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MINISTERE DES AFFAIRES EGCONOMIQUES

Le Ministre des Affaires Ecoromiques,
Vu ln loi du 24 mai 1854 sur les brevets dinvention ;
Vi la Convention d"Union pour la Protection de la Propriété Indusiiielle ;
Vu le procis-verbal dressé le 25 Juin 981 2 15 h 20

ar Service de la Propriété Industrielle ;

ARRETE :

Article 1. — Il est délivié @ 15 Sté dite : THE SALK INSTITUTE FOR

BIOLOGICAL STUDIES
10010 North Torrey Pines.Road, la Jolla, California

(Etats-Unis d'Amérique)

7.40-D

repr. par le Bureau Gevers S.A. & Bruxelles.

un brevet dinvention pour: Procédé inhibant la libération des

gonadotropines

qu'elle déclare awir fait l'cbjet d'une demande de brevet
déposée aux Etats-Unis d'Amérique le 26 juin 1980, n°
PCT/US80/00818 au nom de C.L. Riviér, J.E.F. Rivier et
W.W. Vale, jr. dont elle est 1l'ayant cause.

Arlicle 2. — Ce brevet lui est déliwé tans examen préalable, 4 ses risques ¢
périls, sans garantie soit de la réalité, de la nouveauté ou du mérite de invention, soit
de Texactitude de la description, et sans préjudice’du droit des tiers.

Au présent arrété demeurera joint un des doubles de la spécification de linvention
{mémoire descriptif et éventuellement dessins) signés par Pintéressé et déposés 2 lappui

de sa demande de brevet.
Bruxelles, le 15 juillet 198l.

PAR DELEGATION SPECIALE:
Le Directeur

L. SALPETEUR
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MEMOTIRE DESCRIPTITF
déposé a l'appui d'une demande de
BREVET D'INVENTION
au nom de:
THE SALK INSTITUTE FOR BIOLOGICAL STUDIES
pour:
nprocédé inhibant la libération des gonadotropines”

priorité d'une demande de brevet PCT déposée aux Etats-Unis

d'Amérique le 26 juin 1980, sous le N° PCT/USB0/00818. Qu 270
de @at)e@hwu« o@u&lc RIVI[Q, ean ga—/oz,maﬁ M&L R/’I’/é'ie.
el yézﬁz_. waltks VAHLE S
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La présente inventiorn est relative a des, peptides qui
inhibent la libération de gonadotropines par la glande pituitaire
ou hypophyse chez les mammiféres, Yy compris chez les 8tres humains,
et slle se rapporte d'une manidre plus spécifique a des méthodes
pour emp&cher la conception par 1'administration a des mammiféres
males de tels peptides gui inhibent la fonction des gonades et la

1ibération des hormones stérofdiques, la progestérone et la tes-

tostérone.

La glande pituitaire ou hypophyse est fixée par un pédon-
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nom d'hypothalamus. La. glande pituitaire comprend deux lobes, les

lobes antérieur et postérieur. Le lobe antérieur de la dande pi-

tuitaire accumule et fait passer dans la circulation générale

deux hormones fabriquées dans l'hypothalamus, ces hormones étant

la vasopressine et 1'oxytocine. Le lobe antérieur de la glande

pituitaire secrete un certain nombre d‘'hormones, qui sont des mo-—
lécules protéigues ou glycoprotéiques complexes qui se déplacent
3 travers la circulation sanguire vers différents organes et qui,
3 leur tour, stimulent la sécrétion dans la circulation sanguine
d'autres hormones provenant des organes périphériques. En parti-
culier, 1l‘hormone folliculostimulante (FSH) et 1'hormone lutéini-
sante (IH), guelque fois appelées gonadotropines ou hormones
gonadotropiques, sont libérées par la glande pituitaire. Ces
hormones, en combinaison, réglent le fonctionnement des gonades
pour la production de testostérone dans les testicules et de prc-
gestérone et d' oestrogéne dans les ovaires, et raglent é&galement
.la;roduction et la maturation des gamétes.

La lib&ration d'une hormone par le lobe antérieur de la
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glande pituitaire ow hypophyse reguiert crdinairement une libéra-
tion préalable d'une autre classe d'hormones produites par 1'hy-
oothalamus. L'une de ces hormones hypothalamiques agit comme
facteur qui déclenche la Libération des hormines gonadotropiques,
en particulier la IH, L'hormcne hypothalamique qui agit comme
facteur de libération pour la LH, est appelée dans le cadre de la
présente invention LRF, bien qu'on puisse égalerent 1'appeler
LH-RH et GnRH. Le LRF a &té isolé et caractérisé comme &iant un
décapeptide répondant & la structure suivante:
FmBlu~Bilx-Trp-Socr-TyT Giy-iLeu-aig-ri u-Gly—Nn-z

Les peptides sont des composé&s qui contiennent deux ou
plusieugg aminoacides dans lesquels le groupe carboxyle d'un acide
est 1ié au groupe amino de l'autre acide. La formule pour ie LRF,
telle que représentée ci-dessus, concorde avec la représentation
traditionnelle des peptides o le groupe amino paralt a la gauche

et le groupe carboxyle & la droite. La position du résidu d'amino-

acide est identifiée en numérotant les résidus d'aminoacide de la

gauche vers la droite. Dans le cas du LRF, la portion hydroxyle

du groupe carboxyle de la glycine a &té remplacée par un groupe
amino (NHZ). Les abréviations pour les résidus d'aminoacide indi-
viduels susmentionnsés sont des abréviations gque l'on utilise or-—~
dinairement et sont basées sur la dénomination habituelle de 1'ami-
noacide; c'est-a-dire que p~Glu représente 1'acide pyreglutamique,
His représente 1'histidine, Trp représente le tryptophane, Ser re-

présente la sérine, Tyr représente la tyrosine, Gly représente

la glycine, Leu représente la leucine, Arg représente 1'arginine,

et Pro représente la proline. A 1'exception de la glycine, les

aminoacides des peptides de 1'invention sont de la configuration

A
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Gly en position 6 du décapeptide LRF, peut donner un peptide
ayant une puissance 4'environ 1 a 35 fois plus grande, par rapport
au LRF, pour effectuer la libération de la LH et d'autres gona-
dotropines par la glande pituitaire des mammiféres. L'effet de
libération est obtenu lorsque l'analogue de LRF, appelé agoniste
de LRF, est intfodui.t dans la circulation sanguine d'un mammifére,

Il est également connu que la substitution de différents
aminoacides au His {ou la destruction de His) en position 2 du
décapeptide LRF peut produire des analogues, appelés antagonistes
de LRF, ayant un effet inhibiteur sur la libération de la IH et

d'autres gonadotropines par la glande pituitaire des mammi fares.

En particulier, on obtient différents degrés d'inhibition de la

1ibération de la LH lorsque His est détruit (des His) ou remplacé
par D-Ala, D-~Fhe ou Gly. L'effet inhibiteur de ces peptides mo-
difiés en position 2 peut 8tre encore accru lorsque 1l'on substi-

tue un D-aminoacide au Gly en position 6 des décapeptides. Par

exemple, le peptide: [des Hisz, D-—Ala6] IRF, c'est-a-dire
pGlu-'.l‘rp-Ser-Tyr-D-Ala-Leu-Arg-Pro-Gly—NHz, est trois fois plus
ouigsant comme jphibiteur pour la libération de gonadotropines

qué ne l'est le m8me peptide ol Gly est présent en position 6

plutdt que D-Ala.
Certains mammiféres femelles qui n'ont pas de cycle

ovulatoire et qui ne présentent pas de troubles hypophysaires ou

ovariens commencent 2 sécréter des quantités normales de goradc-
tropines LH et FSH aprés 1'administration appropriée de LRF.
C'est ainsi que 1'administration de LRF est considérée comme appro-

priée pour le tmmitement des cas de stérilité ol un trcuble fonc-
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fmelles, et 1'administration d'antagonistes de LRF a été utilisée

pour empécher 1'ovulation. On a également constaté que 1'adminis-

tration d'agonistes puissants g'est: révélée intéressante en di-
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minuant sensiblement le nombre de spermatozoldes chez les mammi £é-

res males; toutefois, des méthodes plus efficaces permettant 4'in-

hiber la spermatogen2se chez les mammiféres miles utilisant des

analogues de LRF sont recherchées,

La présente invention prévoit un proc&dé de traitement

des mammiféres miles, y compris les 8tres humains, utilisant des

peptides qui inhibent fortement la libération des gonadotropines.

L'administration de ces analogues de ILRF gui sont de puissants

+ un affet inhibiteur sur les processus de

IRF on uni SITtet 1nhllle

N
1)

antagonistes

reproduction des mammiferes miles et réalise une diminution telle-

ment importante de la numérotation ou du nombre de gspermatozoides

que la fertilisation est empéchée d'une maniére efficace.

D'une manidre générale, suivant la présente invention, on

a constaté que l'administration répétée d'antagonistes de LRF gui

inhibent fortement la sécrétion des gonadotropines par 1la glande

nitnitaira ou hypophyvse des mammiféres, y compris lei &ires hu-

maing, et gui inhibent la libération des stéroldes par les gona-

des, peut &tre appliquée chez les mammiferes miles car ces anta-

gonistes de LRF s'averent efficaces 2 des niveaux de dosage suf-

fisamment faibles, c'est-2-Cire ne dépagsant pas environ 3 og par

jour par kilo de poids de corps, pour &éliminer les affets dermato-

logiques et autres effets secondaire= indésirables., Le peptide

a de préférence une affinité de liaison d‘'au moins quinze fois

Le peptide deoit avcir une valeur de

S

celle montrée par le LRF,
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appropriée et convanahla aualoongue, par exemple par la vois ora-=
le, par injection ou par voie sous-cutanée. L'administration ora-
le est préférable pour les &tres humains; toutefois, 1l'injection
peﬁt s'avérer préférable pour les utilisations en médecine vétéri-
naira. Le peptide peut 8tre combiné 2 des supports ou diluants
pharmaceutiquement acceptables appropriés, tels que .es huiles vé-
gérales, des sucres, de l'amidon de mafs, des polysaccharides et
des gommes, Le peptide pourrait &tre administré& chaque jour pen-
dant sept jours consécutifs de chagque mois. Ou bien, il pourrait
&tre administré chaque jour 3 un taux quelque peu inférieur en
méme temps que des androgénes appropriés,

Ces peptides sont souvent administrés sous la forme de
sels non toxigues pharmaceutiquement acceptables, tels que des
sels d'addition d'acide ou des complexes métalliques, par exemple
avec du zinc, du fer, etc {(qui sont considérés comme sels d'addi-
tion dans le cadre de la présente invention). Des exemples de ces
sals a'addition d'acide sont les chlorhydrate, bromhydrate, sulfa-
te, phosphate, maléate, acétate, citrate, benzoate, succinate,
malate, ascorbate, tartrate etc.

Des exemples de peptides que 1l'on peut utiliser sont
les antagonistes de LRF dans lesquels il y a des substitutions
en positions 1 et 6, dans lesquels du D-Phe substitué est présent
en position 2 et dans lesquels du D-Trp est présent en position 3.
La position 1 peut contenir du déshydro-Pro, du déshydro-D-Pro,
du Thz ou du D-Thz. La position 6 peut contenir soit du D-Trp
soit du (imBzl)D-His. De plus, certaines substitutiore peuvent

éventuellement &tre faites en positions 7 et 10. Par déshydro Pro,

A~
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R, :ap:ésente un radical acyle, :|.1 est Eimed
ke
fie 1l'acide méta-thiazolidine-2-carkoxyligue, C 4 4 2NS, que

1'on peut préparer par le traitement de chlorhydrate de cystéine

avec du formaldéhyde. Lorsque Rl représente un radical acyle, il

est fixé 3 1l'azote; par exemple, on prépare Ac-Thz par la réaction

de Thz avec de l'anhydride acétique.
D'une manidre plus spécifique, les peptides de la pré-

sente invention sont représentés par la formle suivante:

Rl R2 R3—D-’I‘rp-Ser—Tyr-R4—Leu-Arg—Pro-Gly—NHz.

dans laquelle Rl représente de 1'hydrogene ou un radical formyle,
acétyle, acrylyle, benzoyle ou allyle, R2 représente du déshydro
Pro, du déshydro D-Pro, du Thz ou du D-~Thz, R3 reprfsente pCl-D-

Phe, pF-D-Phe, pmz-D-Phe ou 3,4 Cl-D-Phe; R4 représente D-Trp ou

£3 onDwl \‘l\_t!i_-. T wmliva T.an ?e\ll_- Atrra aithatitué& nar NaHeLeu. et -

| e tetaran m g W = - —— o —— g

Gly-NH, peut 8tre substitué par NH(:HzCH3 ou par n'importe quel

2
autre alkyl amide comportant 1 & 5 atomes de carbone. On peut uti-

liser d'autres groupes acyle équivalents pour Rl'
Les peptides de la présente invention peuvent 8tre syn-

thétisés par une technique en phase solide en utilisant une rési-

ne chlorométhylée pour les peptides dans lesquels un alkylamide

est présent ol upe £é&alne Jd& WeIRLYAIyLamand {oDA) nanr lac noan-

tides dans lesquels Gly-miz est présent. La synthdse est réalisée

en ajoutant par paliers successifs les aminoacides dans la chatne
de la mani2re expiiquée en G&tail dans le brevet des Etata-finmie

d'Amérique n° 4,072,668, incorporé dans le cadre de la présente

invention & titre de ré&férence. Les groupes de protection des

chatneg latéraleg, ainsi que cela est bien connu en pratique, sont

ajoutés & Ser, Tyr, Arg et His avant que ces aminoacides ne soient
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couplés & la chaine en formation scus la résine.

Une telle méthode permet d'obtenir la peptidorésine
intermédiaire totalement protégée. Le peptide totalement protégé
peut &tre clivé a partir du support de résine par aminolyse,
ainsi que cela est bien connu en pratigue, pour donner l'intermé-
diaire d'amide totalement protégé., Les intermédiaires de 1l'inven-

tion peuvent &tre représentés par la formule suivante:

xl—Rz-R3-D--Trp-Ser(XZ)—Tyr(XB)—R4—Leu-Arg(X4)—Pro—x5
dans lacuelle xl représente un groupe ce protection d'a-amino

du type que 1'on utilise en pratique dans la synthése par paliers

successifs des polypeptides,et lorsque R} dans-1la’ composition. de peptiie
désirée représente un groupe acyle particulier, ce groupe pouvant
&tre utilisé comme groupe de protection. Parmi les classes de
groupes de protection d‘a-aminocouvertes par xl, on citera (1) 1les
groupes de protection du type acyle, tels gue les groupes formyle,
trifluoroacétyle, phtalyle, Tos, benzoyle, benzeénesulfonyle, ni-
trophénylsulfényle, tritylsulfényle, o-nitrophénoxyacétyle,
acrylyle, chloroacétyle, acétyle et a-chlorobutyzryle; (2) les
groupes de protection du type uréthanne aromatigque, par exemple

le benzyloxycarbonyle et les benzyloxycarbonyles substitués,telsgele
p—chloro-benzyloxycarbonyle, le p-nitrobenzyloxycarbonyle, le
p-bromobenzyloxycarbonyle et le p-méthoxybenzyloxycarbonyle; (3)
les groupes de protection du type uréthanne aliphatique, tels que

le terbutyloxycarbonyle (Boc), 1le diisopropylméthoxycarbonyle,
1'isopropyloxycarbonyle, 1®'éthoxycarbonyle et 1'allyloxycarbonyle;
(4) les groupes de protection du type uréthanne cycloalkylé, tels

que le cyclopentyloxycarbonyle, 1'adamantyloxycarbonyle et le

cyclohexyloxycarbonyle; (5) les groupes de protection du tyvpe

thiour&thanne, tels que le phénylthiocarbonyle; (6) les groupes de

A
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protection du type alkyle, tels que i'allyle, le triphé&nyiméthyl

(trityle) et le benzvle; (7) les groupes de trialkylsilane, tels

gue le triméthylsilane. Le groupe de protection d'a~amino

préféré est le Boc lorsque R, représente de 1'hydrogéne.

2 .
X est un groupe de protection pour le groupe hydroxyle

alcoolique de Ser et est choisi parmi 1l'acétyle, le benzoyle, le

tétrahydropyrannyle, le tert-butyle, le trityle, le benzyle et le

2,6-dichlorobenzyle. Le benzyle est préféré.

X3 représente un groupe de protection pour le groupe

hydroxyle phénolique de Tyr et est choisl dans iec HLoUpc coupls-

nant le t&trahydropyrannyle, le tert-butyle, le trityle, le benzyvle,

le benzyloxycarbonyle, ie 4-bromobenzyloxycarbonyle et le 2,6-

dichlorcbenzyle. Le 2,6-dichlorobenzyle est préféré,

x4 représente un groupe de protection pourx le groupe

guanidino de Arg et est choisi dans le group2 comprenant les radi-

caux nitro, Tos, benzyloxycarbonyle, adamantyloxycarbonyle, et

Boc; ou bien, X4 peut représenter de 1'hydrogéne, ce qui signifie

qu'il n'y a pas de groupes de protection gi ; les atomes d'azo-
sur

te des chatnes latérales de 1'arginine.

XS est choisi parmi la diméthylamine, les alkylamines

de 1 & 5 atomes de carbone, la phénéthylamine, O-CHZ-(support de

résine), Gly—O-CHz-(support de résine) et Gly-NH-(support de résine).

Les critares pour choisir les groupes de protection de

chatnes latérales en Cce qui concerne xz-x4 résident dans le fait

que le groupe de protection doit &tre stable vis-a-vis du réactif

sous les conditions réactionnelles choisies pour séparer le groupe

de protection d'a-amino & chague étape de la synthése, que le grou-

pe de protection ne doit pas é&tre &£liminé sous des conditions de

&"
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couplage et que le groupe de protection puisse 3tre enlevé a la

fin de la synth2se de la séquence d'aminoacides désirée sous des

conditions de réaction qui ne modifient pas la chalne de peptide,
Loreque le groupe XS représente -O-CHZ—[supportde résine]

ou Gly—O—CHz-[support de résinel], le fragment d'ester d‘un des

nombreux groupes fonctionnels du support de résine de polystyreéne

est représenté, Lorsque le groupe x5 représente Gly-NH-[support

de résine], une liaison d'amide relie Gly & la résine de BHA ou a

une résine de BHA paraméthylée.

T e = unn TaAisal ookivle, formule, acrv-
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lyle, benzoyle ou allyle, il peut gtre utilisé comme groupe de
protection Xl pour le groupe a-amino de la proline ou de Thz,
auquel cas il peut &tre ajouté a la proline ou au Thz avant

d'stre couplé 2 la chatne de peptide. Acétyle est abrégé en Ac,

et acrylyle est abrégé en Acr. Ou bien, on peut réaliser une ré-

action avec le peptide sur la résine, par exemple par réaction
avec de l'acide acétigque en présence de dicyclohexyl carbodiimide
(Dcc) ou avec de 1'anhydride acétique.

La séparation de la protection des peptides ainsi que le
clivage du peptide & partir de la résine de benzhydrylamine se
font 2 0°C avec de l'acide fluorhydrique (HF). On ajoute de
Apr2s la sé-

1'anisole au peptide avant le traitement avec le HF.

paration du HF, sous vide, on traite le peptide dont la protection

a &6t& séparée, on le clive avec de-1"éthér,on le décante,on le re-
prend dans de l'acide acétique dilué et on le lyophilise . La
pu.ification du peptide est effectuée par une chromatographie

échangeuse d'ions sur une colonne CMC, suivie d'une chromatogra-

phie de partage en utilisant le systéme d'élution suivant:

n-butanol et acide acétique O,1N (rapport en volume: 1/1), sur une

.




colonre garnie de Séphadex G 25.

Les peptides de 1l'inventicn sont considérés comme &tant
efficaces a des taux de 200 microgrammes par kg de pecidz de corps.
Il est préférable d’utiliser des niveaux de dosage d'environ
0,1 a environ 3 mg par kg de poids de corps lorsgue les antago-
nistes sont admiristrés pour inhiber la spermatogenése chez les
mammiferes miles sur une base régulieére; toutefois, il n'est pas
certain que le poids corporel est le véritable critére, de sorte

que des quantités moindres peuvent s’avérer efficaces,

&rail Aiffé-
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rentes caractéristiques de 1l'invention maisre constituent en au-

cun cas une limitation a celie-ci.

Exemple 1

A titre d'exemple, une synthése en phase solide caracté-
ristique de [Ac-dé&hydro Prol, pCl—D-Phez, D-Trp3'6, N MeLeu7]-
LRF est donnée ci-aprés, Ce peptide répond & la formule suivante:

Ac~-déshydro Pro—pCl-D—Phe—D-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-NaMeLeu-Arg-
Pro-Gly—NHz.

On utilise une résine de BHA, et du Gly protégé par Boc
est couplé & la résine sur e période de 2 heures dans du c32c12,
en utilisant un exceés de trois fois de dérivé de Boc et du DCC
comme réactif d'activation. Le résidu de glycine se fixe au ré-
sidu de BHA par une liaison d'amide.

Apr2s le couplage de chaque résidu d'aminoacide, le la-
vage, le débiocage et le couplage du résidu d‘'aminoacide suivant
sont réalisés conformément 5 1'échelle ci-apres en utilisant une

machine automatisée et en commencant avec environ 5 g de résine :




A -7 P
Jee e w—p

e O RN ST o SN

|

Lavage au CEZC-Lz - 80 WL (& fuis}

Lavage au méthanol (MeOH) - 30 ml (2 fois

N

3
Lavage au CHZCI2 - 80 ml (3 fois 3

50% de TFA plus 5% de 1,2-éthanedithiol

dans Cﬁchz-'lo ml (2 fois) 10

Lavage au 01:12C12 - 80 ml (2 fois)

o W

12,5% de TEA dans CH2012-7O ml (2 fois)

Lavage au MeOH ~ 40 ml (2 fois)

w N U w

Lavage au CHZCIZ - 80 ml (3 fois)

O 0 N A Wn

Boc-aminoacide (10 mmoles) dans 30 ml de
DMF oud cl., suivant la solubilité
de 1'amj maci.dg protégé particulier, (1 fois)

plus DCC (10 mmolee) dans CI-12c12 30-300

10 Lavage au MeOH - 40 ml (2 fois) 3

11 12, 5% de TEA dans cnzr:12-7o ml (1 fois)

3
12 Lavage au MeOH - 30 mi (2 fois) 3
3

13 Lavage au (:Hzcl2 - 80 ml (2 fois)
Aprés l'étape 13, on préléve une portion pour un essai
a la ninhydrine : si l'essai est négatif, on revient 2 1'étapel
pour le couplage de 1'aminoacide suivant; si 1l'essai est positif
ou légdrement positif, on revient et on répéte les étapes 9 als,
L'échelle susmentionnée est utilisée pour le couplage de
chacur. des aminoacides du peptide de 1'invention aprés avoir atta-
ché le premier aminoacide. La protection de NaBoc est utilisée

pour chacun des aminoacides restants tout au long de la synthése,

ILa chatne latérale de Arg est protégée avec Tos. On utilise Bzl

comme groupe de protection de chatne latérale pour le groupe hy-
droxyle de Ser, et on utilise le 2,6-dichlorobenzyle comme groupe
de protection de chatne latérale pour le groupe hydroxyle de Tyr.
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Boc-Arg (Tos) et au Boc-u-irp, qQui ont -..;:;- Leaamn e SGALTLILUS
CH2C12, sont couplés en utilisant du DMF.
Le clivage du peptide 3 partir de la résine et la sépa-

ration totale de la protection des chaines latérales se font trés
aisément & 0°C avec du HF. On ajoute de l'anisole comme &puratew
avant le traitement au HF. Aprés séparation du HF sous vide, on
extrait la résine avec de 1l'acide acétigue 2 50% en volume, et le:
lavagesapreés dilution avec H20 jusqu'2 moins de 10% en volume
sont lyophilisés pour donner une poudre de peptide brute.

La purifiéation du peptide est ensuite effectuée au

moyen d'une chromatographie échangeuse d'ions sur CMC (Whatman CM

avec l'utilisation d'un gradient de NH 40Ac 0,12 M dans du méthanocl

eau 50/50) suivie d'une chromatographie de partage dans une colonr
de filtration pour gel en utilisant le syst2me d'élution suivant:
n-butanol et acide acétique 0,1N (rapport en volume: 1/1).

On essaye le peptide in vitro en utilisant des cellules

pituitaires ou hypophysaires de rat dissociées maintenues en cul-

ture pendant 4 jours avant l'essai. Les niveaux de LH obtenus

en réponse 3 1'application de peptides sont testés par une
technique de radioimmunoessay spécifique pour la LH de rat, Des
récipients plats de cellules ne regoivent que du LRF (3 nanomolair
Des récipients plats expérimentaux regoivent une mesure 3 nano-
molaire dans du LRF plus une mesure ayant une concentration de
peptide d'essai allant de 1 2 100 nanomolaire, La quantité de LH
sécrétée dans les &échantillons traités seulement avec du LRF est

comparée a celle sécrétée par les échantillons traités avec le

peptide plus le LRF de manidre A déterminer le rapport auquel une
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forme du rapport de concentrations molaires du peptide d'essai

au LRF (antagoniste/LRF) requis pour réduire la quantité de LH
libérée par du LRF 3 nanomolaire jusqu'a 50% de la valeur de ré-

férence (ICRSO). Pour que le peptide soit considéré comme étant

efficace dans le procédé de la présente invention, il doit avoir

une valeur de ICRSO jnférieure & 1/1. Le peptide de l'exemple 1

a une valeur de ICR50 de 0,043/1 et une affinité de liaison d’en-
viron 25 fois celle du LRF,

On utilise le peptide & un niveau efficace pour réduire
le poids des testicules et des vésicules séminales et également

pour inhiber la spermatogenése apr2s une administration de 14

jours a des rats miles. Les niveaux de testostérone (T) des rats

malag traités par 1l'antagoniste sont comparables a ceux des aui-—
maux témoins une semaine aprés l'arr8t du traitement pendant 14

jours. Les poids des prostates des rats males se retrouvent

aprés 2-3 semaines et les poids des vésicules séminales se retrou-

vent apr2s 4-5 semaines. Il est préférable d'utiliser des niveaux

de dosage dans la gamme d'environ 0,1 3 environ 1 mg par rat par

jour, ~ qui peuvent s'administrer sans effets secondaires défa-

vorables. Il est possible d‘utiliser des teneurs inférieures en

antagonistes pour obtenir des résultats similaires,

Exemple 2
Des rats males (environ 320 g chacun ) sont chacun

traités avec 1 mg du peptide synthétisé dans 1'Exemple 1, une

fois par jour, pendant 14 jours par injection dans 0,2 ml d'huile

Tous les rats présentent une diminution de poids des

de mals,




teneurs en gonadotropines imnmnoréactiv_ _.

FSH, la testostérone et la dihydrotestostémne (DBT) chez les ani-

maux males traités, sont réduits comparativement aux animaux té-

moins.

Un examen histologique des testicules apras le traite-

ment de 14 jouré révele une spermatogendse dopée pendant une .pé-

riode allant jusqu'ad plusieurs semaines aprés la cessation des

injections journalizres. Les rats sont incapables de provoguer une

fertilisation aprés le traitement pendant environ 7 jours consé-

cutifs.
La récupération compléte du poids des testicules et des
es ainsi gue de la spermétogenése en dernier lieu

n de peptide pen-

vésicules séminal

22 szodunit anras la cassation de 1' administratio

W pre

dant 14 jours. Aprés enviren 4 semaines, les poids des testicu-

aux 3 environ 80% de ceux du groupe témoin, et environ

paratt dans la majorité

les sont &g

7 jours aprés, une bonne spermatogenése ap

des tubes

Le peptide essayé g'aveére intéressant pour empScher la

reproduction chez les mammiféres males sans wrovogquer d'effets

AfEwnwahlaa A da troubles jrréversibies, Pour 1'ad-
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ministration aux hommes sur une base régquliere, il serait préfé-

rable de 1'administrer en méme temps que des andvogénes appropriés,

Exemple 3

D'autres antagonistes de LRF répondant a la formule

générale:
Rl-Rz -R3 -D-Trp-Ser-Tyr-R 4Leu-Arg-Pro-Gly—mi2
sont synthétiaés de la fagon suivante:

L
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repiide Rl R2 R3 R4
A Ac Déshydre 2ro pF-D-Phe D-Trp
B Acr Déshydro Pro pCl-D-Phe D-Trp
c Ac Déshydro Pro pCl-D-Phe: (imBzl) D-His
D Ac Thz pCl-D-Phe D-Trp
E Ac D&shydro Pro  pCl-D-Phe D-Trp

Ces peptides sont également essayés Ce la m&éne fagon

aue le peptide de 1'Exemple 1, et on constate qu'ils ont la valeur

de ICR.. donnée ci-apreés,

Peptide (ICR.)
S 0,06/1
B 0,04/1
c 0,10/1
D 0,15/1
E 0,04/1
Ces peptides sont ensuite essayés suivant le procédé

de 1'Exemple 2, et tous les cing peptides s'avérent intéressants

conme jcomposés pour inhiber la spermatogenése et empécher la re-

qu'on les administre 3 des mammiféres miles & un

production lors

dosage similaire pendant des périodes de temps similaires.

11 doit étre entendu gue la présente invention n'‘est en

aucune facon limitée aux formes de réalisation ci-avant et que

bien des modifications peuvent y &tre apportées sans sortir du ca-
dre du présent brevet. Far exemple, une substitution et des mo-

difications dans les autres membres de la chaine de LRF peuvent

gtre effectuées conformément 3 des développements bien connus qui
des analogues de LRF, intéressants, connus.

pas d'une fagon

ont permis d'obtenir

De plus, d'autres substitutions qui ne détruisent
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significative 1'efficacité des peptides peuvent 2tre utiliseées

dans les peptides utilisés cuivant 1'invention, et des groupes
acyle égquivalents peuvent 2tie substitués aux groupes entrant dans

le cadre de Rl.
REVENDICATICNS

1. Procédé pour inhiber la spermatogendse chez des

mammiféres males et pour emp8cher ainsi la reproduction, caracté-

risé en ce qu'il consiste 3 administrer une quantité efficace

d'un peptide ou d'un sel non toxique de celui-ci a un mammifere

male, 2 un niveau de dosage journalier ne dépassant pas environ

3 mg par kg de poids de corps, ce peptide étant un antagoniste

de LRF ayant une valeur de ICR., inférieure a 1/1.

2. Procédé suivant la revendication 1, caractérisé en

le peptide répond a la formvle:

Rl—Rz—RB—D—Trp-Ser-Tyr—R‘;—Leu—Arg—Pro-Gly—NH2

dans laquelle Rl représente H ou un radical formyle, acétyle,

acrylyle, benzoyle ou alliyle, Rz représente du déshydro Pro, du

ou D-Thz, R, représente pCl-D-Phe, pF-D-Phe,

déshydro D-Pro, Thz 3

pNOz—D—Phe, ou 3,4 Cl-D-Fhe; R, représente D-Trp ou (imBzl) D-His,

. a
et Leu peut &tre substitué par N Me-Leu, et Gly-sﬂ2 peut &tre

substitué par NHCHZCH3.
3, Procédé suivant la revendication 2, caractérisé en

ce gue R2 représente du déshydro-Pro, et R4 représente du D-Trp.

4., Procédé suivant la revendication 2, caractérisé en

ce gue R4 représente du (imBzl)D-His,

5. Procédé suivant 1'une ou l'autre des revendications

3 et 4, caractérisé en ce que R3 représente du pCl-D-FPhe.

6. Procédé suivant la revendication 1, caractérisé en

ce que le peptide répond a la formule: Ac-déshydro
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Pro—pCl—D—Phe—D-Trp-Ser-Tyr—D-Trp—Leu~Arg—Prc—Gly-NH2.
7. Procédé suivant la revendication 1, caractérisé en
ce que le peptide répond a la formule :
Ac-déshydro Pro-pCl—D-Phe-D-Trp—Ser-Tyr—D-Trp-NaMeLeu-
hrg—I?ro--Gly-NH2 .
8. Procédé pour inhiber la spermatogenése chez les
mammiféres miles et empé&cher ainsi leur production, tel que

G6erit ci-dessus, notamment dans les Exemples donnés,

nrazallas, 1le F S xronn A3
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