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RESUMEN DE LA INVENCION

Nuevos péptidos‘biolégicamente Gtiles de férmula:
Al—Az—L-Phe—X—L-Tre-L~Ser-Rl-Y-L—Ser—Rz-L—Tre—L—Pro-L—Leu-L—
Val-L-Tre-B (junto con las composiciones farmacéuticas que
contienen una cantidad farmacéuticamente efectiva de los .

mismos) donde:

(a) A, y A, representan cada uno de ellos un resto aminodci-

do de férmula HZN—Alq—CO-, donde Alq es un grupo alqui-
lideno de 1 a G.atomos de carbono inclusive;
(b) X es un resto amino&cido seleccionado entre el grupo for
mado por L-Met, L-Met(O0), L—Met(oz) y L-Leu;
(c) R, ¥ R, representan cada uno de ellos un resto aminodci-
do seleccionado entre el grupo formado por L-Glu v IL-Gln;
(d) Y representa un resto aminodcido seleccionado entre él
~grupo formado por L-Lis y D-Lis y
(e) B representa uno de los restos amino&cidos o p&ptidos se
leccionadas entre L-Leu-0H, D—Leu;OH, L-Leu~L-Phe-0OH,
L-Leu-L~Phe-L-Lis-OH, L-Leu-L-Phe-D-Lis-~OH, L—leucin.ol
y L-MeLeu-OH.
o un derivado funcional de los mismos; estos péptidos pre-
sentan propiedades psicofarmacolbgicas capaces de acelerai
lé'inhibicién de la respuesta al vuelo condicionada, de ma-
nera que son eminentemente adecuados para el tratamiento de
ciertos trastornos mentales en los que se desea una reducciéT
de la funcidn cerebral; mé&s especialmente, los péptidos pre-
sentan actividad neuroléptica. Los péptidos de f6rmula (I)
donde uno de los radicales R1 o R2 es L-Glu y el otro L-Gln
son los preferidos y resultan especialmente adecuadas las
composiciones que contienen los péptidos de f6rmula (I) don-

de Rl es L-Glu y R, es L-Gln.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la invencidn

La invencidn aquf descrita y reivindicada se refiere
a péptidos psicofarmacolbgicamente activos, a métodos dé pre-
paracibn de estos compuestos y a aonposiciones farmacButicas
en una forma adecuada para la administracién terap&utica, qus
contienen estos péptidos. En especial, esta invencién se re-
fiere a nuevos péptidos y derivados beptidicos psicofarmaco-
l6gicamente activos, que han sido obtenidos a partir de un
cierto fragmento de la hormona B~lipotropina (R-LPH). La B-1i
potropina es un polipéptido, constitufdo por 91 amino#cidos,
que‘se forma en el l6bulo posterior de la hipéfisis y presen
ta actividad movilizadora de las grasas.

2, Descripcidén de la técnica anterior y otras informaciones

Se conocen ya algunos fragmentos de la B-LPH y han
sido descritas en la bibliograffa. Véanse, éor ejemplo los
artfculos en Chem. & Eng. News de 16 de Agosto de 1976, péq.
18 y 15 de Noviembre de 1976, pdg. 26. - o

Asi, es sabido que el fragmento y-lipotropina, B-LPH~-
(1-58), poéee propiedades movilizadores de las grasas exaé-
tamente igualvque la B-LPH. El fragmento B -LPH-(41-58),
dénominado B~melanotropina, es capaz de influir en la pig-
mentacién de la piel por estimulacién de los melanocitos.
La secuencia B-LPH-(61;91), denominada PB-endorfina, es co-
nocida por poseer actividad analgésica, que exactamente-
lgual que la d¢ la morfina, puede ser antagonizada por
la naloxona de manera que la hip&Stesis de que la morfina
y la B-~endorfina actfian en el mismo centro'receptor es 16-
gica y evidente.

Mientras tanto, también se ha encontrado que algunos

>
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fragmentos peptidicos més pequenos de la B~eﬂdorfina, por
ejemplo B-LPH-(61-76} (a—endorfiﬁa), el fragmento B-ILPH-
(61-69) y el fragmento B-LPH~-{61-65) (Met-eﬁkefalina) pre-
sentan cierta afinidad por el receptor de opidcéos, VEase Nature
258, 577 (1975).

También se ha descrito una afinidad por el reccptor
de opidcecs para’el péptido endbgeno Leu-enkefalina {LeuGS} -B-
LPH-(61~65) y para 1a,D-Ala?Met~eﬂke£a1ina sintética
{D-AlaG%'-B-LPH—(Gl—GS). Véase, por ejemplo, Science 134,
330 (1976).

Adem&s, también se ha comprobado gue la B-endorcina,
B—LéH-(Gl-Ql), posee ciertas propiedades psicofarmaccldgicas|
Por ejemplo, este péptido inhibe la extincidén de la respues-
ta al vuelo (activa) en el conocido ensayo de trepar a un
poste (comﬁortamiento de evitacién del salto al poste).
Esta propiedad de la PB-endorfina no puede ser disminuida
por los antagonistas conoci&os de la morfina, tales como
la naloxona o la naltrexona, de manera que es ciertamenée
justificable que el experté en este campo llegue a la con-
clusidn de que la actividad psicofarmécolégica de la B-endorx
fina es completamente independiente de los centros reéepto-
fés'de opiiceos en el cerebro.

Aparte de la B-endorfina, los fragmentos peptidicos
més pequefios derivados de este polipéptido, a saber la ¢-en-
dorfina, el fragmento B~-LPH-(61-69) y la Met-enkefalina, se-
gin se ha demostrado, inhiben la extincidn de la>respuesta
de vuelo de forma similar.

El pé&ptido y-endorfina, B-LPH—(61-77f, que solamen-
te difiere de la OG-endorfina por la presencia de un amino-

dcido extra en el extremo C-terminal, también ha resultado
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presentar actividad psicofarmacolégica aunque de una natu-
raleza completamente diferente a la de la a- y pg-endorfina.
Mientras la o-endorfina retarda esta extincién de la respue
ta de vuelo, se ha demostrado que la Y-endorfina, por el co
trario, acelera la extincibn de la respuesta de vuelo. Es
notable que la mera adicién de un resto amino&cido a le par
te C-terminal de la ¢-endorfina produzca una inversibn tan
espectacular del comportamiento.

Sorprendentemente, ahora se ha hallado que lcs pépti-
dos con una secuencia de aminofcidos PB-LPH-(62-77) o los
andlogos estrechamente relacionados derivados de un péptido
de éste tipo, aceleran la extincibn de la respuesta al vue-
lo en mayor grado que en el caso de la Y -endorfina. Ademis,
estos péptidos de acuerdo con la invencién, en contraste
con la Y-endorfina, no poseen afinidad por los receptores
de opléceos.

En la patente.estadounidense 4.097.471 (Sarantakis)
se describe un péptido de f6rmula H-Tir-Gli-Gli-Phe~Leu~Tre-
Ser-Glu-Lis-Ser-Gln-Tre-Pro~Leu~-Val-Tre-OH o0 una sal del
mismo. La patente estadounidensé 4.127.517 (Coy) describe
un -péptido de férmula H-Tir-X-{Gli-Phe-Met-Tre-Ser-Glu-Lis-
Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-Val-Tre }-Leu-Phe-Lis-Asn-Ala-Ile. La
patente estadounidense 4.127,518 (Coy) describe un péptido
de férmula H~Tir-X-{Gli-Phe-Met-Tre-Ser-Glu-Lis-Ser-Gln-Tre-
Pro-Leu-Val~Tre}-Leu~Y, donde Y es OH, alcoxi o amina y las
sales del mismo. La patente estadounidense 4.127.519 des-
cribe un péptido de una fSrmula an&loga al de la patente
4,127.518, donde el radical Leu que se encuéntra fuera de
la porcién entre corchetes ha sido sustitufdo por un radi-

cal Leu-Phe. La patente estadounidense 4.127.520 también

=
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{c) R, ¥ R, representan cada uno de ellos uno de los restos

.o un derivado funcional adecuado del mismo.

describe un péptido andlogo al de la patente 4.127.518 pe~-
ro sustituye el radical Leu-Y de esta Gltima patente por un
radical Leu-Phe-Lis-Y.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Sorprendentemente, se han encontrado nuevos péptidos
de f6rmula:

A,-A,-L-Phe-X-L-Tre-L-Ser~R;-¥-L-Ser-R,-L-Tre-L-Pro-L-Leu-
L-Val-L-Tre-B ' o T
donde:

(a) A; Y A, representan cada uno de ellos un resto L-ami-
noficido de férmula H,N-Alq-CO, donde Alg es un grupo
alquilideno de 1 a 6 &tomos de carbono;

(b) X es un resto aminodcido seleccionado entre el grupo

'fotmado por L-Met,L-Met(0), L—Met(oz) y L-Leu;

aminodcidos seleccionados entre el grupo formado por
L~-Glu y L-Gln;

(d) Y representa un resto aminodcido seleccionado entre-el
grupo formado Por L-Lis y D-Lis y

{e) B'representa uno de los restos aminodcidos o pé&ptidos
seleccionados entre L~Leu-~OH, D-Leu-OH, L-Leu-L-Phe~OH,

R L—Leu—L~Phe-L-Lis-6H, L-Leu-L-Phe-D-Lis~0H, IL-leucinol

y L-MelLeu~0H;

Son especialmente preferidos los péptidos (y las com-
posiciones que contienen una cantidad efectiva de los mismos
en los que uno de los radicales R; o R, es L-Glu y el otro
es L-Gln, en especial donde R, es Glu y R, és Gln. Por "alqu
lideno de 1 a 6 &tomos de carbono", se entiende un hidrocar-

buro alquilidénico de 1 a 6 Etomos de carbono, no sustitui-

TR
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cluir compuestos de cadena linealo de cadena ramificada.

Los restos aminoicidos cubilertos por Al y/o A, son,
por ejemplo, glicilo, alanilo, valilo, leucilo o isoleucilo,
preferiblemente Gli y L-Ala.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Los péptidos y derivados peptfdicos de férmula gene-
ral I se preparan mediante diversas efapas, todas ellas co-
nocidas por los expertos en este campo. Los métodos nés
frecuentemente utilizados para la preparacidn de los compues
tos @e esta invencidén pueden ser resumidos como sigue en
tres procedimientos posibles y diferentes:

(a) condensacién en presencia de un agente condensante de
(1) un aminodcido o un péptido conteniendo un grupo
carboxilo libre (en el que los otros grupos reactivos
han sido protegidos) con (2) un compuesto (aminodcido,
péptido o aﬁina) conteniendo un grupo amino libre ‘(y en
el que los otros grupos reactivos han sido an&logamente
protegidos); o

(b) condensacidn de (1) un amino&cido o un péptido contenien
do un grupo carboxilo activado y en el que los otros gru

" pos reactivos han sido opcionalmente protegidos, con

(2) un compuesto (amino&cido, péptido o amina) contenien|

do un grupo NH2 libre y en el que los otros grupos reactfi

vos han sido protegidos; o
(c) condensacifn de (1) un aminofcido o un péptido contenien
' do un grupo carboxilo libre (y en el gue los otros gru-
pos reactivos han sido protegidos) con 62) un compuesto
(amino&cido, péptido o amina) conteniendo un grupo amino

activado (y en el que los otros grupos reactivos han si-
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do opcionalmente protegidos); después de lo cual, si se
desea, se eliminan' los grupos brotectores.
Los métodos de activacidn del grupo carboxilo son co~

necidos por los expertos en este campo e incluyen la conver-

sidén de los mismos en un haluro de &cido, una azida, un anhf

drido, una imidazolida o un é&ster activo tal como el &ster
de N-hidroxisuccinimida o el éster p-nitrofenilico.

El grupo amino puedeAser actiéado por métodos conoci-
dos por los expertos en este campo, como la conversidn del
grupo amino en una amida de fosfito o utilizando el método
¢ fésFforo~azo". Para ambos métodos de activacidn véase la si-
guiente referencia; Houben-Weyl, Methoden der Organischen
Chemie, cuarta edicién, volumen XV/2 (Georg Thieme Verlag),
incorporada aqui por referencia.

Los métodos més habituales para las reacciones de
condensacidn antes citadas son los siguientes: el método de
la carbodiimida, el método de la azida, el método del anhi-
drido mixto y el método del éster activo, como describeﬁ
E. Schrdder y K. Lubke, "The Peptides"”, volumen I, 1965
(Academic Press), incorporada aquf por referencia. El lla-
mado método "en fase sdlida" de Merrifield, descrito en J.
Aﬁer.Chem.Soc. 85, 2149 (1963), también incorporado aqui
por referencia, puede ser utilizado asimismo para la prepa-
racidn de los péptidos y derivados peptidicos aqui descritos

Los grupos reactivos que no participan en la reaccidn
de condensacidn son eficazmente protegidos mediante los lla-
mados grupos "protectores" adécuados que, a su vez, mis tar-
de pueden ser facilmente seggrados por hidrglisis o reduc-
cidén. Asi, un grupo carboxi£; puede ser eficazmente prote-

gido por métodos conocidos, por ejemplo esterificacién con
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por lo menos una cantidad esteguiométricamente efectiva de
metanol, etanol, ter-butanol, alcohol bencilico o alcohol
p~nitrobencilico, o, alternativamente, por conversidn por
medios conocidos en una amida, como describen, por ejemélo,
Houben-Weyl, en Methoden der Organischen Chemie, cuarta edi-
ciéﬁ, volumen XV/l, pdg. 315 y siguientes. Sin embargo, es-
te ﬁltimo grupo protector es muy diffcil de separar, de ma-
nera que es recomendable utilizar solamente este grupo pa-
ra proteger el grupo carboxilo del aminodcido C~tefminal en
el péptido final o el grupo y-carboxilo del &cido glutimico.
En este caso, la sintesis de los péptidos conduce directamen
te é la amida del péptido de acuerdo con la f8rmula general (I)

. Los grupos que pueden proteger eficazmente ur grupo
anino son generalmente grupos éFidos adecuados, por ejemplo
un grupo- 4cido derivado de &cidos carﬁoxilicos aliféticos,
aromiticos, aralifdticos o heterociclicos adecuados (tales
como &cido acé8tico, &cido benzoico, &cido piridincarboxfli-
co) o un grupo &cido derivado del &cido carbénico (taleé
como etoxicarbdnilo, benciloxicarbonilo, ter-butiloxicarbo-
nilo o"p—metoxibenciloxicarboniio) o un grupo &cido derivado
de ﬁn dcido sulfénico (tales como bencenosulfonilo o p-to-
ihensulfonilo). Tambi8&n pueden utilizarse otros grupos, co-
mo grupos arilo o aralquilo sustitufdos o no sustituidos,
por ejemplo bencilo y trifenilmetilo o grupos como o-nitro-
fenilsulfenilo o 2-benzoil-l-metilvinilo (v&ase Houben-Weyl,
volumen XV/1, p&g. 46 y siguientes).

Es preferible proteger también el grupo e—-amino de

la lisina y opcionalmente los grupos hidroxilo de la serina
y de la treonina. Esta Gltima proteccidn, sin embargo, no

es siempre necesaria. Los grupos protectores habituales en
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‘&cido L-Met(0O) pueden ser preparados a partir del coxrespon

- 10 -

este caso son los grupos ter-butiloxicarbonilo ortosilo pa-
ra el grupo e~amino de la lisina y un radical ter;butilo o
bencilo para el grupo hidroxilo de la serina y de la treo-
nipa.

Los grupos protectores pueden ser separados por di-
veréos métodos convencionales, gue dependen de la naturaleza
del;grupo de que se trate, por ejemplo empleando dciao Exi-
fluéracético o por reduccidn suave, por ejemplo con hidré-
geno y un catalizador como paladio o con HBr en dcido acé-
tico glacial.

Los péptidos de esta invencibn, con el resto amirno-

diente péptido gue contiene el grupo Met mediante oxidacibn
suave, por métodos conocidos en este campo, por ejemplo con
perdxido de hidrbgeno diluido o con un pericido. Esta oxi-
dacidn da lugar a una mezcla de S- y R~sulféxido, que pue-
de ser resuelta en los diasterecisdmeros separados por méto-
dos conocidos, por ejemplo'por cristalizacibn selectiva. Los
diastereoisbmeros separados también pueden obtenerse direc-~
tamente empleando L-metionina~-S(o R)-sulféxido en la sinte-
sis del péptido.

Los sulfona-pé@tidos de acuerdo con esta invencién,
con‘el resto aminoacido Met(Oz), pueden ser obtenidos por
oxi&acién del correspondienﬁe Met-péptido (I) o utilizando
metionina-sulfona en la sintesis del péptido.

Por el término “"derivados funcionales adecuados" de
los péptidos de fdérmula general (I) se sobreentienden los
siguientes derivados: . [

{a) sales de los péptidos de esta invencidén, en especial las]

sales de adicidn de dcidos y las sales metdlicas;
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(b) Esteres derivados preferiblemente de alcoholes alifS§ti-
cos de 1 a unos 18 &tomos de carbono, en especial de
alcanoles de 1 a unos 6 &tomos de carbono, como metanol,
etanol, propanol, isépropanol( butanol, alcochol sec-bu-
tflico, alcohol amflico, alcohol iscamflico y alcohol
hex{lico;

(¢) amidas o amidas mono-alquflicas o di~alguflicas. dcnde
el o los grupos alguilo contienen de 1 a unos 6 &tomos
de carbono; preferiblemente metilo o etilo;

(d) derivados N-acilados, obtenidos a partir de un &cido car
boxflico alifético de 1 a unos 6 &dtomos de carbono y
(e)Acomplejos metdlicos, formados por puentec de los péoti-
dos aqui citados en contacto con una sal, hidrdéxido u
6#ido escasamente solubles de un metal, preferiblemen-

te cinc.

Las sales pueden obtenerse directamente del medio de
reacclén en el que se preparan los péptidos o pueden ser pre
paradas mds tarde mediante la reaccibn ael péptido con una
base.

Las sales de adicién de &cidos mencionadas en el péd-
rrafo (a) anterior pueden obtenerse directamente aislando
el péptido del medio &cido deseado o bien el péptido obteni-
do puede convertirse mis tarde en la sal de adicién de &ci-
do por reaccién del péptido con un &cido como HCl, HBr, 4ci-
do fosfbrico, &cido sulfirico, &cido acético, &cido maleico,
&cido tartérico, &cido citrico; 4cido poliglutdmico o car-
boximetilcelulosa, etc,.

Las sales met&licas mencionadas en ef pérrafo (a)
anterior, en especlal las sales de metales alcalinos, se

obtienen por reaccibn del péptido con la base metdlica de-
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seada, por ejemplo NaCH, Na2003,_NaHCO3, etc.

‘ Los derivados N-acilados mencionados en el parra-

fo (d) anterior, por los que se entiende especificamente los
derivados acilados N-terminales, se preparan preferiblemenf
te empleando en la sintesis del péptido un aminodcido que
ya lleva el grupo acilo deseado. Este grupo acilo funpiona
entonces también como grupo protector durante la sintesis
del péptido. De esta forma, se preparan directamente los de-|
rivados acilados deseados. Sin embargo, también es posible
introducir mds tarde el grupo acilo deseado, por acilacidn
del.péptido en la forma habitual conocida por los expertos
en este campo.

El grupo N-acilo mis preferido es el grupo acetilc.

Los ésteres y amidas de (b) y (c) también se preparan
preferiblemente utilizando en'la sintesis del péptido un
aminodcido que ya contenga el grupo é&ster o amida déseado;
sin embargo, también pueden ser preparados mis tarde por es-|
terificaci6n del péptido obtehido en la forma habitual para
los expertos en este campo o por conversidn del mismo en
una amida. -

Las amidas de (c)'més preferidas son las amidas
sﬁStituidas, v.g. las monometil—'o dimetil—am;das o las mo-
noetil- o dietil-amidas.

Los complejos metdlicos de (e) pueden ser obtenidos po-
niendo el péptido en contacto con sales, hidrdxidos u éxidos
metdlicos escasamente solubles. Generalmente se utilizan co-
mo sales metilicas escasamente solubles los fosfatos, piro-
fosfatos y polifosfatos metdlicos. Los metal;s que pueden
utilizarse en este procedimiento son los que pertenecen a

los subgrupos "b" del Sistema Periddico, por ejemplo cobalto,
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13.

nfquel, hierro y preferiblemente cinc, asi como los metales
de los grupos principales del Sistema Periédico que son capaJ
ces de formar complejos, como magnesio y aluminio. La prepa-
racidn de estos complejos metdlicos tiene lugar en la formé
habitual. Por ejemplo, puede obtenerse un complejo metdlico
por adicién del péptido y una sal, hidrbxido u 6xido metdli-
cos escasamente solubles a un medio acuoso. El compleic meté-
lico también puede obtenerse por adicién de un medio alcali-
no a una solucién acuosa del péptido y una sal metdlica so-
luble, de manera que se forme el complejo insoluble de pé€p-
tido~hidréxido met&lico. El complejo met8lico puede tamrién
obteherse por adicién del péptido, una sal met8lica scluble
y otra sal soluble a un medio acuoso, preferiblemente alca~
lino, de manera que se forme "in situ” un complejo insoluble
de péptido~sal metflica.

Los complejos metdlicos pueden utilizarse directamente
sin ningGn otro tratamiento en forma de suspensiones o, por
ejemplo, pueden ser liofilizados y més tarde suspendidos'de
nuevo.

Los péptidos de f6rmula general I, y sus derivados fun
cionales antes definidos, como va se ha indicado antes, acele-
ran en grade muy considerable la extincibn de la respuesta
de Quelo (activa) en ratas, en el llamado ensayo de "escala-
da de un poste". |

El comportamiento de vuelo pasivo de las ratas también
es considerablemente reducido utilizando los péptidos de es-
ta invencibn.

Ademds de los efectos citados sobre el\comportamiento,
a dosis més altag los péptidos aquf mencionados producen una

pronunciada reduccidén de la deambulacién en las ratas, efecto
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sorprendente que no pudo ser observado con la o ~endorfina
ni siquiera con la y-endorfina.

Los péptidos de esta invencidn son ademds sorprenden-
temente activos én el llamado "ensayo prensil", Las ratas
tratadas con los péptidos de esta invencidn cuelgan suspen-
dida; sobre el suelo de la jaula con sus patas delanterés
agarradas a un lapicero durante un tiempo considerablewncnte
m&s iargo que las ratas tratadas con solucidn salina (place-
bo) o con ¢-endorfina.

Este perfil farmacolbgico hace que los péptidos y sus

derivados aquf citados sean especialmente adecuados nats

uso en el tratamiento de ciertos trastornos mentales en los

~ que se desea una reduccifn de las funciones cerebrales. En

espécial, estos péptidos tienen actividad neuroléptica y,
por lo tanto, son adecuados en el tratamiento, por ejemplo,
de los sindromes esquizofrénicos.

Los péptidos se utilizan en cantidgdes eficaces con
los vehfculos conocidos y preferiblemente se emplean a Jna
dosis de 1 ¥g a 1 mg por kg de peso corporal al dia, segln
la forma en que sean administrados. El hombre es tratado pre-
feriblemente con una dosis diari; de 0,1 a 10 mg aproximada-
mente y especialmente de 0,5 a 2:mg.

Los pé&ptidos de acuerdo con esta invencién pueden ser
administrados por via oral, rectal o parenteral, mediante un
vehfculo farmacéuticamente efectivo, conocido por los eXper-

tos en este campo. Preferiblemente, se utilizan los péptidos

en forma de preparados inyectables. Para la inyeccidn, se

disuelven, suspenden y emulsionan en un flufdo adecuado. Mez+

clados con excipientes y cargas adecuados, los péptidos aquf

citados pueden prepararse también en una forma adecuada para




10

18

20

25

30

- 15.

administracién oral, como pfldoras, tabletas, grageas o cip-
sulas. Adem&s, los péﬁtidos aquf descritos pueden ser admi-
nistrados en forma de supositorio o pulverizacidn.

Se obtienen preparados especialmente valiosos cuando -
los péptidos aguf citados se presentan eﬁ una forma que les
comunica actividad prolongada. Se emplean preferiblemente
los complejos metdlicos. Estos complejos met&licos pueden
obtenerse poniendo en contacto los péptidos con sales, hidréﬂ
xidos u 6xidos metdlicos escasamente solubles, conocidos por
los expertos en este campd. En general se utilizan cono sa-
les metdlicas escasamente solubles los fosfatos, pirofosfa-
tos\y polifosfatos metdlicos,

Los péptidos de f6rmula general I que son especiaimen-
te preferidos son aquéllos donde:

Al y A2 son Gli o L=Ala,

X representa L-Met, L-Met(0) o L-Met(oz),

R1 representa L-Glu,

Y representa L-Lis,

R2 representa L~Gln y

B representa L-Leu-OH, D-L<ewOH o L-Leu-L-Phe-D-Lis-

OH,
asf como sus sales de adicibn de 4cidos, Esteres alif&ticos
inferiores y amidas.

En relacifn con los ejemplos dados a continuacién, ri-
gen en ellos las siguientes observaciones y reglas:

I. 8i no se da la configuracifn Sptica, es implfcita
la forma L.

II. Se han utilizédo las siguientes abreviaturas para
los grupos protectores o activantes empleados:

Boc = ter-~butiloxicarbonilo
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tBu =

Me = metilo N

ONp = p-nitrofeniloxi
7 =

benciloxicarbonilo.

III. Se han asignado las siguientes abreviaturas a los

disolventes o reactivos

To

il

.
i

EtOH =
Bu =
Pi =
Ac =
EtOAc =
Am . =
I.A.N. o IAN =
DMF =
THF =
DCCI =
DCHU =
TEA =
TFA =
Ag =
N.E.M, =

HOBt =

empleados:

tolueno

etanol

butanol

piridina

dcido acético
acetato de etilo
alcohol amilico
nitrito de isoamilo
dimetilformamida
tetrahidrofurano
diciclohexilcarbodiimida
diciclohexilurea
trietilamina

dcido trifuoracético
agua
N-etilmorfolina

N-hidroxibenzotriazol.

IV. Se han utilizado las siguientes abreviaturas para

los grupos aminodcidos:

Met

it

Met (0)

i

Met(OZ)

Phe

Pro

metionilo

sulfdxido de metionilo
sulfona de metionilé
fenilalanilo

prolilo
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Ser = serilo

Lis = lisilo

Tre = treonilo

Glu = glutamilo

Gln = glutaminilo

Gli = glicilo

val = valilo

Leu = leucilo

Ala = glanilo

MeLeu = N®-metil~leucilo.

Aunque la invencidn se ha descrito en relacidn con las
realizaciones especificas anteriores, resultarén evidentes
al experto en este camﬁo numerosas variaciones y modifjca-
ciones sin apartarse del espiritu y alcance de la invencién
aqui descrité, definida en las reivindicéciones del apéndi-
ce e ilustrada en los siguientes ejemplos:

EJEMPLOS - MATERIALES DE PARTIDA

A. Sintesis de Boc-Gli-Gli-Phe-Met-OH y an&logos

(1) H-Phe~Met-OMe.HC]

Se disuelven 11,83 g de Boc-Phe-Met-OMe (v€ase Bioche
mistry, 8, 4183 (1969), aqul incorporado) en 100 ml de clo-
r;ro de metileno y despu&s se hace pasar HCl por la solucibn
durante unos 40 minutos. Después de evaporar la solucibn a
sequedad, se agregan 75 ml de acetato de etilo obteniéndose
un precipitado. La sustancia s6lida se separa por filtra-
¢cibn, se lava con éter de petrdleo y se seca. Punto de fu-
8ién: 123~124°C. :

RE en To:EtOH (8:2) = 0,43 sobre Si0,.

{(2) Boc-Gli~Gli-OH

El procedimiento seguido es el de Tetrahedron 25, 2119
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(1976), incorporade aquf. Rf en Bu:Pi:Ac:Ag (4:0,75:0,25:1) = |
0,42 sobre Si0,; descomposicién a 125°C—127°C.

(3) Boc-Gli-Gli-Phe-Met~OMe

Se disuelvend4, 43 g de Boc-Gli-Gli~OH, A (2), en 30 ﬁl%
de DMF y se enfria a OAC, después de lo cual se agrega un
equivalente de TEA (trietilamina). La mezcla se enfrfa de
nuevo a unos -10°C, después se agrega un equivalente (eq)
de cloroformiato de etilo y la mezcla se agita durante unos
10 minutos. Se anaden después a la mezcla 6,6 g de H-Phe-Met-
OMe . HCl (A.1l) en 30 ml de.DMF y 1,1 eg de TEA, agitando du~
rantg unos 30 minutos a -10°C aproximadamente y después du-
rante 20 horas a la temperatura ambiente. Después de enfriar|
a unos -10°C, se separa TEA.HCl por filtracién y el filtrado
se evapora a sequedad. El residuo se disuelve en 235 ml de
EtOAc y 55 ml de agua y posteriormente se lava con una solu-
cién de NaCl al 30 %, HCl 0,1N, solucién de NaCl al 30 %,
solucibén de NaHCO, al 5 % y solucidn de NaCl al 30 %. Des-
pués la solucibn se seca sobre sulfato sédico, se filtré y
se evapora a sequedad. Punto de fusidn: 100-101°C; Rf en

CHC13:CH3OH:Ag {70:30:5) = 0,94 sobre Si02.

(4) Boc-Gli-Gli-Phe-Met-OH
'Se disuelven 2,62 g del péptido obtenido en A(3) en

30 ml de dioxano/Hzo (9:1). Después de agregar 1,2 eq de
NaOH 2,17N, se agita la mezcla a la.temperatura ambiente du-
rante 1 hora aproximadamente y a continuacidn se ajusta el
pH de la mezcla a 6 aproximadamente y se evapora a sequedad.
El residuo se disuelve posteriormente en 50 ml de EtOAc,
después de lo cual el pH se ajusta a 2 con HCL 1N. Después
de lavar tres veces con NaCl al 30 %, secar sobre sulfato

sbdico y filtrar, la solucién se evapora a sequedad. Rf =
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0,65. Punto de fusién: 97-98°C.
(5) De forma andloga se preparan los siguientes péptidos:

Boc~Gli~-Ala~Phe~Met~OH; Rf

= 0,72
Boc-Ala~Gli-Phe-Met-OH; Rf = 0,73
Boc~Leu-Gli~Phe~Met~0OH; Rf = 0,77.

i
El sistema utilizado en A(4) y A(5) es Bu:Pi:Ac:Ag

(4:0,75:0,25:1).

B. Sintesis de H-Tre-Ser~Glu(OtBu)-Lis{Boc)~OMe vy an&logos

(1) H~Glu(0tBu)~Lis (Boc)-0Me

a) Se disuelven 35,3 g de Z-Glu(OtBu)-OH y 27,0 g de
HOBt en 150 ml de DMF y después la mezcla se enfrfa a -22°C
apréximadamente. A continuacifn se afiaden a la mezcla enfria
da 29,7 g de H-Lis(Boc)-OMe.HCl en 100 ml de DMF vy 1 éq de
NEM. El pH de la mezcla se ajusta a 6,4 con NEM y después se
agregan 23 ¢ de DCCI. Después de agitar durante unos 15 mi-
nutos a -22°C aproximadamente y durante unas 12 horas a la
temperatura ambiente, se separa por filtracidn DCHU y el £il;
trado se evapora a sequedad. ° | .

El residuo se disuelve en 400 ml de EtOAc y postefior—
nente se lava con una solucibn de NaCl al 15 %, una solucibn
de KHSO, al 5 %, una solucibn de NaHCO, al 5 % y una solu-
cién de NaCl al 15 8. Después de secar y filtrar, el filtra-
do se evapora a sequedad. gl residuo se cristaliza en éter/
&ter de petrfleo (1:2).’Réndimiento:86,6 %; punto de fusifn:
54-56°C, ’

b) El péptido obtenido en B(1l) se disuelve en DMF, des]
pu8s se agrega paladio al 10 % en carbdn y se hace pasar
hidrdgeno hasta que cesa el desprendimiento}de COZ' Después
de filtrar, el filtrado se evapora a sequedad.

Rf en To:EtOH (8:2) = 0,24 sobre 5102.

L3
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(2) Z-Tre~Ser-N,H

273

Se disuelven 38,05 g de Z-Tré-Ser;OMe (véase Recueil
83, 255 (1964), incorporado aqul por referencia) en 20 ml
de eéanol y despuds se agregan 43 ml de hidrato de hidrazina,
Después de agitar durante unas 2 horas, la sustancia sblida
se separa por filtracibén, se lava con etanol/éter (l:l)ly
se seaca.

Rf en CHC13:CH3OH:Ag k70:30:5) = 0,58 sobre 5i10,; des-
composicidn 215-216°C.

(3) B-Tre-Ser-Glu(OtBu)-Lis (Boc)~OMe

a) Se suspendén 1,22 g de la hidrazida obtenida en B
(2) en 15 ml de DMF y después se agregan 4,28 ml de HCL/DMF
2,42N. La solucibn transparente se enfrfa a -20°C aproximadaw
mente. Después se agregan 0,7 ml de IAN y la mezcla se agi-
ta durante unos 30 minutos a -20°C aproximadamente.

Después se agregan 1,5 g del péptido obtenido en B(1)
en 10 ml de DMF. Se ajusta el pH de la mezcla de reaccién a
7,2 y la mezcla se introduce en un frigorifico durante unos
6 dfas.

Después se separa el disolvente por evaporacién, se
d;suelve el residuo en EtOAc y se lava la solucifn resultan,
té._Por evaporacifn a sequedad se obtiene una sustancia sé-
lida. Rendimiento: 61,9 %; punto de fusidn: 130-132°C.

b) De forma similar a la descrita en B(1) (b), el pép-
tido Z-protegido se hidrogepa en metanol con paladio en‘car-
bdn como catalizador. Rendimiento: 99 %; Rf en Bu:Pi:Ac:Ag
(38:24:8:30) = 0,73 sobre Sioz. ]

(4) De forma andloga se obtienen los sig&ientes péptidos
protegidos: ‘

H-Tre~Ser-Glu(OtBu)~D-Lis (Boc) ~OMe
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Rf en Bu:Pi:Ac:Ag (38:28:8:30) 0,77 sobre Sioz;
H-Tre~Ser-Gln~Lis (Boc)~-OMe

Rf en BuiPi:Ac:Ag (38:24:8:30)

fi

0,65 sobre Sioz.

C. Sintesis de Z-Ser—Rz-Tre-Pro—OH (R2 = Glu o Gln)

(1) H-Tre-Pro-QtBu

En la forma descrita en B(l), se copulan 0,33 moles
de z-Tre-OH y 0,35 moles de H-Pro~0t§u, con ayuda de¢ JOBt
en DMF. Rendimiento: 64 $%; punto de fusibn: 65-67°C.

.E1 Z-Tre-Pro-OtBu obtenido de esta forma se hidroge-
na en la forma antes descrita (véase B.3.b.). Rf en To:Et-OH
(8:2) = 0,10 sobre §10,. |

(2) H-Gln-Tre-Pro-0tBu

Se disuelven 1,36 g de H-Tre-OtBu en 10 ml de DMF,
después .de lo cual se afiaden 1,93 g de 2-Gln-ONp y la mezcla

de reaccidn se agita durante was ‘20 horas a la temperatura

~ambiente.

Después de evaporar la mezcla a sequedad, el residuo

se disuelve en EtOAc y se lava consecutivamente con una so-

lucibn de KHSO 4 al 5 %, una solucién‘de NaHC03 al 5 %y
una solucifn saturada de NaCl. Despu&s la solucidn se seca
spbre sulfato s6dico, se filtra y el filtrado se evapora
aASequedad. Punto de fusifn: 89-90°C; rendimiento: 59 &.
El péptido Z-protegido obtenido se hidrogena en DMF
en la forma antes descrita.
RE en CHCL,:CH,OH (8:2) = 0,08 sobre Si0,.

(3) Z-Ser-Gln-Tre-Pro~OtBu

De forma aniloga a la descrita en C(1), se copulan
\
20,5 g de Z-Ser-OH con el péptido obtenido en C(2) con ayuda
de DCCI y BOBt.

Rendimiento: 70 %. Punto de fusibn: 104-106°C.
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(4) Z-Ser-Gin-Tre-Pro-OH

Se agitan 1,43 & del péptidd obtenido en C(3) en 15 ml

minutos. Despuéé la mezcla se vierte en éter. El materiél !
sblido se separa por filtracidn, se lava con éter y se se-—l
ca. Rendimiento: 90 %; punto de fusién: 111-113°C.

Rf en CHCi3:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,23 sobre Sioz.

{(5) Z-Ser-Glu(OtBu)-Tre~-Pro-OH

El H~Tre-Pro-OMe, obtenido por copulacidn de Z~Tre—0H
y H~Pro-OMe por el métoda de HOBt/DCCI, seguido de hiarogeng
cién, se copula consecutivamente con 2Z-Glu{OtBu)-OH v Z%-Ser-
OH.'Ambas reacciones de copulacién se llevan a cabo por el
método de HOBt/DCCI y después de la primera copulacidn el
péptido Z-protegido obtenido se hidrogena. El péptido re-
sultante, Zasér~Glu(OtBu)—?re-Pro-OMe; es posteriormente
saponificado disolviéndolo en dioxano/agua (9:1) y agregan-
do NaOH 0,2N (véase A(4)). »

Rf en CHCl;:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,29 sobre Sioz.‘

D. Sintesis de H-Leu~-Val-Tre- (L o D)-~-Leu~QtBu

(1) H-Tre-Leu-0tBu

De forma correspondiente a la descrita en J.A.C.S. 93,
577 (1973), incorporada agui por referencia, se prepara
Z-Tre-Leu-OtBu por el método de copulacifén con HOBt/DCCI.

Punto de fusidn: 81,5-83°C.

El dipéptido Z-protegido es despu&s hidrogenado en la
forma antes descrita.

Rendimiento: 100 %; Rf en To:EtOH (8:2) = 0,20 sobre
810,. '

(2) H-Tre-D-Leu-0tBu

Obtenido por hidrogenacidén de Z-Tre-D-Leu-0OtBu, con ur
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punto de fusibn de 89-92°C.
Rf en To:EtOH (8:2) = 0,18 sobre si0,.

{(3) H-Val-Tre~-Leu-0OtBu

Copulando 7,85 g de 7Z-vVal-ONp con 3,53 g de H~Tre;Leu—
OtBu en 160 ml de DMF, en la forma descrita en C(2), se ob~
tiene Z-Val-Tre-Leu-OtBu con un rendimiento del 72 %. Punto
de fusibn: 127-129°C.

Por hidrogenacidn de este péptido Z-protegido en me-
tanol se obtienen 9,1 g de un producto oleoso. Rf en CHCI 5:

CH3OH (8:2) = 0,60 sobre Sioz.

(4) H-Val-Tre-D-Leu-OtBu
Obtenido de forma similar a la desérita en D(3).
Rf en CHC13:CH30H (B8:2) = 0,55 sobre Si02.

(5) H~Leu-Val-Tre-Leu-OtBu

. Copulando 6,7 g de Z-Leu~ONp y 6,1 g del péptido obte-~
nido en D(3), en 160 ml de DMF, en la forma descrita en C(2)
se obtiene el péptido Z-protegido con un rendimiento de 7,79
(77 %). Punto de fusién: 153-155°C. Este péptido z-protégiao
es hidrogenado en metanol. Rf = 0,75 sobre Sioz.

(6) H-Leu-Val-Tre~D-Leu-QtBu. Rf = 0,80

(7) H~Leu~Val-Tre-leucinol. Rf = 0,50

\=(8) H-Leu-Val-Tre~MeLeu~-0tBu. Rf = 0,68,

preparados de forma similar a la descrita en D(5). Rf en
CHC13= CH3OH:Ag (70:30:5) sobre SiOZ.

E. Sintesis de Boc~Gli-Gli-Phe-Met—~Tre-Ser-Glu(0tBu)~Lis (Boc

OMe y andlogos

{1) Boc~Gli~Gli-Phe~Met-Tre~Ser~Glu{OtBu)=~-Lis (Boc)~0OMe

Se copulan 2,4 g de BOC*Gli—Gli—Phe-Mét-OH, A(4), vy
3,15 g de H-Tre~-Ser-Glu(OtBu)~Lis(Boc)-OMe, B(3), con ayuda

de 2 eq de HOBt y 1 eq de DCCI, en la forma descrita en B(1)
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Después de separar por filtraci6n la DCHU el filtrado
se evapora a sequedad‘wy el residuo se cristaliza en metanol.
Punto de fusidn: 207-209°C (descomposicidn); rendimiento:

61 %.

(2) Boc-Gli-Gli-Phe-Met-Tre-Ser-Glu(OtBu)-Lis (Boc~0H

Se disuelven 2,92 g del péptido obtenido en E{i) en
30 ml ge dio#ano/agua (9:1), después.de lo cual ée agragan
a la solucidn 14,4 ml de NaOH 0,217N: Lé mezcla de reaccidn
se agita durante 18 minutos a la temperatura ambiente,
Después el pH de la mezcla .se ajusta a 2 con HCl 1N,
Después de la adicidn de unos 10 ml de agua, cristaliza un
sélido que se separa por f£iltracidn y se filtra.
7 Rendimiento: 78 $%; pgnto de fusibn: 215-216°C {desc.).
Rf en CHC13:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,49 sobre Sioz.r
Los siguientes compuestos se preparan de forma similar

(3) Boc-Ala-Gli-Phe-Met-~Tre~Ser~Glu(OtBu)~-Lis (Boc)OH

Rf en CHCl3:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,52 sobre 8io,

(4) Boc-Gli-Ala-Phe-Met-Tre-Ser~Glu(OtBu)-Lis (Boc~OH

Rf en CHClB:CH3OH:Ag (70:30:5y = 0,51 sobre 8102

(5) Boe-Leu-Gli-Phe-Met-Tre-Ser-Glu(0tBu)-Lis (Boc)OH

Rf en CHClB:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,54 sobre 8102

" (6) Boc-Gli-Gli-Phe-Met-Tre-Ser-Glu(0tBu)-D-Lis (Boc)OH

Rf en CHCl3:CH30H:Ag (70:30:5) = 0,50 sobre SiO2

(7) Boc-Gli-Gli-Phe-Met-Tre-Ser-Gln-Lis (Boc)-0H

Rf en CHC13:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,40 sobre Sio2

F. Sintesis de H~Ser—Rz—Tre—Pro~Leu—Val-Tre—(L o D)-Leu-0tBuy

(R, = Glu(OtBu) o Gln) y andlogos

L\
(1) H-Ser-Gln-Tre-Pro-lLeu-Val-Tre-Leu-0tBu

Se copulan 1,17 g de Z-Ser-Gln-Tre-Pro-0H de C(4) con

930 mg de H-Leu-Val-Tre-Leu-OtBu, D(5), con ayuda de 2 eq de
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.B(1). Después de separar por filtracién la DCHU formada, el

-2b o

HOBt y 1 eq de DCCI, de acuerdo con el método descrito en

filtrado se evapora a sequedad y se disuelve en una mezcla
de sec-butanol y CHCl, (2:3), después de lo cual la soluci6n
se lava y se evapora a sequedad. El residuo se cristaliza
en DMF/EtOAc (1:20), punto de fusibn:210-212°C. Rendimien-
to: 72 %.

El péptido Z-protegido obtenido se hidrogena en meta-
nol en la forma antes descrita. Rendimiento: 86 %. Rf an
CHC13:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,25 sobre Si0,.

Los siguientes péptidos se preparan de forma similar:

(2) H-Ser-Glu(OtBu)-Tre-Pro-Leu-Val-Tre-Leu-OtBu, C(5) +

D(5).
Rf en CHCl3:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,35 en SiOz.

(3)'H-Ser~Gln—Tre—Pro-Leu~Val-Tre-D—Leu«OtBu, c(4) + D(6).

Rf en CHClB:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,30 en SiOz.

(4) H-Ser--Gln-—'I‘re-~Pro—Leu—Val-Tre—Leu-NHCH3

Se disuelven 100 mg del péptido Z-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-
Val~Tre~-Leu~OH (v8ase F.5) en 2 ml de DMF, despu&s de lo
cual la solucién se enfria a unos -10°C. Despuds se agregan
l eq de TEA y 1 eq de cloroformiato de etilo y la mezcla se
égita durante 10 minutos. Después de la adicidn de un ex~
ceso de monometilamina, la mezcla se agita durante unos 30
minutos a -10°C aproximadamente y durante 2 horas a 0°C,
después de lo cual se evapora a Sequedad. El residuo se di-
suelve en una mezcla de sec-butanol y cloroformo (2:3) y
después la solucién se lava, se seca y se evapora a seque-
dad. Rendimiento: 65 mg; punto de fusibn: 2&3-225°C.

La péptido-monometilamida Z-protegida obtenida se hi-

drogena en DMF en la forma habitual.
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Rf en CHC13:CH30H:Ag (70:30:5) = 0,26 sobre Si02.

(5) H-Ser-Gln-~Tre-Pro-Leu-Val-Tre-Leu-OMe

" se agifan durante 20 minutos, a la temperatura ambien-
te, 100 mg del péptido Z-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-Val-Tre-Leu-
OtBu (véase Fkl)) en 2 ml de TFA al 90 %. Después la mezcla
se evapora a sequedad y la materia sélida se separa por fil-
tracifn y se seca. Se disuelven 80 mg del s6lido en DiF y
se esterifica con carbonato de cesio’y yoduro de metilo por
el método descrito en J.0.C. 42, 1286 (1977), incorporado

aqui por referencia. El éster metilico del péptido Z-prote-

~gido se hidrogena después en DMF en la forma habitual: ren-

dimiento: 45 mg.

Rf en CHC13:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,34 sobre Si0O

2"
(6) H-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu~Val-Tre-Leu-Phe-Lis (Boc)-0tBu

Se copulan 0,992 g de Z2-Ser-~Gln-Tre-Pro-Leu-Val-Tre-

'Leu—OH de F(5) con 540 mg de H-Phe-Lis(Boc)-0tBu en DMF,

con ayuda de DCCI (1 eq) y HOBt (2 eq). Después de separar
la DCHU por filtracidn, el filtrado se evapora a sequedéd.
El residuo se disuelve posteriormenté en 75 ml de sec~buta-
nol/cloroformo (2:3) y la solucibn se 1ava.con agua, HCl
0,1N, solucibn de NaCl al 5 % y agua, después de lo cual se
ééca sobre sulfato sbdico, se filtra y se evapora el filtra-
do.a sequedad.

Rendimiento de Z-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-Val-Tre-Leu-Phe-
Lis (Boc)~-OtBu: 1 g; punto de fusidn: 221-222°C (descompo-
sicidn).

Este péptido es hidrogenado en DMF con paladio en car-
b6n como catalizador, en la forma antes desérita.

Rf en CHC13:CH3OH:Ag (70:30:5) = 0,27 sobre Sioz.

- —
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(7) H-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-Val-Tre-Leu-Phe-0tBu

Rf = 0,34 sobra Sioz.

{8) H-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-Val-Tre~MeLeu~0OtBu

Rf = 0,30 sobre SiO2

(3) H-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-Val-Tre-leucinol

Rf = 0,16 sobre Sioz.

(10) H-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-Val-Tre-LeuPne-D-Lis(Bocl -OtBu

Rf = 0,48
(7Y, (8), (9) y (10) se preparan en forma correspon-’
diente a la descrita en F(6). Rf en CHC13:CH30H:Ag (70:30:5)}L

EJEMPLO 1

Sintesis de H-Gli~Gli-Phe-Met-Tre-Ser~Glu-Lis-Ser-Gln-Tre-

Pro~Leu-Val-Tre-Leu-OHv

Se disuelven 1,28 g de Boc-Gli -Gli-Phe-Met-Tre-Ser-
Glu(OtBu)-Lis (Boc)-0OH del pé&rrafo E(Z) anterior y 308 mg
de HOBt en 10 ml de DMF y la mezcla se enfria a -22°C apro-
ximadamente. Después se afiaden a la mezcla enfriada 1,05 g
de H-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-Val-Tre-Leu-OtBu (F(1)) en 5 mi
de DMF y 1 eq de NEM. El pH de la mezZcla se ajusta a 6,5 con
NEM y se agregan 247 mg de DCCI. Después de agitar durante
15 minutos a unos -22°C, 8 horas a la temperatura ambiente
y{finalmente 12 horas a 35°C, bajo nitrégeno, la DCﬁU forma~-
da ée separa por filtracién y el filtrado se.lava y se seca.

El precipitado formado se lava y se seca.

Rendimiento: 77 %; descomposicién a 212-214°C,
:CH

Rf en CHC1 OH:Ag (70:30:5) = 0,79 sobre Si0O

37773 2°

En 30 ml de TFA al 90 % se introducen 1,65 g del pép-
tido protegido asf obtenido y se agregan alghnas gotas de
sulfuro de ter-butilo. La mezcla se agita durante una hora a

la temperatura ambiente y después se vierte en &éter. El s61i
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do asf obtenido se separa por filtracifn y se seca. Esta sus
tancia se disuelve después en 30 ml de ter-butanol/agua (1:1)
se agrega una resina cambiadora de ion en forma de acetato
(Lewatit) y la mezcla-se agita durante unos 30 minutos. Po%-
) {

teriormente la resina cambiadora de ion se separa por fil-
tracidn y el filtrado se evapora a sequedad. Rendimiento:l,2g

Rf en Bu;Pi:Ac:Ag (2:0,75:0,25:1) = 0,26 sobre 8102.

La sustancia se purifica por distribucién en contraco-
rriente en el sistema disolvente Bu:Ac:Ag (4:1:5). Renéimieg
to: 680 mg.

EJEMPLO 2

Sfntesis de H~Gli~Gli~Phe-Met (QH) ~Tre~Ser~Glu~Lis-Sexr~Glin=-

Tre—Pro—Leu—Val—Tre~Leu~OH

Se disuelven 200 mg del péptido obtenido en el Ejemplo
1 en 20 ml de &cido acético glacial y después se agregéﬁ
0,08 ml de per6xido de hidrbgeno al 30 %. La mezcla se agi~-
ta durante una hora aproximadamente a la temperatura ambien-
te, después de lo cual se agregan a la mezcla 300 mg de.ne~
gro de platino en dcido acético glacial y se agita durante
15 minutos mis aproximadamente.

La materia sélida se separa por filtracidn y el filtraq
do. se evapora a sequedad.

. Rendimiento: 190 mg.

El péptido asf{ obtenido se purifica por cromatograffa
con distribucidn en contracorriente en el sistema disolvente
Bu:Ac:Ag (4:1:5).

Rendimiento: 150 mg (como acetato].

Rf en Bu:Pi:Ac:Ag (2:0,75:0,25:1) = 0,20 sobre 510, .
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EJEMPLO 3

Sintesis de H—Gli—Gli:Phe-Met(02)-Tre—Ser—Glu—Lis—Ser-Gln—

Tre-Pro~Leu-Val-Tre~Leu~0OH

Se introducen 200 mg del péptido obtenido en el Ejem-

plo 1 en 5 ml de agua, después de lo cual se agregan 0,025

ml de molibdato aménico 0,5M, 0,125 ml de HClO4 y 0,075 ml

de per6xido de hidrdgeno al 30 %. La. mezcla se agita duran-

te unas 4 horas a la temperatura ambiente y después se agre-

gan 5 ml de ter-butanol/agua (1:1) y una resina cambiadora

de

30 minutos, la resina cambiadora de ion se separa por filtral

ion en forma de acetato. Despué€s de agltar durante unos

cién y el filltrado se evapora a sequedad.

Rendimiento: 180 g de péptido (en forma de acetaton).
Rf en Bu:Pi:Ac:Ag (2:0,75:0,25:1) = 0,23 sobre 8i0,.
EJEMPLO 4

Los siguientes péptidos se preparan de forma correspon

diente a la descrita en el Ejemplo 1:

1.

H-Ala-Gli-Phe~Met-Tre-Ser-Glu-Lis-Ser-Gln-Tre~Pro-Leu~-Val
Tre-Leu~0OH
(E.3 + F.1) Rf = 0,28

H-Gli-Ala~Phe-Met~Tre-Ser-Glu~Lis~Ser-Gln-Tre~Pro~Leu-Val]

. Tre-Leu-OH

(E.4 + F.1) Rf = 0,27
H~Leu~Gli-Phe~-Met-Tre-Ser-Glu-Lis-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-Val
Tre-Leu~OH

(E.5 + F.1) RE = 0,30
H—Gli—Gli-Phe—Met—Tre-Ser~Glu—D~Lis~Ser~9ln-Tre-Pr0aLeu~
Val~Tre-Leu-OH

(E.6 + F.1) Rf = 0,27

1
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5.

10.

11.

12,

13.

(2:0,75:0,25:1) sobre SiO

H-Gli-Gli~-Phe-Met-Tre-Ser-Gln-Lis-Ser~Glu-Tre-Pro~Leu~
Val-Tre~Leu-OH '

(E.7 + F.2) Rf = 0,29

. H-Gli—GlimPheFMet—Tre-Ser-Glu-Lis-Ser~Gln~Tre~Pro—Leu?

Val-Tre-D-Leu~OH

gE.Z + F.3) RE = 0,33
H-Gli~Gli~Phe-~Met-Tre-Ser-Glu-Lis~Ser-Gln~Tre-Pro- Leu-
Val-—Tre—Leu—NHCH3
(E.2 + F.4) Rf = 0,31
H~Gli-Gli-Phe-Met~Tre-Ser~Glu-Lis-Ser-Gln-Tre-Pro-Leu-
Val-Tre--Leu-OCH3
(E.2 + F.5) RE = 0,37
H~Gli~Gli-Phe-Met~Tre-Ser-Glu-Lis~Ser-Gln-Tre~Pro-Leu-
Val-Tre-Leu~Phe-~Lis~0H

(E.2 + F.6) Rf = 0,24
H-Gli-Gli-Phe~Met-Tre-Ser-Glu-Lis-Ser-Gln-Tre~Pro-Leu-~
Val-Tre-leu-Phe~OH
(E.2 + F.7) Rf = 0,30 ‘ 4
H~Gli~Gli-Phe~Met~Tre-Ser~Glu-Lis~Ser-Gln-Tre-Pro-Leu~
Val-Tre-Leu~Phe~D-Lis~OH

(E.2 + F.10) Rf = 0,29
H-Gli-Gli~Phe-Met-Tre-Ser-Glu-Lis-Ser-Gln-Tre~-Pro-Leu-
Val-Tre-leucinol

(E.2 + F.9) Rf = 0,28.
H-Gli-Gli-Phe~Met-Tre-Ser-Glu-Lis~Ser~-Gln~-Tre~Pro-Leu-
Val-Tre-MeLeu~-OH

(E.2 + F.8) Rf = 0,32

Todos los valores de Rf determinados én Bu:Pi:Ac:Ag

-
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EJEMPLO 5

Comportamiento de’ evitacién del salto al poste

Unas ratas se entrenaron a saltar a un poste dentro de
los 5 segundos siguientes a la presentacibn del estimulo
condicionado (EC) que era una luz situada encima de la jaula
Las ratas que no saltaban dentro de estos 5 segundos recibfiai
choques eléctricos en las patas que trepaban (0,2 mA) como
estimulo no condicionado (ENC) hasta.que respondfan ¢ duran-
te 30 segundos como méximo. Cada dfa se realizaron diez prue-
bas en una sola sesifn, en un intervalo medio entre las prue-
bas de 60 segundos. Los intervalos entre las pruebas eran de
40, EO y 80 segundos, presentados al azar. Las ratas se en-
trenaron durante 4 dfas. Al dia siguiente de la adgquisicién
del h&bito, se estudid la extincidn. Durante esta primnra
sesibn después de la adquisicién, la falta de respuesta den-
tro de los 5 segundos subsigpientes al EC no fu# seguida del
ENC. Todas las ratas recibieron una sesién de extincibn de
diez pruebas. Los animales que realizaron 8 o més evitaeio—
nes se utilizaron para la experimentacidén subsiguiente. Es-
tas ratas recibieron el péptido o placebo (solucién salina)
en un volumen de 0,5 ml por rata s.c., inmediatamente des-
pﬁés de completada la primera sesidn dé extincién, La extin-

cién se estudid de nuevo 2 y 4 horas mis tarde.
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" RESULTADOS

*

Extincibn (10 pruebas)

Tratamiento 0 2 4

Y-Endorfina (referencia)

0,03 ug° 8,8+0,3 67408 4,0+0,7
0,1 wug 9,3+0,3 55+0,6 2,30,
0,3 wug 9,0 +0,4 4,6+0,3 0.0+0,4
Solucién salina, 0,5 ml © 9,4+04 8,0+0,5 7.3+0,7
cx—E'ndorfirBa (referencia)
0,3 wug 9,0+0,4 83+0,3 7,£+0,3
Halogeridol (referencia)
0,03 g 9,3+0,3 65+0,7 4,0+0,6
0,1 g 9,5+0,4 30+0,0 0,5+0,4
Solucién salina, 0,5 ml © 9,8+0,3 9,0+04 T7,8%0,5
{Des—Tyrl}ybendorfina
0,01 ung 9,0+0,3 62+0,4 4,2+0,7
0,1 wug 8,8+04 28+1,0 1,2%0,5
0,3 1ug 9,3+0,5 3,0+0,7 1,3+0,5
Solucién salina, 0,5 ml 9,7+0,4 9,7+0,4 87+0,6
{ Des—'l‘yrl, Met(0) 5}y—endorfina
0,003 ug 9,0+0,3 7,8+0,8 4,4+0,9
0,01 ug 9,4+0,3 4,8+ 0,7 1.4 +0,7
. ,
Horas después de la inyeccién
z Media + E.T.

Dosis por rata s.c.
En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
1

deberd recaer sobre las siguientes:
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacion de un

péptido psicofarmacolbgicamente activo, de férmula

1
I~-val-L-Tre-B . (1)

Al-A2-L—Phe—X—L—Tre-L-Ser—R —Y—L-Ser~R2-L-Tre-L—Pro~L—Leu~

donde
iA Y A, son un resto de un L-aminodcido de f£&rmila
: HzN—Alq-CO-, donde Alg es un grupo alquilideno de 1
; a 6 &tomos de carbono;
X” represénta uno de los restos aminoécidos L~M¢t,
L-Met (0) , L-Met(OQ) o L-Leu;
' R, ¥ R, representan uno de los restos amino&cidos L~Glu
o L-Gln;
¥ representa el resto aminodcido L-Lis o D-Lis y

B representa uno de los radicales aminolcidos o pépti

dos siguientes: L-Leu-0H, D-Leu-OH, L-Meleu-OH, L~Leu-L-Phe-

CH, IL-leu~L-Phe-I-Lis-OH, L-~Leu~L-Phe~D~Lis~OH o L-leucinol
asi como los derivados funcionales del mismo cuyo procedimien
to se caracteriza porque el péptido arriba indicado en el que
al menos el resto amino&cido N-terminal es protegido por un
grupo N-protecﬁor y opcionalmente también son protegidos
otros residuos amino&cidos, es desprotegido por medio de di
sociécién hidrolitica o no hidrolftica catalizada reductiva,
dcida o b&sica, después de‘lo cual el péptido obtenido puede
ser convertido en un derivado funcional.

2. Un procedimiento segln la Reivindicacibn 1,

donde Al y A, representan H-Gli o H-L-Ala.

\
3. Un procedimiento segfin las Reivindicaciones 1

Y 2, donde B representa L-Leu-OH, D-Leu-OH o L~Leu-L-Phe-D-
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Lis-OH.

4. Un progedimiento segln cualquiera de las pre
cedentes reivindicaciones, donde X representa L~Met, L~Met(0)
o L-Met(0,).

5. Uﬁ procedimiento segiin la reivindicacién 1,
en el que el significado de los radicales es tal que se ob~
tiene H-Gli-Gli~I1~-Phe-L-Met~L-Tre-L-Ser~L-Glu~(L o D)~Lis-L~-
Ser-L-Gln-L-Tre~L-Pro-L-Leu-L-Val-L-Tre- (L o D)-Leu-OH, O
una sal; un éster aliféticg inferior o una amida del mismo.

‘ 6. 'Un procedimiento segfin la reivindicacida 1,
en el que el significado de los radicales es tal que se ob-
tiene H—Gli-Gli-L—Phe—Xl-L-Tre—L-Ser—L—Glu—(L o D)-Lig-L-Sexr-
IL~Gln-L~Tre~L~Pro-L~Leu-L~Val-L-Tre- (L © D)~-Leu-OH,

o una sal, un &ster alifético inferior o una amida del wmis-
mo, donde X; representa Met(0) o Met(02).

7. Se reivindica por filtimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPAiRACION DE UN PEPTIDO PSICOFAR
MACOLOGICAMENTE ACTIVO. |

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente Memoria descriptiva que consta de treinta y cua-

tro p8ginas mecanografiadas,

Madrid, 1 de Marzo de 1.979
BERNA UNGRIA
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