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"PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE PEPTIDOS CO
EFECTO ACTH",

égaébdthW' CIBA SOCIETE ANONYNE, entidad suiza, residente en

Basilea, Suiza,

€n la patente Nr. 316.391 (case 5503/1 - 3/E)
se describen unos péptidos que se caracterizan por un
efecto ACTH reforzado y que se diferencian de los péptj
dos conocidos con efecto ACTH debido a que en el extre.

mo aminico, como primer o{~aminofcido, muestran un D-am}
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Como péptido can muy buen efecto ACTH sg,é?s~
cribe en la patente principal la H—O-Ser-Tir-Sar-Méfi
Glu-His-Phe=ArgeTri-Gli-Lis-Pro-Val=Gli=Lis-Lis-Arg-Arg-

B ™ " .0
fro~0H (D-Ser:l--ﬁ 1 lgocorticattapina). L el

Se ha descubierto ahora que un amida del:acta
decapédptido correspondiente que en lugar del res%g'mggi
oninico en la posicidn 4 contiene el resto norledéi&g y
en luger de los restos srgininices en la posicién?iz:
18 contiene restos de lisina, tienen un sfecto adscne-

corticotrdépico mejor. £1 nuevo péptido D-Serl,Nlef}ihisl7”

lB-,31'18~corticotropina-LislB—amida, se puede obtener
con mayor facilidad que la D-Serl-f3l'lg-corticotropina,
ya que no contiens los restos de arginina en las posi-
ciones 17, 18 que, debido al radical guanidino en la cs
dena lateral, dificultan la obtencidn del pdptido.

£1 objeto de la presente invencidn son por lo
tanto la D-Seril-L-tirosil-lL-seril-lL-norleucil-t-gluta-
mil-L-histidil-L~-fénilalanil~-L-arginil-L-triptoglicil-
t-lisil-L-prolil-t-valil-glicil-l~lisil-{ ~lisil-L~-lisil~
L-lisin-amide, as{ como el correspondiente compuesto
que, en lugar del resto glutamilico, muestrs el resto
de la glutsmina, sus sales de adicidn de 4cido, y com-
ple jos, y el procedimiento para su obtencidn,

Como sales de adicidn de dcido son de mencio-
ner especiflmente las sales de los Acidos de aplicacidn
terepéutica, tales como el 4cido clorhidrico, acético,
pero ante todo las salaes de dificil solubilidad, tales
como los sulfatos, fosfatos o sulfenatos.

Como ejemplos se han de entender las compues-
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tes en forma de complejos, en su estructura adn no acla
rados, que bajo adicidén de ciertas materias orgén§q£§ o
inorgénicas forman péptidos adrenocorticotrépicamqqge
eficaces y ante todo aquellas que les confieren un'afeg
to méds prolongado. Tales materias inorgénicas sqé'goﬁ-
puestos derivados de metales, tales coma calcic, magne-
sio, aluminio, cobalto y especialmente del cinc, antfe
todo, las smles de dificil solubilidad, tal comoc 1p¢g ‘fos
fatos y pirofosfatos, asi como los hidrdxidos de ;é;ﬁs
metales. Materias orgdnicas que producen una prolﬁég§~
cidn del efecto son, por ejemplo, gelatinas no aﬁ%{gé-
nicas, por ejemplo, oxipoligelatinas, polivinilpirroli-
dona y carboximetilcelulosa, ademds, el éster del dcido
sulfdnico o fosfdérico del dcido alginico, dextrina, polj
fenoles y polialcoholes, ants todo fosfato poliflorseti-
nico y é4cido pitinico, as{ como los polimeros y copoli-
meros de aminodcidos, por ejemplo, protamina, y gspecial
mente de aminodcidos que muestran una parte predominante
en o{~-aminodcidos #cidos, tal como el dcido glutaminice
o dcido asparaginico.

Los nuevos compuestos poseesn, como ya se ha
mencionado, una actividad ACTH considerablemente més
fuerte que los correspondientes compuestos con configu-
racién L en el primer aminoécido. Por 1o tanto, seé han
de emplear en la medicina humana y veterinaria, por
ejemplo, en lugar de la hormona natufal.

Los nuevos péptidos se obtienen segln les mé
todos conocidos para la fabricacidn de los péptidos con
gran longitud de cadena bz jo empleoc de D-serina como N-

-aminodcido terminal. Aquf se ligan los aminodcidos en
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la secuencia mencionada individualmente o después_de‘
haber formado previamente pequefias unidades peptid%ﬂé%.
Al final de la sintésis se disocian los grupos profpg-
tores en una sola o, 8n caso dado, en varias etapaé}u
El procedimiento segdn la presente inveééigh
se caracteriza, por lo tanto, porgque de la D-Serilllt
tirosil-L-seril-L-norleucil-L-glutamil-L-histidilstufe
nilalanil-L—arginil-L-trﬁptofil—glicil-L-lisil-L-ﬁﬂééil-
-L—valil-glicil-L-lisil-L-lisil-L~lisil-L-lisin-a@Iéa

ee *

0 del correspondiente compuesto, que en lugar dal.c?§:
to glutamilico muestra el resto de la glutemina, éﬁ'éu—
yos péptidos por 1o menos el radical oK -amino y los ra
dicales amino de cadena lateral asi como un radical car
boxilo de cadena lateral en caso dado existente, estén
protegidos, los radicales protectores se disocian y, si

se desea, los compuestos obtenidos se transforman en sus

.salesde adicidn de dcido, o complejos. El enlace de las

unidades aminodcido y/o péptido se efectda haciends reac
cionar un aminodcido & un péptido con radial .K-amino
protegido y radical carboxilo terminal activado con un
aminodcido, o un péptido con radical oK-amino libre y
radical carboxilo terminal libre o protegido, por ejem-
plo esterificado o smidado, o haciendo reaccionar un
aminodcido o un péptido con radical ®-~amino activade y
radial carboxilo terminal protegido con un aminadcido

o un péptido con radical carboxilo terminal libre y ra-
dical O&(-amino protegido. £l radical carboxilc se pueds
activar, por ejemplo, mediante transformacidén en un haw
luro, 4zida, anhidrido, imidazolido, isoxazolido de dci

dp o en un éster activado, tal como éster cianmetflico,
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éster carboximetflico, dster p-nitrofenilico, o quipn-
te reaccidn con un carbodiimida (en caso dado bajsxaéi~
cién de N-hidroxi-succinimida) o N,N’-carbonildiimida-
zol, el radical amino se buedé activar, por ejemp}q,nqg
diante reaccibén con un fosfatamida, Como métodos &5;.
usuales son de mencionar el método carbodiimida, éf'mé-
todo azida, el método de los ésteres activados y &1 “Hé-
todo anhidride. Tambidn es de destacar la as{ llamdda
sintésis de vehfculo de producte sélidc en la que{éIZpég
tido se sintetiza desde el extremo carboxilo, que;éggé
ligado en forma de éster a un polimero, condensané&iéqg
secutivamente los aminodcidos,

Los radicales funcionales, libres, que no par
ticipan en la reaccidn, son canvenientemente protegidos,
especialmente mediante hidrSlisis o reduccidén de restos
fécilmente disociables, el radical carboxilo preferente
mente por esterificacidn, por ejemplo, con metanol, terc.
butanol terc., alcohol beneflice, alcohol p-nitrobenci-
lico, el radical aminb, por ejemplo mediante introduccidn
del radical tosilo, tritile, formile, triflucracetilo,
o-nitrofenilsulfenilo, ftalilo, o carbobenzoxi o grupos
protectores de color, tal como el radical p-fenilazoben
ciloxicarbonflico y el radical p-(p’-metoxifenilazo)=
-benciloxicarbonilice, o especialmente del resto butilo
terc,-oxicarbonflico. Para le proteccidn del radical ami
no en la agrupacidn guanidoc de la arginina es adecuado
el grupo nitroj; gl mencionado radical amino de la argi-
nina, sin embargo, no es necesario proteger durante la

reaccidn. E1 radical imino de la histidina se puede pro

teger por el resto bencilico o trietflico.
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La transformacién de un radical amino o_%m;po
pfdtegidn en un grupo libre, asfi como la transformacitn
de un radical carboxilo funcionalmente modificado ebﬁun
radical carboxilo libre en el transcurso del pruc%QiQieg

to, se pusde efectuar segln métodos en si conocidos, me-

diante tratamiento con medios hidrolizantes o bien Tedug

tores. caers
Un procediméento preferente consiste enfqﬁéﬂ
el tripdptido gue contiene los tres primercs 3-amihgd-
cidos, H-D-Ser-Tir-Ser-0H (la forma abreviada de a;%m;- ’
bir se refiere a L-aminodcidos, si la D no estd e;;EEiql
mente mencionada) o el tetrapéptido, que contiene ademds
el 4¢ aminodcido, se condensa con el heptapéptido o bién
hexapdptido de los siguientes aminodcidos hasta el ami-
noécido 10, preferentemente segin €1 método azidico, y
después el decapdptido se condensa con el amida del oc-
tapdptido de los aminofecidos 11 - 18, En esta condensa-
cidn se emplea como método de copulacidn preferentemen-
te el método carbodiimida o el método de los ésteres agc
tivados, ante todo mediante el dster p-nitrofenflico.
En este Ultimo caso no es necesario aislar sl &ster p-
-nitrofenflico del decapéptido como tal, sino que se pug
de formar tambiédn sn la etapa de condensacidn misma del
decapéptido con radicad carboxilo libre, pe-nitrofenol y
diciclohexilcarbodiimida., El decapéptido se encusntra
por lo tanto presente cpmo péptido o -~amino-protegido
con radical carboxilo libre o con un radical éster p-ni
trofenflico. Los radicales amino de cadenas laterales
existentes en las fracciones pdptidicas a condensar ss

protegen preferentemente mediante al radical terc.-buti
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éster tercsbutilo. Estos radicales protectores se pue-
den disociar en la Jltimaeetapa con 4cido trifluorecé-
tico. 23,?
5. La invencién se refiere tambidn a aquellds
formas de e jecucién del procedimiento en las cuale; se
parte de un compussto que se obtiene en cualquierzgyé-
pa del procedimiento como producto intermedio y s%}ggg
lizan las etapas del procedimientec que faltan, o &l pro
10, cedimiento se interrumpe en cualquier etapa, as{ {E@& a
195 productos intermedios que asi se obtianen.'
Segdn la forma de trabajo se obtienen los nug
vos compuestos en forma de bases o de sus sales, De las
_ sales se pueden obtener en forme conocida las bases. De
15, estas dltimas, a su vez, se pueden mendiante reaccién
con 4cidos adecuados para la abtencidn de sales de apli
cacién'tarapéutica, obtener sales tales coma por ejem-
plo aquellas con éciﬁés inorgénicos, tales como los hi-
drdcidos halogenados, por e jemplo el dcido clorhidrice
20. o bromhidrico, el 4cido psrclérico, el dcido nftrico o
tiocidnico, el 4cido sulfdrico o los acidos fosféricos,
o con écidos orgédnicos, taies como el dcido férmico, acé
tico, propiénig&, glicélico, Léctico, pirogdlico, oxé-
lico, maldnico, succfnico, maléico, fumérico, mdlico,
25, tartérico, cftrico, ascorbinico, hidreximaleico, dihi-
droximaleico, benzoico, fenilacético, 4-aminobenzoice,
4-hidroxibenzoico, antranilico, cindmico, mandélico, sa
lic{lico, 4-amino-galicilice, 2-fenoxibenzoico, 2-acae=-

toxibenzoico, metanosulfdnico, etanosulfdnico, hidroxig

30, tanosulfdnico, bencenosylfénice, p-toluenosulfdénico, naf
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Los péptidos abtenidos segin este procediﬁf;g
to se pueden emplear en forma de preparados farmac8titi-
cos. .Estos contienen los péptidos en mezcla con m%ﬁgéﬁal
vehfculo orgdnico o inorgédnico, farmacéuticamente aHp-
cuado para la aplicacidn snteral o parenteral. Como'ga-
les entran aquellos materiales en considetacidn QQ;ZH;
reaccionan con los pokipéptidos, tal coma por.ejemb;?;
gelatina, lactosa, glucosa, sal comin, fécula, esféééa-
to de magnesio, talco, aceites vegstales, alcohold%}ﬁkg
cflicos, goma, glicoles polialquilénicos, vaselina, co-
lesterina y otros vehfculos medicinales conocidos. Los
preparados farmacéuticos se pusden presentar por ejem=-.
plo, como liofilizados o en forma liquida como solucio-
nes, suspensiones o emulsiones. En casoc dado estardn es
terilizados g o bién contendrdn materias auxiliares, ta
les como medios de conservacidn, estabilizacidn, humec=-
tacidn ¢ emulsidn. Asimismc pueden contener otros mate-
riales terapduticamente valiosos. _
Rsi se puede por ejemplo combinarlos también
con los aditivos usuales en la terapia ACTH para la pro
longacidn del efscto, tales como por sjemple, oxipolige
latina, fosfato polifloretinico, celulosa carboximet{li
ca, o los compuestos metdlicos de diffcil solubilidad
mencionados mds arriba, especialmente los fosfatos, pi-
rofosfatos o hidrdxidos de cinc. )
Ademds se puede, para prolongar la eficacisa,
transformar los nuevoe péptidos en sus complejos con pg

limeros o copolimeros de aminodcidos, especialmente aque

llos que muestran una parte predominante en o(-aminodci
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dos dcidos, tales como sl 4cido glutamfnico o asperp-
ginico de la configuracidén L, D 6§ D, L. Los polfhgfzs
y copolimeros mencionados, muestran en las‘cadanééth
terales radicales carboxiloc libres, miantras qué‘qii
radical carboxileo terminal puede ser libre o anc}ona&
mente modificado, por sjemplo, como radical éster‘q
como radical am{dico sin sustituir o sustitdido‘;;é‘
resto hidrocarburo, ante todo radicales alquiloc ?éfé-

rior. E1 peso molecular de los polimerizados pgﬁdéh&eﬂ

contrarse entre 10,000 y 100.000, preferentement?-Bn-

tre 20.000 - 80.000., Para la preparacidn de los prepa

rados se emplea convenientemente una sal scluble en
agua, fisioldgicamente compatible, por ejemplo, la sal
sédica o aménica, o una sal con una base orgénica, tal
como trietilamina, procaina dibencilamina y otras ba-
gses de nitrégenc terciarias.

Los polimeros son conocidos o se pueden ob-
tener segdn procedimientos conocidos, por ejemplo, sg
gdn el procedimiento dsscrito por M. Idelson el al.,.
J.Am. Chem. Soc, 80, 4631 et seq. (1958). As{ ss pue-
de, por ejemplo, dejar rsaccionar el éster o ~carboxi
anhidrico-y-bencflico del dcido glutdmico o el dster
terc.-butilo en dioxeno ﬁon amoniaco 0 una amina en
una proporcién molecular determinada, por ejemplo
100 : 1 (segln el grado de polimerizacidn deseado), y
terminada la polimerizacidn disociar los grupos pro-
tectores, por ejemplo, el radical benciloxi con &cido
bromh{drico en dcido acético glacial, el radical terc.-
-butiloxi con dcido triflucracético, Para obtener po~-

1{meros con longitud de cadena definida, unitaria, se
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Sistema 43C
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pueden sintetizar los polfmeros también mediantgsin-

a e
tesis segln los procedimientos conocidos en :la qu{mi
v e

ca de los péptidos (métode carbodiimidico, azidicd,

*

v 9

A3
1?

L L%

EtC0)a
La concentracidn del polimero en los pr;pa-
rados farmacéuticos depende de la solubilidad de la

sal correspondiente y de la viscesidad, £l polimeseo

debes poderse encontrar en los preparados en Form‘é:_gi-‘
suelta e inyectable. >

£Eee

La invencidén se describe en los ejemplos, 5i

4

guientes. Las temperaturas se indicen en grados centi
grados, '

Los sistemas de c;ométogra?ia de capa’delga-
da se dsnominan como sigue: ;
Sistema 43R 3 Terc,-alcchol amilico-isopropanol-agua
(67:26-7)
terc,-amilalcohol-isopropanol-agua
(51:21:28) '
Sistema 52 : n-butanol-&cido acético giacial—aguaf

- {100:10:30) o

Sistema 528 : n-butanol-dcido acético glacial-agua
(67:10:23) ‘ '
acetato etflico-piridina-dcido acético

glacial-agua (62:21:6:11)

..

Sistema 100

.

Sistema 101 n-butanol-piridina-dcido acético

glacial-agua (38:24:8:30)

»e

Se emplean las abreviatura siguientes:
z z carbobenzoxi
BOC

tBu = terc.~butileo

terc.butilooxicarbonilo
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Ejemplo 1 S s,
L] T
1) H-Nle-OCH, .

£

18,4 g de L-~norleucina se suspenden en Sz'cg
de metanol y agitando se agregan a 52, en sl plaéo?a;
30 minutos, 11 cc ds cloruro tionilico. Se agita a&%wdg
rante otros 30 ménutos a =152, despuds, cada vez.curiﬁ
te 90 minutos, a 02 y a temperatura ambiente. Desd@ﬁé?

de reposar dutante 3 horas a 409 ss evapora la solucidn

v .

a 352 hasta sequpdad y el residuo se recristsliza en..a~
cetona~-hexano (2:1). P.f. 1l40-1418, i

18,1 g del hidrocloruro se disuelven en 20 cc
de ague, ss recubre con 200 cc de éter y a 02 se mezcla
con 40 cc de solucidn saturada de carbonatc potésico
fria. La fase acupsa se extrae varias veces caon édter,se
reunen las solucionesjétéreas, se secan sobre sulfateo
sddico y se evapora en alto vacioc a 02, El éter libre
se obtiene en forma de un aceite claro, .

2) BOB-Ser-Nle-OCH3

Una solucién de 22,3 g de hidrato de 80C-L-se¢

rina en 270 cc de acetonitrilo se mezcla con una solu-
cidn de 14,3 g de éster L-norleucinmetilico en 65 cc de
acetonitrileo, Se enfrf{a a -58, se agregan 22,7 g de di-
ciclohexilcarbodiimidé en 35 cc de acetonitrilo, se agi
ta adn durante una hora a =58, después durante la noche
a 02, se libera de la diciclchexildrea y la solucidn ss
svapora a 352, €1 residuo se recoge en éster acético, la
solucidn se lave con 4cido N-clorhidrico, N-bicarbonato
sddice y solucién saturada de clorurc sédico, y se sva«

pora. £l éster del dipdptido cristalino funde a 69-71¢2,

3) H-Ser-Nle-OCH,
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28,0 g de BOC-Ser-Nle-OCH, se disuelven en

3 ik
320 cc da &cido trifluoracético al 90% y se dejs Hu-

faﬁié 2 horas a tempsratura ambiente, Después deEtog
centrar la solucidén a la mitad de su “olumen se;qe§-
S. cla con 500 cc de éter, con lo cual cristaliza %gtbq;
fluoracetato. Este, (24,2 g) se disuelve en SS,CS'BB
agua, la solucidn se recubre con 700 cc de clor6?3?k
mo y agitande se mezcla s 02 con 210 cc de soluéﬁ%ﬁ
saturada de carbonato potdsico. De la fase clordfﬁir
10, mica se obtienen 16,1 g de éster de dipéptido criyta
lino del p.f, B4«B5E, T

4) BOC Tir-Ser-Nle-0CH,

19,6 § d& BOC-Tir-OH y 16,1 g de H-Ser-Nle-
?OCHs se disuelven an una mezcla de 350 cc de acetoni
1s. trilo y 17,5 cc de dimetilformamida, a -52 se mezcla.
con una sclucidn de 15,9 g de diciclohexilcarbodiimi
da en 175 cc de acetonitrilo y se agita durante 1 hg -
ra a -52, después durante la noche a 02, Se libera
de la diciclohexildrea, se lava como arriba indicado
20, y la solucién se evapora. El éster de tripéptido prg
tegida funde, despuds de recristalizar, s 143-1458,

5) H-Tir-Ser-Nle-OCH3

é?,3 g del éster de tripéptido protegido se

25, disuelven en 82,5 cg de 4cido N-clorhidrico en meta-
nol, se deja reposar durante 2 horas a temperatura am
biente y después se mezcla con 1,5 1 de €ter. Se ob-
tiene el hidroclorura del éster de tripéptido libre
que, despuds de recristalizacidn, funde a 218-2202

30, (descomposicidn).
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14,2 g del hidroclorurc se disuelven gq_i@

cc de agua, se recubre con 400 cc de cloroformo’x:;'
PPy

09 se mezcla con 100 cc de solucidn saturada de car=-

. : .. *
bonato potdsico. La base libre Funde, después do’se-

cristalizar, a 84-861, P

F)

6) BOC-D-Ser-Tir-Ser~Nle~0CH

3 ipas

13,4 g de H-Tir-Sgr-Nle-OCH3 se disuek&i&

en 250 cc de acetonitrilo y, después de agregar &ﬁfcc
de dimetilformamida, se mezcla con 7,35 g de Bﬂéiééﬁg
rina. A =59 se agrega una solucidn de 7,45 g de ‘edei
clohexilcarbodiimida en 30 cc de acetonitrilo y se a-~

gita entonces durante 1 hora a -58 y durante la nochse

'a 09, Se libera de la diciclchexildrea, la solucidn

se evapora. El éster de tripéptido protegido funds,
después de recristalizar, a 149-1512 (descomposicién).

7) 80C-D-Ser~Tir-Ser-Nle-NH-NH,

o

11,65 g de éster de tripdptido se disuelven

en 50 cc de metanol, a la solucidn se agregan 4,8 cc
de hidratoc de hidrazina y la mezcla se deja reposar
durante 24 horas a temperatura ambiente, Se agregan
50 cc de agua y se agita hasta que el producto gelati
nosc ha terminado de cristalizar totalmente. Este fup
de a 205-2072, L
8) 8GC-D-Ser-Tir-Ser-Nle-GluéﬁtBu)-Hié-Phe-Agg:jri-

G1i-0H _
8,75 g de BDC-D-Ser-Tir-Ser-Nlé-RH-NHz se
disuelven en 75 cc de dimetilformamida y agitendo ss
mezcla a =150 con 20 cc de una solucidn 2N de 4cido
clorhfdrico en 4cido acético §lacial. Después de agrg

gar 1,65 g de terc.butilnitrito se agita la solucidn
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durante 10 minutos a =152 y después se mezcla can'ﬁ,
cc de trietilamina. La solucidn asi obtenida de la.
B0C-tetrapeptidoazida se vierte, gota a gota, s&g;e'
yna solucidn enfriada a -102 de 10 g de H-Glu-(gtﬂy)~
~His~Phe-Arg-Tri-Gli~0H en 225 cc de dimetilformémida
y 12 cc de aguaj la mezcle de reaccién se agite dugan

Yoo

te 20 horas a 02 y después se mszcla con 900 cc dg,
agua. E1 decapéptldo amorfo se filtra en vacio %:sg
lave con dimetilformamida-agua {1:5) y acetonitn&ie.
Después de disolver y precipitar en acetonltrlléhgéuo
so y equilibrar con la humedad del aire se obtienen
12,9 g de decapéptido-tetrahidrato puroc protegido del
p.f. 215-2180 (descomposicidn)}; [E<_7,§° = 18
(c = 0,5 en piridina-agua 1:1). E1 compuesto es unita
rio en el cromatograma de capa delgada sobre gel de
sflice; Rf (52) = 0,3.
9) 80C~D-Ser=Tir-Ser-Nle-Glu(OtBu)-~ His-Phe-Arg-Tri-
Gli-Lis(BOC)-Pro-Vel-GCli-Lis(BOC)=~Lis(BOC)=Lis=

(BOC)~Lis(BOC)-NH

2

1 g de BOC-D-Ser~Tir-Ser-Nle-Glu{DtBu)=His~
Phe-Arg-Tri=Gli-OH y 0,7 g de H-Lis(BOC-Pro-Val-Gli~
Lis(BOC)~Lis(BDC)7Lis(BOC)-Lis(BDC)eNH2 (véase la
pat. esp. 333 219, case 5806/5503/142) se suspends en
20 cc de piridina y 0,83 cc de &cido clorhidrico 1N.

Se agita durante IS minutos a 502, Seguidamente ss
agregan 0,4 g de diciclohexilcarbodiimida y se agita
durante otrés 3 horas a 508, Se agrega entances nue-
vamente la misma cantidad de carbodiimida y se agita
durante otras J horas a 500, Despuds se retira la cap

tidad principal de la piridina en vacio, el residuo
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se mezcle con 30 cc ds dimetilformamida calienté?né}
Prota y se filtra de lo insoluble. £l filtrado SéféQﬂ
centra por evaporacidn alto vacio a 40¢, a un vq;%égn
de unos § cC y se mezcla con mucha agua. El pro&ﬁ%f%
en bruto asf precipitado se frota bien. se Filtrﬁ%%n
vacio, se lava con agua y se seca, Péra_la ultezjor
limpieza de disuelve y precipita sl producto en‘pgmg

Yo p*

tilformemida-éster acético y después se somels a,:upa
distribucidn en contracorriente en gl sistema dg:ﬁﬁ?
solventss metanpl-tampén~clorcfo;mo-tetraclnrum%%kf‘
carbono (10:3:734) /tampdn = 28,5 cc de 4cido acéti
co glacial y 19,3 g de acetato amdnico en 960 cc de
agua;7, Después de 120 escalones de distribucidn se
obtisne el derivado del amida del octapéptido protegi
do puro de los tubos 38 - 54 (mdximo de peso en el tu
bo N& 44, {ndice de distribucidn K = 0,58). El produg
to muestra en la cromatografia de capa delgada sobre
placas de gel de silics laos siguientés valores Rf:
D,22
0,46

RF en el sistema cloroformo-metanol (75:25)

Re (434)

£l amida del octapdptido pfotegido emplea-
do como producto de partida, la H-Lis(BOC)-Pro-val-
Gli-Lis(BOC)-Lis(BOC)—Lis(BOC)-Lis(BOC)—NHZ, se obtig
ne mediante condensacidn de 2-Lis{B0C-0H con H-Lis{BOC)
-DCH3 gn presencia de diciclohexilcerbodiimida, trang
formacidn del dster del dipéptido protegido en el ami
da con gas de amoniaco en metanol, disociacidn del ra
dical carbobenzoxi con hidrdgeno en presencia de car-
bén-paladio y condensacién del H-Lis(B0C)-Lis({B0OC)-
-NH, asi obtenido con el Z-Lis(BOC)-Pro-Val-Gli-Lis(BOC)
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» dascrito en la patente alemana ., |
e,

1,214,242, segin el método de azida, . o
10) H-D-Ser-Tir-Ser-Nle-Glu-His-Phe-Arg-Tri-Cli-bis-

~Lis{B0C)~NH-NH

L]

Pro-Ual—Gli-Lis~Lis~Lis-Lis-NH2 ,g_}

0,45 g del amida del octapéptido protegi?o,

LIR J

limpiado por distribucidn de contracorriente, se, di-
suelven en 10 cc de Acido trifluoracético al 90%i§p§p
como el hiela y la solucidn se deja a continuéciébi
durante una hora a 252, Después se cancentra en Engc
a un volumen pequefio y la sal trifluoracética dei;;%i
da del oxtapéptido libre se precipita mediante adicién
de mucho éter libre de peréxido., El producto higros-
cbpico se filtre en vacfo, se lava con éter y se seca.
Para la transformacidn en el acetato se disuelve en
dcido acdtico al 1%, se filtra é-través de una colum
na de intercambiador de iones débilmente bdsico (Merck
ne I1) en forma de acetato y se lava ulteriormente con
dcido acético al 1%, E1 eluado se evapora bajo adicidn
de n~octanol a 400 en vacic, el residuo se lava para
retirar el octanol con éter de pstrdleo y se seca. Sg
gbhidamente se disuelve en poca agua y se liofiliza,

Se obtiene el acetato del amida del octapéptido, la
D-S;rl-Nled-Lisl7’18-/3lple-corticotropina~LislB~amg_
da como polvo seco, cési blanco, £1 amida del octapép
tido muestra en le electrofdresis de papel a un pH ds
6,3 un trayecto de recorride de 10 cm. (hacia el cé-
todo) (papel: Schleicher & Schiill 2043/b, mgl; tampdn
de piridina-acetato; 1 hora, 2000 V). En la cromatogra
f{a de capa delgads sobre placas de dxido de aluminio

muestra los siguientes valores sz
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Re (52 8) = 0,18 ( f“.?
Rf (101) = 0,25 Y
E jemplo 2 . ”‘
” Se prepara una ampolla de solucién de -fi"o_s:
g. - siguientes componentes: . 4 o *E'
Acetato de D-Serl-Nlea-L1517’181/31'18-’ R
—corticotropina-—LislB-amida 0,5 ng ,.
Gelatina | 280,0 P
Penol | 5,0 mg °
10. Agua destilada 1,0 W&
g jemplo 3
"Una solucidn acuosa esterilmente filtrada
de acetato de D-ser--nile*-rist’r18. 1718

7/3 ~corticotrg
pina—LislB-amida se mezcla bajo condiciones asdpticas

15, con polifloretinfosfato de sodio y cloruro sédico y

. se llena en viales y se liofiliza, de manera que se

obtisne un vial seco gue contienen los componentes si

guientess ~
Acetato de D-Serl-Nlea-Liél7’18-/Bl-la-cortiqg

20, tropina-LislB-amida ' _ 0,5 mg
Polifloretinfosfato de sodic {al 86,5%) 23,20 mg
NaCl 12,28 mg

Antes de su empleo se mezcla el contenido
del vial seco con 2 cc de agua destilada contenida en

25. una ampolla de solucidn,
Eiemplo & A _
Se disuelven 11,12 mg de &cido acdtico gla
cial, 1,21 mg de acetato sédico, 2,5 mg de clorurc

4 . 1
sddico y 2,0 mg de acetato de D-Serl-N;e -Lis 7518

30, /0 l"lB-cc:z'i-,z‘,c:oi:rap:i.na-L1‘.slf}--emn'.cla en 0,7 cc de agua
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destilada y se completa con agua destilada a 1 §¢,.
L.a solucidn se trata sn el autoclave 2a 120¢ durapt@

20 minutos. E1 pH es, después de la esterlllzacxpn%
0 - -

+

de 3,7o
Ejemplo 5

SF &

Y

Se disuelven en 0,7 cc de soluc16n de*c&o-

ruro sddico fisioldgico 0,5 mg de acetato de D-gge
i8 e

-Nle -‘-Lis” »18_ 1- lE"-cc;rt:s.t:s::tm:q:una-l.13 -amldasg

lassolucifin se acidifica con ac;do clorhidrico O,A.N
> ¥ e
CSe g0

a un pH de 3,2, Con agua destllada se completa A

1 cc y se trata en el autoclave a 1202 durante 20 mi

nutos.
E jemplo 6
~ En 0,8 cc de agua destilade.se prepara una
solucidn de 10,16 mg de dcido citrico (con 1 mol de
agua de cristal), 0,097 cc de sosa cdustica 1N, 3,54
mg de cloruro sddico y 0,51 cc de dcide clorhfdrice
0,1N. En esta solucidn se disuelven 4,0 mg de acetato
de D-Sarl-NleA-Lisl7’leé _'1-18

~amida y se completa con agua destilada a 1,0 cc, Lg

-corticotrOpina-Lisle-

solucidn se filtra.en la forma usual, ss llenaz en am
pollas y se trata en el autoclave durante 20 minutos
a 1209,
E jempleo 7 ,

Se prepara una s@spensidn de los siguientes
componentes:

Acetato de D'serl'NIBA-Lisl7’18i/g i-18_

-corticotropina-Lisle-amida ' 1,0 mg
ZnCl2 ' 5,25mg
Na HPO, .2 H,0 1,05mg

NaCl 2,0 mg
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£ jemplo 8 fﬂ,}

Se prepara una suspensidn de los siguiefis

tes componentes: ‘ .,.%

Acetato de D-Serl-niet-tis’ ?18. 1718, RN

S5e -corticotropina-Lisla-amida ‘ 1,0 sia

2nCl, | 64 30imex

NaZHPD452 H20 l,26;§§}

NaCl e 1,5 o

Alcohol bencflice 10,0 ,gg.

10. NaOH ad pH 8,3 _ feed

Agua destilada ad 1,0 cc
Ejemélb 3. '

2,0 g dé 4cido poli-L-glutaminico con un pg
so molecular promedio de unos 39.600 se disuelven an
18, unos 5,7 cc de sosa cdustica al 10¥ de manera que el
pH de la solucidn asciende a 7,4. En esta solucién se
disuelven sntonces 10 mg de acetato de D-Serl-Nled-
17,18__/@ 1-18

Lis -corticotropina-Lisle-amida y 0,2 mg

de merticlate y se cumpleta con agua destilada a 10

20. cc. La solucién se filtra en forma estéril. Contiene
por ccs o A -
Acetato de D-Serl-Nleé-Lisl7’ls-/ﬁ 1-18_
-corticotrgpina-LislB~amida 1,0 mg
Acido poli-L-glutaminice ] 200,0 mg

25, Sosa ciustice hasta un pH de 7,4 .
fertiolato A 0,02 mg
Agua destilada ad o 1,0 cc

N OTA

Descrita suficientemente la naturaleza del

30. invento as{ como la manerz de realizarlo en la préc-
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teriormente indicadas son susceptibles de modiffqéé@g
nes de detalls en cuanto no alteren su principio?%zg
damental. También se hace constar que el inuenténggL
rresponde @ una solicitud de Patente présentgda 29
Suiza con fechas y nimeros siguientes: 30 de dici;m-

R XX ]

bre de 1966, n® 18846/66; 23 de junio de 1967, , ..
N 8952/67 y 30 de noviembre de 1967, n@ 15331/6@%:1
acogiéndose por tanto a los bensficios que concé;5n=
los Convenios Internacionales en vigor, siendo ﬁ;};be
constituye la esencia del referido inventoc y por lo
que se solicita Patente de Invencién por 20 afics en
Espafia sobre "PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE PEP
T100S CQN EFECTO ACTH"; caracterizéndose por lo si-
guienta:

13,- Procedimiento para la obtencidn de pép
tidos con efecto ACTH, caracterizado porque en la D-
~gsgrilel=tirosil-lL-seril-L-norleucil-t~-glutamil-L-hig
tidil-L-fenilalanil-t~arginil-L-triptofil-gligil~-L-1i
sil-L-prolil-l-valil-glicil-L=lisil-l-lisil-l~lisil~
-L=lisin~amida o del compuests corrsspondiente, que
en lugar del resto glutamilico muestra el resto de la
glutamina, en cuyos péptidos por lo menos el radical
o(-amino y los radicales amino de cadena lateral, as{
come un radical carboxilo de cadena lateral, en caso
dado existente, estén protegidos, se disocian los gry
pos protectores y, si se desea, los compuestos obte-
nidos se transforman en sus sales de adicidn de 4cido
¢ complejos.

28,- Procedimiento segudn la reivindiceacién
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18, caracterizado porque se parte de un péptide %ﬂa?l

%y
que los radicales amino estén protegidos por el rv&di

cal terc.-butiloxicarbonilo y sl radical carboxiFd*por

L

+

el redical terc.-butiléster. N
s Ve

38.- Procedimiento segin la reivindicag%én

T e
28, caracterizado porgque todoslos grupos protectores
“ree

se disocian mediante deido trifluoracético.

43,- Procedimiento para la obtencién d%fﬁt
D-seril-L-tirosil-L-seril-L-norleucil-L-glutamiliL<,
-histidil-L-fenilglanil-L-arginil-L-triptofil-glf&il-
-L-lisil-L-proLil-E-valil-glicil-L—lisil—L-lieiljzi‘
-lisil~l -lisin-amida, sus sales de adicidn de écido
y complsjos, caracterizado porque de la amida mencio
nada, en la que los radicales o(-amino y los radica
les amino de cadena lateral estan protegidos por el
radicsl terc.-butiloxicarbonilo y el radical carboxi
lo de cadena lateral por el radical tegc.;butil dster,
se disocian los'grupos protectores., )

538,- Procedimiento para la obtencién de pép
tidos con efecto ACTH; tal y como queda sustancialmepn
te descrito en la presente flemoria.

Esta Memoffia consta de 21 hojas escritas a

CHYHE ,

{. GOMEZ ACEBO Y MODEY

# g Fiisadot F. Mornindaz Ruls
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