PATENTE DE INVENCION

petei ot et S e

Gage 5807/142.

Wemmm @wm%ﬁwz
da%er

"Procedimiento para la preperacidén

de péptidos de sfecto ACTH."

Tolbcitants: GIBA SOCIETE ANONYME, entided suiza,

5e

Mod. 113

residente en: BASILEA, Suiza.

EL objeto de la invencidn son péptides en
los cusles los restos arginilo en las posiciones 17
y 18 de los péptidos con efecto ACTH con 18 - 24 res
tos de fcido aminico estén sustituidos por restos de
lisina, asi como las sales de adicidn de 4cido, los
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derivados y los complejos de metal, especialmente los com-
plejos de cine, de los mencionados péptidos y un procedi-
miento para su preparacidn.

Entre los menclonados péptideos de actividad AQTH
se encuentran también aquellos en los cuales distintes ami
no4cidos de la secuencia natural estén entercambiados por
otros aminogtidos, por ejemplo, el primer amincéeido, la
serina, por glicina, 6 el segundoc aminoécido, la tirosina,
por fenilslanina, ¢ el cuarto aminoécido, la metionina, por
novelina, leucina ¢ #dcido « -aminobutirico, 6 el quinto
aminoécido, el &cido glutaminico, por glutamina, asi coms
las secuencias en las cusles falta el primer aminoécido,
la serina.

Se ha descubierto que los pépiidos mencionados,
en los cuales los dos restos de arginine en la posicién
17 ¥ 18 estén sustituidos por restos de ligina muestran
agimisme un efecto adrenccorticotrdpico muy fuerte, com-
parados con los péptidos que contienen Argﬂ, Arg18 tie~
nen sin embargoe la ventaJa de que son més féoiles de sin-
fetizar y se obtienen en mejor rendimientoc. A éste res=
pecto son de destacar especialmente el tetracosapdptido
I~seril-I~tirosil~I~soril-I~metionil-I=glutemil=-I~histi-
dil-I~fenilalanil-I-arginil=-I~triptofil-glicllelmligll~I~
propil-I~valil-glicil-I~1ligil=l~ligil=-Flisil~I~lisil=I~
propil=I~valil-I~lisil-I~valil-I~tirogil=I~prolin asi co-
mo el compuesto correspondiente que en lugar del resto
glutaninico muestra el resto glutamina, asl como las sa-
les de-adicidén de Acido, los derivados y los complejos de
éstos tetracosapéptidos.

Como sales de adicidén de &cido son de mencionar
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especialmente les sales de los 4cidos de aplicacidn tera
péutica, tales como el &cido clorhidrico, el Acido achti
co, ante todo sin embargo las sales de dificil solubili~
dad, tales como los sulfatos, fosfatos & sulfonatos.

Bajo derivados se han de entender por ejemplo
los égteres, tales como los ésteres de alquile inferior,
por ejemplo el éster de metilo, etilo, propile, terc.bu-
tilo, ¢ los ésteres bencilicos sin sustituir ¢ sustituil-
dos por ejemplo, por el radical nitro, por &tomos da he~
légeno, por radiocales de alquile inferlor ¢ alcoxi infe-
rior, ademés las hidrazidas y las amlidas, especialmente
las peptidamidas en las cuales el redical carbooilo que
termina en cerbono estéd amidada.

Bajos ocomplejos se han de entender los compuesg
t09 en forma de complejos aln no aclarados en su estruc-
tura, que al agreger clertos meteriales orgénicos ¢ in-
orgénicos formen péptidos de activided adrenccorticotrd
plca, y ante,todo aquellos que les dén un efecto prolon
gado. Tales compuestos inorgfnicos, que se derivan de
metales, tales como caleio, megnesio, aluminic, cobalto
y especialmente zinc, ante todo las sales de dificil so
lubilidaed, %tales como los fosfatos y pirofosfatos asi
como los hidréxidos de éstos metales.

Ios materiales orgénicos que producen una prg
longacién del efecto, son por ejemplo las gelatinas no
antigenas, por ejemplo, las oxipoligelatinag, la polivi
nilpirrolidona y la carboximetil celulosa, ademés el &3
ter del 4cido sulfénico 6 fosidrico del &cido alginico,
dextrina, polifencles y polialcoholes, ante todo el po-

lifloretinfosfato y el &cice fitinico, asi como los po-
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limeros o copolimeros de aminoéhecidos, por ejemplo, la pro
tamina y especialmente de eminofcidos que muestran una par
te preponderante en ¢ -aminoécidos 4cidos, tales como 4oi
do glutaminico 4 Acido asparaginico.

Ios nuevos compuestos tienen un elevado efecto
adrenocorticotrépico y lipolitico y se han de emplear en
la medicina humana y veterinaria en forms correspondien~
te, por ejemplo, en lugar de la hormona natursl.

Ios nuevos péptidos se preparan seglin los méto
dos conocidos para la preparacidén de péptidos con gran
longitud de cadena. Aqui se ligen los aminoécidos en la
secuencia mencionada individualmente ¢ después de haber
formado previamente unidades de péptidos mhAs pequeiias. Al
finel de la sintesis se disocian los grupos protectores
en une sola 6 en caso dado en varias etapas.

El procedimiento segin la presente invencién
se caracteriza por lo tanto porque de los piptidos de ac-
tividad ACTH con 18 - 24 restos de aminoécidos contando a
partir del final aminico del ACTH, en los cuales los res—
tos de arginina en las posiciones 17 y 18 estén sustitui-
dos por restos de lisina y en los cuales estén protegidos
por lo menos el radical « -amino y los radicales amino de
las cadenas laterales, asi como el radical carboxilo ter-
minal y un radical carboxilo de cadena lateral eventualmen
to existente, se disocian los radicales protectores, y, si
se desea, los compuestos obtenidos se transforman en sus
sales de adicidn de Aocido, derivados ¢ complejos. En en-
lace de las unidades aminoicido y/o de péptidos se efectia
haciendo reaccionar un aminofécido ¢ un péptido con radical

~amino protegido y ravical carboxilo terminsl activado,
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oon un amincdecide 6 un péptido con radicel  ~aminoe li-
bre y radical carboxilo terminal libre ¢ protegido, por
ejemplo, esterificado 6 emidado, 6 porque un aminodcido

é un péptido con redical A -amino activado y radicel care
boxilo terminal protegido se hece reaccionar con un aming
éoido ¢ un pefptide con radical carboxilo terminael libre y
radical »A —amino protegido. EL radical carboxile se pue
de activar por ejemplo, mediante transformacién en un ha=
lure, ezida, anhidrido, imidazolurc, isoxazolurec de 4cido
é en un bgter achtivado, tal como Szter cisnmetilico, é&s-
ter carboximetilico, éster p-nitrofenilico, 6 mediante
reaceién mediante un cerbodiimida ( en caso dado bajo adi
cién de N-hidroxi-suceinimida) 6 N,N' -vcarbonil-diimide~
z0l, el radical amino se puede activar por ejemplo median
te reaccidn con un fosfitamida. Como métodos més usuales
son de mencionar el método de carbodiimida, el métocdo de
azida, el método del &ster activado y el método de anhi-
drido. También es de destacar la asi llamada sintesis de
vehiculo de materisl eélido, en la cual el péptido se sin-
tetiza desde el extremo del carboxilo, que estéd ligedo &
un polimerc en forma de éster, unlendo por condensacidn con
secutivamente los aminodcidos.

Ios radicales funclonales libres, que no parti-
cipan en le reaccidn se protegen en forma conveniente, es-
pecialmente mediente éstos fhAclilmente disociables por hi-
drdlisis 6 reduccidn, el radical carboxilo preferentemen-
te por esterificacibén, por ejemplo, con metanol, terc.bu-
tenol, alcohol bencilico, sloohol p-nitrobencilics, 6 for
macién de amide, el radical amino por ejemple mediante in

troduccidn del radicel +tosilo, tritile, formilo, trifluc-



acetilo, ¢ -nitmfenilsulfenilo, ftalilo 4 carbobenzoxi
6 grupes protectores colorantes, tales como el radical
p-fenilazo-benciloxi-carbonilo 6 el radicel p~(p'-metoxi
fenilazo)=benciloxicarbonilo, 6 especialmente el resto

5 terc.butiloxicarbonilo. Para la proteccidn del radicel
emino en la agrupacidn guanido de la arginina es adecue-
do el radical nitro; el menocionado radical amino de la
arginina sin embargo no debe ser necesariamente protegi~-
do durante la reaccidn. EL radical imino de la histidi-

10, na se puede proteger mediante el restoc bencilo 6 triti-
lo.

Le transformacién de un radical amino ¢ iminoc
protegido en un radical libre asi como la transformacién
de un radicel carboxilo funclionalmente modificado en un

15. redicel carboxilc libre en el transcurso del procedimien
to se efectiia seg¥in métodes en si conocidos mediante tra
temiento con agentes hidrolizantes 6 bien reductores.

Para la preparacidn del tetracosapéptido arri-
ba mencionadc se puede condensar por ejemplo el decapép=-

20. tido de férmula I~seril-I~tirosil-I~geril-I~metionil-I~-
glutanil-(6 I~glutaminil)-I-histidil-I=fenilalenil-I~ar-
ginil-I-triptofil-glicina, en el cuel esth protegids el
radical A —amino del seril y en caso dado el radicaltf
-carboxil del glutamil, con el tetradecapéptido de formd

25. la I-lisil-I~propil-I-valil-glicil=I~ligil~Il~ligil=I=ligil=-
=I=1igilel~propil=I~valil=I=lisil~I~valil~-I~tirc gil=l-pro~-
lina, en el cual estén protegidos los radiceles amino de
las ocadenas latereles de log restos de lisine, y del de~
rivado tetracosapéptido obtenido se disocian los grupos

30. protectores. BEn &sta condensacidn se emplea como método
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de copulacidén preferentemente en método de carbodiimide

S el método de los ésteres aotivados,‘ante todo mediante
el éster p-nitrofenilico. =En éste viltimo caso no es ne-
cegario alsglar el ésgter p-nitrofenilico del decapéptido
como tal, sino que también se pueden formar en la etapa
de condensacién del decapéptido con redical carboxilo 1li-
bre, p~nitrofenocl y dicldohexilcarbodiimida. X1 dsca=
péptido se encuentra presente por lo tante como péptido
ok =agminoe protegido con radical carboxilo libre 6 con un
radical de éster p-~nitrofenilo. Como grupos protectores
pare el radical ¢ ~amino de la seriba y los radicales
amino de las cadenas laterales de los resfos de lisina

se smplea preferentemente en radical terc.butiloxicarbo-
nilos el radical// ~carboxilo del &cido glutaminico y el
radical carboxilo final de la prolina se protegen ventajo
samente por el radical terc.butiléster. Todos éstos gru-
pos protectores se pueden disooier gimulténeamente medlen
te hidrélisis 4clda, por ejemplo, con 4cide triflucracédti
co. Rl decapéptido mencionado se puede preparar por ejem
plo seguin los procedimientos descritos en las Solicitudes
Gellre 6400/60, G.Nr. 2206/63 6 G.Nr. 2207/63 suizas.

En lugar del éster prolin-terc.butilico se pue-
de emplear en el procedimiento de erriba igualmente la
prolinamida; en éste caso se obtiene la tetracosapeptlde~
mida. Empleando otro ésber de alquilo inferior & éster
bencllico en lugar del éster terc.butbilico de la prolina
ge obtienen los correspondientes ésteres alquilo inferior
6 bencilico del tetracosapéptido. El éster metilico se
puede transformar en forms conoclda medlante hidrato de

hidrezina en la hidrazida.
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La tetracosapeptidohidrazida se puede obtener
también mediante condensacidn del mencionado decapépti-
do, en el cuel el radical o{ -amino de le serina esté
protegido por el radical terc.butiloxicarbonilo y en ce-
go dado el radicaldV -carboxile del &cide glutanminico
por el radical éster terc.butilico, con el éster p-feni-
lazobencilico del menocionsdo tetradecapéptido, en ol
cual los radicales amino de las cadenas laterales de los
restos de lisina estén protegidos por el resto ftalili-
co, Gisociacidn de los radiceles amino protectores y del
radical éster terc.butilico con 4cido, por ejemplo, 4ci-
do trifluoracético, y transformacidn del éster p-~fenil-
azobencilico del tetracosapéptide en la hidrazids me-
diante moncacetato de hidrazina.

El mencionade derivado de tetrapéptido sa 0b~
tiene por ejemplo mediante condensacidén de éster NE:-ftar
111-I-118i1- ~ftalil-T-11s11-N ¢
el

gil=I~valil=I~tiro sil-I~prolil-p-fenilazobencilico (o1~

~-ftalil-I-1isil
-ftalil-L-lisil-L-prolil-L—valil-NEr ~felil-I~li-

tenido en forms ansdloge al derivado decapdptidicoe en la
Solicitud Suiza G.Nr. 10599/61 bajo sustitucién de BOC-
Arg(NOz)—OH por BOC-Lys(Pht)~0H con BOC~I~velil-glicina
en presencia de isobutlileclorocarbonato, disociacidén del
radical BOC con fcido trifluoracético, condensacidén del
éster dodecapéptidico con BOC-NE -ftalil—I.—lisil—I:—pm-‘
lina en presencia de iscbutilclorccarbonate y disocia-
cién del radical BOC del tetradecapéptide con &cido tri
fluoracético.

Segin otro procedimiento para le preparacidén

de tetracosapbédptido se puede condensar el tetrapéptido
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I~seril-I~tiro sil-I~seril-I~-metionina, en sl cual esté
protegido el radical -amino, por ejemplo por el radi-
car terc.butiloxicarbonilo, con el eicosapéptido I-gluta
nil-(6 glutaminil)=-I~histidil~I~fenil lenil-Imarginil-I-
triptofil=glicil-I~1isil-I-prolil-I~valil-glicil—I~ligil-~
T~1i8i1-I~131911-T~11811-T~pro1il~I-valil=I~1isil-I~val il-
I-tirogil-I~prolina, en el cual estén protegidos los redi
cales amino de las cadenas latersles de los restos de li~-
sina, por ejemplo mediante el radical terc.butil-oxicarbe
nilo, y en el cual en oso dado el radica%/ ~garboxilo
del 4cido glutaminico esté esberilizado, por ejemplo, por
el radical &ster terc.butilo, preferentemente segin ol mé
todo azida.

La invencidn se refiere tembidn a aquellas formas
de ejecucidn del procedimiento en las cuales se parte de
un compussto que se obtiene como producto intermedio en
cualquier etaepa del procedimiento y se efectian las eta-
pas del procedimiento que faltan 6, el procedimiento se in
terrumpe en cualquier etepe, asi como a los productos in-
termedios que asl se obtienen.

Segin el método de trabajo se obtisnen los nue-
vos compuestos en forma de bases ¢ de sus sales. De las
saeles se pueden obtener lag bases en forma en si concoida.
De éstas fBltimas, 2 su vesz, Ss pueden obtener las sales
mediante reaccién con 4cidos que sirven para la formacidn
de sales de aplicacidn terapbutica, tales como por ejemplo,
aquellos con 4cidos inorgénicos, tales como hidracidos ha-
logenados, por ejemplo, el écido clorhidrico 4 el &cido
bromhidrico, el écido percldérico 8 el 4cide tiociénico, los

édoldos sulflrico ¢ fosférioo, 6 log Acidos orzénicos, tales
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como el &cido férmico, el Acido acético, el 4cido propid
nico, el 4cido glicdlico, el fAcido léctico, el &cido pi-
rGvice, el decido oxélico, el &cido maldnico, el &cids suc
cinico, =1 Acido maleico, el 4ciac fumérico, el dcido
lico, el 4cidsc tartérico, el Acide cifrico, o1 &cido es-
rérbico, el fcido hidroximaleico, el &cido dihidroximalei
co, el &cido benzdico, el Acido fenilacdtico, el fcido 4~
~aminobenzoico, el fcido 4-hidroxibenzoico, el Acido antra
nilico, el Acido cinfmico, el &Aoido mandélico, el Acildo
salicilico, el 4cido 4~amino-sgalicllico, el 4cido 2-feno-
xibenzoico, el Acido 2-acetoxibenzoico, el &cido metano-
gulfdénico, el 4cido etanosulfdénico, el &cide hidroxietano
sulfdénico, el Acido bencenosulfdnico, el &cido p-toluenc-
sulfénico, el 4cide naftalinsulfdnico 6 el Loido sulfani-
lico.

Ios péptidos obtenidos segin el presente procedimiento se
puaden esmplear en forms de preparados farmacluticos.
Estos contienen los péptidos en mezcla con un material ex
cipiente orginico 6 inorgénico, farmacéutico, adecuado pa
ra aplicacidén snteral 4 parenteral. Como tal entran en
congideracidén aquellos materiales que no reaccionan con
los polipéptidos, tales como por ejemplo, gelatina, lactg
sa, glucosa, sal comin, fécula, estearato de magnesio,
talco, aceites vezetales, alcoholes bencilicos, goma, po-
lialquilén glicoles, vaselina, colesterina y otros exci—
pientes meaicinales conocidos. Lis preparados farmacéu-—
ticos se pueaen presentar por ejemplo, como liofilizados
6 en forma liquida como soluciones, suspensiones 6 emul-
sion;s. Pn caso dado estarin esterilizades y/o ®nten-

drén edyuvantes, tales como agentes de conservacidn, esta
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bilizacibén, humectacién ¢ emulsién. Asimismo pueden con-
tener otros materiales terapbuticamente valicsos.

Asi se pueden combinar ante todo también con
los aditivos usuales en la terapia ACTH para la prolonga-
¢idn del efecto, tal como por ejemplo, gelatina, poliflo-
retinfosfate, carboximetil celulosa 6 los compuestos meté
licos de diffcil solubilided arriba mencionados, especial
mente fosfatos, pircfosfatos 6 hidrdxidos del zinoc.

Para prolongar la eficacis de pueden transfor-
mer los nuevos pdptidos en sus complejos con polimercs &
copolimeros de amino4cidos, especialmente aquellos que
muestran una parte preponderaate deo! -aminoheidos 4cidoes,
tales como el Acide gluteminico 6 asparaginico de configu
racién I~, D~ 6 DL. Tos polimercs y los cpolimeros men~—
cionados muestran en las cadenas labterales rauicales car
boxilo libres, mientras que el ramical carboxilo terminal
es libre 6 est4 funcionalmente moditicado, por ejemplo,
como radical £ster 6 como un radical amina sin sustituir
6 sustituidc por rsstos de hidrocarburo, ante todo radica
les de alquilo inferior. El peso moleoular de los poli-
meros puede encontrarse entre 1000 y 200.000, preferente
mente asclende a 2000 - 15000. Para la obtencién de los
preparados se emplea preferentemente una sal soluble en
agya, fisiclégicamente compatible, por ejemplo, la sal sé
dico 6 aménice, 6 una sal de una base orgénica, tal como
trietila.ina, procainz, dibencilamine, ¥ otras bagses de
nitrdgeno terciarias.

Los polimeros son conocidos 6 se pueden bprapa-
rer segln procedimientos conocidos, por ejemplo, segin el

procediniento descrito por M. Idelson et al., J. Am.Chem.
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S0c.80, 4631 et seq. (1958). Asi se puede por ejemplo,
hacer reaccionar el gluteminatode o4 -carboxianhidrido-
- y -bencilo 6 éster-terc.butilico en dicxano con amoniaco
¢ una amina en una proporeidn molar determinada, por ejem
plo, 100:1 (segin el grado de polimerizacidn deseads),y
terminada lz polimerizacidén discciar los grupos protecto
res, por ejemplo, el radicel benciloxi con hidrégenoc bro
mado en 4Acido acético glacial, el radical terc-butiloxi
con &deido trifluoracédtico. Para preparar polimeros con
longitud de cadena definida y unitaria se pueden sinteti
zar los polimeros también mediante sintesls segin los pro
cedinientos conocidos para la quimica de los péptidos.
(nétodo de carbodiimda, método de azida, etc.).

La concentracidén del polimero en los preparados

farmacéuticos depende de la solubilidad de la sal corres

© pondiente y de la viscosidad. Ilos polimeros deberén en-

contmrse en los preparados en forma disuelta y ser inyec
tables.

La concentracion del péptido adrenocorticotropi
camente activo se selecciona de maenera que el preparado
muegtre por ejemplo por cc 10-5C U.I.

La invencidén se describe en los ejemplos siguien
tes. Las temperaturas estén indicadas en grades centigrado:

Los gistsmas de cromabografis de capa delgada
Se denominan ocomo gigue:

Sistema 434A: terc.amilalcoohol~isopropancl-agusa
(100:40:10)

Sistema 45 ; sec.butanol-amoniaco al 3 % (100:44)

Sistema 100:  Acetato etilico~piridina-fcido acético gla
cial-agua (62:21:6:11)

Sistema 101: n-butanol-piridina-4cide acético glacial~
—agua (30:20:6:24).
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EJEMFIO 1.-

1) Z.Lis(BOC)-Lis(BOC).NHNH2

10 g de Z.Lis(BOC)-Lis(BOC).OCH3 (obtenida de
%.Lis-(BOC)-OH + H.Lis(BOC)-OCH; mediante diciclohexllicar
bodiimida) se disuelven en 160 ml de metanol y se mezclan
oon 7,8 ml de hidrato de hidrazina. DIa solucidn clara se
deja reposar durante 24 horas a 252C y se concentra por
evaporacién a eproximadamente 1/3 de su vol¥men original.
Al mezclar con 200 ml de agua se separa un precipitade ole
osc que al enfriar y frotar se solidifica y se puede pulve
rizar. Se filtra en vacio, se lava con agua y el producto
en bruto se seca. Recrigtalizando una vez en metanocl-ég
ter acético~-4ter de petrdlec se limpie y mu~stra entonces
w p.f. de 118-119,52. TEn placas de capa delgada de gel
de silice se obtienen los siguientes valores Rf:

R (43 A) 0,40
0,75

Rf (cloroiormo~metanol = 9:1)
2) Z.Lis(B0og)-Lis(B0C)-pro-0H
1,87 g. de 2.11s(B0C)~Lis(BOC) .NHNH, se disuel-

van en 15 ml de dimetilformamida recién destilada y se
enfrisn a -252. A égto se gotean lentamente g 2,07 ml

de solucidn 4,35N de &cido clorhidrico y a continuacidn
0,66 ml de solueidén 5N de nitrito sédico. Se sgita du~-
rante 10 minutos a -102 y entonces se agrega una solucién
de 692 mg de I~prolina en 4,2 nl de dimetilformamida~
-~agua (2:1). Dindlments se gotsan atin a -100 1,82 ml

de trietilanina y despuds se deja reposar la solucidn de
reaccién durante la noche a 69 y durante otras 2 horas a

tenperatura ambiente. Se concentra entonces por evapo-

racidn en alto vacio a un voltmen de aproximedamente 4 ml
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¥ el residuo pegajoso Se memcla con 25 ml de agma.
Enfriando a 02 y fritando se puede pulverizar. Se filtra
an vacio, se lava con poca ague y sSe seca en alto vacio a
402, Para liupiar -1 producto en brutc no cristalizable
ge efectia una distribucidén multiplicativa segln Craig en
el sistema de disolventes metancl-tampén-cloroformo-tetra
clorurode carbono (35:13:15:15) /Tampén = 28,5 ml de 4ci
do acético glacial + 19,25 g de acetato amdénico en 960

ml de agua/con voltmenes de fases de cada Vez 10 ml.
Después de 220 estadics se aisla de los elementos de dig

tribucidn ¥e 49-73 ({k

max = 613 K = 0,39) mediante con-
centracidn por evaporacién hasta secar y eliminacidn por
sublimacidn del acetato aménico, cromatoiraficamente, deri
vado de tripéptido pure, pero amorfo, del p.f. aproximads
mente 70-802.

En el cromatograma de capa delgada en gel de si
lice se obtienen los siguientes valores Rf:

Rf(cloroformo~matanol = 9:1) = 0,19

RE(43 A) 0,29

RE£(45)

3) %:Lis(B0C)-Lis(BOGC)-Pro-Val-Lis(B0C)~Val-Tir-Pro.CtBu
2.4 g de 2.Lis(BOC)-Iis(BOC)-Pro.CH y 3,12 g de

H.Val-Lis(BOC)-Val-Tir-Pro~0tBu se disuelven en 30 ml de

0,52

cloroformo absoluto. A 02 se agregan 0,845 g de diciclo-
hexilcarbodiimida, se egita durante 1 hora a 02 y entonces
se deja reporar durante 30 horas a 252. ILa diciclohexild
rea cristalina precipitada se gepara por filtracidn y se
lava con un poco de éster acético. Al filtrado se agre-
gan 150 ml de éster ascético y la fase orgénica se extrae

e 02 tres veces, cada una con 30 ml de solucién al 3 % de
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&oido tartdrico para eliminar el pentapéptido sn exceso.
Se lava atin varias veces con sgua hasts obhtener una reac-
cién neutre y despubs se evapora hasta secar. Para sepe-
rar las impuregas lipofilas se disuelve el residuo en 10 ml
de metanol y 20 ml de éster acético y el octapéptido se
precipita mediante gdicidn de 120 ml de éter de petrdleo
como una masa untuosa, que se seca en vaclo a 402,- Tl pro
ducto en brute asi obtenido (3,18) se somete para su lim-
pieza dafinitive a una distribucidn segin Craig en el sig
tema metanol~tampdn~aloroformo-tetracloruro de carbono
(30:10:3:30) (Tempdn como bajo 2) a travds de 225 estadics
con unocs voltmenes de fase de cada vez 10 ml. Bl derive-
do del octapéptico cromatograficamente unitaric se obtiene
al concentrar por evaporacidn el contenido de 1l0s elemen-
tos ne 65 - 96 (4%max = 783 K = 053) hasta secar y eli-
minacién por sublimacidn del acetato aménice en alto vacio,
como un polvo amorfo blanco del p.f. de aproximadamente

130 - 1402. 3En gel de silice muestra log sigulsntes valg
res Rf:

RE (43 A) 0,74
Rf {Cloroformo-metansl = 9:1) 0,54

Rf (Benceno-acetona 1:1) 0,33

4) H.Lis(BOG)-Iis(BOC)=-Pro-Val-Lis-(B0¢)-Val-Tur-Pro-0tbu

1,46 g de %.Li1s(B0C)~Iis(BOC)~Pro~Val-Lis(B0C)-Val-
~Dir-Pro~0tBu s~ hidrogenan en 40 ml de metancl despubs de
agrezar 300 mg de carbdn de paladic al 10 % en unmatraz
de agitacidn con absoreidn ue didxido de carbono.

La recepcibén de hidrdgeno ha terminado ya después
de 20 min. Despuss de 1 hors se separa el catalizador por

Piltracidn, se anjusgza ulteriormante con metancl y el fil-
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trade se evapora hasta secar. Se obtiene en rendimiento
cuantitativo el derivado del octapéptido descarbobenzoxi
lado, cromabogréficamente unitarioc, 2n forma de un polve
blanco amorfo del p.f. aproximadamente 110~-120¢. Este
5 musstra en el cromatograma de capa delgada sobre gel de
sflice los siguientes valores Rf:
RE (43 A) 0,53
0,34
5) 3Z.Lis(BOC)-Pro-Fal-Gly-Tis(BOC)-Lis(BCC~Tis(BOC)-

Rf (cloroformo-metanocl)= 9:1)

10. Dis(BOC)=-Pro-Val-Tis{B04%)~Val-Pir~Pro~0tBu.

1,98 g de Z-ois(BOG)-Pro-Val-Gli-Lis(B0C)-Lis(BOS).
l\THI‘IH2 (Solicitud suize 2209/63) se disuelven en 22 ml de
dimetilformamida absoluta y d espuds de enfriar a-252 sge me3
cla gota a gota,agitando, con 3,4 ml desolucidn 2,115-K

15 de Acido clorhidrico y después se mezcla con 0,378 ml de
solucidn 5N de nitrito sddico. ILa solucidén clara se si-
gue agitando durante 15 minutos a ~102 y después se mezcla
con una solucidn previamente enfriada a ~52 de 1.313 g del
derivado del ooctapédptido erriba descrito en 4 ml de dime-

20. $ilformemida. Se enjuaga ulteriormente alin con 1 mt de
dimetilformamida y entonces se gotean lentamente a =52
1,05 ml de trietilamina. La mezcla de reaccion se sigue
agitando efn durante 30 minutos y después se deja reposar
durente 15 horaes a 02. Finalmente se concentra hasta,

25, que se forme un aceite viscoso y de &ste se preciplta me
diante adicién de 20 ml de agua una masa untucsa. |
Esta se vuelve a disolver bajo calentamiento en 20 ml de
metanol y el pépiido se vuelve a precipitar mediante adi
cidn de 30 ml de agua. AL enfrier a 02 y fritar se ob-

30. tiene uns suspensidn pulverulenta que se filtra, selava
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com agua y s%seoa. Esta producto en brute se somete pa-
ra su limpieza a una distribucibén seglin Craig an =1 siste
ma metanol-tampdn-cloroformo-tatracloruro de carbons (60:20:
£3:60) [§émpdn como bajo §7qn1volﬁmenes ge fase de cada
vez 20 ml. Despuds de 218 estadios se aisla de 109 elemen
tos 105 - 134 (1Lmax = 121; X = 1,25) mediante concentracidn
por evaporacidn haste secar y separacidn por sublimacidn
del acetato de amonio en alto vaclio al tetradecapéptido pro
tegido, eromatogrificamente unitario, como un polve blanco
amoffo del p.f. aproximadamente 180-1902. En gol de sili
ce muestra los siguientes valores Rf:
RE: (43 A)
Rf: (CGloroformo-metancl = 9:1) = 0,49
6) H-Lis(B0G)-Pro-Val-Gli-Lis(B0C)~Lis(B0C)-Lis(B0G)-
Lig(BOC)~Pro-Val+Lig(BOC}-Val-Tir-Pro-0tBu.
1,66 ¢ de Z.L1is(BOC)-Pro-Vel-Gli~Lis(B0g)-Lis-(B0C)-

0,80

Lis(BOC)~-Pro-Val-Lis(BOC)~Val-Tir-Pro—~0tBu se hicrogenan og
mo as usual sn 40 ml de metanol con 300 mg de carbdn as pa-
ladio (10  de Pu)e Al concentrar la solucidn ds hidroge-
nacidn filtrada hasta secar sa obtiens directamente el pro
aucto cromatogrificamente unitario (1,49 g) como polve amor
fo que funde inexactamente a 175-1902. Este muestra sobre
2ol de gilice los sigulentes velores Rf:

RE (43 A)

0,41
0,24

Rf (Cloroformo-mstanol = 9:1)
7) BOg~8 o114 r-Ser-leb=GLu( O%Bu) ~E1 s-Phe-Arg-Tri-Gli~
~Tis(BOC) -Pro~Val=GLli=Lis(B0¢)=-Lis(B0G)=Lis(B0OG)~
- 19(BOG)~Pro~Val-Tis-(BOC)~Val~Tir-Pro~0tBu.

252 mg de BOC.Ser-Tir=Ssr=ilat~Glu(0tiu)~His~-Phe-Arg-

~Tri-G1i-0H y 300 mg del éster del tetradecapbptido arriba
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descrito sa suspenden en 2,7 ml de piridine absoluta y
después de agregar 0,1 ml de agua y 0,213 @l de solucidn
1 de 4cido clorhiarico se disuelve agitando a2 502 durante
30 minutos. Se asgrega entonces una primera porcidn de 96
mg de diclclohexilcarbodiimida y después de 3 horas nueve
mante una segunda poreidn igual de grande. Se agita atn du
rante otras 3 horas a 502, se enfria entonces a 02,se fil
tra la diciclohexil-tres cristalina precipitads y se enjug
ga ulteriormente con 4 porciones de cads una 0,5 nl ce,pi
ridina gl 95 %. Dal filtrado se precipita sl producto en
brute mediante adicidén de 30 ml de benceno como precipita
do en forma de copos, se filtra a 02, se lava con benceno
y &ter de petrdlec y se seca. BFEl material asi obtenido
(550 g) se limpia previamente disolviendo y precipitando

una vez enmetanol~bencenoleter de petrdlec y en metanol-

_ague y para su limpieza definitiva se somete a una distri

bucidn segin Cralg en el sistema de disolventes metanol-
tanpdn=-cloro formo~tetraclorure de carbono (10:3!5:4:)
(Pampén = 28,5 ml de 4cido acdtico glacial 4+ 19,25 g de
acetato aménico ~n 960 ml de agua) a través de 240 esta-
dios con vollmenes de fase de cada vez 10 ml. De log ele
mentos de distribucién ne 61 - 90 (igmax =76; K = 0,46) se
obtiene, al comcentrar por evaporacidn haste secar y elimi
nacidn por sublimacidn delacetato aménico en alto vacio
256 mg de acetato del tetracosapéptido protegldo puro en
forma de un pdve amorfo del p.f. de aproximademente 195 -
2052 bajo descommmsicidén Sobre gel de silice mussira
lossigulentes valores RE:

RE (43 A)

Rf (100)

Rf (Cloroformo-metanol = 75:25)

0,61
0,59
0,39
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8) HeSer-Tir-Ser-Met-Glu-His-Phe=Arg~Try-Gli~Iis-
Pro-Val-Gli-Tig~Tig~Ligwlig~Pro-Val=-lig-Val~-Tir-
pro-of (11s 11*10.B 1-24

200 mg de derivado de tetracosapéptido protegido

~00rticotropineg)

5. ge disuelven en 4 ml de 4cido trifluorcacédtice al 90 % ¥
ge deja reposar durante 1 hora a 222,
Se concentra entonces por evaporacién a gproximadamente
1l ml, ge sgregen 10 ml de agua, se vYuelve a concentrar
por eveporacidén hasta un volitmen Ge uncs 2 ml y se liofi-
10, liza. Tl liofilizado (trifiuoracetato) se filtra para su
transformacién en el acetato & través Qe une columna (@ =
7,5 mm; 1 = 18 om) de intercambiador de iones débilmente
bésloo (por ejemplo, Merck N II) en forma de acetato.
Bl eluado se oconcentra por evaporacién a eproximedamente
15. 2 ml, se liofiliza y finalmente se sece ulteriormente en
altoc vacic a 402. 8e obtienen 173 mg de acetato cromato
gr4ficamente y electroforéticamente unitario del lis 17,18,
b -1'24-oorticotropina como polvoe blanco amorio.
En el cromatograme de capa delgada en éxido de
20. aluminic en el sistema 101 muestra el compuesto un valor
REf de 0,41 (61—24~corticotropina bajo idénticas condiciones
0,51)« En la clectroforesis (16 Volt/cm) se trasleda a
un pH de 6,1 (Tampén de acetato de piridina) en 2 horas §,4
em haecia el cétodo.
a5, BIEMPLO 2.
Se prepara unsg smpclla seca de los componentes

sigulentes:
Iis 17180 N 1~24 oo rticotropine~
~hexacetato 0,5 mg
ZnSO4 4+ 7 H20 1,23 nmg

30.
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Mennite 40,0 ng
Antes de su emplec sSe mezcla el contenido del vial seco

con 1 m)l de asgua destilada, contenida en una ampolla de

5e solucién. Se obvhtiene una suspensidén con un pH de 7,6.
BTEMPIO 3.
Se prepare una ampolla seca de.los componentes
slguientes:
Lis 17,18 | (5 1'24-corticotropinef-
~hexaacetato 0,5 mg
o Zn80, + 7 Hy0 1,23 ng
Mannita 40,0 mg
y una empolla de solucidén con la giguiente composicidn de
soluecidns
5. Na3PQ4 + 12 Hy0 1,38 mg
Versena - Fe-3 0,1 mg
Agua destiladae con 1,0 ml
Antes de su empleo se mezcla el contenido de le ampolla
seca ¥y de la ampolla de solucidn. Le suspensidn obtenida
tiene un pH de 7,6,
20 EJEWPIO 4.
Se prepara una ampolla de solucidén de los
componentes siguientes:
Lis 17’13-§ 1‘24-corticotmpina
~hexaacetato 0,5 nmg
25. Gelatina 280,0 mg
Fenol 5,0 mg
Ague destilada con 1,0 ml

EJEMPLO 5.
Una solucidén esteril, filtrada, acuoss de

30. Lis 17,18_ ﬁ 1'24-00rticotmpina—hexaacetato se mezcla tajo
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condiciones asépticas con polifloretinfosfate sédico y
cloruro sédico y se llena en viales y. se lioflliza de ma-
nera que se obtenga un vial seco que contienen log siguien

teg componentes:
Tis 17’18-8 1-24 _corticotropina

-hexasacetato 0,5 mg
Poliflorentinfosfato de sodio

(al 86,5 %) 23,20 ng
NaCl 12,28 kg

Antes de su empleo se mezcla &l contenido del vial seco

con 2 ml de agua destilada contenide en una ampolla de

golucidn.
EJEMPIO 6.
Se prepare une suspengidn de los componentes
siguientes:
Iis 17.18-5 1-24.corticotropina~
~hexaacetato 1,0 ng
ZnCly 10,5 mg
Ne, NPO, 1,7 nmg
Alcohol bencilico 17,0 nmg
NaCl 2,5 nmg
NaOH en pH 8,0
Agua destilada en 2 ml
EJEMPLO T,

2,0 g de &cido poli-I~glutaminico con un peso
molecular de sproximadamente 11 000 se disuelven en spro-
ximadamente 5,7 ml de sosa céustica al 10 %, de manera
que el pH de la solucidn asclenda a 7,4. En esta solu-
oidn se disuelven 5,0 mg de Iis 17s18-f 1~24_corticotmg
pina~hexaacetato y 0,2 mg de merticlato y con agua desti-

lade se completa a 10 ml. Ia solucidén sg filltra en for-

me esterll. Ista contlene por ml:
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Ijis 17018 _‘B 1-24

=oorticotropina-
~hexaacetato. 0,5 mg
Aoldo poli=-Im~glutaminioco 200,~ ng

Sose céustica hasta un pH de 7,4

Mertiolato 0,02 mg
Agua desgtileda en 1,0 ml
EJEMPIO 8.

2,0 g de &cido poli-I~-glutaminico se disuslven
en eproximadamente 5,7 ml de so8a cdusticae al 10 ¢ de ma-
nera que ol pH de la solucidn ascienda a 7,4. En este so-
lucién se disuelven 5,0 mg. de Lis 17,18_ 9 1=24_ oo rbico-
tropine-hexaacetato y 0,2 mg de merticlato. 4 esta solm
cidn se agrega 1 ml de una solucidén de clorhidrico de
clorure de cinc (pH 2,8) con 5,2 mg de clorurs de cine
por ml. El pH se ajusta con sosa céustica a 7,8 y oon
agua destilads se complets & un volémen final de 10 ml.
EJEMPLO 9.

2,0 g de &cido poli-I-glutaminico se disuelven
en aproximadamente 5,7 ml de sosa céustica al 10 % de ma-
nere que ol pH de la soluocidn asciendas a 7,4. En esta so-
lucién se disuelven 5,0 mg de ILis 17,18_J 1-24.corticotro
pina~-hexaacetato y 0,2 mg de merticlato. A esta solucidn

" se agregan 1 ml de una solucidn clorhidrica (pH 2,8) conte

niendo 5,2 mg de clorurc de cinc y 0,85 mg de fosfato disd
dico (anhidro). ZEL pH se ajusta con sosa ciustica a 7,8.
Se completa con agua & un voltmen de 10 ml.
EJEMPIO _10.

Je disuelven 11,12 mg de &cido acético glacieal,
l,Zl'mg de acetato sbdico, 2,5 mg de clorurc sdédico y 2,0

17,18_f§ 1-24

ng de Lis ~corticotropina-hexascetato en 0,7 ml

de agua destilada y se complete con agua destilada a 1 ml.
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Ia solucidén se somete al'autoclave durente 20 minutos a
120¢. El pH ed, -despuébs de esterilizacién, de 3,7.
EJENPIO_ 11.

S5e disuelven en 0,7 ml de solucidn fisioldgica

17’18-6 1-24_ orticotro-

de cloruro sédico 0,5 mg de Lis
pine~hexaacetato y la solucidn se acidifica con 4dclds clor
hidrico 0,1 N a un pH de 3,2. Con agua destilada ge com
pleta a 1l ml ¥y se esteriliza con calor como en el ejemplo
1e
WEWPIO 12,

En 0,8 ml de agua destllada se disuelven 7,05
ml de glicina y 6308 mg de clorure sddicp ¥ se agregan
0,055 ml de HC1 0,1 N. A continuacidén se disuelve 1,0

17,18_§ 1'24»corticotrOPinarhexaacetato en la

mg de Lis
solucidén y se complebta con agus destilada a 1,0 ml.

Ia solucién ge filtra en la forma usual, se llena en ampo-
llas y se somets en el autoclave durante 20 minutos a 1202,
Bl pH asciende a 3,6.

EJEMPIO 13.

En 0,8 ml de egua destilada se prepara una
solucidn de 10,16 mg de 4cido citrico (con 1 Mol de agua
de oristalizacidn), 0,097 ml de sosa céustica 1 N, 3,54
mg de cloruro sédico y 0,51 ml de &cido clorhidrioco 0,1 N.
En esta solucidnnse disuelven 4,0 mg de Lis 17’1&-6 1-24_
corticotropine~hexascetato y se completa con sgua desgtila-
de 2 1,0 ml.

La solucidn se filtra en la forma usual, se llena en ampo-
llas y se somete al sutoclave durante 20 minutos a 1202,

Tl pH agciende a 3,6.
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EJEMPIO 14,

Se prepara una suspensién de los sigulentes

componentes:
Lis 17'18-8 1'24-corticotropina—
-hexaacetato 1,0 mg
> ZnCly 5;25 ng
Na H?O4.2H20 1,05 mg
NeCl 2,0 nmg
Alcohol bencilico 10,0 g
NaOH ad pH 8,3
10 Agua destilada enn 1,0 ml
EJEMPIO  15.
Se prepara una suspensifén de los componentes
siguientes:
Lis 17'18-»6 1‘24-corticotropinap
15. -hexascestato 1,0 nmg
ZnCl, 6,30 mg
NagHPO, - 2Hy0 1,26 mg
NaCl 1,5 mg
Alcohol bencilico 10,0 nmg
20. NaOH ad pH 8,3
Ague destilada en 1,0 ml
EJEMPLO 16,
Se preparan 0,5 ml de una solucidén 4cido clor-
hidrica de 0,5 mg de ILis 17,18. b 1“24-cortocotr0ping~
25 hexaacetato, 5,25 mg de ZnClp, 1,05 mg de NepHPO442H0 y

2,0 mg de NaGl del pH 3,0 y la soluocidn se vierte a 0,5
ml de una solucidén acuosa de 10 mg de alcohol bencilico
que contiene tanta sosa cénstica de manera que se obtenga

una suspensién del pH 8,3.



Se

104

15

20.

25.

-25 -

R

BJEMPIO 17.
5 mg de Acido poli-I-glutaminico de peso mole-

cular medic de 39 600 se disuelven en 5 ml de solucién

0,1 N de sosa chustica. La solucién se filtra, se agre
ga ung solucidén de 2,5 mg de Lis 17,18_ B 1’24-cortico-
tropina-hexasacetato se acidifica entonces con Acido achti
co 6 fcido clorhidrico a un pH de 4 ¥y se completa con agua
2 10 mle Se precipita asi en forma finamente digpersa un
complejo de 4cido poli-I-glutaminico-Lis 1T,18_p 1-24_
corticotropina. La suspensién contiene por ml 0,5 mg

de 4eoids poli-I~glutaminico y 0,25 mg de Lis 17'18-6}-24-
corticotropine como compuesto complejce

EJEMPIO 18.

2,0 g de 6écido poli-I-glutaminico con un peso
molecular medic aproximado de 39 600 se disuelven aproxi-
madamente en 5,7 ml de sosa chustica al 10 % de manera
que el pH de la solucién sea de 7,4. En esta solucién
se disuelven entonces 4,0 mg de Lis 17,18_§ 1-24 o rti-
cotropine~hexaacetato y 0,2 mg de merticlato y se comple
ta con agua destilada a 10 ml.

La solucidn se filtra en forma esteril.

Contiene por ml:

Iis 17,18 B 1-24_ oo rticotropina-
~hexaacetato 4,0 mg

Acido poli-T-glutaminico 200,0 mg
Soga chugtica hasta un pH de 7,4

Mertiolato 0,02 mg
Agua destilada en 1,0 ml
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Desorita suficientemente le naturaleza del in-
vento. asl como la nmanera de realizarlo en la préctica,
debe hacerse constar que las disposiciones anteriormente
indicadas son susceptibles de modificaciones de detalle
en cuanto no alteren su principio fundamental; también
se hace constar que el invento se refiere & una solicltud
de patente presentada en Suiza, con fecha y ntmercs: el
12 de noviembre 8e 1965, ne 15639/65 y el 18 de occtubre
de 1966, ng 14997/66, scogiéndose, por lo tanto 2 los be-
neficios que conceden los Convenics Internacionales en vi
gor, siendo lo que constituye la esencia del referide in-
vento y por lo que se solicita Petente de Invencidn por
20 afics en Espafia, sobre: "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARA-
CION DE PEPTIDOS DE EFECTO ACTHJY; caracterizéndose por lo
siguiente:

1e— TProcedimiento para le preparacidn de pépti
dos de sfecko ACTH, caracterizado porque de los péptidos
de actividad ACTH con 18 = 24 resfos de aminoécido contan
do a partir del final aminico, en los ocuales los restos
de arginina en las posiciones 17 y 18 estén sustituidos
por restos de lisina y en los cuales estén protegidos por
1o menos el radicale’ —aminc y los radicales amino de las

cadenas laterales asl como el radical carboxile terminal

¥y un radical carboxile de cadena lateral eventualmente exig

tente, 8¢ disocian los radicales protectores y, s8i se de-
ge8, 108 compuestos obtenidos se transformsn en sus sales
de adicidn de Acido, derivados ¢ complsjos.

2+~ Procedimiento, segin la reivindicacidén 1,

caracterizado porque se parte de pepiidos en los ouales
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el radical &4 —amino y los radicales of —aminc estén pro=-
tegidos por el radical terc.butiloxicarbonile, el radi-
cel carboxilo final y el radicalgV'-carboxilo @el écido
glutaminico por el radical terc.butiléster.

Je= Procedimients, segin la reivindicacidn 2,
caracterizado porque todos los grupos protectores se diso
cian mediante &cido trifluoracético.

4 .~ Procedimiento, segin las reivindicaciones
1 - 3, caracterizado porque se parte de peptidos prote-
gldos en los cuales el primer aminodcido estéd intercambia
do por glicinae.

5~ Procedimiento, segfin las reivindicaciones
1 = 3, caracterizado porque se parte de peptidos prote-
gidos en los cuales el 12 y 32 aminoécldo estén inter-
cambiados por glicina.

6+~ Procediniento, segin las reivindicaciones
1 - 5, caracterizedo porque se parte de peptidos prote-
gidos en los cueles el 59 aminocdcido estid intercambiado
por glutamina.

Te- Procedimiento, segin las reivindicaciones
1 - 6, caracterizado porque se parte del tetracosapepti-
do protegido.

84~ Procedimiento, segin la reivindicacidn 7,
caracterizado porque se perte del tetracosapeptido prote
gido de férmule I~geril=I~tirosil-I~seril-I~metionil-—I-
glutamil-I~histidil-I~fenilalanil-I~arginil-I~triptofil-
2licil=I=ligil=L-propil=I~=valil=glicil=l~ligil=I~ligile
I~1igil-I~1ligil=I~propil-J~valil-I=~ligil~I~valil-I~tiro-
8il=-I~prolina 6 del compuesto correspondiente que en lu~
gar del resto glutamilico muestra el resto de la glutami

nae
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9+~ Procedimiento, segin las reivindicaciones
1 = 8, caracterizado porque se preparan los complejos de
los péptidos con cinec 6 las sales de diffcil solubilidad
6 los hidréxidos del cince.

10+~ "“"Procedimiento para le preparacién de pép-

tidos de efecto ACTHY; tel y como queda sustancialmente

descerito ed la presente Memoria.

Eqta MemoYxie consta ¢@ velAitiochs hojas escrie

.»".Madrid, 4 ¢ NOV, 088

GIBA SOCIETE ANONYME,

GOMEZ AC BN Y MORET
p p. Firmado: F. Horndndez Rulz
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