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- Ia presente invencidn se refiere a un nuevo pép-

légicamente compatibles.

Hoja nGm, 1

‘%ido ¥ & las sales del mismo asi como a procedimientos pa-

ra su preparacidn. E1l péptido posee interesantes propiedas
des anorexigenas. - o R

"
T,

La presente invencidn se basa en ol descubrimien
to de un nuevo péptido encontrado en la orina de padienteﬁ7

que padecen anorexia grave, cuyo péptido posee interesanjei

1

e

propiedades enorexigenas y es, por -tanto, de interds po-,

an

tencial para usar contra la obesidad ocasionada por sobre-

R

alimentacidn. - - o ' .

-

. ".,,‘
Por consiguiente, segin una caracteristica de

-
L1

la presente invencidn, se proporcionan I-(piro)glutamil~ :

1'l'i

~I=higtidil~glicine y sus sales. _ ‘
La férmula quimica del nuevo tripdptido de ls

presente invencién es la siguiente:
N
| N\
. o N// . )
[ o
0“™\N CO-NH-~GQH~CONH~CHy~COOH
| , ,
H

(1)

siendo de la serie L los restos de piroglutemilo o histi-
‘@ilo, | | |

Las sales Utiles para incorporar en composicio-
nes farmacéuticas son lag sales fisiolégicamente oompatin
bles. Sin embargo pueden ser dUtiles otras sales én ls pre~

paracién del nuweve tripéptido y las sales del mismo fisioo

Segin otra caracteristica de la presente inven-

)
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| cién se proporciona un procedimiento de preparacidn de

I~ (piro) glutamil-I-histidil-glicina que comprende dejar

- gin proteccidn un eompueg%o de férmula:

\ NQ\
N/
R

N
2NN CO=NH=CH~CONH-CH,~COR

! (I1)

(en la que los restos de piroglubtamilo e histidilo son cas
da una de la serie I, cada uno de Ry ¥ R3 represénta un i
gtomo de hidrdgeno o un grupo protector de grupos amino y
Ro représenta un grupo hidroxilo o un grupo protector de
grupos carboxilo, con la condicién de que por lo menos
uno de Ryy R, ¥ R3 represente wn grupo protector), con lo
que se obtione I-(piro)glutamil~I~histidil-glicina o una
de sus sales.

Segdn se ha indicado, ¢l compuesto de férmula
II puede esbar sélo parcialmente protegido, estando sélo
uno o dos de Rl’ R2 y R3 en la forma protegida; tales com
puestos pueden ser preparados mediante desproteccién par-
cigl gelectiva de un éompuesto do férmula IT en el que la
totalidad de Ry, 32 ¥y R3 '
pueden ser sintetizados en forma parcialmente protegida.
BEn particular R3 serd cominmente hidrégeno. '

No obstante, si se usa un compuesto de férmula
IT en él que Rl’ 32 ¥ RB representan cada uno un grupo

protector es ventajoso retirar simultdneamente todoa los

estdn en la formg protegida, o |

=
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- grupoo protectores.

Puede prepararse un compuesto de férmula I )

un compuesto de férmulsa II, por ejemplo, haciendo reaceis

1"‘1

ner un compuesto de férmula: ’ ' ' A

N:> '
: R . s

3
I

o7 N~ CO-NH~CH~COX
o ' )
Ry ‘ ~

(en donde los restos de piroglutamilo e histidile son ca~|
do une de la serie L, cada uno de Rl Yy R3 representa un
X representa un grupo hldroxilo o un grupo de activacidn
de dcidos carboxilicos) con.un compuesto de £érmulas

NH_CH -—(30122 ‘ (IV)

2 2
(en donde R2 represents un grupo hidroxilo o vn gropo pro
tector de grupos carboxilo) con lo que se obtiens un come

- puesto de férmula I 6 de férmula IT,

IIT en el que Rl representa un grupo protector de grupos
amino y/o X representa un grupo de activacién de é&idbs

carbox{licog. R3 es preferiblemente hidrdgeno. Se usa pre
feriblemente un compuesto de £érmula IV en el que R, ro-

presenta un grupo protector de grupos ca;boxllo.

un compuesto de Térmula I o un compuesto do férmuls II,

haciendo reaccionar el isémero T de un compuesto de férw

étomo de hidrdégeno o un grupo. profector de grupos amino y|

Se usa,preferiblemente un compuesto de fdrmuls, |

De modo semegante, puede prepararse por eaemplo_

]

1)
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Hojn ndim,

(v)

‘.
Ry

(en la que Ry representa un dtomo de hidrégeno o un grupo
protector de grupos amino y X representa un grupo hidro&i--
1o o un grupe activador de dcidos carboxilicos) con el i

isdmero I de wn compuesto de férmulas

_ N ‘
e
CHZR3
NH2~LH~CONH-CH2~COR2
(en la que R2 repreéenta un grupo hidroxilo ¢ un grupo
protector de grupos carboxilo y R3 ropresenta hidrdgeno
o un grupo protector de grupos anino) con lo gue se obtie
ne un compucsto de férmuls I 6 II. -
Se usa preferiblemente un compuegto de férmula
V en el que Rl representa un grupo protector de grupos
aminb y/0 X reprosenta un grupo activador de deidos car—
boxilicos. R3 es preferiblemente hidrégeno. Un compuesto
de férmula VI se usa preferiblemente en el gue R, repro-
senta un grupo protector de grupes carboxilo. |
Pusde prepararse un compuesto de férmula III
seg¥n se ha definido anteriormente en la Memoria (en done
de X representa un grupo activador de 4eidos carboxili-

cos), por ejemplo, haciendo reaccionar el isdmero L de uxp
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‘|- compuesto de férmula ITT (en donde X representa un grupo

(en donde R, ¥ Ré tienen los significados anteriores)

representa un grupo protector de grupos carboxilo, con-

-
1ojns ntm, 2

hidroxilo)s por métodos conocidos per se para formar un

compuesto de férmula III en donde X represeﬁta un,gruﬁbkﬂ

»

activador de dcidos carboxflicos. A

“ayl

Puede prepararse, por ejemplb, un dompuesto de

‘£érmula ITT seghn so ha definido sateriormente aquf (ed””f

o

donde X representa un grupo hidroxilo) haciendo reaccig-’

REX

nar el isdmero I de un compuesto de F£érmula: ae
l I (V) ' "

0NN cox - | >

Ry ' - "

Ta~p

(en donde By representa un dtomo de hidrégeno o un grupo

protectdr de grupos amino, y X representa un grupo hidro-

xile 0 un grupo activador de dcidos carboxilicos) con el

isbmero L de un compuesto de férmulas

)
?H2R3

- (VIT)

NHZ-CH~COR2

y donde se usa un compuesto de férmuls VII, en el que,Ra
virtiendo el compuesto asi obtenido en un compuesto de
f£érmula ITII (en donde X represents un grupo hidroxilo)

por separacidn del grupo protector de grupos carboxilo.
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Se prefilere usar un compue sto de férmula V en
la que Rl representa un grupo protector de grupbs aﬁino
/b en ol que X representa wn grupo activador de éCldOdA@
carboxilicos. Se prefmere tambidn usar un compuesto de '

férmula VII en el que R, representa un grupo protector

2

de deidos carbox{licos, cuyo grupo se separa despuds de |,

la reaccibn, pera former un compuesto de férmuls III en .|

la que X representa un grupo hidroxilo.

"Puede prepérarse, por ejemplo, un compuesto qQ.
£érmuls VI como se ha definido anteriormente en esta He~
moria, separando el grupo o grupos protectores de grupo§ 

anino de un compuesto de férmuls:

Y
)
. N
' culs - (VIa)
e ,
' - - - -
‘,RlNH.GH 'CONH CHZ COR2

(en donde Ri representa wn grupo protector de grupos amiw
no y R3 representa hidrdégeno o un grupo protector del gru
po amino) con 1o que se obtiene un compuesto de férmula
VL. | o

Bl compuesto de férmuls VI 6 VIa puede ser pre-
péraGO, por ejemplo, haciendo resccionar el isémero I de
un compuesto de férmulas

N
CHES | (VIII)

RlNH -~ CH - GOX

1
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" puede ser aislado de la mezcla de reaccién mediente mé-

-

Hojn nam. 7

(en donde Rl y‘R3 tienen log significados anteriores y X

representa un grupo hidroxilo o un grupo activador de ded

dos carboxilicos) con un compuesto de férmulas >0

NE, - CH, - COR, SN ¢ 1 B
(en donde R, representa un g:upo hidroxilo o un grupo pr

nn

"11.‘

tector de grupos carboxilo) con lo que se obbiene wn c o

oy o

puesfo de f£érmula VI o Via. : . | o

a5

Se prefiere usar un compuesto de férmﬁla VIII.:

en el que Rl represents wn grupo protector de grupos ami-.

no, cuyo grupo se separa despuds de la reaccién., Se pre-,
fiere tembidn usar un compuesto de férmula VIIL en la gug

X representa un. grupo activador de dcidos carboxilicos..

-

[
Se usa preferiblemente un compuesto de férmila IV en la

que Rz'representa un grupo protector de grupos ce:.rbo.x:i.lo.L

Ry és preferiblemente hidrdgeno.
Si en cualquiera de las reacciones anteriores

ge obtiene una mezcly de productos,'eleroducto deseado

todos convenclonales conocidos per se.
Se podrd spreciar que los compuestos de la pre-

sente invencidén pueden ser preparades, si se desea, segin

los procedimientos aqui_descritos usando el métédo ée sin-

tesis de péptidos en fase s61ida. En bal método 61, grupo
protector del grupo carboxilo del aminoscido en el C T
minal puede estar en forma de una resina.

Los compuestos de férmula IV, V, VII y VIIT o
bien son materiales de partida de que se dispone con fa-
cilidad o pueden derivarse fdcilmente de materiales de
pértida disponibles segtin métodos bien conoci‘dos en la

bibliografiae.
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otros grupos tales como, se Getalla, por ejemplo, en las
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Se conoce una extensa seleccidn de grupos pro-

tectores y sctivadores asi como procedimientos Ge protec-

oibn, activacibn y copulacidn do aminodeidos y figuran

como ejemplos en lag publicaciones siguientes:

The Peptides, Voldmenes 1 6 2, Schroder, E.,

Yy Lubké, K., &cademic Press, Nueva York y Londros, 1965 1,
¥ 1966; Synthetic Peptides, Vols. 1-4, Pettit, G.R., Ven |

Nogtrand, Reinhold, Nueva York 1970, 1971, 1975 y 13763

Methoden dor Orgenischen Chemle, Synthese von Peptiden, ‘_

Band 15, Houben-Weyl, Georg Thiene Verlag, Stuttgert 1974
¥ Anino Acids Peptides and Proteins, Vol. 4-8, The Chemi-
cal Society, Tondres 1972, 1974, 1975 y 1976,

Asf, por ejemplo grupos protectores de grupos
amino que pueden ser empleados incluyen el carbobenzoxi
(denominado bambidn mds ndelante en esta memoria Cbz 6 2)
t-butoxicarbonilo (denominado tambidén més adelante en oS-

ta memoris BOC) y grupos acilo tales como, por ejemplo,

Grupos protectores de grupos carboxilc gue pues
den ser emplesdos, por ejemplo, incluyen grupos dster fd-
cilmente desdoblables tales como grupos bencilo (denomi~-
nado ‘tambidn ﬁés adelante Bzl), p-nitrobencilo 6 t-bubi~-
lo,

" Grupos activadores de deidog carboxﬁ]icos que
pueden ger empleados, por ejemplo, incluyen aﬁhidridos :
mixtos, azidas o ésteres activados tales como, por ejem~
plo, el éster p-nitrofeniiico, wn égter 2,4,5-tricloro-
fenilico ¢ un dster N-hidroxisuccinimidilo.

Puede apreciarse que existe un amplioc rango de

e

!
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t

referencias bibliogrdficas antes mencionadas y el uso de

la to*nlidad de tales grupos en los proeedimientos>antes

descritos en esta Memoria caen dentro de la extensidn‘ﬁe‘k

-,“'a

la presente invencidn. ' ' T C .

A A

LI
Ios procesos de la presente invencidn pueden.

ser llevados o cabo generalmente mediante el uso de matow

riales de partida de L—plroglutammlo y ‘T~histidilo en auw

senc¢a de los isémeros D de los migmos. Asi, es deseab]eq

'1

efectuar lss veacomones bajo condloiones que evlten 1a

[ B R

racemizacién con objeto de evitar la necesidad de un pro»«

ceso de resolucidn al término @6 la secuencia total de ;‘

'14

reacciones. S s

“

i

nateriales de partide de plroglutamllo e histidilo ra0é-
nicos, e 1nelu1r una o mas etapas de resoluclén 6ptlca.

Tos grupos de proteccidn de grupos caerboxilo’

pueden ser introducidos mediante métodos convencionales, |

P.e., por reaccifn con un reactivo de esterificacidn ade~
cuado, por ejemplo un alcokol tal como alcbhoi benoilipb
o p-nitrobencilico en presencié de ééido, por ejemplo,
40ido p-toluensulfénico. |

Los grupos protectores de grupos amino‘puéden

ser introducidos mediante métodos convencionaleé, poxr

ejemplo, medisnte reaccidén con haluros de édido adecuados,

tales como cloruro de carbobenzoxilo, © cloruro de piva- |

loilo, o anhfdridos de deido tales como anhfarido acdticd

En general es conveniente efectuar las rsaccio-

nes de copulacién a temperaturas bajas, por ejemplo entre

~209C haste le temperatura ambiente, convenientemente en

un sistema disolvente adecuade, por ejemplo, tetrahidro=-

T

T3

Tembién es posible, pero menos convenienté, uégrf
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. furano, dioxanc, dimetilformamida, cloruro de metileno o

bres'puede ser efeciuada, por ejemplo, ussndo diciclohew

de procedimientos para separar grupos protectores de gru-

por ejemplo, puede separarse uu grupo protector de grupos

Hoja nam. 10

3

ung nezcla de estos disolventes.

Ia copulacién de grupos amino y carboxilo li- |

xilearbodiimida (DCC). Otro agente de copulameidn que pueJ

de ser empleado, por ejemplo, e¢s N-etoxicarbonil-2-etoxim-

-l,z—dlhadroquinoleina.

La activacién de grupos carboxllo puede efectua&f

ge por ejemplo por convepsidn del dcido en un derivado |

reactivo, por ejemplo, el anhigrido do dcido que puede -

ser preperado mediante ol uso de cloroformiato de etilo ol

isobutilos la acilacién de otro eminodcido con un anhiw |

déido mixto u otro derivado carboxilico activado puede
ger efectuada por métodos convencionales en‘la sinteéis
de pdptidos. '

Habitualmente, el producto de reaccidn despuds
de la etaps de copulacién contiene uno o mds grupos pro-
tectores., Si se desca, éstos pueden ser separados, por

ejemplo de un modo selectivo. Asi pues, es posible sepa~

rar sélo ciertos grupos, manteniendo otros intactos durery-

te la reaccidn o reacciones subsigulentes.

Como se ha indicado antes existe un amplio rango

pos amino y grupos protectores de grupos carbozilo. Asi,

amino por ascidélisis, hidrogendligis, tratamiento con hi~

dréxido amdnico diluido, tratamiento con sodio, tratamien

to con amida de sodio, tratemiento con hidracina, o hidnd-

lisis enzimdtica por ejemplo con lewecingaminopeptidasa.

Métodos que son de interds incluyen tratamiento con bromy-

3

i
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- ro Jde hidrdgeno anhidro por ejemplo en deido acético gle~
cial, tretemiento con deido trifluoroacético e hidrogena-

cibn catalitica. - : O
, K

Asf los grupos carbobenzoxi y t-butoxicarboniloyl.

4"”.

pueden ser separados, por ¢jemplo, usando bromuro de hi=

drégeno anhidro, convenientemente en presencia de deidos~-
‘\,’.
acético glacial o usendo deido trifluoroacético convenient-

rah?
femente en presencia de dcido clorhidrieo concentrado; log

grupos acilo pueden ser separados,. por ejemplo, mediante

PRt B

hidrélisis convencional con &cido o mediante hidrélisis* ,

KW

enzimdtica segin se ha descrito antes.
.

. Le, separacidn de grupos procectores de grupos P I
carhoxilo puede ser efectuada, por ejemplo, medlante sapo-
nificacidn, acidélisis, hidrogenélisis o hidrélisis enzi~

- mética. Asi, por ejemplo, puede efactuarse Eaponifioaoién
con un hidréxido de metal alcalino, convenientemente en
presencia de agua, un alcohol y/o acetona; Ia aciddélisis
puede ser efecﬁuada; por ejemplo, mediante el ugo de bro-
mero de hidrégeno amhidro o deido trifluoroacético y la
hidrogendlisis puede ser‘efectuada; por ejemplo, mediante|

hidrogenacién catalitica, por ¢jemplo, mediante el uso de

paledio sobre carbono, convenientemente paladio sobwe cer
bén vegetal al 10%. Ia hidrélisis enzimdtica puede efec-

tuarse, por ejemplo, mediente el uso de leucinseminopepti

dasa. Asi, por ejemplo, los grupos bencilo y p-nitrobencl

1o pueden ser separados mediante hidrogendligis ¥y los gru

pos t-butile pueden ser separados, por ejemplo, mediante
acidblisis o saponificacidn. .
- Tos grupos protecteres de grupos aminc y los

grupos protectores de grupos carboxilo pueden ser sepafa~
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- dos simnltdneamente, por ejemple, mediante aciddélisis, hi

~te invencidn se proporcionan compeosiciones farmacduticas

que comprenden como ingrediente activo por Lo menos un

loja ném. 12

drélisis alcalina, hidrogenélisis, trabtamiento con sodio

0 amida de sodio, o mediante hidr6lisis enzimitica. Tales|
nétodos incluyen tratemiento con bromuro de hidrégeno, ééL
venientemente en presencia de gcido acdtico glacial y tra
tamiento con un alcohol que contenge disuelto, convenientiy
mente, cloruro de hidrégeno seco. "'
Un método de retirar la proteccién es; por ejeé{?
plo, hidrogenscibn catalitica, convenientemente usando cc;
mo catalizador paladio sotre carbén, por ejemplo, y con;;_‘
venientemente en lg presencia de un digolvente tal como,“‘

por ejemplo, agua, metanol, dioxano, dcido acdtico o Hmbut-.

. 3

tanol. Bste método separa, por ojemplo, el grupo carboben
zoxl, pero deja intactos el t-~butoxicarbonilo o los gru-

Pos acilo.
E1 producto de reaceidn puede aislarse entonces

¥y purificarse mediante métodos conocidos, tales como por
ejemplo extraccidn, cristalizacidn o eromatografié (pox

ejemplo de cgpa delgada 0 en columna). Puede ser ventajo-
go alglar y purificar el péptido deseado obtenido como
producto mediante formacidn de sal (p.e. formacidn de

clorhidrato, bromhidrato, o sal de diciclohexilamina).
Los productos intermedios y finales pueden ser caxacteriw
zados, por eojemplo, mediante pardmetros cromatogrdficos
(control de pureza), rotacidn bptica y, pOSiblemente; da~
tos especiroscépicos.

Seagin todavis otra caracteristica de la presen~

compuesto de £6rmula I segin se ha definido anteriormento
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. tales como almidén o gelatina, lubricantes tales como es-

Hojn nam. 33

patible, en asociscidén con un vehiculo o excipiente farmg)

" e e o . :
céutico. Ims composiciones segin la 1nvenc16n pueden pﬂq~‘

f
sentarse, por ejemplo, en una forma adecuada para su ae~ *

!

ministracidn oral, parenteral o rectal.

-

2

La, expresldn "farmacéutlco" tal como aqu1 ge " li
i3

usa, incluye aplicaciones veterinarias de la invencién.;gl'

BalaT

Tos compuestos segin la invencidén pueden presexn

tarse en las formas farmacoldgicas de administracidén con-

v

NS Y

vencionales, fales cono tebletas, tabletas recublertas,. :

solucioneb, emulsiones, polvos, ¢dpsulas o formas gde 11«

beracidn retardaﬁa. Pare le preparacidén de estas formas ~--

pueden emplearse exclplentes farmacduticos convenclonaléd
asi como los métodos habltuales de produccldn, Pueden pro|
ducirse tabletas; por ejemplo, mezclandovel_ingrediente
é ingredientes activos con excipientes conocidos, tales
¢como, por ejempin, con diluyentes tales como carbonato
de caleic, fogfato de'oaloio 0 lactosa, desihtegrantes

tales como almiddén de maiz o deido alginico, aglutinartes

tearato de magnesio o talco, y/o agentes para obtener ung

liberacidn retardads, tales como ca&boxipolimetilénb, cax

L\

boximetileeluloss, acetoftalato de celulosa, o poliacetat
de vinilo. -
Las'tabletas pueden esbar consti%uidas, si se
desea; por varias capad. Pueden‘producirse tabletas recu~|
biertas mediante yecubriniento de micleos, obtenidos de
un mddq'semejante a las tablétas; con agentes cominmente

usados pera recubrimiento de tabletas, pdr & jemplo, poli-

vinilpirrolidona o goma laca, goma ardbiga, talco, didxi-
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Hoja nim. 14-

4

¢idn retardada o evitar incompatibilidades, el micleo pues
de estar congtituido tambidn por varias capas., Bl reoﬁb;i-

miento de la tableta puede estar constituido también por

varias capas al objeto de obltener ung liberacién retarda-

da, en cuyo caso pueden usarse los excipientes para tableT,
o

tag anteg citadosg.

Los jarabes del ingrediente activo segin la in~
‘veneibn o combinaciones de ingredientes activos, pueden

contener adicionalmente un edulcorante, tal como sacarina/ -

ciclamato, glicerina o azicar, y/o agentes para mejorar .

el sabor tales como aromatizantes, por ejemplo vainillinal .,

o extracto de narenja. También puedon contener agentes de
suspensidn o espesantes, tales como carboximetilcelulosa

gédica, agentes humectantes, tales coﬁo por ejemplo produT
tos de condensacidén de alcoholes grasos copn dxido de efiw
leno; o agentes de comservacidn tales como p-hidroxiben—

zoatos.

Pueden prepararse soluciones inyectables, por
ejempib}'del modo convencional, tal como mediante la adi=
cién de agentes de conservacidn tales como p-hidroxiben-
zoatos, 0 estabilizadores tales como Complexonas. Las so-
luciones se llenan después en viales o ampollas de inyec~
cidn,

Cépsulas que contienen unoc o varios ingrediented
activos pueden ser produéidas, por ejemplo, mezclando los
ingredientes activos con exciplentes inertes; tales como
lactosa o sorbita, y llenando la mezcla en cdpsulas do
gelatiﬁa. ‘

Supositorios gdecuados pusden ser producidos,
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formuladas como unidades de administracidn, estando adap=.
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nes de ingredientes activos, con los exoipientes>conven~

cionales desb¢nados a eate fln, tales como grasas natura~u'
b}

. ""’v'
les © polieﬁllenvllcol o sug derivados. s A

a4

L T
Ventajosamente, las composiciones pueden ser

: , -
tada cada unidad a suministrar una dosis fija de ingre-

diente setivo, Tabletas, tabletas recubiertas, cépsulas,,

supositorics y ampollas son ejemplos de formas unitarlas

de administrzeidn sdecuadas. Cada unidad de admlnlstraciéﬁ,

i‘a

contlene preferiblemente de 5 a 100 n.mo1es de dicho in~

D

gredlenue activo y en especial de 15 a 50 n, moles de dl—

w.-..

~

cho 1ngredlente activo,

Segdn se ha indicado antes, los nuevos compues-

tos pueden ser administrados al hombre o a otros animales|, -

Ia dosis Sptima es, en generasl, proporcional al drea su-
perficial y estd comprendida entre 5 y 50 n.molas/'m2 de
drea superficial/dia. Asi; para el'hogbre que'ﬁiene un
drea superficial del orden de 1,5 a 2,0 mz, la dosis dia-
ria Sptina estd comprendida entre 7,5 y 100 n}moles/aia.

Bs gpropiado un trataniento de 1 a 5 semanas, por ejemplq,

do 3 semanas. Bn general, la administracién es preferible
mente por inyeccidn. | VTV
Segin todavia otra caracteristica de la presen-
te invencidn, se proporciona un método de trataniento de
la obesidad causéaa por sobresalimentécidn; que comprende)
sdministrar una cantidad efectiva de una composicidn far-
macéutica segin agui se ha mencionado anteric;mente; a un

paciente que padece tal obesidad. Los péptidos pueden ser

usedos tembién pars producir modelos de animales que pue~ .
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llojn ntm. 16
den ser estudiados y usados para experimentos terapéduti~
Co3.

: | S
Otro uso principal del nuevo péptido, sin embar

| -
g0, es en la produccidén de material para tdéenicas de en~—

gayo inmunolégico. Bl péptide puede despuds ser unido por

covalencia a un excipiente adecuudo de alta magnitud moley

cular, tal como albimina, polilisina © poliprolina, con‘l-

objeto de ser inyectado en el animal que produce anticuér

entisueros de albta especificidad mediante el uso de téc% :

nicas de absorcidn bien conocidas usando el excipicnte do|

alta magnitud molecular., Introdubiendo radiactividad
(140, 180, 15N, ete) en la moldoula del péptido, puede
idearse rédpidamente un radioinmunoensayo y usarse para de
terminar el péptidd en los diferentes fluidos bioldgicos

!
tales como suero (plasma), orina y fluido cerebroespinal.

En el ejemplo la retirada de proteccidn median-|’

te hidrcgenacién catalitica se efectia usando paladio so-
bre carbén al 10% como catalizador. Bl método del Ejemplo
ha 81do escogido para evitar proteccidn de la cadens la-

teral, simplificando asi el prooedimiento experimentel to

tal,

En ol Ejemplo se usan las abrevigturas sigulen=
tes: _ |

GC ~ diciclohexilecarbodiimida,

DCU ~ {icieclohexilurea

DME - dimetoxietano

DR ~ dimetilformamida

Gly - glicil-

His ~ Iwhigtidil-

-

1
pos (por e jemplo conejos, cobayas 6 cabras). Se obtienen v

T

LI
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1 | pEln = Ie(piro)giwbamile
HOSu - N—hidroxisuccinimida
0Bzl = éster beneilico :
. ma - trietilamins e
5 | THP = tetrahldrofurano
p-TosOH - deido p-foluensulfdnico {ZZ?
Z - carbobenzoxi- ! _ L;:}
iPrOH - isopropanal ,zﬁ
Gel - Gel de silice G A i
10 ©S1 - CHOL,/MeOH (20:3) s
S2 ~ MeOH/benceno (i11) e
) s4 ~ Et0H/H,0 (7:3) o
uv -~ Imz ultravioleta - 254 nm .
N - Ninhidring
15 A cr - ¢loro/o~tolidina ,
i P ~ Acido sulfanflico diazotado (Reacti~-
vo de Pauly) |

Tos disolventes empleados eran de calidad “pars
“andlisis" (p.a) y fueron tratados segin procedimientos
20 habituales de laboratorio antes de ser usados.

BSQUENA DS SINTESIS

pGlu His Gly

7 osu H— ONa |

A Of H —| OBzl
25 |

7 ' o ' 0Bzl

H- OH

a) ESIER DE N-HIDROXT~SUCGINIMIDA DEL AGIDO CARBOBENZOLI-

30 T~ (PTRO)GLUTAHICO (Z~pGlu(0Su))

13098
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‘mente a femperatura ambiente y se continud agltendo duran

Hojn niim, 18

_ So sintetizé Z-pGIm(0Su) de un modo similar al
deacrito por P. Kurath, A,M. Thomag, Helv, Chinm, Acfa,
56 1656-61 (1973), es decir, del siguiente modo: Sa disol
vieron Z-pGlu(OH) (15 g,'S% mmoleg) y HOSu (7,25 g,'Sj
mmoleé) en DME (50 ml) ¥y le solucidn se erfrid a -20¢C
(en 0014/002). Se afadié a la soluciln ICC (13 g, 62 muo
les) en DME (25 ml), gota a gota, bajo vigorosa agitzcién

Despuds de 2 horas a ~209C, la temperatura se elevé lenta

te la noche. Bl IOU precipitado se separd por filtrasién
y ol digolvente se evaporé en vacio. El residuc se recris
talizé en i~-PrOH, obtenidndose 14lg (704, bib. %6%) 6917
producto con punto de fusidn 130¢C (bib. 130-131§C). Rp
(S1) 0,70 ~ 0,76. o

b) CARBOBBNZOXI=L~(PIR0)GIUTAMIL~HISTIDINA (Z-pGlu~His (0

.

.

g

))

Se sintetizé Z~pGlu~-His (0H) del siguiente modo:

Se disolvid Z-pGlu(Osu) (5,4 g, 15 muolos) en
dioxano (25 ml) y se afiadidé a una solucidn de His (2,56
gy 16,5 mmoles) ¥y Na,C05.10H,0 (4,72 &, 16,5 moles) en
H,0 (20 ml) a 0°C. Despuds de agitar durante 2 hdras a
tenperaturs ambiente; el éster activo habia reaccionade
completamente (seguido por cromatografia de capa delgada)
Ia mezcla se concentré a la mitad de su volumen en vacio,
se enfrid a 09C y se afiadid HC1 3 M (5,5 ml) bajo agita-
cidn vigorosa. El material voluminoso précipitado ge £il-
trd, se lavé con H2
Rendimiento 3,5 g (60%, bib. 62%), descompone a 140-1609C
Re (S4) 0,45, '

¢) ESTER EENCILICO DR CARBOBENZQAT~Im(PIRO)GTUTANT TmLmH IS

TIDIL-GLICINA

0 y se reoristalizé en MeOH/HZO (2:5) .

g



matie s Bt e ————— o1 nor A . o emarrm aet &
-

10

15

20

25

30
13098

_sién normal durante 1 hora. lLa reaccién fue seguida por

cromatografia de capa delgada, que mostré que se estaba

Itoja ntvm. 19

{ Zmp Gl -G 1y (0Bz1) ) o
Se gintetizé Gly(0Bzl).pTos(0H) de un modo si-

mllar al descrito por L.Zervas, M.‘Vn.nitz, J.Pe Gre?;ﬁs{.ein
en J.0.0. 22, 1515-21 (1957)+ Ast puds, se aftedid ma
(77,u1, 0,5 muoles) & Z-pGlu-His(OH) (203 mg, 0,5 mmoles)

AT A

y Gly(0Bzl). pTos(OH) (186 mg, 0,5 mmoles) en ZDM]? (*3 ml)

"
>

g 09C, ' : , ' *anan

Despuds sé efiadid e la mezcla DCC (133 mg,"5355 '

mmoles) on DMT (2 ml) la temperatura se elevd lentamente
hasta la temperatura ambienté, y la mezcla sevagitd aﬁﬁhn
te la noche, Bl ICU precipitado se flltrd ¥ despuds e

evamoracldn del disolvente en vacio, el residuo se d*sol—

‘a2

2Cl (3 x

2 ml). Después de evaperacién del digolvente orgénlqo, el

vid en H 0 (5 ml) ¥y la mezcla se extrajo con CH

producto erudo‘(Rf (s1) 0,25, UV&,'CT'+, P4) se usé sin

purificacidn adicional en la siguiente etapa.

d) L~(PTRO)GLUTAMITTeHISTIDIT=GLICINA (pGlu-His-Cly( OHZZ‘-

Bl producto crudo de Z~pGlu-His-Gly(0Bzl) se
disolvié en L /41,0 (1:1), 20 ml), P4/ se efiadié (100 mg

vy se hizo burbujear gas H, a través de la solucién a Pro-

2

formando un producto mds polar. Una vez completada la
reaccldn, el catalizador se separd por filtracidn.y el

disolvente ‘se 9vapor6 en vacio, quedando un residuo que .

se disolvié en Hy0. Ta fase acuosa se extrajo con CH,CL,

(3 x 2 mlj, geparando gsi subproductos menos polares,. Bl
producto crudo se purificd medlanbe cromatografla en co~
lumna con Gel de Silice K¢ 60 (0,063 mn g O 210 mm) y

EﬁOH/HZO (7:3) como disolvente de elucién. B rendimiento
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™ de producto cromatogrdficamente puco fue de 104 mg (64%).
Rp(s4) 0,45.

El péplido sintético asi obtenido ha puesfb de
manifiesto que es idéntico en cierto nimero de gistenas
cromatogréficos al material biogénico que ha sido aislado
de orine como se he descrito aqui antes. Se ha enconirudo
$ambién que el péptido sintélico posee una actividad bio-
1dégica semo jante. ' |

Los Ejemplas farmacduticos siguientes se proporr
clonan dnicamente a titulo de ilngtracién. Ia expresiéﬁf
wpéptidot se refiere al péptido de férmula (I) de esta
Memoria. ' |

Ejemplo A Preparacién para inyeccidn subcubsnea

Se llena en viales a doé.concentraciones dife=
rentes, péptido liofilizado.

Cada vial'eontiene§ ,

Péptido 0,05 mg 6 0,10 mg

Glicina 5,0 ng

Los contenidos de cada vial se disuelven en 1 ml

de cloruro sédico isoténico pars inyeccidn, antes del usop

Ejemplo B Tabletas

Cada, tableta contlens:

Péptido 0,1 mg
Alnidén de maiz 24,0 ng
Lactosa 80,0 mg
Gelating ‘ 1,4 ng
Talco ; " 6,0 mg

Lgtearato de mage
negio 046 ng

Bjemplo ¢ Solucidn de gotas nassles o nebulizacidn nasal

Cada 1,0 ml de solucidn contiene:
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Haojn niim,
Péptido 0,5 ng 6 1,0 mg
Cloruro de sodio 4,6 mg
- [ o a0
NaHzPOA,‘zHgO‘ | .4,'.2 g : R
- Na,HRO 4.ZL2 H,0 14,3 ng
Cloruro de bernzalconie 0,125 mg
Agua. 0sb4ril CoseDe 1,0 ml

1 dosis, es decir, 2-3 gotas (o nebulizaci"é;;i‘,’i“ 1

equivalente) contiene 0,05'mg:6 0,10 mg de pdptido. -~

Bjemplo D Supositorios ’ . v
" Cada supositorio contienes ', \{0;
Péptido . - O0,lmgé0,2mg -’

Adeps solidus’ V ’ AR

(Witepsol H.15) 1,8 g ' Ay

Supositorios

Ejemplo B

Cada supositorio contienes
Péptido : : 0;1 mg 6 0,2 ng
Polietilenglicol 1500 1,2 g 6 L,1 g
Poliotilenglicol 3000 0,5 g

Agua destilada 1000 mg.

Ejemplo T

solucidn rectal

’

Composicidn por rectiolas

Péptido . 0,1mg 60,2 ng
Fenil carhinol 15,0 mg
Metil celulosa 40,0 ng

Agua estéril c.s.p. T 2,0 ml

21

N
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i - RETVINDIOACIONTS -

Los puntos de invencidén propia y nucva que se
/
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paben~

| te de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son los que se

recogen en las reivindicaciones siguientes: ) i
2,- Un procedimicnto para la preparacién de I~

—(piro) Zlutamil-I-histidil-glicina de £6mula:

(I)

;j\ (':Hz

0 Iil CO~NH—CI;-CONH-0112~COOH
H.

(en 1la que los reastos de piroglutamilo e histidilo son de

la serie L), ¥ sus sales, que comprende dejar sin protecc-

cién wn compuesto de férmula:

D
| l l | CH k

CO-NH-CH—CONH-CH2~COR2

(11)

.
(en donde los restos do piroglutamilo e histidilo son co-
da wo de la seﬁe' L, cada uno de P‘l v R:5 renresenta wm
ftomo de hidrégeno o wn grupo profector de grupos aimino, y

R2 representa un grupo hidroxilo o uwn grupo protector de

" POOR
QUALITY
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1% representa un grupo hidroxilo o w grupo activador de

Hojn nom, 23

grupos. carboxilo, con la condicién Ge que por 1o menos uno

Ge Ry By ¥ Ry represenfiun. grino’ gro ector), con lo gue

a & pa "

' se obtienc Lf-(pli"o/glv.umnll-L-}nsi;;Ld:Ll-g].‘ifcina 0 unag de sus

28 .- Un procedimiento segin la reivindicacidén 1z,
en el que el compucstio de férmula II se prepars pmmermen—-

te haciczdo rcacclormr un compuesto de Térula

N
)
N

| R (111) |

l

CH2 !

07" N7 N\ co-NR-CH-COX '

R

(en la que los restos de piroglutamilo e histidilo son. eo~-

do una de la serie I, ceda uwno de By ¥ R3- represents un

&tomo de hidrégeno o uvn grupo protector de grupos amino, ¥y

foidos carboxllicos) con wn compvesto de féxmular

KH,~CH,~COR, ) (xv)

(en conde .1-12 representa m grupo hidroxilo o un grupo pro-
tector de grupos carboxilo), con la condicidn de que por lo
menos uvho de Ry 112 ¥ R3 repr}esenta wn grupo protector, con
lo que se obtiene un compuesto de fémmulsa II segin se ha
definido en la reivindicacidn 12 | A

&,~ Un pfcocedi;nien’uo segin la reivindicacidn 1t,
en elr que el compuesto de féxmuvls II se prepara prﬁnermnen~\

te heclendo reacclonar el isémero L de un compuesto de f6r-

- POOR
QUALITY

mulas

e
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0% :N: Ncox - (V)

R’y
(en la que Rl representa wn &bomo de hidrégeno o wm grupo
protector de grupos amino, y X representa vn grupo hidro-

xilo o wn grupo activador de 4cidos carboxflicos) con el

isémero L de w compuesto de fémula:

, N§> |
N (V1)
R3 \
2 .
NHZ~CH*CONH~CH2-COR2

CH

(en donde R, representa un grupo hidroxilo o wn grupo pro-
tector de grupos carhoxilo y R3 representa hidrégeno o vn
grupo protector de grupos amino), con la condicidén de que
por lo menos uno de Ry By ¥ R:.j represente un gIUpo BLO-
tector, con lo gue se obtiene un compuesto de fémula II
segin la reivindicacién Lt. . |

48,~ Un procedimiento segin una cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 3%, en el que se usa wn compuesto de
fé6rmula II, III, \_ry/o VI en donde By y/o Ry representa un
grupo carbobenzoxy, t-bubtoxicarbonilo o acilo.

52,~ Un procedimiento segin cualguiergs de las
reivindicaciones 12 a 3%, en donde se usa wa compuesto de
férmula II, IV y/o VI, en donde R, representa wn grupo ben—
cilo, p-nitvrobencilo o t-butilo.

| 62,~- Un procedimiento segln uvna cuglquiera de las

reivindicaciones 22 a 42, en el que Ze usa un compuesto

. PooR
 QUALITY
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fenflico, un éoter2,4,5-frislovo-fonilics s un grupo és-.

- 1

fer de Zt.rhidro:-:ir.ixiécinii%fi’dilb.

8,- Un procedimiento segin una cualquiera de las
reivindicaciones 18 a 6%, en el que el compuesto de férmwv-
la. I obtenido se convierte en wna sal del mismo. |

/ ] .
88,- Un procedimiento vara la preparacién de I-

-(piro) glubamil-T-histidil-glicina.

Pal y como se ha desecrito en la Lemoria que ante-
cefe ¥ para'los fines que se han especificado., » b
Esté. liemoria consta de VEINTICIKCO hoj as eseritas
-2 mhguina por una sola cara.
' Madrid,

02.M¥1279
P.A.

. A\b}ﬂo' de Blzabor

Por
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