni
lalanina y aspartilo-asparagilo-alanina, y condensar deg
puds estos dos fragmentos, Efectucndo la sintesis de es=
te modo particular se evita prdcticamente cualquier race
nizacién en ¢l momento de le condensacidn final.

Otros modos preferidos conzisten en condenser
los grupos de fragmentos siguientes:

leucilo~gerilo-arginilo y

leuecilo=fenilalanilo-aspartilo-asparagilo~alanina,

o inecluso

leucilo=serilo-arginilo y

leucilo~fenilalanina, y despues

agpartilo=agparegllo-alanina,

Bl empleo de fragmentos de pequeilo tamafio hace
ademds mds fdoil la purificecidn, especizlmente despuds
de la eteps finzl de condensacidén. La eliminacién de los
frogmentos inieciales del producto de condensacidén se faci
lita, en efecto, por la difarencia de peso moleoular exig
tente entre ellos.

Previamente se bloquean las funciones que deben
protegerse durante los diferenzes procesos de condensacién
de los aminodcidos o de los clementos peptidicos proceden

tes de condensaciones anteriores, por medio de grupos de
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bloqueo oue se eliminan una vez terminada la condensacidn,
Bstos grupos de proteceidn son, por sjemplo: benciloxicar
bonilo, terc-butiloxicarbonilo, ctec., grupos que pueden
eliminarse seguidanmente,

La eleceidn de los grupos de proteccidén es fun~
eibn de varios factores, tales como su sencillez de pues=
ta en prdetica, su coste o su efectividad. Ha de entender
se que, sdemds, hon de poder ecliminarse sin riesgo de de-
gradacidén del producto preparado. Venlajosamente, se
emplean grupos hidrogencliszebles para el blogueo ‘"a lar-
g0 plago", es dacir para los blogueos, mantenidos Qurante -
varias reaccioncs sucesivas, de las funcionss quimicas -«
que llevan los aminodcidos empleados que no se utilizan
en leg renociones de sintesis del octapdptido. Este es
particularmente el caso con la funoidn doida terminal.
Son grupos hidrogenolizables, por e¢jemplo, los benciloxi-
¢erbonilo o el éster bencflico. Para los blogucos a corto
plazo, partiounlarments lon de funclonas aminioas, que no
so Tealizan mds que durente el tiempo de una condense=
¢ibn, se escogen ventajosamente grupos acidolizables ta-
les como el grupo tere~butiloxicarbonilo, Los grupos sa-
ponificables se descarten de esta eleceidn por la presen-—
eia del dcido aspdrtico en el octapdptido.

Los grupos pera larso y corto plazo dehen pere
tenecer a tipos diferenies, pera gue la eliminacién de



unos no implique la zliminacidn simultdnesz de log otrose
Sin embzrgo, pucden usarse, en particular para la Wltima
operacién de oondenszeidbn, grupos del miswmo tipo, para
efectuar el desbloéueo en una sdéla operacién.

5 Segin modos preforides de sintesis del compues
to segin la invencidn, se procede, o bien por'condeﬁsa~
cién dirccta de los grupos respéctivamente aminicos y
carboxilicos de los asminodcidcs o elementos peptidicos
que deben rewnirse, en presencia de azentes gue favore-

10 ¢en eota condensacién directa, por e¢jemplo diciclohexile-
carbodiimide, o bion recurriendo a una sctivacidn previa
de los grupos carboxilicos que han de intervenir en la
condensucdén, Por ejemplo, los grupos oarboxilicos pue~
den emtorificorse con un @leohol supoepiible de propore

15 cionar une funcidn "dater activado" de este aminodeido.

Bs egte Ultimo modo ¢l que s¢ profiere en el

curso de lo sintesis para la condenstcién de la aspara-
gina, %1 empleo de la diclolohcxilcarbodiimide podria
conducir a una deshidratacidn indesesablo, Se emplea,

20 por ojemplo, el dater paranitrofenflico de la asperagina,

Ademds, durante la condenszcién de fragmentos

entre si, ¢s ventajoso introducir un producto como el hi
droxibenzotriazol, que pormite evitar la racemizacidn, al
menos en su mayor parte.

25 Durante la sintesis y despuds de cada condensa-

20,12,75 -9 -
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c¢idn, es ventajoso aisglar y purificar el producto de con
densacidén formado. Se pueden efectuar estos operaclones,
por ejemplo, por cromatografia y por recristaliszaciones

en disolventes apropiados.

Efectuando le sintesis segin 2l modo descrito
anteriormente, se obtiene un produecto constituldo, prde-
ticamente en su totalidad, por el Octapéptido buscado;
sin embargo, sl se quiere aumentar nds su gPreza, se pue
de recurrir & un método de purificacidn particular. Se
ha comprobado, por cromatografia, la presencia de wna
mancha débil correspondiente a las impurezas, y que se
distingue diffcilmente de_ﬁa correspondiente al octapép
t1do. Paras eliminer enta i%pureza, se efectia ventajosa
mente, una cromatografia éﬁbre una columna cambiadora
de iones rellena con carbdkimetilcelulosa._La cantidad
de carbozimetileelulosa qﬁ§ conticne debe ser suficien-
te para fijar la totalidadfde,la muestra de producto in
troduoida (en disolucidn aéuOSa). Se necesitan unos 60
mze da carboximetiloelulcs& por 50 mg. de producto.,

El produecto se iﬂtroduce en la columna en Qi
solucibn en agua. Se efectia despuds una elucidn con
una disolucldn de dcido aedtico suficientemente dilulda
para tener una elucidn diférencial de la impureza y el
octapdéptido, teniendo las iypurezas, en cstas condicio-
nes, a pasar antes que el éctapéptido. Una vez eliminada

- 10 -



lz inpureza, lo que puede comprobarse en las muesiras
por medio de una répida cromatosrefin de dstas en capa
fina, se acclera la velocidad de elucidn del octapdptido
empleando una disolucidén de deoido mds concentrada. De mo
5 do ventajoso, la concentracidén de las dos disoluciones
dcidas es, respectivamente, del orden de 0,05 My 1 M.

La sustancia (I) se emplea en composiciones
farmacduticas, coventualmente en asocliacidn con execipien
tes y coadyuvantes fisioldgicomente aceptables y even-

10 tualnente taubidn con otros agentes activos.

Il nedicamento asf constitufdo es Util en el
tratamiento de olortas formas de diabetes, con el fin
particular de regular las interaceionss de la insulina
segrogads con otros agentes, por ejemplo fracciones de la

15 hormona del ocrecimlento, que tisnen wne accidn antagonig
ta con respecto & la insulina,

in una forma particularmente preferida de la
inveneidn, dsta se refiere tambidn o un medicamento en
aue sSe asooian, en la micma forma, insulina y ¢l produeto

20 segin le invencidn,.

Adn se pondrén de manifiesto otras caracteris-
ticas de la inveneidn en la descripeidn gue sigue, con re
ferencia & un modo preferido de preparacién del compuesto
de férmula (I), y @ los ensayos farmacoldégicos gue han

25 permitido poner de manifiesto las notables propiedades

20.12.75 -1l -



de este compucsto.

%1 procediniento indicado a eontinuseidén como
gjemplo pone en jucye condoensaciones sucesivas de ami-
nodeidos o0 elementos peptidicos, bion por via directa,

5 bien por activecidn previa de las funcioncs gue inter-
vionen en eztas eondsnsaciones. Sea cual fucra el modo
de puesta cn prdetica clegido, el producto de condensa-—
cién obtenido (despuds de filtrarlo en el caso de las
condensaciones efectuadas en presencia de la diciclohe-

10 xilearbodiimida, con el fin de eliminar la fracecién sé-
lida), se purifica de la menera siguicnte:

El disolvente e elimina bajo vacfo a 352C. El
residuo oleoso o cristalino se tomz de nucvo en acetato
de etilo ¥ se lava suoesivémentc con une disolucién de

15 deldo eftrico al 104 en asta dewtileda, une disolueidén
de COBHNa N, y despuds con.agua destilada haste pH neu~

tro. La disolueidn orgdnicé se seca gobre Hg804 durante
20 minutos y despuds se filtra, o bien se filtra direc-
tamente pobre papel hidrdéfobo (Schleilcher y Schull). Deg
20 pués de la concentrucidn, el producto pusde cristaliszarse.
Los grupos de proteccidn, como por cjemplo el
terc-hutiloxicarbonile, se eliminan en todes los casos
por hidréligin delda, Izusalmentc, le hidrdélisis se cfec-
lueidén de dcido clorhi-

tda siempre por medio de uvna dis
25 drico normul en dcico seético (2

v
0 minatos a temperaturs

20.12.75 - 12 -
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ordinaria), le disolucidn ge concentra hasta sequedad,

¢]

ge tomz de nueve varias veces en z2cstona ¥ se vuelve a
concentrar cada vez. Bl producto oblesnido se seca bajo
vacio en un desecador eh presencia de KCH, y despuds
generalmente se crigstaliza en metanol-dtar.

fn la deseripeidn quc sigue, las abreviaturas

citplecdas ticnen los significados sipuicntes:

Z = benciloxicarbonilo Leu = leucina

BOC = tere~butiloxicarbonilo Ser = gerina

0Bzl = éster bencilico Arg = arginine

Olie = éster metilico Ala = alanina

DEP o NyN’~dimetilformamida Phe = fenilalanina
Asn = asparagina Asp = dcido agpdrtioc

Le preperccldén del compuesto sesmin la invoneidn
sc ha realizedo en ¢l cjemplo congiderado, siguiendo las
secucncias de preparacidn deseritas a continuacidn.

12 « Preparacidn de BOC-Asn-Ala-OBzl (I)

1,5 £ (4,24 milimoles) del dster parenitrofeni-
lico de BOC-asporagina se afizdon a una disclucién enfria=-
da a 092C de 1,7 g (4,84 milimoles) de p~toluensulfonato
del éster bencflico de alanina y 0,53 ml (4,84 milimoles)
de H~-metilmorfolina, en 15 ml. de dimetilformamida. Al ca
bo Ge 24 horas a temperatura mmbviente, el producto se pu=
rifica como se ha deserito antecs. Bn suspensidén en édter,
se obtienen despuds de filtracidén 1,33 ¢ (79%) de produc

- 13 -
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t0, que ticne un punto de fusidn y un poder rotatorio
(en dimetilformanida) de, rospoctivamente 138-1412C ¥y
o(§5 = 17,5¢ (e=1,02, DLF).

2¢ -~ Prepracién de HCl, Asn-Ala-0Bzl (II)

1,33 g (3,38 milimoles) de (I) se tratan con
10 ml. de una disolucidén de HCL N en deido acdtico y
después como sc ha descrito antes, ¥y se obtienen 863
mg (79:) de producto, cuyo punto de fusidn es de 125=-
136eC.

' 32 = Preparacién de BOC=Asp(OBzl)-Asn-ala=0Bzl (III)

585 mg (1,8 milimoles) del &ster beta-beneili
co de dcido BOC-aspértico se afiaden a una disolucidn, en
friaeds a 02C, de 636 mg (1,9 milimoles) de (II) y 0,2 ml
(1,9 milimoles) do Nemetilmorfolina en 10 ml. de Qimetil
formamida. Tras 24 hores e temporetura subiente, sl pro-
duecto ze purifieca como se hé deserito entes. Por crista-
lizacidn en acetato do etilo y éter de petrdélso se obile
nen 680 mg (637) de producto, gque tlens un punto de fu=
gién y un poder rotatorio en dimotilformamida de, respe=-
tivamente, 128-1302C y c<25 =-14,552 (0=1,02, DiF).

42 - Preparacién de HClL . Asp(0Bzl)-Aan-ila-0Bzl (IV)

572 mg. (0,96 nilimoles) de (III) se tratan con
5 nl. de una digolucién de HC1l N en dcido acético y des-
puds como se ha descrito antes se obiienen 443 ng (87%)

de producto, cue se descompone a 1952C ¥y ticne un poder

—l4.-



rotatorio en metanol de <34§5 = =15,72 (c=1, metanol).
52 - Preparacién de BOC-Leu-Phe-Oile (V)
4,26 g (20 milimoles) de BOC-Leucina, y des-
puds 433 g (21 milimoles) de diciclohexilcarbodiimida, se
afiaden 2 una disolucidn enfriada a 09C de 4,75 g (22 mi-
limoles) del 4ster metflico de fenilalanina, y 2,4 ml
(22 milimoles) de N-metilmorfolina en 30 ml. de tetrahi
drofurano. Tras 20 horas a temperatura ambiente, el pro
ducto se purifica como se ha descrito antes, y despuds
10 se cristalizae on acetato de etilo y éter de petrdleo. Se
obtienen asf 4,954 g (64%) de producto, cuyas constantes
de punto de fusidn y poder rotatorio sont P.de f. 87,882(;
K27 = -19,50 (owl, DHF).
62 = Preparacién de HOl ¢ Leu~Phe~0Me (VI)

15 4,417 g (11,3 milimolas) de (V) se tratan con
25 ml. de una digsolucidn de HCL N en Aoldo acético y deg
puds como se ha descrito antes se obtienen 2,980 g (81%)
de producto, ouyas constentes sont P, de f. 196-1992C;
AP =4 110 (0s2,metanol)s

20 72 = Preparacién de BOanrg(NO y=Leu=Phe~Olie (VII)

2,72 . (8,5 milimoles) de Boc(Noz)—arginina,

y despuds 1,78 g (8,6 milimoles) de diciclohexilecarbodii
mide, se efiaden & une disolucién, enfriads & 02C, de 2,98
g (9,1 milimoles) de (VI) y 1 ml (9 milimoles) de N-metil

25 morfolina en 15 ml. de dimetilformamide. Tras 20 horas a

20.12.75 - 15 -
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tenperaturs ambiente, el producto se purifica como se ha
descrito antes, y dcspuds se cristaliza en acetato de etl
lo y éter de pétroleo. 3¢ obtienen 4,24 g de producto (855%)«
Po de ff 95g0;<3<§5 = =10,92 (e=l, metanol).

82 - Preparacién de HCL . Arg(NOZ)-Leu—Phe—OMe
(viIi)
4,24 g (7,1 milimoles) de (VII) Be tratan con 20 ml. de
una disolucidn de HCL N en 4eido acdtico y despuds como
gse ha descrito antes se obtienen 3,40 g. de productoy De
de f. 1502C. Por recristalizacidn en nezcla metanol-dter,
ge obtienen 2,40 g. de producto (645.), de p. de f. 198~
2008¢,

92 - Preparacién de BOC—Ser(Ole)—Afg(moz)-ﬁau-
Phe~0Me (IX)

1,32 g (444 nilimoles) de BOC~Ser(OBzl), y deg
pués 660 mg (4,4 milimoles) de hidroxibenzotriazol y 908
ng (4,4 wilimoles) de diciolohexiloarbodiimide, se afiaden
a una digoluoidén, aenfriada a 020, de 2,40 g (4;5 nilimo-
les) de (VIII) y 0,5 ml. (4,5 milimoles) de N-metilmorfo
lina en 15 ml, de metilformemida., Tras 20 horas a tempe-
ratura embionte ol producto se purifica como se ha deseri
to antese. 3e optienen 3,3 5. de un aceite (92¢%),

102 - Preparacién de HCL . Ser(Ole)-Arg(H02)~
Leu-Phe~Okie (X

3,3 8 (4,3 milimoles) de (IX) se tratan con 15

- 16 =
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ml. de una disolucidén de HCLl N en doido acético y des=
puds como se ha descrito antes. Se obtienen 2,6 g de pro
ducto de p. de £. 195~2002C . Tras una rocristalizacién
en una mezcle de metanol-acetato de etilo-dter de petrd
leo, se obtienen 2,40 g de producto (81%)..
Pi de £. 2000C; cK%S = 152 (e=l, metanol)

112 - Preparacidn de BOC-Leu—Ser(Ole)~Arg(N02)~
Leu~-FPhe-0Olle (XI) '

832 mg. (3,6 milimoles) de BOC~Leu(4), después
550 mg (3,6 milimoles) de hidroxibenzotriazol y 743 mg
(3,6 milimoles) de dicielohexilecarbodiimida, se afiaden a
une, dipolucién, enfriade & 09C, de 2,6 g (3,65 milimoles)
de (X) y 0,40 ml. (3,7 milimoles) de N-metilmorfolina en
10 nml de dimebilformamids, Tras 20 horas a temperatura am
biente, me filtra la diclolohexilurea, y el Liquido de
filtracibn se concentra hasta.sequedad. Tl residuo se
fecoge en acetato de etilo aonoso, medio en el que el pro
dueto preaiplta. Sin emberso, se purifioca como se ha dog
erito antes. Se obtienen 2,18 g. de producto (683). P. de
£. 184-188¢c; ol§5 = =30, 12 (c¥l, metanol).

12¢ - Preparacidén de BOO-Leu-Ser(Ole)«Arg(NOz)-
Leu~FPhe=-0H (XII)

450 mz (0,5 milimoles) de (XI) se disuelven en
caliente en 4 ml de metanol. Sc affaden en frfo 1 ml de
una digolucidén N de KOH. Al cabo de 3 horas a temperatura
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ambiente se afiaden 20 ml. de agua y después se acidifica
en frlfo con 4cido citrico. Zl preeipitado obtenido se
filtra y se seca, se obtlenen 400 mg (90). P, de f. 107-
1158C; 0(25 = 19,22 (e=l, metanol).
939 - Preparacién de BOC-Leu-Ser(Ole)-Arg(NOz)-
Leu~-Fhe-Asp(0Bzl)=-Asn-Ala=0Bzl (XIII).

400 ng (0,45 milimoles) de (XII) y despuds 77
mg (0,5 milimoles) de hidroxibenzotriazol y 103 mg (0,5
milimoles) de diciclohexilecarbodiimida, se afiaden a une
disolucién, enfriada a 02¢, de 300 mg (0,55 milimoles)
de (IV) y 0,06 ml (0,55 milimoles) de N=-metilmorfolina,
en 5 ml, de dimetilformamida. Tras 24 horas a temperatu-
ra ambiente, la dloiclohexilurea preecipiteda ge filtra y
el 1£quido do filiracidn seéoonoentra eagl hagia sequedad.
Por adieidn de agua se obtiene un precipitado que se file
tra y se seca, y despuds se recristalize en DHF, &ter y
&ter de petréleo., Se obtionen 500 mg de producto (81%).
Ll dnedipis do anminodoldos de un producto de hidwélisis
dclda total de este producto (efeotuada en tubo cerrado
herméticamente bajo vaolo a 1109C durante 24 horas, en
presencia de HCl 6N) conduce al resultado sigulente:

Leu 1,9; Ser 0,9; Arg 1; Phe 0,95 Asp 2,13 Ala
1,2,
P, de f. 183-1852C; 0(55 - 21(o=1, DEF)

142 - Preparacidn de HCl . Leu-Ser-Arg-lLeu-Phe-

- 18 -
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Asp~Agn=Ala (XIV)

430 mg (0,315 milimoles) de (XITII) se toman en
10 ml. de 4eido acético. In presencia de paladio al 5%
sobre carbdn, una corriente de hidrdgeno atravicsa la di
solucidn duronte 10 horas. La suspensidn se filtrs dege
puds sobre celite y el liouido de Tiltraeidn, concentrado,
se trata con 2 ml. de una disolucidn de IIC1 ¥ en 4cido
acdtico, y después como se ha descrito antes; por preci-
pitacién en acetona se obticnen 300 mg. de producto (92¢).

50 mg. del producto obtenido sec recogen en 5
ml de una disolucidn de #decido acdtico al 2%, y despuds so
colocan sobre una cplumna (1 x 20 om) de una resina com-
blaedora de aniones, débilmente bdsica, del tipo conocido
comerclalmente con el nombre de Amberlite IR 45 (forma de
neetato), proviamente equilibrada con ol mismo disolvente
que se emplea para la elucidn., Los tubos en los que se e
coge ¢l producto sa concentran (o me liofilizan). El resi
duo se toma en 1 ml. de agua destilada, y despuds se colo
ca on una columna (0,5 x 30 em) de carboximetilcalulosa.
Se eluye con 32 ml, de agua por fracecidn de 2 ml., y des~
puda con 20 ml, de una disolucldén de deido acdtico 0,05 M.
Finalmente se eluye con una disolucidn de 4eido acdtico
1 M, recuperendo las nuesiras procedentes do eata Ylitima
elucidn; se obtienen, tras liofilizacidn, 40 mg. de pro-
ducto. La pureza del producto se comprueba por comatogra—

- 19 =



f{a sobre placas de gel de silice con el disolvente A.
El poder rotatorio del producto obtenido es CX 25 = =142
(en 4cido acédtico glacial). )
El andlisis de aminodcidos tras hidrflisis dei
5 da total es: Leu 2,06; Ser 0,95; Phe 0,98; Arg 0,97;
Asp 2,113 Ala 1,04. Da un rendimiento en péptido de 95,6%
(caleulago, 47,77mmoles; encontrado 45,67 nmoles),

Por otro lado, en el curso de la sintesis y

tras la condensacidn de 1o§ fragmentos leu-ser-arg-leu-

10 phe y asp-asn-ala, sa efectda el control de la estereoes
pecificidad de la reaccidnisobre una mﬁestfa del produc-
t0. Este control se realiz% del modo siguiente.

Aproximadamente irmicromol del péptido se ineu
ba & 3720 en 0,5 ml. de ta@bdn de acetato de amonio

15 (pg 8,1) y se afiaden 50 midiogramos en alfa-quimotripsina,
Al cabo de 20 horas sa aaadbn 0,5 ml. de dcido acdtico ¥y
la mezclae de reaccidn se 1ibfiliza. El residuo se recoge
en 0,3 ml, de agua destllads y se oromatografis gobre pla
ca de gel de silice en la mezcla de disolvente n—hﬁtanolw

20 piridina-deido acdtico-agua (30~20-6-24, en vol/vol).

Los puntos de fusidn se han determinado en tu=-
bos capilares con el aparato del Dr. Tottoli (Ets. BUCHI
PLAWII~3UISSE) y no se han corregido. Las medidas de cong
tantes f£Isicas y los andlisis elementales se efectuaron

25 con productos secados bajo vacfo (10-° mm Hg), generalmente

20.12.75 - 20 =




durante 20 horas a 782C. Los andlisis elementales se efeg
tuaron con un aparato de mieroandlisie C,H.N. automdtico
Perkin-Ilmer. Los podercs rotatorios se determinaron con
ayuda de wn polarimetro elecctrdnico Porkin-Elmer modelo

5 241. Les cromatografias se hzn hecho sobre placus finas
de gel de sflice (Merck) en la mezcla de disolventes (A)
n-butanol-piridina-dcido acético~agua (30-20~6-24, en
vol/vol.), 6 (B) : n~butanol-dcido acético-agua (4-1-5
fase superior).

10 Se describiran shora algunos ensayos farmacold
gicos cue demugstran las excelentes propicdades del pép
tido de férmula (I), ¥y particularmente su papel como "favp
reccdor' d la actividad rogulazdora de la insulina con
rospesto a la glucemia.

15 a) Accidn enzimdtica in vitro
Bl efecto inhlbldor de productos de degradacidn
da le hormene del crecimiento, purticularmente la somanti
na, se manifiesto frente a diferentes enzimas.
En eote ensayo, ol compucsto (I) se ha sometido

20 e ensayo por su faculiad para sumentar le inhibicldn de
una somzhtina extraidea & partir de un plasme, frenie a la
accidn de la gliceraldehido-3~fosfato-deshidrogenasa,

Oon este fin, se ha medido la actividad de la
enzima en presencia sucesivamente, de la somantinag séla,

25 del compuesto (I) solo y finelmente en prasencia de so~
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10

15

20

25

20.12.75

mantina y el compuesto (I).

En este ehsayo se ha empleado la gliceraldehi
do-3~fosfato-deshidrogenasa a una conceniracién de 0,5
microgramo/ml, la somantina a 25 mierog./ml y el compues
to (I) & 50 microg./ml.

Bl método empleado para las medidas es el de
Phil y Lang (J, Bicl. Chem. 237 : 1356-1362, 1962).

El tanto por ciento de inhibicidn de la enzima
cncontrado en estes condiciones és el siguiente:

COn SOMANTING eeeeecocssscacncsnnss 05,35 (b)
con el compuesto (I) eesecccssessse  1y0%
con somantina + compuesto (I) ee..e 48,2% (c)

Grado de inversién _fL%}:ih__ x 100 = 26,2 %

Estos resultados. muestran claramente el efeg
to inhibidor de la somantina. Por el contrario, el com
puesto (I) no tiene prédoticemente efecto sobre la acti
vided de la enzima, Sin embargo, el compuesto (I) per-
mite; cuando ss edministra conjuntamente con la somane
tine, suprimir parcialmente el efecto inhibldor de la
ponanting,
b) Consumo de glucosa in vitro

Para seguir este consumo, se trabaja con el |
henidiafragsma de rata, aislando in vitro. El nétodo
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empleado es el descrito por Park y col. {(Effect of insu-
line on free glucose content of rat diaphragm in vitro.-
Amer. J. Physiol. 182 : 12-16, 1955). |

El hemidiafragma procedia de ratas macho albinas
Wigtar con un peso de 200 a 250 g. por individuo. las ra
tas se alimentaron ad libitum durante 7 dias y ayunaron
a continuacidén 24 horas.

Las disolucionos cstudiadas contenfan 2 mg/ml
de glucosa, 500 microU./ml. de insulina, Bl compuesto (I)
se introdujo a 250 microg./ml.

El consumo de glucosa, referido al peso de teji
do en gramos por hora, éra, en estas condiciones:

Disolucién Consumo de gluoco-
. £84 8N WMTe
Gluoosa 2,26 + 0,14
glucosa 4 insulina 4,10 + 0,15
gluoOsa+insulina+com555sto(i) 5934 % 0,17

De lo que aniecede se deduce gue el consumo de
glucosa en presencia de insulina crece en presencia del

compuesto (I).
o) Efecto del compuesto (I) sobre la accidn de la insulina

in vivo
TLas determinaciones se han efectuado en el curso
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de ensayos practicados para determinar, en el conejo,
la resistencia a la glucosa inyectada por via intrave-
nosa.
Esfos ensayos se efectnaron con consjos adul-
5 tos sometidos @ un ayuno previo de 24 horas. Se extrajo sangre
y se determind el contenido de glucosa de las tomas de .
sangre., La medida se efectdio por el método del ferricia-
nuro, como ¢l adoptedo para el "Autoanalyseur Technicon"
(J. Biol, Chem. 120 ¢ 51-55, 1937). Se ha determinado asi

10 el contenido en ayunas, y después su variacidn tras in-
yeccién intravenosa de glucosa, en razén de un gramo por
kilo. Estes medidas se -‘repitieron despuds con conejos que
habfan fecibido, 5 minutos después de la glucosa, una in-
yeccidn intravenosa del compuesto (I) (5 mg/kg).

15 Estos ensayos han mostrado que el descenso de
el contenido de glucosa es més grande para los conejos
que habfan recibido el compuesto (I). Siempre para éstos,
el contenido de glucosa alcanza incluso valores inferioraes
a los gue se miden en los conejos en ayunas.

20 Unos ensayos similares, efectuados en interve
los de varios dfas, han permitido tambidn mostrer que
persiste un efecto sobre el metabolismo glucidico varios
afas despuds de la inyeccién del compuesto (I)e
d) La influencia del octapéptido (I) en la glucemia se

25 ha determinado en ratones en condiciones similares a lasg
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descritag para los concjos. El experimento comprendfa dos

‘geries de ensayos, para estudiar los efectos inmediatos

Y los efectos prolongados.

En la primera serie de ensayos se eféctifa una
inyeccidén simulténea de glucosa y dél octapéptido (I), ¥
se ha seguido en funcidén del tiempo el descenso, de la
glucemia, con relacidén a la de animales testlgos que no
habfan recibido mas que la glucosa,

lLag inyecciones fueron, respectivamente, de
0,25 g. de glucosa y 2 mg. por kilo de peso del animal,
0 sea de unos 40 microg. de octapdptido (I), es decir
20 mg. por ratén. .

Tras lasinyececlones se comprueba una reducién
de la glucemis, netemente més acentuada en los animales
qué habfan reeibido el octapéptido (I).

En le segunda serie de ensayos, los ratones re
ciben el producto antes de la inyececldn de glucoma. Se
efectidn tres inyecciones de 40 mg. cada una de botepdp-
tido (I), respectivemente 72, 48 y 24 horas antes de la
inyeaoidn de glucopa,

Como anteriormente, se comprueba un descenso
mds rdpido de la glucemia en los ratones tratados con el
octapéptido (I) que en los ratones testigos que no reci-
ben la glucosa. Por lo tanto, el efecto de este producto
no eas solo inmediato.

-25 -
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g) Zfecto del octapdptido (I) en la slucemisa de animales
diebéticos.,

#n este ensayo se ha comparado la reduccién de

la glucemia tras inyeccidn simultdnea de glucosa, por un
lado, y por otro, o bien octapdptido (I), o insulina, o
bien los dog a la vez. '

Los ensayos se han efectuado con ratas diabdti
oces, mantenidag en ayuno durante 4 horas antes de la in-
yeccidn de glucosa (en proporeién de 0,5 g/kg. de peso
de animal).

Log resultados muestran que, on los animales
que reciben el octapdptido (I), la glucomia no se modifica
précticanente. La glucemia de las ratas que han recibido
la insulina desolende rdpidamente, se estabiliza, y des-
pude vuelve & subir al cabo de unos 120 minutos. Para
las ratas que recliben a la vez la insulina y ei cctapdp-
tido (I), la glucemia desminuye mucho antes que con la
ingulina séla, y, ademds, los contenidos minimos alcanza-
dog se mentienen mucho méds tiempo, hasta incluso mds de
360 minutos después de la inyeccién.
£) Modo de aceidn del octapdptido (I)

Para tratar de aclarar el mecanismo de accidn
del ootapdptido (I) an relacidén con la insulina, se¢ han
estudiado primero los fendmenos al nivel de los recepto-

res de insuline de oélulas lipIldicas tripsinadas, para
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destruir en ellas los receptores citados. Las células
tripsinadas no fijen la insulina, pero, si se introdu-
ce el octapéptido (I) en el medio, la fijacidn vuelve a
aparecer.

Igualmente, se ha medido el grado de unidn de
la insulina a cdélulas hepdticas colocadas en un medio de
reaccidn apropiado. Cuando el medio contiene el octapdp-
tido (I), crece el grado de enlace o unidn de la insuli-
na o las células hepdticas. El resultado es gimilar si
se incuban dichas cflulaes con el octapdptide (I).

Finalmente, se ha determinado la accién del og
tapéptido (I) sobre los recepiores de glucosa que son
los islotem de Langerhans. A este efeoto, el octapdptido
(I) se ha inyectado & animeles sobre los gque so extraen,
un dfa o cuetro dfas mds terde, los islotes de Langerhens.
Bgtos se colocan en un medlo de reaccidén al que se ha affa
dido glucosa, y se determina la cantidad de insulina des
prendida. Con relaoldn a log testigos gue no han reolbi-
do el ootapdptide (I), se comprueba un sumento muy sensi
ble de lapreporoldén de insulina desprendida.

De todos estos ensayos parece que se pueden con
cluir los principios sigulentes sobre el modo de aceidn
del octapdptido (I):

- n0 es activo cuando actia gdlo, pero favorece
la aceidén de la insulina, inclugo cuando esta ¥ltima estd
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en cantidad muy pequefia: ,

~ ge comprueba que favorece la sintesis de los
receptores de la insulina, lo que parsce que dorresponde
a la acecidn inmediata (accidn aguda)

-~ ge comprueba tambidn que sensibiliza lag cé-
lules beta a la glucosa; a esta sensibilizacidn correspon
deria la accién crénica o permenente. -
g) Tolerancia

Se ha hecho un estudio de toxicidad aguda y sub
aguda con ratones duranite 1 mes, recibiendo cada ratén do
sis (diarias) correspondientes 2 5 a 10 veces la dosis
ectiva. los estudios macro y microsedpicos no han rebe-
lado efgcto téxico en estas condiciones.

Los ensayos farmatoldgicos que aceban de deserd
birse ponen, pues, de manifiesto el heoho de que el com=
puesto (I) sezdn la invenoidn es capaz de ejercer una
aceidn de reghlacién con reapdcto = agentes tales como
la somentine, ox la medida en que estos podyian inhibir
las aoolones reguledoras de la insulina con relacidn a la
glucemia, Ponen ftambidn de manifiesto el hecho de que el
compuesto segdn la invencién es ademds capaz de esiimular
la accidn roguladora de le insulina,

Sus propiedades farmacolégicas hacen del compueg
{40 segin la invencién un principio activo de medicamento,
empleable no solamente s86lo, sino también en asociacién
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con insulina, pare el tratamlento de clertas diabetes.
Asf, el compuesto (I) puede cmplearse para el tratamien
to de las diabetes én las que la- secrecidn de insulina
es normal. En asociacién con la insulina, se pueden tra-
tar tambidn las diabetes causadas por la "no utilizacién"
de la insulina, o incluso aquellas para las gue es nece=
sario obtener una glucemia normal estable en el tiempo.

Este compuesto permite también realizar ahorros
de insulina en los!iratamientos pare los que se muestre
necesaria.

Finalmente, permite prolongar los intervalos
de tiempo que separan la administracidén reiterada de dow=
sis de ingulina.,

Puede ndministrarse por via inyectable (intrave
nogd o intramuseular), particularmente en forma de digom -
lucidn en ¢l seno de un disolvente inyectable egtéril, o
por via oral, especialmente en agpociacién con excipien-
tos adlidop farmacdutioamente acepitables.

De modo ventajoso, ol compuesto (I) se dosifioca.
de modo que prepente una setividad sufioclente, y mds pep
tioularmente del orden de 0,2 a 10 mg/dia, y especialmen
te del orden de 1 mg/dfa,

La prosente solicitud, que corresponde & la pre
sentada en Francia, el 31 de Diciembre de 1974, bajo el
W2 T4/43.513, se acoge & los beneficios del Artfculo 51
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del vigente estatuto sobre Propiedad Industrial,

REIVIEDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan pars que sean objeto de esta solicitud de Pa~
tonte de Invendidén en Espaiia, por VEINTE afiog, son los
quo g rocogen an les roivindleaclones slgulentes:

12.~ Un procedimicnto de preparacidén de un com
pucsto constituldo por lu cadena pebtidica leuéina—serina—
arginina=-levcina~fenilalanina~deldo aepﬁrtico~aspuragina-
alanina (I), cardctorisodo por ofeotuar le sintesls & pap
tir de los aminodeidos conctituyentes de la cadena pepti-
diea (I), o a purtir de cleuentos peptfdicos resultantes
de la condensuacidn de dos o verios de estos aminodeidos -
de base, ¥y por condengacién de estos aminodeidos o elomen-
toa peptidicos, en una guccgidn de etaﬁas tal que log ami-
nodeidos de base sme cncucntren en la cadena peptidiea fi-

nal en el orden indicado en (I).
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28, Un procedimiento de sintesis segdn la rei-
vindicaeidn 13, por condensacidn de fragmentos peptldi-
cos, caracteriznados porque dichos fragmentos ze eligen
entre aquellos cuya condensacidén se rompe por hidrdlisis
enzindtica.

38,~ Un procedimiento sepin la reivindicacidn
22, caracterizado porgue la hidrdélisis enzimftica se
efectda con ayuda de quimotripsina o de tripsina.

43,~ Un procedimiento segin la reivindicacidn
28 § la reivindicacién 38, caracterizado porque se conden
san los frasmentos peptidicos

leu-ser~argéleu-phe ¥  agp-asn-ala.

58,~ Un progedimiento segmin la reivindicacién
28 6 la reivindioac164{3n, caracterizado porque so conden
pan loz frasmontos peplidicos

leu=ger=ary ¥y Leu~phe-agp-asn-ala.

68,.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn
28 § la reivindioacibn 39, caractorizudo porqua so condon
san sucesivamente log fragmentos peptidicos

Len=~gor-ary ¥y lou~phe,

vy ol producto oblenido con agp-asn-als.

78,~ Un procedimionto de preparacidn segin una
cualquicra de las reivindicaclones 12 a 68, carpcterizado,
porque se efectua la sintesis en fase homogénea, es decir

en disolucidn on un disolvente en el que los aminodcidos
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¥ los clementos Deptiulcos onpleados son solubles.' '
ge.~ Un p"ocedlalento de ﬂveparucﬂdn se"ﬁn cugl ) 3A§f*f
aulera de las reivindice c1ones 18 a: 68, caractorléado por‘,

que ze afcetua la sintgsls en’ fase eéllda ShSﬁn el méiodo;;_';

».( ~

5 de 8 er y Young, S . L
2.~ Un procedimiento de preparccidn segin'la - . <
re1v1ndﬁcﬂc16n T4, caructerlzado porque se efectua, al. me- .

nos, una de lasg condensaciones, de los &m1n0u01d08 /0 elo=

mentos peptidicos de modo dirgeto por medlo de dlciclohe—“’
- 10 xilourbodiinida. - , o
102, Un prcccdimjsnﬁo do prep"vuondn aeﬂﬁn lm

¢viadioa0¢6n 78, corecta rizado porque. 89 emechua, al""

. “.. . menog, una do lus condonsuoiones de los aminodcmdoa J/O
B Lo elementos peptldicos, pom ‘unos dﬂ lns mé%odcn 1lamm~ -
’;g; 15 .. dos "l ﬂoblvu6¢6n“ da log grupos carbo {llcoa, de mmne- .
- ‘ '-jrn conocilda Yer =o. , : o -
1l2,- Un prOCCOlﬂAenﬁO se*ﬁn una cualqulera,def*ﬁif,"_ g
" lus velvindicaciones 18 & 108, curacterizado porque, pa= fA' n

ST v purifioar ¢l produato obte nldo, se pone en dmeoluoiénij“‘

.20 ‘ ;, souope, se hace pasar por unue ~eolurma . de oromatodrafia

- {f,,,rellona con ctrboximetilee lulo%u, eluyéndose lus 1mphrenf

) %;r . z&g por medio do uns dis olucmdn de wcido acético do alreh;ﬂ ) o
* “qedor de 0,09 i, y clRYuﬂQOMG uespués el octapéptido coniiiuulffjﬁ:%ff

una disolucién de doildo acébico 1u, -
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PE TETINICO DS ABUULLCTIGE D LA CIUCLIA,

Tal y como ge ha dogerdto cn ls Lienoriz que an-
tacede y con log fineg que se han egpecificado,

Igto lemorde consta de treinta y <res hojas
escritos o ndawing por vnn gola cura.
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