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"Procedimiento para la produccién de
'un polipepturo®.

P PRI s

Holicitants: SANDOZ, AoG., entidad sulza, residente en Basilea,
Suiza.

La presente invencidn se relaciona con un
muevo polipepiuro y con un procedimiento para ls
Produceidn del mismo.

, La presente invencidn proporciona el tetra~
5% cosapepturo de f£érmula Le~geril-L-tirosil-L-seril~li-
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~norleucil=Li~glutamil=L~higtidil-L-fenilalanil=li=
arginil—I:-‘bﬁptofanilfglioil-n-liSil-L-prolil-L—valiln
glicil-li=1ligil-li=lisil-Ti~arginil-L-arginil=L-prolil-L=
valil-L-1igil-T~velil-T-tirosil-T-prolina. |

El tetracosapepturce del invento puede ser
obtenido por métodos pera la sintesis de compuestos
de este tipo actualmente en usé o descritos en la 1li-
teratura sobre el asunto, siendo posible unir entre sf
los amino~-4cidos en el orden indicado en el nombre Gel
tetracosapepturo ya gea uno a la vez o formando prime—
ro unidades elementales de pepturos y unlendo éstas
entre sf,

El tetracosapepturo del invento puede ser
producido por ejemplo mediante tratamiento de un deri=-
vado del heptapepturo de férmula N-carbobenzoxi-L-valil-
glictl~ & N-formil-L-1isil- & ~N-formil-L-1igil-N-
tosil=-L=-arginil=-N=-togil=L=arginil-L-prolina con sodio
en amonfsco 1iquido seco, condensando la L-valil=-glicil-
- & Beformil-T-1isile & ~N-formil-I-1lisil-L-arginil~
Legrginil-prolina resultante con NeR-lim~geril-L-tirogile
Tmgeril-T-norleucil- | ~O-butil(terc.)=h=glutamil-Tm-
histidil-L-fenilalanil-L-arginil-L-triptofanil~glicil—
- 8-N—formil-I:-lisil-I:-—prolin_a en la que R significa
un grupo protector adecuado, preferentemente un radical
carbobenzoxi, acetilo, formilo, carbo-butoxi(terc.),
p-nitrocarbobvenzoxi o trifenilmetilo, haciendo resc-
clonar luego la R=serileLetirogilel-sgeril-Le-norleucil=~
- Y ~0-butil(terce )~L-glutamil-L=histidil-L-fenilalanil-
—Tmarginil-T-triptofanil-glicil~ & =N-formil-T-1ieil-T-
Prolil=L-valil-glicil=- & ~Neformil-L-1isil- & -N-formil-
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~L-ligil-l~arginil-L-arginil-L-prolina resultante, en..
la que R tiene el significado arriba indicado con ésng
ter Imvalil- & ~N-formil-I-1lisil-T-valil-T-tirosilel= -
prolina-butil(terc.) y disociando todos los grupos ﬁrg
5e tectores del fetracosapepturo protegldo resultante de .
£érmla dster RHL-seriléD-tirosilén-serilébnnorleucii;{
-'7,-O-butil(tero.)éb-glutamiléb-histidiléﬁ—fenilaléﬁii—
“Learginil-T—triptofanil-glicile & ~N-formil-L-11sil> :
Teprolil-Tevalil-glicile & ~N-formil-L-1isil- & -N~-for
10, mi1-T-14s11-T-arginil-T-arginil-I-prolil-l-velile & -
N-formil~L-11sil-LI-valil-I-tirosil-L-prolina-butil(terc.)
en el que R tiene el significedo arriba indicado en unsa
o mds etapas en un medio Acido. .
Los materiales iniciales para producir el
15, derivado tetracosapepturc hasta ahora desconocido de
la £érmula arribs indicado, si es Que hen sido descong
cldos hasta shore, pueden ser obtenidos mediante méto~
dos para la sintesis de los pepturos en uso actual o
descritos en la-literatura sobre el asunto, siendo po=~
20, gible el unir entre sf{ los amino-deidos ya sea uno &
la vez o formando primero unidades elementales de pep~
turos uniendo éstas entre sf,
Debe +enerse rresente que el tetracosapepturo
del invento tembidn pusde ser obtenido o usado en forw
254 ma de sus sales de adicidén de dcido. Los siguientes son
ejemplos de dcldos adecuados para la formaciln de sales
de adioién de deidos los doidos aodtico, propidnico,
glioélico, ldetico, pirdvico, maldnico, suceinico, ma-
leico, fumdrico, tartdrico, cftrico, benzoico, -cindmico,
30, salicflico, 2-fenoxi~ o 2-acetoxi~benzoico, mandélico,



metansulfénico, etanosulfénico, hidroxietanosulfdénico,
bencenosulfénico o toluenosulfdnico, naftalenosulfdnico
y sulfanflico, .los dcidos poliméricoy por ejemplo los
doidos ténico, alginico, poligalacturénico o la carbo-
5e ximetilcelulosa y los hidréeidos de haldgeno, por ejem
plo deido elorhfdrico o bromhfdrieco, nftrico, tiooignico,
sulfdrico y fosfdrico. :-
El tetracosapepturo del invento y sus sales
poseen propledades bioldglcas y terapéuticas similarég'
10, a aquéllas de la corticotropina natural tembién deno-
minada ACTH en la .presente descripcidn. Por lo tanto,
su uso estd indicado para el tratamiento de uno o més
de los sigulentes: reumatismo articular, asma bronduial,
artritis, alergias, gota, urticaria, choque anafildetico,
15, colitis wlecerosa, lupus eritematoso, quemsduras, der—
matitis exfoliativa, leucemia linfdtica, escleroderma,
eccema y condiciones de intoxicacidén en el aleoholismo
erfnico asf{ como para la prevencidn de la atrofia de
la corteza suprarrenal en el tratamiento con derivados
20, de la cortisona. El tetracosapepturo del invento al ser
medido de acuerdo con el método de Sayer indica una
actividad que corresponde substancialmente a aquélla
de la corticotropina natural.
La cdrtiootropina natural requiere el uso de
25, métodos de purificacién laboriosos y costosos y adn
asf no puede ser obtenida completemente libre de impu~—
rezas de tipo protelco de alto valor molecular que .
Pueden causar reacciones anafildcticas peligrosass el
tetracosapepturo del invento, un compuesto sintético,

30, puede sin embargo ser obtenido con un alto grado de
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pureza ¥y libre'de impurezés de ‘tipo proteico. Ademfs,
la produccidn del tetracosapepturo del invento no de-
pende de la disponibilided de gléndulas hipofiserieg

de lag gue 8010 haj un suminigtro limitado a un costo
nuy ele#ado.

Una ventaja especial es que el tetracosapep-
turo del invento a diferencia del compuesto ya conocido
LI~geril-L-tirosil~L~geril-Iemetionil-L-glutamil~L-
histidil-L-fenilealanil~Li~arginil-l-triptofanil—glicii~
I~14gi1-Teprolil-L-valil-glicil-I~1isil-I—1isil-T—
arginildﬁ-arginiléh-proliléh-valiléb-lisiléL~va1114L-
tirosil-T-prolina y la ACTH natural estd exento de un
radical de metionina cuyo radical metionina presente
en la posicién 4 del compuesto arriba indicado y de-la
ACTH es fdcilmente oxidable por lo cual dichos compues
tos ge vuelven inactivos; el tetracosapepturo del in-
vento contlene un radical norleucina en lugsr del ra-
dlcel metionina presente en el compuesto arriba indi-
cado y la ACTH cuyo radical norleucina tilene lag mis-
mes propiedades estéricas como el radical metionina
pero no es fécilmente oxidable.

El tetracosapepburo del presente invento pug
de ser administrado en forma de uns preparacién depd-
slto como es el caso con la ACTH natural, por ejemplo
oon gelatina, carbometoxicelulosa, fcido poligalab-
turénico. u otras sustencias poliméricas due contienen
grupos 4oidos.

En el texto y en los dibujos se han wsado
las giguientes abreviaciones:

CBO carbobenzoxi
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Tl tritilo = trifenilmetilo
(For) formilo (en el radical & wemino del
‘redicel lisina)

(Tos) ‘tosilo = p-toluensulfonilo (en el ra
_ dical guanido del radical arginina)

ocP 2,4,5~triclorofenoxi

0rB butiloxi-Tergs

Arg-  Learginil

Glu i:-glufhamil

Gli glieil

His L=-higtidll

Lis L-liail

Xle Le-norleuvcil

Fe L~fenilalanil

Pro L-prolil

Ser L=geril

Tri L=triptofanil

Tir I~tirogll

Val L~yalil

Leu L-leucll

Ala L~glanil

EIRMELO 1: (véase la figura 1)

a) HE=Val-Gli-(For)Iis-(For)Lis-Arg-Arg-Pro-OH.

Se disuelven 12 g de 0BO-Val-Gli-{For)Lis-(For)Lis-(Tos)
Arg—(Tog)Arg-Pro-0H en 5 1 de amonfaco 1fquido seco y
se afiaden pedazos de sodio mientras se agita enérgica-
mente hagta Que se obtiene una coloracién azul oscura
estable, Se afiaden 2 g de cloruro eménico, se separa

el amonfaco por evaporacidn, se seca el residuc en un

alto vacfo y ge disuelve en 250 cc de dcido acético
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0.2 N, Se separan las sales inorgénicas segin el método
de Dixon (Piochem, Biophys. Acta, 34, 251 (1959), =e
gepara por evaporacidn la solucidn libre de sal, se Ji
suelve el residuc en metenol y se precipita con éter
et{lico. Se obtlene H-Val-Gli-(For)Lis—(For)lis-Arg-
Arg-Pro-OH acetato. [§£Z§2 = =492 en doido acético i W,
b) B~G1u(OTB)~His-Fewhrg-Tri-Gli-(For)lis-Pro=0H

Se disuelven 10 g de CBO-His~Fe-(Tos)Arg-Tri-Gli-(For)
Iis-Pro-OH en 5 1 de amonfaco 1{quido seco, se afiaden
pedazoe de godlo hasta que se obtiene una coloracidn
azul estable. Se afiade cloruro aménico, se evapora la
solucidn, se disuelve el residuo en dcido acdtico 0,2
N, se separan las sales inorgénicas de acuerdo con el
método de Dixon (Biochem. Biophys. Acta, 34, 251 (1959),
se separa por evaporacidn la solucién libre de sal, se
disuelve el residuo en metanol y se precipita con éter
et{lico, Se obtiene H—His—Fe—Arg~Tri-Gli-(For)Lia-Pro—
OH monoacetato, (pef. 1802, [&JD = =252 en 4cido
acético 1 N) ol que se disuelve oon 4 g de CBO=Glu(OTB)-
OCP en 50 cc de formemida dimetflica. Se deja reposar
durante 2 dfas a la temperatura ambiente, se afinde &ter
etilico, se filtra y se obbiene T.1 g de CBO-G1lu(OTB)-
Hig=Fe-Arg-Tri-Gli-(For)Lis-Pro=-0H, los que se disuel-
ven en 200 cec de formemida dimetflice y se hidrogena

en Tresencia de un catalizador de paladio. Despuds de
filtrar y de lavar oon &ter etflico, se obtiene HeGlu
(omB)-His-Fe-Arg-mri-Gu-(For)his-rro-OH acetato, (p.f.
1902 ﬂlj D = -192 en £cido mcético 1 N);

0) Tri-Ser<Tir—Ser-Nle-Glu(0TB)-His-FemArg-Tri-G1im-(For)




Iig~Pro=Val-Gli-(For)Lis=( For)lis~-Arg-Arg-Pro~0H

Se disuelven 6 g de H~Glu(OTB)-His-Fe-Arg-Tri-Gli-(For)
lig-Pro-OH acetato y 6 g de‘Tri-Ser-Tir-ASer-Nle-N:,’ en
50 cc de formamida dimet{lica, se deja reposar durante
5e 16 horas, se evapora y _seA oristaliza e_i regiduo de ﬁe-
tanol caliente., Se obtienen 5.1 g de Tri-Ser-Tir-Nle-
G1u(OTB)-His-Pe-Arg-Tri~G1i~(For)Lis-Pro-0H acetato
(pofo 2002 /87 ]’-;2 = - 230 en formamida dimetflica),
los que se disuelven en 50 cc de formemide dimetfliocm
100 v se aflade 1 g de 4cido trimetil-acético. Se evapora
en un alto vacfo hasta la mitad de su volumen, se en—
f£rfa hasta =52, se afinde 0.36 g de cloruro trimetil-
acet{lico y 0.3 g de amina triet{lica. Después de 10
minutos se afiade una solucidn de 2.8 g de H~Val-Gli-
15, (For)Lis-(For)Lis-Arg-Arg~Pro-OH acetato y 0.3 cc de
emine trietflica en 200 cc de formemida dimetflica. Se
deja reposar durante 4 horas.-y se precipita con aceto-
na. Se obtiene Tri-Ser-Tir-Ser-Nle-Glu(OTB)-His-Fe-Arg-
Trd=Gli-(For)Lis-Pro-Val-Gli-(For)Lis-(For)Lis=-Arg-Arg-
200 Pro-OH trimetil acetato, el que puede ser purificado
mediante Filtraoidén a través de un dcildo de gel de si-
lice en metanol acuoso al 50%.
BJEFLO 2t
Se disuelven 4 g de Tri=-Ser-Tir-Ser-Nle-Glu(OTB)-His-
257 Fomhrg=TrinGli-(For )Iis-Pro=Val-Gly~(For)Iis~(For)Lis-
Arg=Arg-Pro-0H en 40 co de formamida dimet{lica, se
atiaden 40 cc de piridina y 0.6-g de 4cido toluensulfénico,:
se evapora en un alto vacfo hasta la mitad del volumen,
ge enfrda hasta ~52, se afiade una solucidn de 4 -equiva~

300 lentes de H-Val—(Fé:c;)Lia-Val-Tir—Pro-OTB v 1 g de carbg
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diimida diciclohexflicas
Se deja reposer hagta el dfa siguiente y 8e
afiade acetona, se filtra, se seca en alto vacio y se
obtienen 4 g de Tri~Ser-Tir-Ser-Nle~Glu(O0TB)His-Fe-Arg-
Trd ~G1i=(For)Tis~Pro~Val-Gli-(For)iis—(For )Iis-Arg-Arg-
Pro=Val-(For)Lis-Val-Tir-Pro~0TB, los que se calientex
en 31 de 4cido olorhfdrico 0.1 N durante 3 horas a =
1002 en augencia de oxigeno. Se evapora en un vacio,
se lava ol residuo con acetona y &ter etflico y se co~
ca en un vacio, Después de una distribueién a contra-
corriente en el sistema foido trifuloroactico/butanol
secundario/agus (1:120:160) se obtiene 2.5 a 3,0 g de
una fraceién principel, la’ que muestra la misma efec-
tividad como la corticotropina y un comportamiento ho-
mogeneo en la cromatograffa y en la electroféresis.
Migracién en la electroffresis sobre papel a un valor
norma migra %b mn). Migracidn en la electroféresis so-
bre papel a un valor pH de 1.9 y 40 V/om: 93 mn (el
fcido glutamfnico usado como norma migra 81 mi bajo
las mismes condlciones). Se obtiene un polipepturo de
f£érmala H-Ser—l‘ir—-Ser—Nle-Glu—His—Fe-—lArg-'Tri-Gli—Inis-
Pro-Val~dli-Lig~Lig-Avg-Arg-Pro~Val-Idg-Vgl-Tir-Pro-~
OH, Este proporciona la sisuiente composicién de amino-
deidos despudes de la hidrélisis dcida & 1109 durante

16 horas: serz.Smrz.,om"l;,1(*1“009“191. Feoy ,0ATE3,1
Glilogcia:,"gProa.gVal%l. El profucto puede ser usago
directamente o despuds de oonvertirse en otra sale

Puede ser slmacenado en forma sflida, en solueidn o

como adsorbatos
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NOTA

Descrita suficientemente la naturaleza del
invento asf como la manera de realizarlo en la prde-
‘tica, debe hacerse constar que las disposiciones an-
teriormente indlcadas son susceptibles de modifica-
¢ciones de detalle en cuanto no alteren su principio
fundamental, También se hace constar aue el invento
e refiere a una solicitud de patente presentada en
Suiza, con fecha 13 de septiembre de 1963, mimero:
11.358/63, ascogléndose, por lo tanto, a los beneficios
Que conceden los Convenios Internacionales en vigor y
giendo lo due constltuye la esencia del referido in—
vento y por lo que se solicita Patente de Invencidn
por 20 afios en Espafia: "PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUC-
GION DE UN POLIPEPTURO"; ocaracterizdndose por lo si-
guiente:

12,~ Procedimiento para la produccién de un
polipepturo, especialmente el tetracosapepturo L-gerile

I=tirosil-L-geril=L-norleucil=l=-glutamil-L=histidil-l-

fenilalanil-T-arginil-L~triptofanil-glioil-L-1isil-I~
prolil-T-valil-glicil-li=1igil-T=1isil-L-arginil-T-
arginil-T~prolyl-I~velil-L-1isil-T-valil-L-tirosil-T-—
prolina y, caracterizado fporque ge trata él derivado
de heptapepture N-carbobenzoxi-L-~valil-glicil- Z-—N—-
formil-T-ligile & ~Neformilel~1isil-N-tosil-h-arginil-
N—tosil-i—-arginil—h-prolina con sodio en amonfaco 1i-
quido seco, se condensa la L-valil-glicil- & ~N-formil-
L~lysile £ =N-formil-L=11gil-L-arginil-I-arginil-prolina
resultante con N-R-L-geril-L-tirosil-l-geril-L-norleucil=
Y =0-~butil(terce )=L=glutemil-L=histidil=-L-Ffenilalanil=



~I-arginil-I-triptofanil-glicil- & ~N-formil-L—ldsil~
L-prolina, en la que R significa un grupo protector
adecvado, preferentemente un radical carbobenzoxi, ace
til, formil, carbobutoxi(terc.), P~nitrocarbobenzoxi o
56 trifenilmetilo, se hace reaccionar a continuacidn la
N-R-L-geril-I—tirosil-l-seril-T-norleucil- ¥ —O-butil
(terce )~D-glutamil-L-histidil-L-fenil-alanil~L-arginil-
I~triptofanil-glicil~ & ~N-formil~L-1isil-T-prolil-L-
valil-glicil- & -N-formil-L-ligil- & -L-ligil-L-argi-
10, nil-b=-arginil-b-prolina resultante, en la que R tiens
el significado arriba indicado, con ster L-valil- £
~Ne-formil=Li=1igil=L=valil=L~tlirogil-L~-prolina butil
(terc.) y se disocian todos los grupos protectores del
tetracosapepturo protegido resultante en una o mds etg
156 pes en un medio deido.
28,~ "Procedimiento para la produccién de un

polipepturo™; talty comQ qQueda sustancialmente descrito

en la presente memoria.

20, mdquina por una sola\ cara,
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