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- Este invento se refiere a composiciones de ma-
teris que son Utiles en el tretamiento ‘de 1la esqﬁizofre-
nia., Més perticularmente, el invento se refiere al tra-
tamiento de la esquizofrenia por el empleo de polipépti-
dog, &sberes de polipéptidos écilados en omega-N y/0 que
contienen hidrocarburos. ILos& polipéptidos tienen de 3 g
gproximadamente 8 restos de alfa-aminofcidos y una estruc-
tura caracteristica,

1 1 fl
-NH-EH-C -~ 5= H-CH—C - I.
20“ CHCH\CH (C.H )/CH3
3 3 % YN

' 3
@ () (1)

especiglmente polipéptidos tales que contienen T-V-I aci-
lados en N, y les amidas correspondientes tales como por
ejemplo, las N-acil-trepnilvalileucinamidas.

La esquizofrenia es la més grave de todas las
enfermedades mentales que el siquistra debe tratar. Ia
tasa de incidencia es de sproximadamente 1 en 1000, ¥ la
tasa de prevalencia es sproximadamente 1%. Es responsa-
ble del D &l 0% de todas las sdmisiones en hospiteles
estatales para los servicios de enfermedades mentales y
siquiétricos en los hospitales genersles (RKolB, Modern
Clinical Psychisbry, p.p. 311-312, 1973).

| La mayoria de los pacientes que deserrollen es-
ta enfermedad fienen un comienzo que es lento e insidiosm,

aunque un pequefio porcentaje de pacientes puede tener un
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5 | idea final, por fragmentacidén, por una perturbacidn en

frecuentemente en la adolescencia tardia o en la edad
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comienzo agudo. La enfermedad se ceragcteriza DOT una per—
turbacidn en las respuestas emocionales con expresiones
lentas o inepropiadas; por una perturbacidn en el pensa-
miento caracterizada por incepacidad para alcanzsr una

asociaciones, bloqueo, neologismos, etc; por una elimina-
cidn del medio ambiente y una preocupacidén por pensemien-
Tos internos; por una pérdida de la cepacidad para expe-
rimenter placer; y més frecuentemente por perturbaciones
en la percepcidn como se manifiesta ampliemente en sgluci-
naciones y decepciones.

Desgraciademente, la esquizofrenia comienza més

adulta temprana y, a pesar del empleo de mediceamentos an-
ti-slgquicos, persiste incapacitando al individuo més o me-
nos durante la vida del individuo.

Actualmente hay pruebas considerables de que es
ta enfermedad es un estado genéticamente determinedo aun-
que, indudablemente, los factores embientales, particul ar
mente las experiencias de la vida tempranas, muy proba- ‘
blemente son tembién importantes. Parece ser sin duda
que existe une perturbacidn metabdlica bhsica que se des-
cribiréa con detalle en la presente memoria.

Desgraciadamente; no puede probarse absolufa-
mente que haye un modelo amimal para los estudios esqui-
zofrénico s pueé‘to que no se puede Conversar con el animzl
pera establecer que es un esquizofrénico. Los monos Ma-
caco privados materngl ¥y sensorialmente en el Visconsgin
Primate Laboratory tienen un comporteamiento elterado (sien)

do miedosos, agresivos hacia ellos mismos e incapaces de
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"lation-reised Monkeys vwith Behavioral Impairment, Dises-
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funcionar sexualmente), con lo que, estén préximos en com-
portemiento & los pacientes con esquizofrenia (Harlow,
"The Development of Pabtterns of Afecction" Thomas ¥illiam

Selmon Lectures, New York Academy of Medicine, New York

i Diciembre, 1960). Hen sido estudiados los momos privados

més fuertemente y muestran una perturbacidn en una slfa-
-2-globulina, descrita en la presente memoris, de su s~
gre similar a la perturbacidén que czracteriza a los pa-

cientes (Beckett, Frohmen et al., "Schizophrenic-like He-
chaniems in Honkeys", The Americen Journzl of Psychi atry,

Ademés, estos monos también demo straron pertur-
baciones electro-encefglogréfices, particularmente del
septum del cerebro, similer a las que se hen descrito pred
vigmente como ceracteristicas' de pacientes con esquizo-
frenia, (Hezth, "Electroencephalogrephic Studies in Inso-

ses of the Nervous System, 33:157-163, 1972).

Por lo teanto el empleo de animszles ha sido prind
cipelmente perg demo strar la presencia de sust ancies me-
tabdlicas anormeles en le ssngre de pacientes con esqui-~
zofrenia. Cuando una proteina sanguinea smormal se da a

ratas en un premio de alimento , en una situacidn de tre-

par cuerdas, las ratas se comportan de un modo congidera~i

blemente mhs lento en mu reglizacidén (Bergen et gl, "Pur-
ther Experiments with Plasma Proteins from Schizophre- _
nicg". In: Serological Fractions in 'Schizophrenia, edi-
tado por R.E. Heath, p., 67, Panl B. Hoeber, Inc., Medi-
cal Book Department of Harper & Row, New York, 1963).

Existen elgunas pruebas de que extractos del

]
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sistena 1fmbico del cerebro de pacientes que han miuerto,
cuando se inyectaron en volunbterios normdles, producen
una reaccidn esquizofrénica simulada (Garey, "Focel Elec-
troencephalographic Changes Induced by Anti-geptal Anti-
bodies", Biological Pgychigtry, 8:75-88, 1974). TLos es~
tudios més consistentes implican la inyeccidn de la glfa-
~2=globulina zislada de la sangre de paclentes esguizo-
frénicos en cantidades de microlitros, en ventriculos de
rgtas 2 las que se hen implentado electrodos en el haz
del cerebro anterior medieno. Las ratas asl implantadas
digtrutarén presionasnde una barra tan frecuentemente como
puedan a2 costa de toda otra sctividad., Cuando s=e inyec-
tan centidades microscdpicas de la glfa-2-globulina ais-
lada en los ventriculos, hgy una reduccidn en la presidn
de la barra que no ocurre cuando se inyecta la sustancia
comparable de un individuo testigo. Algunas de las ra-
tas inyectadag con la protelna sanguinea gislada esquizo-
frénice puede rondar la barra en equilibrio como si pre-
glonara la barra, quedsndo strapada e incapaz de conti-
nuer, simulando un esbtado motor perturbado esquizofréni-
co. Lg interpretacidén de la reduccidn en la presidn de
la barra es que el animal hag perdido e cgpacidad para
experimentar placer como caracteriza a los pacientes es-
quizofrénicos (Caldwell et =21, "The Effects of the S-pro-
tein on Intracranisl Self-Stimulation in the Rat®, Biolo-
gical Pgychigbry, 8:235-244, 1974).

Bl autor del presente invento ha estado iIntime-
mente ocupado durente muchos efios en esfuerzos de inves-
tigacidn considerables dedicados a determinar la caisa

de la esquizofrenia en términos de bioquimica, y para de-

r3a
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terminar modos sicofarmacoldgicos pers su tratariento. En
este trabajo se ha encontrado que una protelna de peso mo-
lecular elevado, estimada que tiene un'pveso mo lecular de
eproximadsmente 263.000 ¥y que es sproximademente 8% de
lipidos, es mbs activa en los esqu:izofrénicos que en los
individuo s normeles, y cuanto més répidemente empeora un
esquizofrénico, mis activa es le proteina. ZEsta proteina

ha gido clasificada como una zlfas-2-globulina, y se ha de-

nominado la S-proteina; Frohman, C.E.; Lathem, L.K.; Bec- |

kett, P. G. S.; y Gottlieb, J. S.; "Biochemical Studies
of a Serum Factor In Schizophrenia", Moleculzr Basis of
Some Asvects of Xental Activity, Vol. 2, Wglaas, 0., Ed.,
pp. 241-255, Academic Press, New York (1967); ¥y Fi‘ohman,
C. E., "Studies on the Plasma Factors in Schizophrenia®,
Mind as e Tissue, Rupp, C., Ed., pp. 181-195, Hoeber Ked.
Div., Harper & Row, New York., La S-proteina cuando se
edministra a, por ejemplo rebas, bloguea el dlstrute de.
estimulos de placer en las ratas, pero no dltera eperen-
'bem'enfse su respuegba a8 la evitacidn. .
Los esfuerzos para reducir la actividad de la
S-prot e:tng en esquizof;‘énicos hen incluido obtener ex-

tractos de Cerebros, por ejemplo cerebro de gamado vacu-
no, gléndulas pinesles de bueyes, etc, en la buisqueda de

materiales que comtrolen el nivel o actividad de la S~pro -

telna., Trohman, et al, en "Control of the Plasma Factor

in Schizophrenie, fecent Advences in Biological Psychig-
Iry, Volume 7, pp. 45 to 51, 1964, describisn que una pro-
telna aislada de los tejidos snimales contrarrestaba la
actividad de laz S-proteina.

Esta proteina ha sido deno~
minada la anti-S-proteina y se encuentra tento en los
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le enti-S-proteina es inactivada répidamente por la pro-
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tejidos humenos como de snimeles. En los esquizofrénicos
la S-proteina se encuentra en una contormacidn alfe-heli-
coidal, mientras que en las personas normales predomina
la S-proteina como una cadena al ezar o una conformacidn
betg-helicoidal., Ia produccidén de centidades terapbubi-
cas de la enti-S-proteina implica grandes dificultades y -
gastos elevados, ¥y su extraccidn pa:éa emplep médico ge-
neral es impracticable. Por lo tanto, la produccidn de
unos cuantos wiligramos de la anti-S-protelna del ganado
Vecuno requeriria el sacrificio de, gproximadsmente,
100.000 reses. Por tanto, el sumini stro natursl de la en-
ti-S-proteina es cleramente insuficiente para traber més
de unos cuantos individuos y entrafiaria un gagto intole-
rable,  Otras publicaciones que se refieren a estos estu-
dios anteriores incluyen las siguientes y las citadas en
ellas: Frommen, C.E.j Arthur, R. E.; Yoon, H. S. y Gott-
lieb, J. S.; "Distribution and Mechanism of Action of the
Anti-S-Protein in Human Brain', Biological Pgychi gtry,
Vol. 7, No. 1, pp. 53 to 61, 1973; y Harmison, C. R. y
Frohman, C. E., "Conformationel Verigtion in = Human Plas-

wa Lipoprotein", Biochemistry, Vol. 11, No. 26, pp., 4485-
-4493, 1972,
También se ha observado ‘en estudios en los que

ha estado implicado el amtor del presente invento que la
anti~-S~protelna extraida en un entigemo. Aunque lg es-
guizofrenia puede ser suprimide drésticemente por admi-
nigtrecidn inicial de la an‘ti-s—pro‘ﬁéina a un paciente,

duccién de anticuerpos, y la anti-S-proteina administra-

de subsignientemente puede ‘ser tan répidamente inactivads

..
L 4
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que no proporcione ningun efecto discernible en el trsbta-
miento de la esquizofrenia. El mtor del presente inven-
to ha estado implicado en intentos para romper la anti-S-
-proteina en fragmentos que puedan tener una actividad
aceptable gl tratar la eéquizofrenia gin presentar la ac-
tividad antigena indeseszble. .

De acuerdo con el presente invento, la diges-
tién de la anti-S-proteina con por ejemplo, pepsina y
tripsina, para proporcioner pequefios péptidos de un pes
molecular menor de sproximadamente 1000, proporciona una
fraccidn que contiene tripéptidos que se ha encontrado
que son activos en reducir la activided indeseada de la |
S-protelna. El tripéptido presenta actividad para origi-~
ner la conversidn de la S-proteina 2lfa-helicoidal a =
conformacidh de cadena al azar, ZEgbte tripéptido se ha
caracterizado 'como treonil-velil-leucina. Se ha empfen—
dido un trabajo peara sintetizar este tripéptido, y se ha
obtenido una forma sustancialmente purs, es deeir, cris-
talina, del tripéptido. ZEste tripéptido presenta activi-
dad frente & la S—pro‘ceiﬁa de los esquizofrénicos, es de-

- ¢ir, la conformecidn =lfa-helicoidal de la S-proteina se

convierte en la forma gl azar. Cuando se administra en
enpgayo s para contrarresgtar el efe'c’co de la S-proteina a
ratas el perlodo de eficacia del tripéptido es sin embear-
go, de corta duracidn, por lo que se requeririen dosis
periddi:cas frecuentes del tripéptido en cuzlquier trata-
miento efiéaz de la esquizofrenia.

Por el presente invento, se ha encontrado tem-
bién que los péptidos T-V-L- y sus ‘derivados pueden em-

pleerse para aliviar los sintomas esquizofrénicos en ma-
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niferos afligidos con dichos sintomas. ZEstos materisles
polipeptidicos contienen los residuos de zl menos tres
elfa~aminoé4cidos y tienen la estructura T-V-L definida
anteriormente en la presente memoria. ZEl polipéptido pue-
de ser un aminoécido, es decir, que tiene un resto amino-
bcido terminal en forma &cida ¥y el otro resto aminoscido
termingl en forma alfa-amino (-NH2)'. . Sin embargo, se pre-
fiere que los meteriales polipeptidicos empleados pars
aliviar los sintomas de la esquizofrenia contengan al me-
nos uno de sus restos aminoécidos finales en forma de de-
rivado, especiglmente el grupo glfa~amino~terminal que
esté sustituido por acilo o el grupo 4cido carboxilico
terminal que egté en forma de amida o de éster. Preferi-
blemente ambos de estos restos terminales estén sustitui-
dos de tal forma,' y se prefieren particulaimen'be las ami-
das aciledas. Estos materisles polipeptidicos pueden es-
tar también sustituidos adicionalmente, y los derivados
no tdéxicos farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sa-
les de &cidos o bases, de los polipéptidos o sus formas
derivadas pueden emplesrse para sglivier los sintomas de
esquizofrenia de acuerdo con este inventbo.

Los materiales polipeptidicos que contiens
T-V-L del presente-invento son sperentemente eficaces en
el tratemiento de sintomes esquizofrénicos heci endoA que
la configuracidn elfa-helicoidel de la S-proteina presen~
te en el sistema intermo, por ejemplo, el cerebro, del
esquizofrénico,. asuma su forma estructurads el azar., los
polipéptidos o polipéptidos acilados, sus &steres o emi-

das tienen la esbructura:
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R4R®-C3, (A),-NE-0ELC _NE-CH-C-HE-CH—o~ (B ) R° II.
CHOH CH
CH
. 03
CH3 CH3 H3 (czh3.}\CH
3

en 1z que R® esun grupo hidrocarbonedo alifé&tico sstures
do, por ejemplo &lcohileno, de 1 a sproximademente 20 &bo~
mos de cerbono, preferiblemente alcohileno inferior, es

deeir de 1 a sproximademente 4 &bomos de carbonos Rb es

0[R®) en =1 que R® es hidrégeno o un grupo hidrocarbona-
o &lifé&bico seburedo, por ejemplo, &lcohilo, de 1 a apro-
ximedsmente 20 &omos de carbono, preferiblemente &lcohilo
inferior, es decir de 1 a2 gproximadamente 4 &omos de car-
bono, o arilo o eralcohilo de 1 a aproximadzmente 4 ani-

llos, preferiblemente de 6 a aproximadaﬁen'be 24 &tomos de
a en donde R® y R~d pueden ser igua~
les o diferentes y pueden ser hidrdgeno o &lcohilo inie-

rior, por ejemplo 1 & eproximadsmente 6 &bomos de cerbono

[ o R® Yy Rd pueden ser glcohileno inferior y formar jumtos

-una esgbructura ciclica que incluye el &bomo de nitrégeno
gl que estfn unidos; A ¥y B son cada uno un radical mono-
iminoacilo, preferibdlemente un redical A -monoinine acilo,
que contiene de 2 a sproximadsmente 10 &tomos de carbono,
¥y B es hidrolizable a partir del componente (L) de la es-
tructure T-V-L egencial de tal modo que la funcién cerbo-
xilo del componente (L) se hace disponible en el huésped;
pes0 6 1l; t es de 0 a aproximademente 5; X es de 0 a
aproximadanente 5 y t més x es de 0 a aproximadamente 5,

cos ¢
¢
€
L
[
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Cuando t es 2 o mayor, cada A puede ser igusl o diferen-
te, asf (4), puede ser, por ejemplo, fenilalenilprolilo.
De modo similar, cueando X eg 2 o mayor, cada B puede ser
iguel o diferente. En un grupo preferido de compuesto s,
-Rb es —NRcRd 0 al menos uno de p, ¥ 0 x es distinto de
0. X1 componente (T) mostredo en las fdrmulas estructura-
les anteriores y siguientes puede estar bien en forma
diastereoisfmera, por ejeamplo, como treonilo o alotréoni—
lo en donde eghé invertida la esteroequimica en el carbo-
no (5 Preferiblemente, el componente (T) es treonilo.
EL componente (L) en las férmulas estructurales am:eriorej
0
i
-I\I-?H-C—
i
CH(CH,),

Yy eiguientes puede ser

(denominado cominmente leucilo), que se prefiere, o en
otra formz tal como Ol
|

-N-C|§H-0~
CH-CH3
CH2-0H3
como en ispleucilo. _
Los compuestos de este invento incluyen compues

tos en los que cuglquier sustituyente, es hidrolizable,
por ejemplo el radical momoiminoacilo designado en la pre-
sente memoria por B., en el grupo carboxilico del resto (L)
en la secuencia T-V-L esencigl. Ventajosamente, con el

fin de proporcionar la actividad deseada el sustituyente




10

15

25

‘guraciones disefiadas como I 0 D. Ios radicales monoimi-

tén aquellos en los que (L) de la secuencia T-ViI esgencizl

amidas correspondientes, pueden obtenerse con pureza re-
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es hidrolizable en las presentes condiciones en el medio
deseado en un anfitridn. TLos sustituyentes hidrolizables
adecuados son équellos que se hidrlizan en presencie de
gldbules rojos a una temperatura de incubacidn de aproxi~
nadamente la temperatura del cuerpo de un anfitridn, por
ejenplo gproximadamente 35 a 402C. Un procedimiento con-
veniente para determinar si un sastituyente es 0o no hidro-
lizable implica la incubacidn del compuesto que contiene
la estructura T-V-L esencial y un sustituyente en el res-|
to (L) en un medio vividor a aproximadamente 37°C. °

Los restos peptidicos en los compuestos de es-
te invento incluyen restos peptidicos que poseen activi-

dad <5p'bi_ca. Verios restos peptidicos pueden tener confi-

noacilos que comprende A de férmula II y la parte T-V-IL
esencial de los compue sbos pueden estar en la forma T o
D o en unz de sus mezcles tal como mezclas racémicas. Ded
bido & la frecuente dificultad en la hidrdlisis de los
péptidos de forma D que son sustituyentes én las funcio-
nes carbozilo de los péptidos pera proteger la funcidn
carboxilica, ventajosmente los radicales monoiminoacilos
que comprenden B de férmula II pueden no tener gctividad
dptica o, cuando som dpticemente activo s, puéden egbar en
la configuracidn L. BEntre los compwe stos preferidos es-

es de la configuracién D.
El tripéptido, treomil-valil-leucing, o sus de-

rivados descritos en la presente memoria, por ejemplo las

lativamente elevada, y pueden ser cristaline s, por ejem-
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plo, 2al mencs aproximadanente 90 a 9% puros, preferible-
mente de modo szstancia’l 100% puros. =-_

Varios compuestos de férmula II pueden ser com-
puestos intermedios pera meteriales de la férmula que son
activos en el trabtemiento de la esquizofrenia, Por eljem~
plo, cuando p es 0 y‘BiD es hidrégeno, el compuesto puede
ser un compuesto intermedio para el materisl correspon-
ciente en el que p es 1 J/0 P ‘eg diferente de hidrégeno.
Los compuestos que més se deseean pera el tratamiento de
la esquizofrenia son polipéptidos en los que p es 0 6 1,
¥ los polipéptidos que contienen al menos tres restos de
péptidos o eminoéecidos ¥yt es O o.mayor, tento si estén
en formz de amino&cidos o de un derivedo. Los mabtericzles
polipeptidicos en los que &l menos uno de p, ¥ 0 X es dis
tinto de cero pusden presenter un perfodo mayor de ecti-
vidad que el proporcionado por el tripéptido T-V-L en for-
mz de zminoé&cido. | |

Los polipéptidos acilado e preferidos para empleo
como agentes activos o compuestos intermedios en la pre-
gente memoria tienen la estructura:

0 0 0 0 0 (|3|

I Il l ‘
HER a-c-)P(-NH-CH-c-)tNH-CH-g—NH-CH—C-Im-.CH-CIWH-GH-C‘}x'Rb

1 CHOH - OH cH R™ TTI.

(LH ‘ CF{ \3H -LHQ

3 3773 \

R

(T) (v) (1)
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i\ ’
en la que el grupo 4NH-CH-C} es un radicsl monoiminoacilo

BT

bono, o un g::'u.pcy--?EI-C)R2 en el que R2 vy R3
3
R

son hidrd geno
o alcohilo inferior, es decir de 1 a gproximadamente 4 4tof
mos de carbono, o arilo o arselcohilo de 1 2 aproximadamen-
te 4 anillos, teniendo preferiblemente de 6 a sproximada-

L]

mente 24 4Ltomos de carbono. Teales grupos pueden estar sush

tituidos como en el caso de por ejemplo tirosilo. Tas le-
tras Ra, Rb, p, t ¥y x tienen el mismo significado que en
la férmula II. |

En los compuestos ilustrados por lz férmula III,

Rl es parte de un resto o residuo de elfe-aminoscido o pep

tfdico como en el caso de, por ejemplo, treonilo o alotreo

nilo en los que RI es un grupo elfa-hidroxietilo, leucilo

en el que-Rl es un grupo 2-metilpropilo, velilo en el que

Rl es un grupo isopropilo, serilo .en el que Rl es un gru- |

po hidroximetilo, isoleucilo en ell.que r" esun grupo 1-
-metilpropilo, &licilo en el que R es hidrdgemo, o alfe-

-glanilo en el que R:L es metilo, arginilo en el gue Rl

es NH(
\C—-NH(CH
2

2)3 -, tirosilo en el que Rl es
N

HO- CH2-, y similares. Cuando el grupo que in-
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cluye Rl tiene un grupo alfa-hidroxi puede convertirse en
un grupo alcoxi o ariloxi inferior, preferibleménte benci-
loxi o t-butiloxi. ZEgto puede hacerge Qureante la sintesis
para proteger la funcidn hidroxilo. Tos restos peptidicos
es decir, radicales monoimincacilos, unidos a la estruc-

Y slnileres. También estos restos pueden ger un resto de
bcido dicerboxilico tal como un residuo del &cido gluté~
mico o aspértico.

El grupo R? en los compuestos descritos en la

presente memoria pueden tener hasgha gproximadamente 2 &bo-
mos de carbono, aunque es deseable que sea dlcohileno de
hasta sproximadamente 4 &tomos de cerbono. Por tento, el
grupo N-acilo H{RZ-C}, puede ser por ejemplo acetilo, pro-
panoilo, butinoilo, pentanoild, hexenoilo, heptanoilo, cc-
tanoilo, nonanoilo, decamoilo, undecanoilo, dodecamoilo,
tridecanoilo, tetradecencilo, pentadecanoilo, pelmitoilo,
heptadecanoilo, estearilo y simileres. El grupc ésgber,
Rb, puede ser metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo,
hexilo, heptilo, octilo, monilo, decilo, undecilo, dodeci-|-
lo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, heptadecilo, oc-~
tadecilo, fenilo, bencilo, butoxicarbonilo terciario, bu-
tilo terciario, dihidro-epi-hidroxi-androsteronilo, y &i=-
milares., Preferiblemente, el grupo N-acilo y'el grupo és—
ter son normeles y por tanbo tienen cadenss de carboﬁo a
carbono lineales. Los compuestos de las f6rmulas o sus -

compuestos intermedios precurs=ores pueden ftener grupos sus

tituyentes que no interfieren con la actividad quimica o
farmacoldgica deseada de los maberigles.

Lo s compue stos intermedios para preparar los
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‘2luminio, siendo preferiblemente el complejo un complejo
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compuestos activos de este invento incluyen compuestos de
la ©rmulea

ﬁ 0 0
| .
D-( A)t—NH-CH—C-NH—fH-—C-—NH—C_H—C—(ZB)X-E Iv.
(I3HOR4 . CH
‘ /%3
CHy  CH, CH, (021{3-)\CH
3

en. laque t, x, Ay B son como se han definido entes; D
es H o un grupo protector de O(-amino; E es -0H; un grupo
protector carboxilico terminal; un complejo de metal, por
ejemplo zinc, cobre, niquel, cobalto, hierro, magnesio‘ o

de un hidrdxido de metal; o una sel de adicidn de 4cido o
base; R es H, hidrocarburo slifético, preferiblemente
saturado, por ejemplo, alcohilo de 1 & eproximad=mente 20
&bomos de carbono tal como elcohilo inferior de gproXime=-
demente 1 a 4 &bomos de cearbomo, o gralifético o arilo de
1 a sproximedemente 4 emillos, preferiblemente de 6 a
sproximadamente 24 4tomos de carbono; acilo que incluye
sleanoilo o aralcsmoilo de 1 2 sproximadamente 0 4tomos
de carbono, preferiblemente acilo acieclico inferior de 1
a aproximadamente 4 &bomos de carbéno; tetrahi dropirani-
lo; un mebtal monovalente tal como un metgl alcalino, por
ejemplo so0dio; ¥y similares, Un metal tal como zine, co-
bre, niquel, cobalfo, hierro, magnesio o gluminio pueden
formar un complejo con funciones del polipéptido tal comp
una funcidn carbonilica.

Los grupos protectores de A-zmino pueden sger

P T S
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i toilo, benzoilo, ete; trifluoroascetilo; cloroacetilo;
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(1) del tipo =cilo o tioacilo, ioreferiblemente de 2-a apro+
ximedemente 21 &btomos de carbono, por ejemplo, aclilo aliféq
tico inferior de 2 a gproximadamente 7 cerbomos, por ejem-
plo, acetilo, etc; acilo aralifatico inferior de 8 z gpro-
ximadamente 1% &tomos de carbono, tal como ftalilo, naf-

¥ ~clorobutirilo; toluensulfonilo; benceno sulfonilo; nitro;
fenils.lii'enilo; tritilsultenilo; o-nitrofenoxiacetilo; ¥y
similares; (2) grupos protectores del tipo uretano aromé-
tiCo.ilus'brado.s por benciloxicarbonilo y benciloxicarbonil#»
mgbituido tal como p-clorobenciloxi-carbonilo, p-nitro-
benciloxic arboﬁilo , p-bromobenciloxicarbonilo, p-metoxi-
benciloxicerbonilo; (3) grupos protectores de uretano eli-
fé&bico ilustrados por terc-butiloxicarbonilo, diisopropil-
meboxicarbonilo, isopropiloxicerbonilo, etoxicarbonilo,
gliloxicarbonilo; (4) grupos protectores del tipo cicloal-
cohil-ureteno ilustrados por ciclopentiloxicerbonilo, ci-
clohexiloxicarbonilo; (5) grupos protectores del tipo tio
-uretano tal como feniltiocarbonilo; (6). grupo s protecto-
reg del tipo glcohilo y arelcohilo como se ilustra por
trifenilmetilo (tritilo) y bencilo; (7) grupos trialcohil-
silano teles como trimetilsilanc. ,

Los grupos protectores carboxilicos termingles
pueden ser (1) -0G en el que G es, por ejemplo, un resto
elifético que tiene preferiblemen‘bé 1l a gproximademente
X &btomos de carbono, o un regho erglifébtico de 1 a gpro-
Ximadsmente 4 snillos, teniendo preferiblemente 6 a apro-
Ximademente 24 &tomos de carbono, ¥ proporcionand un és-
ter terminado c::"n un radical que contiene carbono; o aci~
lo, por ejemplo acilo acfclico inferior que tiene preferi-

.....
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blemente 1 a sproximadsmente 6 carbonos; (2) una funcidn
que proporciona emids, por ejemplo, 'N.Hz’ eminoglifhtico
"o minoaralifético (por ejemplo, eraliffbico monociclico)
de 1 a sproximademente 10 4tomos de carbomw, por ejemplo,
: la zming puede ser primeria, secunderia o terciaria, por
; ejemplo, 2R°RY en la que R® ¥ % son como se han defini-
~do eamtes; o (3) un agente de sujecidn tal como el soporte
de resina -NH - C|3H - C6H4 - 3 €l soporte de resines

C6H5 -

ca, resina de Herrifield y similares. Preferiblemente,
los grupos glifébicos o sralifébicos anteriores son hidro-
cerbilo.

Los materieles polipeptidicos de este invento,
por ejemplo, compuestos de fdrmula II pueden emplearse
pera aliviar los sintomaé de ésquichreniga en seres huma-
nos y otros mamiferos, y se cree que esto se consigue re-
duciendo la actividad de la S-proteinaz, es decir, origi-
nando une reduccidn en el grado de conformacidn slfa-heli-
coidel de la S-proteina en los snimeles de sangre calien-
te. Estos compuestos activos pueden ser eficaces en con-
trerrestar los sfutomas de esquizofrenia'y sis formas me-
’nifies‘tas teles como esgbtados de tensidn con ensiedad, si--
cogls depresiva manfaca, etc, cuando se administra farma-
coldgicamente de modo interm a un animal vivo. La admi-
nistracidén de un compuesto activo de e'éte invento, por
ejemplo, mezclado con un excipiente farmacéutico puede~'
ser interna, por ejemplo, puede ser dentro del tracto Ai~

gestivo ¥y se prefiere la administracidn parentergl. El

~0-CE,~C H,~ resina clorometilads, resina hidroximetIli- [
s

RS—
JGeE
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 tes humectentes, agentes emulsificadores, tampones o se-

les ¥V eimilares. Los compuestos activos empleados en el
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compuesto activo puede estar en forma sflida o liquida ¥
puede egbar combinado con un excipiente farmacébutican ente
aceptable como un s61ido, una solucidn, suspensién o emul-
sidn u otra forms. La administracién parentersl puede ser
por ejemplo por rutas subcubténea, intraperitoneal, intra-
veno se, iutre-arterial, intramusculer o similares. Pera
la adminietracidn orel, un compuesto activo y un excipien-]
te fermacéuticemente aceptzble puede tomar, por ejemplo

lz forma de una pildore, pestilla, tableta, chpsila o una
suspensidn liquida. Ejemplos de excipientes son sdlidos
tales como lactosa, estearato ‘de magnesio, estearabo de

calcio, almiddn, tierra de pipa fosfato dichleico, sace~

rosa, talco, &cido estelrico, gelztina, sgar, peptina o

acacie, y liquidos tales como aceite de sésamo, aceite de
oliva, agua y similares., Teambién puede emplearse un re-

vestimiento emtérico, tal como scetato-ttalato de celulo-
sa. Leas composiciones de este invento pueden incluir tam-

bién sgentes conservadores, agentes estabilizsdores, agen-

método del invento, o couposiciones que los contienen,
pueden sdminiebrarse junto con o incluyendo otros mabe-
rigles fisloldgicamente activos y/o medicemento's, por
ejemplo agentes de tampdn, antibeidos, sedantes, tranqui~:
lizentes, enclgésicos, hormonas o simileares.

Pueden emplearse verigs dosificaciones de com-
puestos activos dependiendo del compuesto activo particu-
ler emplezdo, la gravedad del esbado que ha de tratearse,
el modo de administracidn, el grado de efecto deseado en
el huésped, por ejemplo, mamiferos y similares. 4asl, la
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centidad de compuesto activo administredo puede veriar,
pero es suficiente pera gliviar los sintomas esquizofré-
nicos en los mamiferos en un grado significetivo. Las do-
sificaciones pueden varier generglmente desde zl memos
gproximedamente 0,01 mg/ki/dfa (miligramos por kilogramo
de peso corporel de memifero por dla), es decir, hagta
eproximadamente 2 o més mg/kg/dle, mhs preferiblemente
eproximadamente 0,1 a 1 mg/kg/dfs. El trateamiento puede
Consisgtir en una dosls dleria vnica, o las dosis anteriorels
pueden darse fraccionadsmente z intervalos periddicos,
por ejemplo, pueden administrarse por dfa anroximadamente
2 a 4 dosis de sproximedamente 0,05 2 0,2 mg'kg. EL com- |
puesto activo puede estar incluido en formilaciones de deg-
prendimiento retardado con lo que les cantidades mterio-
res egbén disponibles en el cuerpo en un perfodo de tiem-
po amplio. El periodo de actividad puede prolongerse in-
corporando los polipéptidos en compue stos orgénicos, en
su mayor perte polimercs, tales como gelatina, fosfato

de polifluoresbaﬁo o 4cido nollglutémn.co.

Los compuestos del invento que incluyen aouellas
sustencias actives en el trstamiento de los sintomas ese
quizofreénicos o sus compuestos intermedios precursores,
pueden preperarse sintéticamén‘.ce a pertir de eminoécldos
individuales o de polipéptidos peara proporcioner las se-
ries de péptidos T-V-L deseados. En un modo de sintesis,
los éomponen'tes aminoécidos sée hacen reaccionsr en el or-.
den deseado paera obtener la esﬁmctura peptidica, por ejen
plo, la funcidn amina de un primer aminoécido puede con-
denserse con la funcidn de 4cido cerboxilico de un seguan~

do eminoscido proporcionsndo una egtructura dipeptidica
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.cerborilica de un primer reactivo eamino4cido con une fun-

. de &cido, por ejemplo, emhidrido de 4cido mixto con for-

~ 8uir a temperaturas ambientes en un disolveute liquido
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que puede reaccionar ademls para obtener lz esgtructurs de-
seada que tiene de 3 a sproximademente 8 unidades o res—
tos amino4eidos. Para obtener la combinacidn deseada de
resgtos aminobcidos, generalmente es oportuno bloguear los
lugares en los eminoécidos que puedan conducir, a una
reagccidn secunderie indeseable, por ejemplo, 'la funcidn

cidn amina de una primera o segunda molécula de aming sci-
do. £l blogqueo puede efectugrse por medios convenciona-
les. Grupos de bloqueo particularmente ventajosos para
la funcidn emino de los eminoé&cidos won los grupos pro-
tectores de O(-emino, por ejempio, grupos ftalilo, car-
bobenciloxi y t-butiloxicarbonilos en los que puede unir-
se Técilmente el grupo amino sin originar recemizacidn
del aminobecido, debe ser relativamente inerte en las con-
diciones de reaccidn, y debe seperarse fhcilmente del gru-
po amino gin afectar sdverssmente gl aminobeido. Xstos
grupo s protectores pueden hacerse reaccionar en forma del
hgluro de &cido, por ejemplo cloruro, éster o anhidrido

wiegto de elcohilo, por ejemplo un formisbo de alcohilo

interior del gruno de bloqueo. La reaccidn puede pro se-

orgénico e inerte tal como benceno. Sin embargo, pueden
emplesrse si se desean temperaturas més gltas o més bajas
por ejemplo aproximademente 02 a 02C. La funcidn carbo-
xIlica del =aminohcido puede bloquesrse por reaccidn con
el grupo emino del eminoécido precedente en la serie pep-
tidica o por otro grupo de bloqueo susceptible cuando el
&cido es el écido imieial en le serie.

-.
°
-
°
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Con el fin de faciliter le recuperacién del pro-
ducto de lz sintesie de aminofeido después de cade etepa
de la reaceidn, puede ser bastante ventajoso proporcioner
el regbto aminoéecido inicial o terminal como un éster re-
sluico o una enida reslnice. Resines particulermente uti-
les son por ejemplo resina de benzihidrilemina, resina
clorometileda, resina de Merrifield, y resina de hidroxi-

metilo. La preperacidn de una resina de benzihidrilamina

est4 deserita por Rivellile, et &l, Helv. 54, 2772 (1971),|

¥ la preperscidn de una resinas de hidroximetilo egtd des-
crita por Bodenszky et el Chem. Ind. (London) 38, 1597-98
(1968). _

Los grupos de bloqueo deben ser esbtables en el
reactivo y en las condiclones de regccidn para preparar
el péptido. Los srupos de bloqueo pera el grupo e 4cido
carboxilico termingl deben ser estables en las condicio-
nes empleadas pera separsr el grupo protector de elfe-smi-
no' en cada etepa de la sintesis., EL grupo de blogueo de-
be re‘;ener sus propiedades protectoras, es decir, no as-
cindirse en las condiciones de sintesis, y cuzndo se se~
para gl termingr la sintesls las condiciones de reaccidn
empléadas no deben 2lterar la cadena peptidica de un modo
indeseado. Ios grupos de bloqueo pueden separsarse por
verios métodos convencionales, dependiendo de la nature-
leza del g,rupo' que ha de separarse, por ejemplo, en pre-
sencia de &cido trifluoroacético, o por hidrogenolisis,
por ejemplo con hidrdgeno y un catalizador tal como ple-
tino, paladio o simileres, o con bromuro de hidrdgeno en

dcido =cético glacial o éAcido trifluoroacébico o con 4ci- |

do fluorhidrico anhidro. El medio de hidrogenolisis es

R JESLIY

e
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! slnicas, el sporte de resina y el amino4cido pueden mez-
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preferiblemente y de modo esencial anhidro.
La reaccidn entre una unided peptidica existen-
te y un amino4cido subsigniente pueds reslizarse por reac-

cidn en fase sflide. Al preparar los é&steres o amidas re-

clerse Intimeamente en un disolvente orgfnico inerte, por
ejemplo, tetrezhidrofurano, dioxano, dimetilformeami da, ben-
ceno, ebtemol y simileres. ILa reaccidn prosigue a tempera-
tura embiente, sunque pueden emplesrse si se desesn tempe-
raturas més eltas y més bajes, por ejemplo aproximadsamen-
te 02 2 809C. Generalmente se deja que la reaccidn 1le-
gue esencizlmente a completarse para hacer méximo el ren-
dimiento de Droducto neptidico que tiene el orden desgeado.
El empleo de e}.cesos sustenciales de reactivos amino &ei-
dos, por ejemplo gl menos sproximademente 1,5 a aproxima—.
damente D0 o més veces la cantidad requerida p'ara la re-
gccidn en una base estequiométrica, y tiempos de reasccidn
sustencigles, por ejemplo &l menos gproximademente 1 hora,
preferiblemente 2l menos aproximademente 5 horas a %00 o
més horas, permiten completar la reaccidn. El1 gr‘ado en
que se ha completado la reaccidn puede determinarse por
la reaccidn de color de Kalser. Una reaccidn positiva

a la reaccidn de color de Kaiser indice Jugeres sin sus-
tituir en el aminoéeido. Una valoracidn de Dormen puede
tembién emplesrse para determinar m ha finalizado la re-
accidun.,

Io s métodos de unidn adecuados para proporcio~
nar la cadena polipeptidica de los compuestos de este in-
v'ento estén descritos en la bibliografla. En genersl,
los fregmentos de amino4cidos y/o peptidicos se unen de
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- 6 NyN'~carbonildiimidazol o une sal de isoxazolio, por
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modo, por ejemplo, que un amino4cido o un péptido oue con-
tenga un' grupo elia-szming protegido ¥y un grupo carboxilo
terminal se hate reaccionar con un aminoécido o péptido
que coutenges un grupo alfa-smino libre y un Zrupo csrboxi-
lo terminel protegido, o un aminoécido o péptido que con-
tenga un grupo alfe-amino activo y un grupo carboxilico
terminal protegido se hace resccionsar con un aminobcido

o un péptido que contenga un 4cido cerboxilico terminal
libre y un grupo alfe-smino orotegido. E1L gmpoAcaboxi-
lico puede ectivarse por ejemplo por conversidn en uns
gzida de 4cido, anhidrido o imidazolida o en un &ster ac-
tivado tal como éster ciamoetilico, éster tiofenilico,
éster p-nitrotiofenilico o tster de tiocresilo, p-mebang-
sulfonilfenilo, p-nitrofenilo, 2,4-dinitrofenilo, 2,4,5-
é 2,4,6~triclorofenilo, pentaclorofenilo, N-hidroxisacei-
nimide, N-hidroxiftalimidae, 8-hidroxiquinolelnes, é&ster
de N—hidr{:xi;;i;;eridina, 0 por reaccidn con una carbodii-
mida (opcionalmente con adicidn de N-hidroxi-succinimida)

ejemplo, el reactivo de Woodward, €l grupo amino por ejem-
plo por resccidn con un fosfito. Ios mébtodos empleados
frecuentemente incluyen el método de la carbodiimida, el
método de-\"e:}gand-—‘ﬁuensch (cerbodiimida en presencia de
N-hidroxisucecinimida), el método de la azida, el método
de los ésteres activados y el método del enhidrido, tam-~
bién el mélodo de Merrifield y el método de log N-carbo-
xienhidridos o N-tiocarboxienhidridos.

Convenien'temeirte, puede emplearse el método de
la cerbodiimida, el agente de copulacidn de carbodiimida

puede ser por ejemplo I\T-e'bil-_N'-(Y—dimetilaminopropil_
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-carbodiimida) o una dibidrocarbil-cerbodiimide, por ejem-
plo dialcohilo de 1 a aproximadamente 2 A&tomos de carbo-
no, por ejemplo diciclohexil—carbodi'imida. Le carbodii-
mida puede proporcionarse en un displvente inerte, por
ejenplo, cloruro de metileno, para syudar en la manipul a~
cidn. Frecuentemente, lz relacidn molsr de carbodiimide
amoles de reactivo de aminoheido menos zbundmmte es gpro-
Ximadamente 0,9:1 a 10:1. La reaccidén de unidén puede rea-
lizerse en un medio inerte, por ejemplo., didlorometano,

en cantidades que proporcionan disolventes, por ejemplo,
al menos sproximadamente 1 a gproximadamente 100 o mhs mi-
1lilitros por gremo de eminoscido, ILa reaccidn tramscurre

a temperatura embiente, zunque pueden emplearse, si se de-

_sean, Tempergturas més eltas y més bajas, por ejemplo apro

Ximadamente - 202 a %9C,

El desbloqueo de un fragmenbto de sminoicido o
péptido para una reaccidn posterior puede reslizarse de
cuelquier forma conveniente, y dichos métodos son bien co-
nodidOS. Ventzjo samente, los agentes de bloqueo en los
grupo s amino, por ejemplo, grupos de bloqueo de tipo acilo
pueden seperarse en un procedimiento de dos etapas, em-
pleendo un haluro de hidrégeno, por ejemplo cloruro de hi-
drdgeno, en cada ebepa. El producto resultante es la sal
de adicidn de &cido, por ejemplo sal de cloruro de hidird- |
geno, que puede neutralizarse con una base, por ejemplo,
trietilemina, piridina, hidréxido de sodio o potasio, car-
bonato de =0dio o potasio o similares. El haluro de hi-
arégeno puede prepararse burbujemmdo el haluro de hidrd-
geno en un medic liquido, por ejemplo, dioxano o cloruro

de metileno. Un éster resfnico puede convertirse en un
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péptido desbloqueado burbujeando haluro de hidrdgeno ga-
"seo s, por ejemplo, bromuro de hidrédgeno, a través de un
medio que contiene é1 éster resinico del péptido y &cido
trifluoroacético.

Como se ha obszervado antes, és deseable modifi-
car el polipéptido que contiene la unidn T-V-I- peara pro-
porcionar un compuesto que presen*te'una vida eficaz més

largs en el tratemiento de los sintomas esquizofrénicos

puede convertirse en un polipéptido omege-N-aciledo. Pue-
den emplearse procedimientos de acilacidn conocidos aun-

que puede ser més deseado emplear un procedimiento que no
perturbe la actividad dptica de los restos de sminoécidos,
El grupo alfe-smino del polipéptido puede geilarge por '

reaccidn con el heluro de é&cido correspondiente, por ejem-
plo heluro de &cido, enhidrido de &cido, o similares, em-
pleando métodos convencionales. El grupo de &cido carbo-
xIlico o éster terminal puede esterificarse o transeste~

rificerse de acuerdo con procedimientos convencionsles pro

|

porcionendo un péptido que pueda presentar una dosis efi-
caz mayor. La esterificacidn puede efectuslse por reac-
cidn del polipéptido oue tiene una funcidn carboxilice
terminal desbloqueada con el alcohol correspondiente. Las
anidas que tiene la unidn T-V-I ceracteristica de las
compo siciones de este invento pueden prepararse de acuer-
do con procedimientos conocidos. Por ejemplo, el 4cido

o haluro de #&cido correspondiente, por ejemplo el cloruro,
del péptido puede hacerse reaccionsr con amoniaco o una
amina primsria o secunderia. El amoniaco o la amidg se

proporciona a memudo en gl menos una cantidad esbequiomé-

i~

. m aeas mpame e, oA
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trice para una reaccidn completa con la esgtructura pepti-
dica. La regccidn puede realizarse en un disolvente iner-
te tal como tetrshidrofurano y puede ser convenientemente
a una temperaztura de sproximadamente 10 a 509C o superior.
Generglmente cuanto mayor es el peso molecular de los gru-
pos acilo y éster en el polipéptido més pequefio y més pro-
longedo ser4d su efecto en el tratamiento de los sIntomas
esquizofrénicos.

Los derivados funcioneles de los compuestos ¥
compuesgbos intermedios de este invento incluyen las sszles
farmacéuticanente aceptebles, incluyendo las seles de adi-
cién de &cidos y de bases, de los polipéptidos. Las se
les de edicidn de &cidos pueden ob'b'enerse haciendo reac-
cionar el polipéptido con un 4cido orgénico o imorghnico,
tal como &cido clorhidrico, 4&cido bromhidrico, 4cido sul-
furico, 4cido fosférico, &cido acético, 4cido maleico,
eido tertérico, &cido citrico, écido mélico, &cido ascdr-
bico, é&cido benzoico, y similares. Los compuestos que ‘
tienen la unidn T-V.-L pueden también estar en forma de
complejos meb&licos preparados poniendo en contacto los
polipéptidos con una sal, hidrdxido u déxido de metal es-
cagamente spluble, Los metales gque pueden emplesrse in- -
cluyen cobelto, cobre, celcio, hierro, zinc, magnesio,
sodio, potasio y amonio. Otros metales que pueden emplesr
se incluyen niquel y gluminio. Asl por ejemplo, puede
obtenerse un complejo met&lico afiadiendo el polipéptido
¥y una sal metélica, hidrdxido met&lico u dxido meté&lico egl .
cagsamente soluble a un medio acuoso, o sfiadiendo un medio
glcalino a una slucidén acuosa del polipéptido ¥y una sel
net lica esencialmente insoluble para formar un complejo
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de polipéptido-hidrdxido metélico insoluble. Un comple-
jo de polipép’tido—sgl metélica in.soluble puede también
prepararsé in situ aofiadiendo a un medio £lcaline acuo s
el polipéptido y una sal metélica.

El invento se describiri adicionalmente por los

ejemplos siguientes. En estos ejemplos, los restos pep~ -

tidicos que tienen activided dptica estén en la configu-

recidn L a no ser que se indique otra cosa.

EJEMPIO 1

Preperacidn-de p-toluensulfonato del éster bencilico de
leucing,

En un matraz de 200 ml de tres bocas equipado
con una trampa de Desn y Stark, un condensador de reflujo
(con tubo de secado unido) ¥y un agitador mecénico, se lle-
van a reflujo 15 gramos (0,0789 moles) de &cido p-toluen-—
mulfdnico monohidratado hasta que se desprende un equive-~
lente de agua. En esgte momento se =fiaden 10 gremos
(0,07634 moles) de leucina y 17,0 gramos (0,15 moles) de
alcohol bencflico. L=z mezcla se lleva a reflujd durante
4 horas y se deja enfriar hasta la femperatura smbiente,
Los disolventes se seperan g Vacio y se produce'un resi- -
duo s8lido y blanco. El s51ido blanco se lava con &ber
anhidro y se recristaliza en etamol/éter proporcionando
en tres consechas 28,2 gremos de p-toluensulfonato del
éster bencilico de leucina (rendiniento del 94%) que tie-

¥ mmemy e g
“ .
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EJEMPIO 2

Preparacidn de N-ol-t-butiloxicarbonilvelil-leucinato de

bencilo.

Se traten sproximadsmente 13, 2 gramos (0,0336
moles) de leucinsbo-p-toluensulfonato de bencilo con bi-
carboneabo ae sodio proporcionendo leucingto de bencilo,
que se recupera por extraccidn con cloruro de metileno.’
En un metrez de tres bocas de D0 ml equipado con una en-
trada de nmitrégeno gaseos y adepbtadores de selida y un
agit ador magnético, se disuelven 6,25 gramos (0,34 moles)
de diciclohexilecerbodiimida en 3 ml de CH2012 anhidro re-
Cientemente destilado y el leucinato de bencilo recupera-
do se efilade a esto. La mezcla se mantiene en una atmd sfe-
ra de nitrégeno y se enfria haste eproximadamente -30°C
emplesndo hielo seco ¥y tetracloruro de carbono. A la mez-
cla se cfiaden gta a Zta 7,45 gramos (0,0336 moles) de
N-o-t-butiloxicarbonilvalina disueltos en 50 ml de
(>H2C12 anhidro. La mezcla resultente se guarda a -10¢C
durente dos dias. Después de separar un precipitado blan-
Co resultante por filtracidn, la capa de cloruro de mebi-
leno’ ge lave sucesivemente con 4cido acéhico acuoso ol
25%, solucidén de vicerbonsto de sodio scuosa, agua ¥ so-

lucidn salinea acuo sa ssfurada. Isa capsa orghnica se seca | ——

luego sobre HgS0, anhidro y el disolvente se separg avVe-
clo. El residuo se recoge en acetato de ebilo se filtre,
¥ se concentra de muevo a vaclo. El s$1lido blanco resul-
Teute se recristaliza en etanol/hexano proporcionendo en
dos cosechas 9,17 gramos de N- ok-t-butiloxicerbonilvalil-

A
.
.
v ared
»
L
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punto de fusidn de %0-919C.
EJEMPIO 3

Preparacién de N-X-t-butiloxicarbonil-O-bencilireonil-ve-
lil-leucingto de bencilo,

cla durente 0 minutos. ILa mezcla se 1leve luego hasta

En un matraz de tres bocas de 100 ml equipado
con una entrada de gas adaptadores de salida y agitador
nagnético, se disuelven 4,08 gramos (0,00972 moles) de
N~ —t-butiloxicarbonilvalil-leucinato de bencilo en 50 ml
de 4cido acético glacieal. Tiza mezcla se enfria a 52 y se

burbujea cloruro Ge hidrdgeno gaseoso a través de la mez-

sequedad 2 vscio. El polvo blanco resultente, clorhidra-
to de bencil-valil-leucina, se lava repetidamente con éter]
anhidro. El polvo se pone en susgpensidn en 0 ml de
GH2<312, seco, se enfria a -3 Qd, y se trata con 1,38 ml
(0,010 moles) de trietilemina y se sgita durante 3 minu-
tos proporcionando una soluci6n.

La solucidn de trietilamina resultante se afiade
luego a 1,94 gramos (0,010 moles) de diciclohexilcarbodii-
mida disueltos en X nl de CH2C12 anhidro recientemente
destilado. ZEsta solucidn se mantiene bajo atmdsfera de
nitrégeno y se efladen gota a gota 3,0 gramos (0,00972 mo~
les) de N= o ~t-butiloxicarbonil-0-benciltreonine disiel-
tos en 0 ml de CH2012 anhidro. La mezcla de reaccidn
ge mentiene & -108C duramte dos dfas. El precipitado blen

co resultente se separa por filtrecidn, y la cepa de clo-

1)
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ruro de metileno se lava sucesivamente con agua, feido acé
¥ico acuoso 2l 24% solucidn acuosa de bicarbonato de sodio
agua ¥y solucidn salina atuo sa saturezde. La cgpa orgénica
se seca sobre hig$4 anhidro y el disolvente se separa a

; vaclo. El residuo se recoge en acetato de etilo, =e f:i.l—
i tra y concentras a vacio proporcionendo 3,56 gramos de un

polvo blanco que es N-o{ —t-butiloxicarbonil-O-benciltreo~
nil-velil-leucinato Ge bencilo (rendimiento 60%, p. de f.

1152 =2 119¢9C).
EJEMPIO 4

Preparacidn de clorhidrsto de O-benciltreonilvelil-leuci-

neto de bencilo.

Se burbujea lentazmente cloruro de hidrdgeno ga-
seosn durente 9 minutos a través de une slucidn fria
(5¢) y agiteda de 4,1 gremos (6,71 milimoles) de N- o{~t-
-butiloxicerbonil-0-bencil-treonil-valil-leucinato de ben-
cilo en %0 ml de 4cido acébico glacial. EL disolvente se
separa a vaclo. Fl residuo se lava con &bter ¥y se recris-
taliza en ebanpl/6ter proporcionsndo 3,14 gramos de clor-
hidrato de O-benciltreonilvalil-leucinato de bencilo (ren-|
dimiento 86%) que tiene un punto de fusidn de 0-2D2,
5eC,

EJEMPIO 5

Preverecidn de treonil-vaelil-lencina
Un grauwo de clorhidrato de O-benciltreonilvalil-
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-lencingbo de bencilo se neutraliza proporcionando O-ben-
ciltreonilvalil-leucingto de bencilo. Se prepara uns mez-
cla de hidrogenolisis que contiene el O-benciltreonilva-
lil-leucingto de bencilo, 0,5 greamos de paladio al 10% so-
bre carbdn vegetal por 0,01 mol del maberial que ha de hi-
drogenarse, y etanol gbsluto, A la mezcla se &ade 1,1
equivalentes molares de &cido acético basado en el édter
de bencilo. La mezcla se hidrogena durente 4 horas, =1
catelizador se separa por filtracidn y los disolventes se
separen a vacfo. EL residuo se lava con &ter anhidro y
se recristaliza en una mezcla de' ebancl/éter provorcionan-
do 544 mg del péptido treonil-valil-leucina libre (rendi-

miento 85%).
BJEMPIO 6

Preparacidén de N- of-acetil-0-benciltreonilvalil-leucinato
de bencilo,

Se prepara O-benciltreonilvalil-leucinsto de
bencilo a pertir de 1 g de clorhidreto de O-benciltreo-
nilvalil-leucingto de bencilo como en el Ejenplo 5 ¥y se
disuelve en 4cido acético, y se afiaden 2 equivealentes de
anhidrido acético basado en el éster de bencilo.
cla se agita durante toda la noche. Los displventes se

evacuan a vacio.

La mez-

El residuo se recristalize en metaml/
éter, proporcionando 86 mg de N- o{-acetil-0O-benciltreo-
nilvalil-leucingto de bencilo (rendimiento 85%).
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EJEMPIO 7

Prepgracidn de N- X —acetiltreonilvalil~leucinemida.
Se disuelve 1 g de 1\1'—0(-ace’cil—o-'benciltreonil—

jea asonfaco a trevés de la solucidén durante 8 horas.
Después de agitar = 1a.temperatura anrbiente durante 48 ho
ras, los disolventes se separan a vaclo. El residuo se
lava con ‘éter proporcionando 795 mg (99%) de H-o|-acetil-
-O-benciltreonilvalil-leucinemida. Un gramo de la N-oA -
-acetil-o-benciltreonilvalil-leqcinémida. se somebte a hi-
drogenolisis en etanol absoluto proporcionando 705 mg .
(rendimiento 90%) de N- A-acetiltreonilvalil-leuncinami-
da.

EJEMPTO 8

Sintesi s de Merrifield de treonil-valil-leucina.

Se preprara una solucidn de 5,3 gramos de t-bu-
tiloxicerbonil-L-leucing (21,2 milimoles), 2,5 ml de
trietilemina (18 milimoles) en el disolvente 2-metiltetra-
hidroiureno y se le afiaden 20 gramos Ge resina de Merri- -
field, que es poliestireno reticulado con divinilbenceno
gl 2%, proporcionends 21,2 milimoles de cloro. ILea resina
de ierrifield se angliza conteniendo aproximademente 1,06
milimoles -de cloro por gremo de regina, y antes de em-
plearse, la resing se lava con ﬁetanol, con ague destilaw
da, con etamwl y con cloruro de metileno y luego se seca
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g vacio £ 1002C. Antes del empleo del 2-metiltetranidro-
turasno se desbila sobre una dispersidn de =dio, ¥ la
trietilemina se destila sobre isociasmnato de fenilo y lue-
g se vuelve o destiler sobre una dispersidn de sodio.
Lz mezcla se 1leva reflujo durente sproximedemente 70
horas pera efectusr la esbterificacidn de los aminoéeidos
bloqueados 2 la resina. Después de la reaccidn de este-
rificacidn, la resina se leva con tetrahidroiurano, eta-
nol, 4cido acético glacigl, ebanol, agua destilada, eta-
nol y cloruro de metilemo y luego se seca a vaclo a 1008C

durante tres horas. Se obtienen aproximsdamente 21,5-22

na.

El éster resinico de la t-butiloxicarbonil-Le
-leucina se pone en suspensidn en 0 ml de cloruro de
metileno ¥y se agita burbujeando nitrdgeno muy puro a tre~
vés de la suspensidn. El grupo t-butiloxicarbonilo pro-
tector se separa sfiadiendo 400 ml de una mezcla de igual
volumen de &cido trifluoroacético y cloruro de metilenc,
La resina se lava y luego se neutreglize empleando 400 ml
de trietilamina en cloroformo =zl 10% en volumen. La Tre-
sina se lava con cloro y cloruro de metileno. Se afisden
eproximademente 4,82 gramos de t~butiloxicarbonil~L-vali-
na a le resina seguido de unea cantidad equivelente, es
decir gproximadamente 4,57 gramos, de diciclohexilcarbo-
diimida (24 milimoles), y la reaccidn de copulacidén se
deja que treanscurrs durante =zl menos 16 horas. EL &ster
resinico de ’q-bu'tilo:»cicarbwil-—;-valil-—L-leuoilo resul-

tente se lava luego con cloruro de metileno, mebtanol esendt

cislmente smhidro, fcido acético glacial, etamol y clorumd
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de mebtileno para elizminsr le diciclohexilurea Como sub-
producto., £l final de la reaccién se comprueba por una
reaccidn de color de Xegi ser,

Se emplea egencialments el umismo procedimiento
que se he descrito antes para eliminar el grupo t-butilo-
xicarbonilo (boc) protector. Al &ster resinico sin blo-
guezr se afladen 5,00 gramos de t-boc-0~-bencil-I-treoninea
y a countinuacién se aflade una cantidad equivalente (es
decir 3,6 gramos) de diciclohexilearbodiimida (18,4 mili-
moles), ¥ la reaccidn de copulacidn se deja que prosige
durente custro horas., ElL éster resinico resultente se
lava egenciaglmente de la misma forma que se ha descrito
entes y luego se seca toda la noche a temperatura smbien-
te a vaclo sobre'pentdxido de fésforo. Se obtienen apro-
ximedsmente 22-23 gramos de ésber resinico de t-butiloxi-
carbonil-0-bencil-L-treonil-L-valil-l-leucilo.

La escisidn del tripéptido de la resina se efec
tua poniendo en suspensidn el éster restnico de t-butilo-
xicerbonil-O-benciltreonil-valil-leucina seco en 100 ml
de Acido trifluoroacético al 100% a través de la cual se
burbu jea bromuro de hidrdgeno anhidro. Durante egte pro-
cedimiento se rompe la unidn del éster resinico ¥y simul-
téneamente el grupo O-bencilo protector a la treoninag,
proporcionando las sales bromhidrato y trifluoro acetato
de treonil-valil-leucina solubles en &cido trifluoroacé-
tico.

Le solucidn de écido tri:t‘luor'oacéfico se eva~
pora entonces hagta sequedad, ¥y el residuo se disuelve
en 100 ml de una mezcla de igual volumen de mebanol-agua
destilade. Ia mezcla se lleva hasta sequedad a presidén

EEE'Y B
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reducids, ¥y el residuo se disuelve en 100 ml Ge ebtaznol y

de nuevo se recupera ‘secéndolo a presidn reducida. Il ma-

terizl =eco se disuelve luego en 10 a D ml de ung canti-
dad ninima de 4cido acético glacial &1 0% y se filtra,
Se zfiede lentamente cerbonato de sodio o bicarbonsto de
sodio sdlido hasgta gue ocurre una precipitacidén., El pro-
ducto tripeptidico finel ge recristaliza en etamol/agua
o disnlviendo el producto en un grsn exceso de agua des-
tilede, concentrando la solucidn por desbilacidn de algo
de zgua ¥y dejando que ocurra la formacidén de crigtales

g lg temperatura del refrigerador, sproximadsmente 52C,
Se obtienen sproximedamente 657 mg de L-treonil-L-velil-
~I~leucing (rendimiento 75%) que tiene un intervalo de
punto de fusidén de 240-242°C (con descomposicidn).

EJEIPIO O

Preparacidn de L-treonil-L-valil-D-leucing

Se repi;be esenciélmen‘te el procedimiento del
Ejemplo 8 excepto que se emplea D-leucina en luger de
L-leucing y se prepera IL-treonil-L-valil-D-leucina, EL
producto es una mezcla crigtalina blanca que se observa
que tiene un punto de descomposicidén de aproximadamente
2409C con carbonizacidn.

. EIEPIO 10

Prevearacidn de N-o{-scetil-treonilvalil-leucina,

e
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Se prepara éster resinico de t-butiloxicarbonj_lj
~O-benciltreonil-valil-leucinag esencizglmente de la mismsa
forma que se ha descrito en el Bjemplo 8., =1 gn;.po pro-
tector de t-butiloxicerbonilo se separa esenciglmente de
le miema forma que se separan los &rupos en el éster resf-
nico de leucilo ¥ en el é&ster resfnico de velil-leucilo

en el Ejemplo 8, proporcionando el éster resinico de O-ben
ciltreonilvelil-leucina. Se ecetilan eproximademente 5,0
gremos de éster resinico de O-benciltreonilvalil-~lencina
anhidro lavando primero el éster resinico con dimetilfor-
megwida, y haciendo reaccionar luegp la'resina con el re-
activo de ascetilacidn que comprende 100 ml de 44 partes
en volumen de Gimetilformamida, 5 pertes en volumen de
enhidrido ecético y 1 perte en volumen de trietilamina
durente 83-56 minutos ¥ la resina se lave con dimetilfor-
mznida, seguida por cloruro de mebileno, ¥y luego se seca
bajo vacio a temperstura smbiente durante una noche,

El N-acetil-péptido se escinde de la resgina
esenciaglmente de la misna forma que se ha descrito en el
Ejenplo 8. ILa solucidn de &cido trifluoroacético se eva-
pora lueg hesta sequedad a presidn reducida. - El residuo
se lgva con une mezcla de igual volumen de mebanol y agus,
se recupera evaporando hasta sequedad y a2 presidn reduci-
da, se lava con etanol y se recupera de muevo evaporando
hasta sequedad a presidén reducida. EL producto final se
recristaliza lueg en ebtemol-éter, proporcionando 400 mg
de N-o{ -acetil-treonilvalil-leucina (rendimiento del 55%)),
que tiene un intervalo de punto de fusidn'de 210-2142C

(con descomposicidn).
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BJEHPLO 11

Sintesis de Merrifield de la sal clorhidrato de glicil-
treonilvalil-leucina

Comenzando con 10 granos de éster resinico de
O-benciltreonilvalil-leucina preperado esenciglmente de
la misma forma que se ha descrito en el Ejemplo 10, se
regliza la copulacidén de t-butiloxicerbvonilglicina ponien—
do en suspensidn el égter resinico en 100 ml de cloruro
de metileno, afiadiendo 1,94 gramos de t-butiloxicarbonil-
glicina (10 milimoles), seguido por una centidad equimo-
leculer, es decir, 2,06 gramos, de diciclohexilcarbodii-
pida (10 milimoles) y dejando que prosiga la resccidn de
condensacidén durante 4 horas. ZIL égter resinico de tT-bu-

" %iloxicerbonilglicil-O-bencil-treonil-velil-leucina ge es-

cinde de la regina esencielm_ente de 1z nisma forma que se
ha descrito en el & jemplo 8. Después de los lavados epro=-
piados con metanol, =mgua destilada, etenol y =dicidn de
carbonato de sodio psra 2lcanzer un pH de 4,5, el producto
se lleva hagta sequedad a presidén reducida.

Bl producto de glicil‘breonilvalil-leucina se
convierte en su sal clorhidreto disolviéndolo en 100 ul
de una mezcla de 3 pertes en volumen de etanol por una
parte en volumen de éfer y burbujeando clorure de hidrd-
geno gaseoso amhidro a través de la solucién durante spro-
ximademente 10 minutos. E1 producto se filtra y seca du-
rante 1lg noche a temperature ambiente en un desecador a
vacio proporcionesndo 600 mg de la sgl clorhidrato de gli-
ciltreonilvalil~leucina (rendimiento 60%) aue tiene un in-
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tervealo de punto de fusidn de 225-2269C (con desColipo si-
cidn).

EJESPIO 12

SIntesis de Merrifield de N-ok-ac etj.l—'biro gltreonilvalil-

leucing

El éster resinico de O-bencil-treonilvalil-leu-—
cina (preparado esenciglmente como se ha descrito en el
Ejemplo 10) en una centidad de 7,4 gramos se zfiade a un
matraz de reaccidn y se pone. en suspensidn en 75 ml de
cloruro de metileno. A la suspensidn se le afflpden luego
3,735 gramos de t-butiloxicarbonil-0-benciltire sina (10
milimoles), seguido por una cantidad equivalembte de dici-
clohexilcarbodiimida (2,06 gramos, 10 milimoles) y se de-
Ja que prosiga la reaccidn de copulacidn durante cusgbro
horas. Se resliza una agitacidn burbujeando nitrdgeno de
elevada pureza e través de la sugpensidn., ILa regina se
lave luego con cloruro de metileno, ebenol, &cido acébi-
co, etamol y cloruro de metileny para separar lg diciclo-
hexilurea como subproducto, y a contimuacién se seca toda
una noche a temperature mbiente a vacfo sobre pentdxido
de fdsforo. EL producho seco, el ésbter resfnico de Q-bent
ciltirosil-O-benciltreonilvslil-leucina, sumenta tIpica-
mente en pes a 7,%0-7,55 gramos.

La ace‘bilacidﬁ en N se 1lleva a cabo esencigl-
mente por el procedimiento descrito en el Ejemplo 10 para
la sintesis de N-of-acetil-treonilvalil-leucina excepto
que se emplean 7,5 ml de snhidrido acético, 2,5 ml gde

-
v eact
.
.
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trietilemina y- % ml de dimetilformemida., Después de le
ecetilacidn en N, la resine se leva con dimetilformeamida,
seguide con 01orliro de metileno y e sece bajo vaclo 2
temperaturg embiente durente una noche.

La escigidn del péptido de la resina de Merri--
field se realizs esencialmente de la misma forme que se
ha descrito en el Ejemplo 8 excepto que pare eviter posi~-
bles susbituciones aromébticos electrdfilas en el anillo
de tirosina por bromo, el bromuro de hidrdgeno se hace
pasel primero g través de une mezcla de resorcine-4scido
trifluoroacético en una relacidn de 2 gramos de resorei-
na por 100 ml de 4cido trifluoroacético pers separar las
trezzss de Brz. Como precamcidn adiciongl frente 2 lsz sus-
titucidn electrdfila, se efiaden 20 .m1 de anisol directa-
mente al recipiente de escisidn., El producto final, Neof-
~acetil-tirosiltreonilvalil-leucina, se recristaliza en
etenol-6ter provorcionando N0 mg del tetrapéptido (rendi-
miento 59%) que tiene un intervalo de punto de fusidn de
234,5 - 2359C (con descompo sicidn). El anflisis de amino-
feidos del producto proporciona 0,93 de tirosina, 1,00 de |
treonina, 1,00 de vgline y 1,00 de leucina.

EJEMPIO 13

Sintesis de Merrifield de treonilvalil-lispleucina.

Se prepara una solucidn de 5,3 g de t-butoxicar-| .
bonil-I-isoleucina (21,2 milimoles), 2,5 ml de trietilami-
na (18 milimoles) en el dlsolvente 2-metiltetrshidrofura~-

no y se le sfiaden 2 gramos de resina de Merrifield. M-

A
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tes de emplesrls, le resina se lava con mebtanol, ague des
tileda, etenol y clorurc de metileno ¥y se seca a vaclo

a 100¢C. pntes del empleo, el 2-mebiltebrahidrofuranc se
destila sobre una dispersidén de sodio, y la trietilamina
se destilg sobre isocianeto de fenilo ¥y luego se vuelve
a d'es'isilar sobre una dispersidn de sodio. La mezcla se
lleva a reflujo durante sgproximadamente 72 horas para
efectuar la egterificacidn de los amino4cidos blogueados
a le redna.
la resina se lava con tetrehidrofuranc, etanol, &cido acé-

Degpués de la reeccidn de esterificacidn,

tico glacial, etanol, agua, destilada, ebtanol y cloruro
de metileno y a contimuacidn se seca a vaclo a 1002C du-
rante tres horas. Se obtienen éproximadamente 21,5-22
granos de égber reginico de 't-buti;l;oxiCarbonil-aniaolem
cina., ZEgta copulacidn de la t-butiloxicerbonilvelina al
éster reginico de t-butiloxicarbonilisoleucinag se regli-
za esenciealmente de la misma forma que la copulacidn de
t-butiloxicerbonil-L-valing a2l éster resInico de t-buti-
Sin
embergo, debido incluso &l mayor impedimento esgbtérico,
La

resina se lava a continuacidén como es usual para elimi-

loxicarbonil-L-isoleucina descrito en el Ejemplo 8.
la rezccidn se deja gque contimie durante 24 horas.

nar los sub-productos y el fingl de la reaccidn se com-
prueba por la reaccidn de color de Kaisger. ILa -adicidn
a t~-butiloxicarbonil-treonina para obtener el éster re-
sinico de t-butiloxicerbonil-treonilvelil-isoleucina, la
escigidn del péptido desde la resina pars obtener t-bubi~
loxicarbonil-treonilvelili soleucinag, y su aislaniento y
purificacidn subsiguientes, se reelizen esencidlmente de
la misma forma que en la preperacidn de treonilvalil-leu-
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cina deserita en el Ejemplo 8. EL tripéptidoe, treomilva-
lilisoleucina, se obtiene en una centidad de eproximada-
mente 600 mg (rendimiento 68%).

Sintesis de Merrifield de treonil-velil-leucinil-arginina

Se sigue esencialmente el mismo procedimiento
aue en el Ejemplo 8 excepto que se emplean 6,78 gramos

milimoles) como mmimo4cido esterificado 'a 2 gramos de la
reging de Merrifield. La esberificacidn se regliza lle-
vendo a reflujo la mezcla durante sproximademente 72 ho-

ras y el éster resinico se lava y seCa como en el Ejemplo

resinico de 't:-'bu‘tiloxicarbonil-ni‘troa‘r‘gi.nina; Se copulan
aproximademente 5 gramos de t~butiloxicerbonil-I-lecuing
(24 milimoles) al éster resinico de nitroerginina por
adicidn de una cantidad equivalente de diciclohexilesr-
bodiimida (4,6 gremes, 24 milimoles), dejando que lg re-
accidn prosiga durante 16 horas. Después que se lava

el éster resfnico, la copulacién de t-butiloxicarbonil-
~L-valing y t-butiloxicarbonil-0-bencil-L-treonina al és-: |
ter resInico se realiza esencialmente por ¢l mismo proce-
dimiento que se ha descrito previemente en el Ejemplo 8.
Se obtienen zproximadsmente 24 gresmos del éster resinico
de t-butiloxicerbonil-0-benzoil-L~treonil-I-valil-L-1en-
cil-zrginina, ’

Debido a le estabilidad del grupo nitro &l bro-
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muro de hidrdgeno, el éster resinico de‘pép‘bido protegido
se escinde coun fluoruro de hidrégeno anhidro con el fin
de efectusr también lz separacidn del grupo nitro, Des-
pués del paso a través de una resina de intercambio idni-
Co gpropiada, el eluyente se concentra hasta un sceite y
luego se precipita isoeléctriceamente por adicién de car-
boneto de sodio =flido. El producto, I-treonil-I-valil-
~L-leucil-L-arginina, se recristaliza en uns solucidn de
et anol-agua proporcionando eproximedamente 900 mg de te-
trapéptido.

Los péptidos que tienen la estructura T-V-I ca-
racteristica pueden también prepararse empleando una re-
‘eecidn en fese sélida con resina clorometileda que es un
poliestireno reticulado con resina de divinilbenceno y es-
t& comercialmente disponible de Bio Rad Laboratories,
Richmond California, con lg marca registrada Bio Beads
SK-1. En estos procedimientos para la adicidn de restos
peptidicos, por, ejemplo, un ésbter resinico de t-butiloxi-
céarbonil—leugina Se pone en suspensidn en dioxano y se
desbloquea emplesndo A&cido clorhidrico 4 normal. E1 clor-
hidreto resultente se neutrsliza con trietilemine y se la-
ve, La copulacidn de los restos aminobcidos =diciongles
puede reglizerse empleando un agente de copulacidn tal
como diciclohexilecerbodiimida. Esbte procedimiento no se -
ha encontrado que fuera econdmicamente gtractivo como
otros procedimientos de sintesis, por ejemplo, la sinte-

sis de Merrifield.




10

15

25

i 0,2 milimoles) en un vial de resccidn de 5 ml y se seca

Haju nim, 44 .339_32..

EJEMPIO 15

Ester metIlico de treonil-valil-leucina,

Se coloca treonilvelil-leucina bruts (0,066 &,

a 10080 bajo vecio dursmte una noche spbre un desecador
de snhidrido fosférico. EL tripéptido seco se disuelve
en 0,54 nl de metenol anhidro. Se afiade una mezcla pre- |
viamente preparada de dimetoxipropano y cloruro de hidrd- |
geno de calidad de reactivo en una relacidn en peso de
542:83 en una cantidad de 0,63 ml 2 la mezcla de reaccidn.
El viel de reaccidn se cierre herméticemente. ILs mezcla
se remieve exheustivemente y a counbtinuecidn se deja repé—
sar durente la noche proporcionando el égter metilico de
treonilvelil-leucine., Los dislventes se seperan a Con-
tinuacidn por evsporacidn bajo uné cori'i:en"be de nitrdge-
no, seguido por secado al vaclo del éster z 100°2C sobre
un desecafor de anhidrido fosfdrico durente una noche.

EJEMPIO 16

Ester metflico de N-O-discetil-treonilvalil-~leucina,

Se disuelve el producto del Ejemplo 15 en 0,38
ml de piridina. Se afiade anhldrido acético en la canti~
dad de 0,1 ml (2 milimoles) como agente de acilacidn y
la mezcla de reaccidn se mantiene a 379C durante D minu-
tos en un viel cerrado herméticsmente. EL disolvente se

sepera del producto acilado por eveporacidn bajo una co-
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rriente Ge nitrégeno enhidro, seguido por secado a vaclo
a 1002C eobre un desecador de amhidrido fosfdrico durante
una noche, '
El éster tripeptidico acilado, éster metilico

de N-0-diacetil-treonil-valil-leucina, puede purificarse
disolviendo el producto bruto en metemol y haciendo pasar
la muestra por una operacidn de cromstogratis liquida a
presidn eleveda. Un cromatdgrafo lIquido modular Vaters
equipado con una columng preparativa de 3 metros por 9,5
mm de diémetro rellena con Phenylporesil- se emplea
utilizendo metanol como eluyente, ILa elucidn se controls
por cambios en el Indice de reiraccidn y en la absdrban—
Cig UV a 225 nm, el caudel del mebanol eluyente es 1 ml
por minuto. EL pico principel con un volumen de reten-~
cidn de gproximademente 100 ml me recoge como la fraccidn
puriticada. Tl disolvente de esta fraccidn se separa por
evapdracidn. bajo una corriente de nitrdgeno snhidro se-
guido por secado a vaclio a 1002C en un desecador de anhi-
drido fosfdrico durante una noche,

' El ejemplo siguiente ilustra el aislamiento y
produccidn del tripéptido treonilvalil-leucina de fuen-

tes mimales.

BJEMPIO 17

Extraccidn y aislamiento de polipéptido que contiene treo-
nil-valil-leucina a partir del cerebro de bueyes.

Ios hipotdlamos de varios cerebros de bueyes

ge disecsn y homogeneizan en una solucidén tanpdn, citada
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més adelente, como "tampén de citrato tris", que ha sido
preparado como sigue:

Tamndn de citrato tris

- Una solucidn acuosa 0,498 moler de tampdn de ci-
trato tris se prepera como sigue. A1l litro de
egua destilade se afiaden 9,58 gramos del 4cido

eftrico ¥ 49,‘9 gramos de tris(hidroximetil )-emi~
nometano. El pH de la solucidén resultante se
ajusta a 8,65 por adicién de una solucidn acuo-
sa 0,1 molar de hidréxido de sodio.

La homogeneéizeacidn de los hipotélemos se reeli-
za en cusatro pertes en volumen (mililitros) del tampdn
de citrato tris por cade perte en peso (gramos) de hipo-
t&lamos. La mezcla homogeneizada se centrifuga a 15.000
rpm durente D minutos g 49C y se retiene el liquido =~
brenadante, que contiene factor de enti-S-proteina ex-
traido Jjunto con mumero sas impurezas.

Cusgtro kilogramos de hidrolizado de glmiddn se
laven una vez con agua destilada, a contimiecidn dos ve-
‘ces con el teampdn de citrato tris. Al =2lmiddn imedo se
le da forma de un bloque que mide 123 cm de larg por &0
cm de ancho y por 5 cm de grueso. Los dos e::’cremo's del
bloque se mantienen en su lugar por papel de filtro para |
permitir que el tampdn en exceso salga por drenado del
bloque. Después de dicho drensje el bloque tiene un es-
pesor de sdio gproximadeamente Al,5 cm,

A través del anchpo del blogue de almiddn, co-
menzando en un punto a 43,5 cm de uno de sus extremos,

se escava una seccidn de 2,5 cm de ancho del bloque, La

‘:gl‘,
t
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tempergtura del blogque se ajusta a 4°C, El 1{quido sobre-
ngdente que contiene el factor de anti-S-proteina de la
centrifugacidn esnterior (que mide azproximadamente 35-40
ml) se mezCla con 10 &tas de azul de bromofenol. Ia -
lucidn resultente se mezcla con el alwiddn escavado ¥y esa
mezcle se vierte en el hueco de 2,5 cm de ancho en el blo-
que. »

Bl blogue se somebte lueg s una corriente elec-
troforética de 70 voltios y 0 miliamperios, conectindo- |
se el chbtodo 2l extremo del bloque que esth a 43,5 cm disd
tente del hueco, y el f&nodo 2l otro extremo.. La corrien-
te se hace pasar contimiamente por el bloque hasta que
la 1lInea 2zul a través de lo amcho del bloque (proporcio-
nadg por la presencia del azul de bromofenol) se mueve
hacia €l &nodo una distancia de 42 cm. Esto requiere
aproximadanente 18 horas. Durante este tiempo una lines
ro ja brillante (proporcionada por la hemoglobina que es-
tavba presente en el extracto de los hipotélamos se mueve
hacia el chtodo a una distancia de sproximadsmente 5 cm
del hueco.

La zona entre las linees azul y ro ja después
gue ge completa la electroforesis se divide en 10 tiras,
extendiéndose cada tira a todo lo ancho del bloque ¥y
siendo de sproximadeamente 5 cm de ancha. Cada tira se
separa y excave Colmpletamente del blogue y se pone en
suspengidn en 12 ml del tempdn de citrgto tris durante
eproximadamente 10 winutos. Le suspensidnu se filtra lue-
Cada una de
las 10 fracciones resultantes se analiza de acuerdo con

el método de sbsorcidn de triptéfemo descrito en Biolo-
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gicel Psychigtry, Vol. 7 N¢ 1, p 53, (1973) Como une in-
dicacidn de la cantidad de factor de enti-S-proteina en
ellas. Se refienen dos o tres de las fracciones sctivas,
Numerando las tiras en el bloque de slmidén del 1 al 10
comenzando con la que esth junto a la linea azul, las
fracciones que contienen 1a mayor sctividad de factor de

anti-S-proteing son generglmente las obtenidas de las

El procedimiento enterior se repite un mimero
de veces suficiente pera proporcionar 2 fraccliones que
tienen una actividad relativamente elevada de factor de
enti-S-proteina. Esbtas 20 frecciones se reunen luegp ¥y
se someten a eveporacidn a través de un tubo de diflisis
para reducir el volumen desde 100-160 ml iniciales a apro-
Ximademente 40-60 ml.

Se prepsara una columne rellena pers enplear en
cromatografisr la solucidn concemtrada del factor de an-
ti-S-proteina bruto como s=igue:’

Columna de celulo sa DEAE

Se laven 80 gramos de celulosa del tipo -DEAE
marca "Selectacel" (una dietileminoetilceluloss vendida
por Brown Company of Berlin, Nex Hampshire) dos veces con
rorciones de 19 litros de una solucidn acuosa 0,19 normal |
de hidrdxido de sodio. A continuacidn el mabterisl relle-
no se lava con porciones de 19 litros de &ecido clorhidrico
0,19 normel, El material se lava Iuego con un tampdn de
fo sfato 0;005 molar hesta que quede libre de cloruro (ge-
neraslmente 25 lavados). El materigl de relleno se colo-
ca luegn en una columna de vidrio de 110 cm de eltura

que tiene un 4i4metro inbtermo de 2,5 centimetros.
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Le solucidn bruta concentrada de ractor de suwbi-
-S-proteina se coloca en la columna de DIAE ¥ la columma
se eluye luego empleando un sistema de elucidn con ara~
diente de dos mabtraces, en el que el metraz A contiene
1000 ml de una solucidn acuosa de un tanpdn de fo sfabo
cebidnico 0,005 molar (pH 7,4) y el wmatraz B contiene
1000 ml dé una solucidn acuosa de un tampdén de fo sfabo
Catidénico 0,04 moler (pH 4,3) que se ha zumentado con clo-
ruro de sodio en una relacidn de 45,5 gramos de cloruro
de sodio por %0 litros de solucidn tampdn. %1 elusto se
Trecoge en fracciones de 15 ml, se numeran aproximadanen-
te 120 en totel. Cede fraccidn se anzliza en cusnto la
ectividad del factor de enti-S-proteina por el método de
absorcidn de triptdfano y las 10 fracciones que tienen la
ngyor actividad del factor emti-S se reunen y concentram
por liofilizacidn hesta sproximademente 10% de su volumen
origingl.

E]l procedimiento anterior completo se repite un
ninero suficiente de veces pars provorcionar suficiente
concentredo que contiene factor de anti-S-proteina mos-
trendo un contenido de protelna totel de zsproximasdamente
00 miligraios cuando se determina por el método de Low-
ry. Esbo requeriré gproximadeamente 300-400 ml de concen-
trado, que a Su Vez Tequerirs gproxXimadsmente 400-1000
gremos de hipot4lamo de buey, que a =u vez requeriri
eproximadamente 160 cabezas de ganado.

31l concentrado que contiene sproximademente
200 mg de proveina se realiza contra agua degtilada du-

rente 24 horas. Por cada 17 ml del concentrado, se afia-
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den 4,25 ml de tripsine 0,1 molar y 2,1 ml de CaCla' 1 mo-
lar. El pH de la mezcla completa se ajusia 7,8 con NeOH
1 molar ¥y a continuacidn se incuba durante 2 horas en un

egitador con bafio de agua a 379C. Después de la incuba-

cidn, lz solueidn se Tiltrs a través de una membrana Dia~
flo de pem molecular 10.000 (Amicon UM-10). Despubs de

filtracidn, se afiaden 4,25 ml de una solucidn de pepsina
0,1 molar por 17 ml de lamezcla £filtrada. Fl pE se ajus-
taz a 1,5 con HCL 1 molar y 1la mezela se incuba de nuevo

durante 2 horas a 372C. Después de la incubacidn, el pH

se anmenta a 7,8 con NeDH 1 molar y la solucidn se filtra
a2 través de una membrena Diaflo de peso molecular 1000 '
(2micon UK-2).

' El filtrado se somete a eveaporascidn sibita para
reducir sa volumen a sproximadzmente 5 ml. ILa mezcla re-
sultente se centrifuga y se retiene el 1fquido sobrena-
El pH del liguido sobrenadante se ajusta a memws
de 2,2 por edicidn de Acido clorhidrico concentrado. EL
lIiquido acidificado se diluye luegp con egua destilada
hasta un volumen de 75 ml, Esta solucidn que contiene
el factor de emti-S-proteina se somebe luego .2 cromeato-
grafia de columna en una columna preperada como sigue:

Primera columng de resina sulfonada

El material de rellenc emplesdo es la marca
"Aninex X0-WX2" de Bio Rad Company, que es unea resinae de
intercambio catidnico "Dowex" en forma de ion hidrdgeno
que tiene un tamafic de perticula de 00-325 mallas. Lz
resina es un poliestireno sulfonado que tiene 2% nominal

de reticulecidn por divinilbenceno. EIl mebterizl de re-
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lleno se leva en un embudo Buschner con 4cido clorhidrico
0,1 normel haste que el lavado es incoloro. A conbimie~
cidn el meterial se lava con sgua destilads hasba que el
agua de lavado presente un pH de 5, después de 1lo cual el
naterigl se lava con sproximedamente tres volumenes de
solucidn acuosa 2,0 normal de hidrdéxido de sodio, De mue-
vo el material se lava con sgua destilada haste que el
El mgteriagl de relleno

se trensfiere luego a un vas y se pone en susgpensidn en

agua de lavado tiene un pH de 5.

do s volumenes de una solucidn acuosa 1 normal de hidrdxi-
do de sodio a 359C duramte 2-3 horas.

sultente se filtra luego por un embudo Euchner y la tor-

La suspengidn re-

ta de filtro se lava con agua destilads hasta que el agua
de lavado tiene un pH de 5. Fl maberisl de relleno se
pone luego en suspengidn en dos volumenes de una solucidn
acupsa 0,2 moler de citrato de sodio (pH 3,’1) Yy la sus-
pengidn se vierte en una columne de vidrio de 1% cm de
alture y 2 cm de difmebtro intermo.

La solucidn acuosa y 4cida del factor de anti-
~-S-proteina bruto se coloca en la columna de Aminex Yy la
Columna se eluye luegp empleesndo un sistema de elucidn
con gradiente de dos matraces, en el que el mabraz A con-
tiene 2000 ml de solucidn acuosa 0,2 molar de citrato de
o dio (pH 3,1) y el matraz B contiene 2000 ml de un tem-
péun de ecebato-citrato (pH 9,1) preparado a partir de
315 gramos de &cido citrico y 402 gremos de acebato de
sodio en 4 litros de egua desionizada. La columna se man-
tiene bajo 0,7 kg/cm2 de nitrdgeno, E1 eluszbo se recoge
en fracciones de 10 ml, numersndo sproximedsmente 120 en
total. ' '
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Las fracciones se numeran en el orden en el que

selen de la columna. Cada una de las fracciones asf ob-
tenidas se znaliza por el método de absorcidn de triptd-
fano en cumbo a la actividad del factor de anti-S—protel-
; na. Se prepara un gr&fico representando los mimeros de

1z fraccidn 8 lo largo del eje X y las actividades de las

fracciones a lo largp del eje Y. Al menos ge observari

un méximo de actividad en el gréfico resultante, generagl-
mente en la regidn entre la fraccidn vigésime y la frac-
cidn trigésima, y se observerfn g menudo otros méximos,
por ejemplo, uno en la fraeccidn 40, otro en la 70, otro
en 12 0V y otro en la regidn entre 110 ¥y 10. Las frac-
ciones que vroGucen cada méximo, por ejemplo, sproximada-
mente 2 6§ 3 fracciones de las D primei'as, se reunen para

un tretamiento adiciongl, Cada maosa resultante se treta

a comtinuacidn separadamente de la forme siguiente.

CROM ATOGRAFI A DE PARTICION

METOIO A

La mase reunida ge ‘fracciones aue pregenten ac-
tivided elevada del factor de anti-S-protelna se evapora
bruscamente en un evaporador rot a'bério & gproXimademente |
5-10 ml. El concentrado resultante se somete luego =
electroforesis de cortina emplesndo un sperato de elec-
troforesis de cortina Beckman Spinco modelo CP. Se pre-
peran D litros de una solucidn de electrolito mezelando
22,4 ml de una slucién ecuo 82 0,5 molear de KHZP04 con

259,2 ml de una solucidn acuosa 0,5 molar de Na2HP04, ai-

e &1
X
e
0
<
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luyendo la mezclz a O litros con agua degtilada, y ajus-
tando el pH de la solucidn remltente a 8,0 por adicidn
bien de &cido fosfdrico o bien de hidréxido de sodio, se-

gun se requiera., Se emplea una corriente continug de 50

mente 5 litros de la solucidn de electrolito pera cada
serie. Le solucidn electroforéticamente fraccionsda del
factor de anti-S-proteina més impurezas se recoge del apa-
rato de electroforesis en 32 fracciones, teniendo cada una
un volumen de sproximedsmente 15 ml. Ceada una de estas
fracciones se analiza en cuanto = la actividad del factor
de enti-S-proteina por el mébtodo de absorcidn con triptd-
fano. Las fracciones que tienen la meyor zctivided se re-
tienen y reunen. .Es'bas son a memdo las fracciones 8¢ a
128 tomedas del aparsto.

La masa reunida de las fracciones més activas
se somete a2 una evaporacidn brusca en un evaporador rota-
torio pers reducir su volumen 2 sproxXimadsmente 1-5 ml.
La solucidn concentrada, que contiene shora tampoco como
gproxime demente 5 mg de mabterial polipeptidico, se some-
te luego a sepéracidn empleando columnas de un tamiz mo~-

lecular preperado como sigue.

Columnag de tamiz molecular

Dos columnas de vidrio se emplean en serie, te-
‘niendo cada una V0 cm de alturs y 0,81 cm de
difmetro interno. Ambas columnas se rellenan
con mgberial de tamiz molecular de marca "Sepha-
dex G~15 fine" suministrado por Pharmacia Fine

e LS
"
T
[4
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Chemicals de Piscabawray, New Jersey, Eete ma-

terizl es un dextrano en particulas que tiene

una gema de tamafio de particula de 40-~12 mi-

cras.

La solucidn que contiene factor de anti-S-pro-
telna se hace pagar a través de dos columngs de "Sepha~
dex", empleando &cido acético 0,02 molar., El elusto se
recoge en fracciones de 2 ml, nmumerendo sproximadesmente
120 en totel. Ceada una de estas fracciones se analiza
por el método de absorcidn de triptdfans en cuanto gz ac-
tividad del factor de anti-S-proteina y se maliza ten-—
blén en cuanto al contenido polipeptidico total ‘por gb-
sorcidén UV, empleando una longitud de onda de 220 nand-
metros. Suficientes fracciones de las més activas (en
términos de la actividad del factor de enti-S-proteina)
se reunen proporcionando un contenido polipeptidice to-
tel en el intervelo de aproximademente 60 microgramos a
1,5 mg. La solucidn resultante se somete luego a evapo-
racidn brusca en un evaporador rotatorio para reducir
su volumen g aproximadsmente 1-3 ml.

La solucidn concentrads del factor de anti-s-
-proteina més las impurezas se somete luego 2 cromsato-

grafia de intercambio idnico empleando la columna siguien
te:

Segunda columna de resina sulfonada

La columna de vidrio es de D0 cm de elto ¥y
tiene un di4metro interno de 0,81 cm, El re-

lleno es la resgina de intercambio cabtidnico

e e .
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de marca "Mminex 0-VWX2" descrita snteriormente

en la presente memoria. EL relleno se coloca en

la columna ¥ se equilibra con una solucidn ten-

pén de citrgio de sodio 0,2 normal (pH 3,0) ¥

el sistema se lleva luego hasta una temperatura
de 352C.

La solucidn que ha de cromatografisrse se colo~
ca en la columna ¥y la columng se eluye luego empleando un
sistema de elucidn con gradiente de dos matraces, en el
que el megtraz A contiene 1 litro de solucidn de tampdn
de citrato de sodio 0,2 normal (pH 3,0) y el matraz B con-
tiene 2% ml de una Sol:ucidn tampdn que ha sido preperada
como sigue: Se formz una solucidn de 14,6 gramos de Aci-
do citrico, 0,6 grauvos de acetato de sodio, 3,1 ml de
&cido acético glacial y &0 ml de agua destilada; el pH
de la solucidn resultante se ajusta = 4,0 por adicidn de
écido clorhidrico concentrado; y el volumen de la solu-
cidn se lleva entontes hasta 1L litro por adid én de agua
destilada. _

El eluabo de la columna se recoge en fracciones
de 5 ml a una velocidad Ge asproximademente 4 a 5 fracecio~
nes por hora. Se recogen en total sproximademente 13 o
1% de tales fracciones. Cada fraccidn se anzliza en cuean
to a la actividad del factor de enti-S-protelna por el
mébodo de absorcidn de triptéfano. ILa fraccidn o frec-
ciones que tienen la getividad meyor counsgtituyen solucio-
nes del factor de anti-S-protelna que son relativemente
puras, es declr, estfén exentas de la mayorlia de los otros
mgberiales peptidicos, materiales celulares, ebc., que
acompaiigban el factor cummdo se extrajo del hipot&lemo
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del buey en la solucidn de tampdn de citrato tris,  ILas
fracciones que tienen las mayores concentraciones de fac-
tor de enti-S-protelna se encuentren o memido en el inter-
valo de los nimeros de fracciones & a 86. El anflisis
de los aminoscidos de estas fraceiones miestra que el fac-
tor es un polipéptido constituido por alsune combinacidn
de glgunos de los aminoécidos siguientes: &cido glutémi-
co, treonina, velina, leucine, fenilalsnina, tirosina,
4cido aspértico, serina y glicina. La evaluacidn estadf s-
tica de los dgbos del anflisis de aminoheidos, junto con
los estudios enziméticos, indica que el factor de enti-S-
-proteina contiene el tripéptido L-‘treonil—L-valil-L-—leu'—
cine. .

MEQDO B

Alterngtivanente cada masa reunida del raccio-

namiento entes descrito y el anélisis por el mébtodo de @b

sorcidn de triptéfeno puede traterse separadsmente y pu-
rificarse por croma’cogr'affta de particidn de fase inverti-
da. Esta cromatograflia de particidn de fase invertida
ge realiza empleendo un programador de disolvente de Va-
ters Associates modelo 680 y un sistema de suministro de
disolvente de Vater Associabes Modelo 6000 junto con una
columna B de fenil-porasil de 1,8 & 3 metros por 9,5 mm
obtenida de Wet érs Associates. La columna se aloja en un
compartiniento & temperatura congtante hecho de bloques
de espuma de estireno que rodesn un bafio a temperatura
Constente del tipo Haske FE. ILa introduccidn de las mues-

tras en la columna se efectia por un inyector universal

S
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de Vaters Associabes Modelo U6K (1 microlitro &l 10 ml)
¥ el efluente de la columna se recoge con un recolector
de-fracciones de Scientific anufacturing Industries

1205,
pectrofotdmetro wltrevioleta Beclman modelo 25 equipado

El efluente de la columng ge conbtrola con un es-

con un conjunto de microcéluls Le-25 de Vaters Associa-
tes y con un refractémetro diferencial de Waters Associa~
tes R-401.

Pera cada masa reunida de la columna de resina
sulfoneda, la fraccidn se seca y lueg se disuelve en
5-10 nl de di solvénte ¥ se inyecta en la columna, La elu-
cidn de la columna se controla por Indice de refraccidn
asl como por absorbancia a 225 nandmetros. Cusndo se elu-
Yen los méximos o picos, el flujo de la columna se detie-

ne y se examine le nuestra por sbsorbancia de UV de 3%0

a 210 nandmetros.

Lias fracciones de 5 ml cada unz se re-

cogen y se reunen los m&vimos homogéneo s.

La fraceidn,

0 reuniones,

se llevan hasgta sequedad y se someben 2 ané-

lisis de aminoéeido 8y anflisis de absorecidn de triptd-
fano pera determiner los m&ximos que tienen la actividad
de inhibicidn.

La fraccién que contiene la L-treonil-I-valil-
~L-leucina puede acilerse en N y/o esterificsrse sustan-
ciglmente de acuerdo con los mlsmos procedimientos reco-
gldos en los Ejemplos 10, 15 y 16.

V Como se ha indicado antes, la investigacidn
referente a la esquizofrenia ha conducido &l aislamiento
de una SA-2-globulina (S-proteins alfa-helicoidal) & per—
tir del plesma de los pacientes esquizofrénicos que tie-
ne actividades diferentes que la SA-2-globulina similer
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(S-proteina al azar) obtenida del plesna de los individuos

normeles, Véase Frohman, et &1, Recent Advences in Biolo-|

gical Pshychiatry, sipra. ILa S-proteina slfa-helicoidsl

gislada de los pacientes esquizofrénicos, cuands por ejem~
plo se administra = ratas proporcionz respuestas sicold-
glcas observables en las ratas. Caldwell, et al, en Big-
logicegl Peychiatry, supra, indica que la administracidn
de la S-proteina alfa-helicoidsl a.ra'bas reduce la auto-
—estinulacién de placer de las raotas. Empleendo los pro-
cedimientos esteblecidos por Caldwell Y otros, se evaluan
varios péptidos’de este invento pera deberminar su cepa-
cidad parg invertir el efecto de la S-proteina elfa-heli-
coidal. De esta forma se ilustra la actividad de los Com-
ponentes de este invento para slivier los sintomas de la
esquizofrenia en los seres.humanos. Se ha encontrado tam-
bién que los péptidos que comtrarrestan la actividad de
la S-proteina alfa-helicoidal presenten inhibicidn de la
sbsoreidn de triptéfeno, y, como se observa en el Ljemplo
17, el enélisis de ebsorcidn de triptdfam puede emplesr-
seé para gyudar a alslar las fracciones peptfdicas que son
activas frente 2 la S-protefna alfa-helicoidal.

EJENPIO 18

Se repite esencialmente el procedimiento para
auboestimul acign intracrenesl en rates desorito en las
péginas 237 g 239 de Caldvell et al, Biplogical Psychia-
try, supra, (incorporada en la presente memoria Como an-
terioridad en a1 fotalldad), excepto lo que se indica a

continuacidn. Las ratas que tienen los electrodo s para

e e -
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estimulacidn colocados en el haz del cerebro anbterior me-
dieno se ensgyan pera determingr el mimero de presiones
a la barra que se espera de los znimaeles en un periodo de
tiempo dado. Ia S-protelna alfa-helicoidzgl se administre
intercisternzlmente, y el nimero de preciones a la barra
se observa que desciende hasta sproximadamente 77% de la
centidad prevista. Varios polipéptidos se asdminigtran
intramsculearmente a la reta en una cantidad de 0,2 ng/kg
de peso corporel pare determinar =i los polipéptidos in-
vierten -el efecto de la S-proteina =lfa-helicoidal. Tam-
bién se reaglizan ebeorciones de triptéfano pera los Po1i-
péptidos ensayados. La inhibicidén de la sbsoreidn de
triptéfano se determine en 10 minutos., Ios resultados

de los ensayos se recogen en la Tabla siguiente.

Péptido edministrado Iunbibicidn de Regtamracidn de

la gbsorcidén 1la presidn de

[ (S
2

‘de triptéfa-

la barrs, %

no, %
Treonil-velil-leucina 19,8 85
N-gcetil-treonilvelil-leu
cina D,2 100
Gliciltreonilvalil-leucing 24,3 100
Penilelanilproliltreonil-
valil-leucilprolil-fenil-~
glsnina 39,5 100
N-acetil-treonilvalil-leucina '
mida 56,5 100
Treonilvelil-leucinemida 2l,6 <o)

i
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Péptido admini strado Inhibicidn de Restaurseidn de
la sbsoreidn la pregidn de
de triptéfa- la barre, %-
no, %

Los polipéptidos siguientes se ensayan en cuan-
%o a2 la inhibicidn de la absorcidn de triptdtanc. ILa in-

hibiecidn de la absorcidn de triptéfano se determing en 10
minuto s.

Péptido admini gtrado Inhibicidn de la ebsor-

cidn de triptéfonoe, %

Esi;er metilico de N-N-gcetil-
~treonilvalil-leucina 24,2
N- ol-acetil-tirosiltreonilvalil-
~leucinga 21,3
Prolil-treonilvalil-leucilprolil-
glicina 44,2

Los polipéptidos siguientes se ensayan en cuan- |
to a la inhibicidén de la sbsorcidn de triptéfemo a tiem-
pos de 10, 15 y 0 mimutos.

Péptido administrado Ivhibicidn de la absorcidn de trip-

tofan, %

Tiempos

10 mimatos 15 mimubos 3 minutos

b3
e
<
o

R
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Péptido administrado Inhibicidn de la sbsreidn de trip=-
tofan, %

Tiempo:
10 minutos 15 mimutos 3 minutbo s
D-oleanil-I-7 eonil-I-

~valil-I~leucina 15 16 0
L-treonil-L~valil-D-

~leucing 12, 18 21

Los datos siguientes iluesgtren el emples de los |

restos aminobcidos que contienen la configuracidn D pera
inhibir la sbsorcidn de triptéfano. Como se demuestra
con la D—alanil—L-’l:reonil.—-L-—valil-L—leucina, después de
un perfodo de tiempo la inhibdicidn Ge la absorcidn de trip
t¢fano puede di=minuirse. Sim embsrgo, el polipéptido
esencial que tiene la egtructura T-V-L presentabs ﬁna du -
racidén mejorade de la actividad cuendo el resto de leuci-
na erg de la configurscidn D.

Lo s polipéptidos siguientes se ensayan de modo
gimiler pero con fines de comparacidn., ILa inhibicidn de

1z gbsorcidn de triptéfamo se determina a los 10 minutos.

Péptido administrado Inhibicidn de la Restauracidn de
abgoreidn de trip la presidn sobre,

Glicilglicilglicina 0 3

t8teno, % lg berre, %

O~bencil-treonilvalil-
-leucinamida 0 tdxico

N -e( -acetil-O~bencil-trep

v tce
<
ro R
&
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Péptido edministredo Innivicidn de la Kestauracidn de

gbsorcidn de trip la presidn sobre

téfano, % la borra, %
nil-valil-leucinamida o} ’ tdxico
Clorhidrato de bencil-
-O-bencil-treonilvaglil-
~leucato 0 tdxico

I-treonil-DL-valil-L-leucil-

~-D-alaning 2 Mo enssgyado

Como se ilustra con los detos anteriores res-
pecto gl ensayo de L-treonil-I~valil-L-leucil-D-glgnina,
la presencia 8el resto (L) de la estructura 1'-vV-I esen-
cizl de un sustituyente que es relativamente @ificil de
hidrolizer = partir de una funcidn carboxilica de un amb-
noécido, deja a2 los péptidos sin gevtividad signiticative
de absoreidn de triptdfano.

Siguiendo esencialmente los mismos procedimien-
tos que se hen desgerito entes, se ensayan N-agcetil~tiro-~
siltreonilvalil-leucina, proliltreonilvalil-leucilprolil-
glicing para determinar su efecto en las rabtas a las que
ha sido administradg la S-proteina elfa~helicoidal., Se
encuentra que cadg uno de esbos materiales que contiene

"polipéptidos restaura la sctividad presora de la barre

de las ratas, Otros polipéptidos que presentan activi-
dad Util pera gliviar los sintomas de la esquizofrenia
incluyen treonilvelil-leucilarginina.

™
k3]
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- REIVIKDIC ACIONES -

: Lo s puntos de invencidgn propla y nueve que se
i presenten pare que sean objeto de esta solicitud de Paben-
te de Invencidn en Espefia, por VEINTE sfios, son los que
se recogen en les reivindicgciones siguientes:
1l2,.- Un netodo mejorado pera preparar un poli-

péptido que comprende hacer reaccionsr restos de aming &ci-

dos de la estructura

0

)

CH
/3
(C_H,)
A 3 \CH 3
3
0
I
_I\TI'I—?H-C—
~ CH
/

\CH
CH 3 3

e

0

.
“ "

~NH-CH=C~

cEor?

CI—I3

310.37
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en orden secuencial por resccidn de la funcidn amina de
dicho resto de amino&ecido con la funcidén cerboxilica de
otro regto de aminoécido, en el gue estén bloqueados los
gitios en los restos de aminoécidos que conducen a una
reacclén secunderla indesegble, proporcionando un Compues—

to polipeptidico de la férmula

D-(4) —TTH-?H-&-NH-f::-c-1'1{—CH—C (B) -B

K 4 Xcm

CHOR CH I(c 2H3 e 3

3
CH3 C 3 H3

en la que 4 es un radical Y-monoiminoacilo que contiene 2
a gproximedamente 10 &bomos de carbono; B es un redicel

o -menoiminoeeilo hidrolizeble que contiene,2 a gproxima-
demente 10 &tomos de cerbono; D es -rI, '»I4Rac-}P , O uUn gru-
po protector de A-emino en el que R® eg alcohileno do 1 &
gproximademente 20 &tomos de carbono y p es 0 6 1; E es
Rb, un grupo protector del cerboxilico terminal, un compledt
jo de hidrdéxido de metal o una szl de adicidn de 4cido,
en el que Rb es OR® ¢ -NRcRd, en donde R® es hidrdgeno o
gdlcohilo de 1 a gproximadamente 20 &btomos de carbono, ©
erilo o aralcohilo de 6 a sproximademente 24 &tomos, ¥ r®
¥y Rd son iguales o diferentes y son hidrégeno o glcohilo
inferior o son elecohileno y juntos forman una estructura
ciclice que incluye gl &fomo de nitrdgeno &l que estén
unido s; R4 es H, alcohilo de 1 a 20 &bomos de carbono,
acilo de 1 a aproximademente 20 &tomos de carbono, tetra~

hidropirenilo, o metel monovelente; t es 0 a 5; x es 0 2

5, en el que la sume det Yy x es 0 a 5 y wnea —

fepng
L3
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el que el compuesto preparad tiene la férmuls

0 0 0 0
B I I I .
H4Rac-)p ( A)_b—I\TH—-ICH-C—I\TH-?H-C—NH-—CH-C- (B) R
CHOH  CH
/%3
1 T

3 CENG,

28, en el que en el compuesto preperado el resto

0

i
—NHTHC-
CHOH

C‘H3

configuracidn L.

28, o 3%, en el que en el compuesto preperado el resto

0
i
~NH-CH-C—
(CHF
v

es leucilo.

es treonilo, ¥ B, si es dpticamente activo, esté en la

42,- T1 método segun las reivindicaciones 18,

IHofe nam. 65 310'3'2

28,- El método segin lg reivindicacidén 18, en

38,- El mébodo segin las reivindicaciones 128 o

- e
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58,~ E1 método segdn las reivindiceciones 18,
28, 32 o 42, en el gue en el compuesto preparedo A ¥ B
son restos de péptidos iguales o diferentes seleccionados
del grupo que consiste e prolilo, treonilo, slotreonilo,
leucilo, isoleucilo, glicilo, serilo, arginilo, fenilele-
nilo, glutemilo, aspertilo y &leanilo. |

62.~ B1 método segin cuglguiersa de las reivindi-
ceciones 12 a 52, en el que en el compuesto HR U es ace~
tilo.

72,- Bl nétodo segin cuglguierzs de las reivin-
diceciones 18 2 68, en el que en el compuesto Rb es meto-
xi.

g8,- B1 método segin cuslquiera de las reivine
diczciones 12 a 62, en el que en el compuesto Rb es
'NHZ'
g,- Bl método segin cuszlquiera de las reivin-
Gicaciones 12 & 62, en el que en el compuesto Rb es -0H.
108.~ E1 método segin cualquiera de las reivin-

Giceciones 18 a 98, en el que en el compuesto el resio
? s

0
]
“NH-CH-Cw
/CH3
(CH.,)<
H3 \CH3

es D-leucilo.
118.- Bl método semin las reivindicaciones 12

cina.
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128,~ El método segin las reivindicaciones 18 o 28,
_én el que el compuesto es fenilalanilprolilireonilvalil-leu
cilprolil-fenilalanina,
138,~ El método segin las reivindicaciones 12 o 2%,
en el que el compuesto es N-acetiltreonilvalil-leucinamida.
l42,- El método segin cualquiera de las reivindica-

ciones 12 a 98, en el que en el compuesto los restos

0
Il | Il
—~NHCH-C~NH~CH-C~NH-CH~Cn

(,}HOH CI}H ((')2H3—)/ %3

A o

M% mg M%

son L-treonil-l-valil-L-leucina.
158,~ UN METODO MEJORADO PARA PREPARAR UN POLIPEP~-
TII0.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede y con los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de SESENTA Y SIETE hojas escri-
tas a méquina por una sola cara.
Madrid, (4 (571077
P.A.

Alberig de Blzobery
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