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LBYCRIA DESCRIFTIVA
pers sclicitar
PATEDTE DE INVE NCICN
an
ESPAL A
por  VEIFTE gfnine
¢ nombre cde NOVO TEHAPEUTISK LABCRATORIUM A/S, atifed G
neza, retetlecide gn 115, Fuglebeklkave]l, Copenhsgus, TINA-
YAHCA, por:
" FROCEDILIENTC DE PHCODUCIR (M DERIVADC DEL
HCRECY QUE DISKMINCYE EL AZUCAR DE LA SANGHE,
ASI CORO EL DEHIVADC DE INSULINAY, -

En 1s patunte Ne& 157.908, o« Jrrorib: w procedi-
micnto de producir mm proparado dv hormOn qud fisminuye ol
szlcer ¢+ 1l stngye heeliéndnio regccisnar con igneisnsgtos,

peTeAn QLo ¢ ceTectiriges porque la reaceifn de fichss sus-
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teneres 80l =: reslize heete W pwnte 22 ¢l ougl -1 her-
mén retiene tode cu efseto Aieminuider Asl epficar de 1la
sengre, O le& perts e¢ovnerel 621 mismd, o vRided e Ac dn-

puline, slende, cin cmbergn, s:te oF20t0 a2ltereds a- tsl

meagra QU el ot ote Adleminuider sl egficsr dr g cengrs

oeloergeniams del Slebdties 8T 4XLInd: an w periedo e

tismps mfo lepen ctebleetindras lay nondiegirnss @e regte
ducir st ¥ oswlteit, otme eonza-

Qifn DICLEIYTLL pere pE o
cutiels do Iavigtigeeicnis bislogieas,

Como los isocianetos pueden reeecionsr con & gus
lo misme qué con emines primeriss O secunderiss y grupos
Ge hidrexlilo del hormén que disminuye ¢l azficer de ls sen-
gre 8l reeilzer el preeedimisate segtn dicha petsnte, hay
gran nOGmero de mensree €n Que 18 reeccién puede tener 1u-
ger, rezén por le cusl no sc CCROCE COn certeze cudl es 18
expliceeifn del efecto obe-rvedo, .

Péro, les investigaciones imn demcstredo shora que
le resccién de los hormenes cus disminuye el agficer de la
cangre ccn leos isocisnstos, segfn el procedimiento deserito
en diche petente, ex principelmente une reecei6n en ls cusl
intsrvienen los grupcs eminicos velorsbles pressntes en el
hormén,

A ccnsecursnels de esto es posible, seogln el pre-
cente invento, procueir derivedcs del hormén que disminuye
el azficar de¢ 18 rsngre Que hayen ccngerveado le totmlidsd o
una perte esenciel del efecto disminuider del ezficer de
la c=ngie qus tenie el materisl és pertida, pero estes deri-‘

vedos se ¢istingusn porque su efecto sn el interior del or-
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genismo del disbético se¢ extiende 2 un pericdo de tiempo
2és largo, sustituyendo el isocisnato por otrce rescti-
vVoe que, lo mismo que ¢l iscciensto rescionen con grupos
&miﬁicois por sustitucién ds uvn ¢tomo de hiérbgeno o de los
dcg.

For vie de ¢ Jemplo, dichos reectivos pueden ser.
elorurcs ecilicos, enhidridcs eciliecrs, cat‘mas, alkil-he-
légenos, eldehides y cetones, wyantidrol ete.

Bn £l ceso de ung sccidn 6amﬁsiaéo fuerte de los
TesQtivos, gperece, come en el caco &e ;oa&gnienatos, wme
insctiveeion totel © percisl del hormén, - Por consiguiente
1s sec'ic»n debe reguleres de meners que a2l eofreto disminui-
for del & glcar &= le sengre, celculede coms vnidedrs de in-
guline, =& uentengas totel ¢ esencielmente, Eeto puede conm-
proberss ezgln el caro cbon isocisnato, por moéio de e:@s-ri;
mentes biologiccs sn los cuslar so empleen los snimeles que
permiten oc:n@ai'scidn entre inegulins y deriv_aéos que tienen
un efecto de insaline mfs 6 mencs prolongsdo en el ser hye
meno. Y& ¢r conccida en si misme aste normslizecion bio-;-
légice de ices derivecdos de insuline cus tienen wm afecto
prelongsco. ' ' _

' Por redio d« uvn contrsl en ls forme ¢zserita, o
dw= cualquier ctre modo, o ¢ posible, t¢n relscitn con cads
o ds l1ce resctivos ¢n cusstién ;-‘-stableégr condiciones ey

perimenteles por medioc d&¢ les cusles puede conscguirse el
descado nentenimicnto del efecto disminuider del ézugmr da
le eengre © la perte esconciel del mismo. \(

id
Pero s he descubierto gus, si s%/haée Cue el
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reectivo en cucsatibn y &l hornén Teacolonen sn une megale

de rescclion inhomogénes, no £€ pusge evitar en todos 1lns

ce8ee, pirs lg csrtezs neQreeris bers le ejecucién précti

os del métodn, qusr ls re i s s .
d ] Tescoiln vaye grmesisdo 1ejos, hscien-

jal]
Le]

oD
£
o
’..J

hormén s: ineetive totel o pereislmente 1o mie—

mo ¢ur ez ¥1 casd &a que

3

£¢ UFEN isocienetos c¢n condicio-

pnes similercs. Es, pues, CGesdeble gue e rosccién se ren-

lice en une fass homogénee, =i esta faec puede estsblecsr-
S¢&. '

Yere cbtensr we faes (o cpcoidn homogénes, 1o
nisme que en el 0eg0 d¢ hecer Teecoinner isnciensto cen sl
hormén gue disminuye el szlesr &= le rengre, prr ejemplo,
pugd: userse upe solucién ér insalfne con wne megela 3¢
egua y w. disclvente orgénioct que hege el reoectivo mée ©
menos goluble, de mensTe que le resccibn pusde trner luge?r
en le feee de rescciftn sel eoteblecias confsniéndc ineuline
lo migmo qus remctivo. Contrclenco le temperstura, el ve-
lor p¥, le proporeién & que se efiade el resctive, su con-
céntrecion, le composicidn el dlsclvente y &l tiempo de
resccifén sl e¢ desee, g pogible reguler le resccidn pere
obtener el derivedo dereado, y el micme tiempo le rsprodu~
cibiliced neCecsrig pers le utiligzecidn préctice dal meto-
éo. v

Bn vez Ga ¢xteblee:r las condleisnes de rasccifn
requerides peres obtener =1 producte deseads e base de ex-
p-rimentos biOlégices, we tenbién posible estsblecer ectes

condicionss 8 beg: de investigaciones de cerectsr pursmente

guioice ¢ fisico-quimico,
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D heechn, £¢ hs 8.&$cubiﬁrts gue los= Zerivedes
que hap mentenide totsl @ leszstceislments &1 2Ffrote die-
minuicdcr del ezlicer de le sengre G 1 hormén medidc sn uni-
éadeé ds irfsulins, pere zn 1or cuslrs el €fscto disminui-
dor del szpfear d= le cengre es ds tal cerscter que su se-
eibn Centre (el orgenisme dsl diebético sr extisnds en wn
pericde Qe tisopo Teletivemsnts lerge, =
cas un nfmere d¢ grupcs eminicos velersbles ea =1 hormén

que dicminuye el szlcer és ls 3&ngre, §
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b 1077 mumol/mmol total <N, cus €1 los sucisive se lleamsg-
26n ner comodemcnts 1l- 30 aminf-grupes hen £3ido atscedss
pul +L re&ctivo, | )

Debe Cbepoverss cus hey én éonjunto 78 x 10'3 oMt -
no-grupes por mmol tetsl -N ¢n 1 hormén.

Bl dezsece afroto proicngede £6ln ccurrs por ls
eacibn G- la-:;. rreetives cobre los enino-grupse valorebl:s
dz1l hermén., Bste efscto prolongedc =& mentignc so  eccidn
gonticue, pixe cwendt cierto pluers ¢ Bmiﬂﬂél‘l@ P pg;.
nen sh reaccidn surgiré el misme tiempo une sotivscidn pr--
gresive. Ecte insctivecion eg ligere el principic, pero
gz vuelve mf: proanvnciede cuende le reeccidn se ll:ve més
&4z inte 'y 1 punte oo que ctmiznze & menificterse 2:t4
gopirelmsnte fispussto do weaers qui el eteque de 25 atidno-
grupss ve:urablee sufre wne rraueritn Az setividsd 8s 20 &
25%, ¢l pesn que wcts r:duccion -eumcate he:te un 50% cusndo
intorvienen wmes 30 smino;g:up*:~ vawrable's;. Un derivedo

cuyé actividad o, ke Jueide G ofte _:lﬂr‘f‘ scgulré poscysn-

rolongeds, poro por razbtn csl elto valor del
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hrrwén gus figminuy. =1 ezleer 3= 15 cangre, BO ool 6 usugl-
wente ventlajoor opoler een un gredos ten glte ¢: insetivi-
8, § pox ofaciguizate 21 invents o incluye mftedee on

¢u nesr atscels més de 3 swias-grupcs vselorebl--,

d¢ meners quz uzs rzduccidn :n ¢1 plmere dée emino-grupss 20
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seei@n A lor reeotivis, Sz he ércoubizrto quz ; ats nuz-

sigign melocu er vole nn tisn Infiurzoie nbrs ls proe-

2]

Ciewizuidosr & 1l,eglcer dc s ssngrs,

¢

htrs eminogrupts

P Ll Tetctive y emlnc-grupse valoreblss qur hen dssaspsesce

-
3

» drjede &z sxr smino-.rwos velorsblog como conssousne-

Cie OO lé&e puaves (dsposicith.s mel:iculares y ol oss quizrs

z2te puet» cfecturree compereads uva deriveds dsdio gon un
cratrel qus oo produer sn _ee misnes coadicicnes, perp sin
'z g loe rezectivoe sn couectitn,

- .

Bl ntmire Cu amincgrupcs velsreble: cuw on condi-
ciones dedfr con ptecedns poar un resctlve dsdo, purds de-
ternineres 4o verier neanres ddfer-ntze on principio.

Bn slgunos céntg, g-ré se=f posible détfzxr:ainsr 3=

reetaments s gantided 4 rssctive que he reesccionsads con
crubo y por gste sl ntmere 4o amino-grupcs velorsbles
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caces diches grupos. Pirc e2 2l case ¢ un staQue méa vi-
EUrost, purds o0 Nooeserio corragir ung ligers reeceifn

coh Los Tonol-grupes Gel hormén FPoro coots correccidén zpe-

s
¥

as ox0e dert dz1 5% de le resccifn totsl,

Bl ntmzrs d: sminogrupre velcrebles stacedss, pusds

ol

acenés duterninersy velorimétricements. ®a vcste cgen 2
nfmern A eninogropos stecedcs s¢ dsterminan como le dife-
rencis entre el afmero de grupce vel:rrables eatss y después
dg la resceién, ccrregide por 1 eorrsspondimte velor del
eontrol erriba mencis cnedo, o bien, lo que vien- & ser 1o
mismo, ermo le difereacie catre gl ntmzrs 4z sminogruprs
veloreblis gn 1 dorivede L“”CL idn scgtn rseote invento, y el
nomsro de aminlgruUpCs €4 R ¢cTRtrol profuside sémetimdo =1
metorisl e pertids e 18”m3cmac ~endicionss que lss empl:e-
der dwenty ls rieceifny, psro ein e presezcie 4y unr es0-
tivo. 8¢ he dascublerts gue ¢l ntwerc d- anino-grupcs que
ﬁgcapan @ le veloreciOn per rgzOn d: le cupueste nueve dis-
pt%icion intramecicoculer y que con asi indspendientezm de la

Y

socibn del rgactive sfiedido, sccisnde s 30- 40 % 10"3vab1/

mMoi. total -« N, de menesre qus =21 ntmsro totsl de sminogru-

po: hechos invalorablis segln ¢) inveanto pueds ssosnder &

60-70.

Bl rtmere ds eninpgrup~e etscedds puede adeanés ce-
terminers: do ctras woneras gue determinando le centided de
reactive coasumide por resccién O por velcorseidn, por sjen
ple, por medios celorimétricos, y el invente lncluye todo

mftodn @n que se etacen 1-30 aminc-grucces valersebl:s de los

-7-‘-
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hormenes, sin tsner zn cutate cObmo e« detzrming diche n6-
maro, y Gejende fuere ds T8 cugnte =1 nGmero & sminod gru-
PoE ¢U RO g pusds datsrminer por octre repéa qus la ®C-
cidn dod rogotivos

5 A continuecién st explicers el invento con las‘

diguientse ejomplos de resliger &1 método,

Bjemple I,
S¢ dicsurlven 3,21 g, d» insuline =n 65 ml. de sgue
por medio de HC1 n/l; sa eiieden 67 ml. de scetons y e re-
10 guls el pH con NeOH n/l & 8.0. A intervelcs de 10 mirutos
se esfiede 31,5 mg de clocrurs de Lenzoile on 3 ml, & soetons,
zn conjunto custrs veces, restebleciéndose 21 velor oH das-
pués de cede rdicitn con NeCH n/l. Le solucién ss diluye
lucgo con 450‘ ml. d¢ sgue, ¢l d-rivedo de insuline 'M* pre-
15 clpite & pE 4.8, ¢ disuelve en 50% de scetone d¢ pH 7-8 ¥
precipite cca scstone en'exc'eso‘. Bl prec‘ipitaée- s& recoge
8 lave en ecit'ne y €ter y lusgo =o 8:Ca.
Se produce ur oontrol de iguel mensre psm oon ls
~xelusiftn de elorure de bénzsilo.
20 En el preperedo producide ’s;sgﬁn lc antarior por
madio de cloruro ds bengoilo, el ptmero 4 emino-grupods
que hen desspsrzscido er determins valorimetricamente y 2o-
ciends & 51, al paso gue =l ntmero d: amino-grupos dessepa-
rscid0 en el control es 31, Asthey 20 eminogrupos staca-
25 dos, '

Por ezp:rimentcs bioldgicss reeligedns en ls for-
ma ordinsris, pri =jemplo, en consjos, =14 srivsdo produci-

do rosulte cont.ner préctivements g. mismo ntmero de uwnlde-

_8‘
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dze de insuline que los 3.21 g de izsulina. Los enssyos

¢linicts hen Adsmostraedo gue hey un adgeuedo gredo de pro-

longacidn,

Ejemple II.

Se disuglven 3.21 g. de insulina lan'.65 ml. de
agua por msdkd de HCL n/l; s= diaden &7 ml'. de scetone y
el velor dg p H =ze reguls ocn NeQH n/l &8 8,0, & ecty se
afisder a2 intsrvelics &s 10 minutes 42.8 mg. 4z éster ben-
cilico del fcido cloro-férmico, en 4 ml, de scetons, en
conjunto tres veces, restsblecibndoss slc itgéa valor pQp
despufs d¢ oede adioibn por mséis ds NelH njfl. Le solu;-'
oién se diluye lusgo coa 450 mg., a2 HEO, el derivedo de ine
sU:ina ge precipits e pH 4.8, lusgo se disuelve an acefona
de 50%, & pH 7-8, y ¢ precipite ocon acetone en exceso.
El pjfeeipitado ge recoge, s8¢ leve sn escetons y éter y se
sece. o

Se produce un control ée iguel menera, pero sin
le adicitn dg &ster beneilico d-1 &cido clore-férmico,

Velorando ¢l producto 'proéucido por mefio de és-

ter bencilico dél 4cido cloro-férumico s= compruebs que en

rgonjunto hex deseperecide 5C eminogrupcs sl psese que en

&l control dzseparecen 31 smino-grupes, de lo cusl resul-
te qus hen sido stmcedos 19 sminc-grupos,.

Per gxpasrimentos bioldgicos reelizeds en cong os,

s¢ comprusbe que el preperedo coatiens sl mismo ntmero de uai-

ded=s d= insulina que los 3.21 g. d2 insulins emplssdog co-

'm0 meteriel de partide. Por sneeyos .dlinicos s2 ve que

el derivedo tiene mn adecumdo gredo ds prolongecifn.

-9 -
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| Bjemplo III.
2 g. de insuline se disuclven en 85 ml. de agua
por msdio de HC1 n/l. Se regula el pH a '7'.0 por mé-
dio de NaCH n/l, v en el ocurso de 20 minutos se sisce &

gotes une solucién de 63.4 mg. dc endidrido scético en 4

‘ml. ds ecetone. Aiediendo sl propio tiempc une cantided

aguivelente de NeOH n/l0, 8o mentisne el PH & 7.0. El
derivado de insuline sef formedo sd precipite con acetone
en exé@so, sé recoge, se lave en scatone y €ter y se se-
ce. ILos enseyos clinicos mues-trsn cue tiesne wn grupo
adecuado de prolongecibn.

Estae solleitud que corrssponds & ls presenteda
en Dinsmercs el 13 de diciembre de 1943, bsjo el nlmero
3.216/43% ge ‘eccgva e lcs beneficios d@l‘ ertfculs 51 del vi-
gente Estetuto de Propieded Indusiriael,

- 0 - NOTA - 0 -

_ Los puntos de invenciébn propia y nueva que te pre-
senten pere que sesn objeto de¢ sste Petente de Invencibn en

Espefia, por VEINTE efics, son lcf sigulentess

12,- Uh proczéimiento de¢ producir wn derivado Jel
hewaon gus ¢ieminuye el eglcer 4+ le seagre, en el cusl es-

ts hormén g« hece re¢eccicngr por medio de resctivos gque, si-

milerments ¢ log isccisnetos etequesr los smino-grupos de tal

nensre cus un tdtomo @ Stomos de hldrégeno d= dichos grupos

seen sustituddes, cuicandness enr le €lsccién e lss condicio_

nes da reasccifn hsebituales teles, como tiempo, temperaturs

- 10 -
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wmen asntisn. tooir su ofieto Jicmrnuider S0 eplicer fo le
fa)

&
gre o uné perte ¢swnciel del migme, pern &+ csrfetir :itirge

dr en frrme gue 1 ofroto pobrr 21 orgenisme ¢:1 figbstice

2
!

g ¢xtiins: rnootn prricde 4y tismpr mlo

to 28, o ¢l cusl g trples ung megele 0 e0ctoNE Yy sgls pa-

5¢ =T proercimisnts gt o 2eivindics o2+l poas

to 1e, .rn ol ecurld ¢ rmplee un enbicride geilice.

Of o= U proc-dimicnte grgln £e reivindiecr :n 21 pune

te 1e, ¢ <X cual 21 puntr fizel ¢ Ta roeccoitn gs felermia
et

~
LEe C¢ men:rs Qus LEYE gcefo 1= 30 x ].C."5 miiol eminogrupos
velereb loe por miiol Totel N :n ¢l hormén gur Jisminuye -1 gzl-

ey v L [zhgre.

t rmine pry le centided fr Losctive qQus he rogCeisnsce con




oy

& v > 3

LY

10

pALA DTG UCTON |

Ok bl b ORIGINAL |

2 474955

el invento, y en un contrel QUe se produce sometiendo el

meteriel de Pertide & lse mismeg condicicnes que les em~
pleadas durante la resccién, perc con-.exclusion del resoti-
vO.

. 9%.~ T proordiniento scgfn sc relvingics en el
runte 12, viptu&lm@nta como se dureribe en le Memoris y an
log aj&mplos,

iOQ.— Th precséimiznte dz preducir un doxd vado
del hormbn que aisminuyg el szlicer dc la cangre, &si como
¢l derivedo de insulina,

Tel y como s ha Adescrito =n la Memoria que ente-
cede y con los fines que se hen zepecificedo,

Bete Lemorie consts dé doce¢ hejess eseritas por

una =0le cers,
Mearia, 43 SEP. 1946

P, &,
Alberto de Eizaburu

Ch/ - 12 =
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