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por VEINTE afios
a nombre de ROUSSEL-UCIAF, sociedad anénima francesa, es-—
tablecida en 35 Boulevard des Invalides, Paris, Francia,
por:
"UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE NUEVOS DERIVADOS DE
LA INSULINAY

(Clase Internacional CO7d CO7¢)

e N R I W M e

El presente invento tiene como objeto ﬁn'pro—
cedimiento de preparacién de nuevos derivados de la insu-
lina,

El invento tiene como objeto, de modo mis pre
ciso, un procedimiento de preparacibén de las sales que
forman con las bases las triséNAq, NBq, NEBag—(X-E 0x0~3
Y-1 propen-l il-1)/ Nd'—(z~4 R-6 pirimidinil-2) ornitin.
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do o débilmente asociado comparable al de la insulina, 50

lubles en agua y cuyo grupo molecular fundamental tiene

como férmula general esquemftica, I
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en la cual X e Y, idénticos o diferentes, representan un
radical alcohilo, aralcohilo o arilo, pudiendo estar es-
tos radicales eventualmente sustituidos, o bien X e Y re-
presentan conjuntemente un grupo polimetileno eventualmen
te sustituido, 2 y R, idénticos o diferentes, representan
un radical alecohilo, aralecohilo o arilo, pudiendo estar
estos radicales eventualmente sustituidos, asi como
trisJNAq, NBn, NfB?9-(x-3 oxo-3% Y-1 propen-l il-1)/ Hé
~(Z-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina B,,/-insulinas al esta-
do libre, no salificadas, que existen bajo forma disocia-~
da, o débilmente asociada.
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Los sustituyentes X e Y, R y 2 poseen prefe-
rentemente los significados sigulentes: X, Y, R y Z repre
sentan un radical aleohilo que comprende de 1 a 6 Atomos
de carbono, tales como metilo, etilo, propilo, isopropi-
lo, butilo, sec-butilo, ter-butllo, pudiendo estar estos
radicales sustitufdos o no, w: radical aralcohilo qﬁe.ilg
va de 7 a 10 &tomos de carbono, tal como bencilo, fepile
tilo, fenil-3 propilo, ete. pudiendo'éstar estos radica-
les sustituidos o no, un radical arilo monociclico.pék
como un radical fenilo eventualmente sustituido espeF%al—
mente por uno o varios radicales metilo, etilo, pr;piio 0
isopropilo, por uno o varios radicales metoxi, etoxi, pro
poxi, isopropoxi, por uno o varios Atomos de halégé@é}
por uno o varios grupos trihalogenometilo, etc., pﬁ&ién—
do X e Y, ademés, representar conjuntamente un'gruib“éo—
limetileno tal como dimetileno o trimetileno eventualmen
te sustituido.

Las sales I, y las proteinas libres corres-
pondientes estén dotadas de notables propiedades fisiold
gicas., Ejercen especialmente, sobre el animal y sobre el
hombre, una accién hipoglicémica retardade que se tradu-
ce por una disminucidn de la glicemia un poco mis tardias
pero mucho més prolongada que la que se observa con la in
sulina, incluso por inyeccibn intravenosa. Estos compues~
tos dan prueba igualmente de una actividad anaholizante
marcada. Con las sales, I, se dispone de esta manera, por
primera vez, de compuestos hipoglicémicos con aceién re-
tardada, los cuales, contraricmente a los productos ac~
tualmente vendidos en el comerclio, son muy solubles en

agua, lo cual facilita considerablemente su utilizacién
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terapéutica.

La nomenclatura de los compuestos polipeptidi-
cos, de los que se trata aqui y en lo que sigue, estd con
forme a los principios generales de la nomenclatura de los
polipéptidos (véase J. Biol. Chem. 241, 2491 (1966);
Biochim. Biophys., Acta, 121, 1 (1966) y a las reglas esta
blecidas, a titulo experimental, por la I. U. P. A. C,
(véase Biochemistry Vol. 6, ntmero 1, 362 (1967) que con-
cierne a las modificaciones sintéticas de los péptidos na
turales;

Ias sales, I, asi como las proteinas libres
correspondientes, obtenidas por el procedimiento objeto
del invento, se diferencian de los compuestos descritos
en la patente espafiola 337.521 en que el bloqueo de sus
grupos aminicos es botal mientras que el blogueoc de los
grupos aminicos de los compuestos de dicha patente no es
més que parcial y por que, contrariamente a los compues-
tos de ¢sta patente, que existen al estado de agregados
moleculares fuertemente asociados, las sales, I, y las
proteinas libres correspondientes existen al estado diso-
ciado o débilmente asociado, similar al de la insulina na
tural.

Las sales, I, y las proteinas libres corres-
pondientes, débilmente asociadas, se diferencian de los
compuestos fuertemente asociados de la patente espafiola
antes mencionada, por las caracteristicas enunciadas a
continuacibn que son la consecuencia de su pequefio grado
de asociacidn,

Las sales, I, ¥y las pfoteinas libres corres—

pondientes presentan en su curva de dicroismo circular un
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méximo negativo hacia 220?g)ique estd ligado con la con-
formacibdn helicoidal parcial de la cadena B de la molécu-
la insulinoide y que no exisfe en los compuestos de la pa
tente espafiola nimero 337.521, fuertemente asociados. Las
5 sales, I, ¥ laslyroteinas libres correspondientes presen-
tan de una manefﬁ general, igual que la insulina, una mo-
vilidad importante en cromstografia sobre papel miehtrds
que en las mismas condiciones, el Rf de los compuestp%'de
dicha patente es nulo. Finalmente, las sales, I, poseoh
10 una fuerte solubilidad acuosa que no existe en los Eqﬁpueg
tos fuertemente asocisdos de la patente antes citadai.y
las proteinas libres que corresponden a las sales, ?5Jdé-
bilmente asociadas, son solubilizadas con facilidad{ﬁor
accibn de una base mientras que los compuestos descritos
15 en la patente espafiola citada son poco solubles en medio
bésico y..solamente con un pH relativamente elevado del oxr
den de 11 a 12.
- El procedimiento de preparacién de las sales
de triséNAq, NBq, thzg_(x_3 0x0~3 Y-1 propen-1 il-ﬂ)/NJ'
20 -(Z-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina 322/~insulinas y de las
proteinas libres correspondientes, objeto del invento, es
té& ilustrado por el esquema nimero 1 anejo. Estd caracte-
rizado esencialmente por que se condensa la insulina, II,
con una beta-dicetona Z-COCHz-CO-R, conservando 2 y R los
25 significados antes citados, en medio hidroalcohdlico dé-
bilmente bésico, homogéneo, para formar una sal alcalina
de tris-¥d1, NP1, N&29-(Z—3 oxo-3 R-1 propen-1 11-1)/
Nd’-(Z~4 R-6 pirimidinil-2) oruitina Bza/insulina, 2l es-
tado de agregados moleculares fuertemente asociados, ingo-

30 luble en agua, III, por que se somete, en presencia de un
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hidrbxido alcalino, a un pH préximo a 8, a dicho compues-

to III, a la accién disociante del fenol o de uno de sus
derivados sustitufdos para obtener la sal de metal alcali
no de las triséﬂAq, NB1, NEBag-(Z-B 0x0~-3 R-1 propen-1
il-1)/ NJ ~(Z-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina 322/—insuli—
na, al estado disociado o débilmente asociado, soluble en
agua., IA’ que se somete eventualmente a una hidrdlisis
dcida cuidadosa, y porque después se hace reaccionar, en
medio hidroalcohélico homogéneo o heterogéneo, débilp@nte
4dcido o débilmente bhAsico, la sal de la / N‘S ~(2-4 R-6 pi
rimidinil-2) ornitina B,,/-insulina disociada o débilmente
asociada, soluble en agua, IV, resultante, con una beta-~
dicetona X-COCH,00-Y, conservendo X e Y los significados
antes citados, para obltener.una triséNAq, NBq, Nngg -
(X-3 oxo-3 Y-1 propen-1 il-1) / Né.-(z-4 R-6 pirimidinil-2)
ornitina B,./-insulina, al estado més o menos fuertemente
agociado y que existe bajo forma de sal o de protefna li-
bre segln el pH de reaccién o de aislamiento, V, que se
trata en presencia de un hidréxido alecalino, a un pH prd-
ximo a 8, con fenol o con wno de sus derivados sustitui-
dos, para obtener una sal algalina de una triséNAq, NBq,
N¥B29_(%_5 oxo0-3 T-1 propen—1 11-1)/ NS ~(2-4 R-6 pirimi-
dinil-2) ornitina B,,/-insulina, al estado disociado o dg
bilmente asociado, soluble en agua, IB ¥ porque después
se transforman eventualmenté los compuestos Iy o IA por
los métodos usuales, en sales de bases orgénicas o minera
les, diferentes de las seles de metales alcalinos, 0 en
proteinas libres no salificadas.

Las sales de las tris-oxoenaminas de las

/Né =pirimidinil-ornitina 322/-insu1inas, obtenidas por el

12'42069- .
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procedimiento objeto del invento, engloban a la vez

las sales homo-sustituidas IA y las sales heterosusti-
tuidas Ig. Ias sales, I, corresponden por lo tanto igual
mente a las sales de las tris-oxoenaminas de las /N‘5 -pi
rimidinil-ornitina B,,/-insulinas para las que X es idén
tica a 2, Y y R, que a aquellas para las cuales eéﬁé;
sustituyentes son diferentes.

En un modo de realizacidn actualmente prefe-
rido, el procedimiento del invento puede estar caracteri
zado especialmente por los puntos enunciados a contiaua-
cién,

Por aumentar con el pH la velocidad de reac-
cifén de la insulina con la beta-dicetona Z-COCH,CO--R,
se tiene interés en efectuar eéta condensacidén en medio
bésico. Por poder llevar un pH demasiado alcalino a una
alteracién irreversible de las proteinas en juego, se
escoge finalmente, en general, un pH prdéximo a 8, y se
efectlia la reaccidn bien-sea en presencia de una mezela
tampén conveniente tal como una mezcla a base de fosfatos
dialcalino y monoalcalino en proporciones convenientes,
bien Sea, preferentemente, en presencia de un bicarbonato
alecalino tal como bicarbonato de potasio. En este caso,
para evitar la disociacibém del bicarbonato a carbonato,
lo cual conduciria a una elevacién del pH del medio de
reaceidn, se trabaja en recipiente cerrado.

La condensacién de la insulina con la beta-
dicetona se efectfia en medio acuoso en presencia de un
disolvente orgénico que facilita la homogeneizacién del
medio de reacpifn al mismo tiempo que no altera la insu-

lina ni el gompuesto de condensacién resultante. Como 4i
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solvente que satisface estas eondiciones, ge Weilizan es-
pecialmente los alcoholes tales como metanol, etanol, bu-
fanol.

Las concentraciones del medio en agua, alcohol,
dicetona y bicarbonato alcalino deben ser tales que asegu=
ren la homogeneidad del medio. En el caso en que la betu-
dicetona es la acetilacetona, se utilizardn, por ejemplo,

las mezclas siguientes:

Bicarbonato de '

potasio agua alcohol acetilacetona
3a5% 32 % 32 % 32 %
3a5% 38 % 29 % 29 %
3a5% 48 % 24 % an %

Para efectuar la condensacién de la insulina
¥y de la beta-dicetona se utiliza un excéso nuy grande de
beta—diqetona sin lo cual la reaccidn no estd completa.
As{ es como, por ejemplo, para 41 g de insulina se utilizan
20 a 30 g de acetilacetona lo ecual representa varios cien-
tos de veces la cantidad estequiométrica.

En el caso en que le beta~dicetona utilizada
es la acetilacetona, la concentracién 4ptima del medioc en
insulina es del orden de 1%. A partir de 2%, la velocidad
de reaccién comienza a disminuir y para una concentracién
de 5% el cierre de ciclo pirimidinico se bloquea a aproxi-
nmadamente 90% de la teoria.

El tiempo y la teémperatura de reaccién son fun

cidn wno de otra, En medio hidroetandlico la temperatura
{

a- 974280
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Optima es del orden de
bloguea bastante antes de que es8té completo el eierre de
ciclo pirimidinico del grupo gusnidilo. A + 302C la alte
racibn de la insulina ya es sensible.

A 20-2520, en medio hidroetandlico, en fase
homogénea, en presencia de bicarbonato de potasio, el
bloqueo de los grupos aminicos de la insulina es répido,
del orden de algunas horas. Por el contrario, el blogueo
del grupo guanidilo es mucho mds lento. En el caso en
que se utilice la acetilacetona,llega a aproximadamente
80% de la teorfa al cabo de 24 horas, a 90% al cabo de 6
dias, y no estld pricticamente completo mis que al cabo de
20 dfas.

Las tris-oxoenaminas de las /NJ ~pirimidinil-
ornitina 322/-insulinas, III, existen al estado de sal
alcalina. En general, su concentracién en metal alcalino
es inferlior a la teoria (seis Atomos de metal alcalino
por moldcula), no siendo total la salificacién de los
sels grupos carboxilo con pH 8 del medio de reaccién.

Ia condensacibén de la beta-dicetona y de la
insulina egtd acompafiada por la formacidn progresiva de
un precipitado que ha mostrado ser una mezcla de sal al-
calina de tris-oxoenamina de la insulina, VI, (véase es-
quema ndmero 2) y de sal alcalina de tris-oxoenamina de
/Né ~pirimidinil B,,/insulina, III, La reaccién avanza
verosimilmente por solubilizaéi6n ﬁarcial de la tris-oxog
namina de la insulina que puede reaccionar de esta manera
con la beta-dicetona, dando lugar a una reprecipitacién
de IIT, hasta que sea total el blogqueo de los grupos ami-

no y guanidilo.
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El profundo cambio de la estructura de
la tris-oxoenamino-/NS'-pirimidinil-ornitina B22/-insu-
lina, III, con relacidén a la insulina de partida que se
nanifiesta por su ingolubilidad en medio acuoso entre
PH = 1 y pH = 10, se revela igualmente por la medicién
de su dicroismo circular. Se comprueba en efecto, sﬁbne
la curva de dicroismo circular de la tris-oxoenamino <
/8 piriniaino-ormitina B,,/-insulina, III, que ha-desa
parecido el méximo negativo hacia 222 €g1, que se podia
considerar como caracteristico de la conformacién heli-
coidal de una parte de la cadena B de la insulina de par
tida. Resulta de esta manera que el bloqueo del gru@o gua
njidilo modifica considerablemente la configuracidén de la
insulina. El compuesto obtenido, III, insoluble er agua,
existe al estado de agregados moleculares fuertemente
asociados.

La coherencia de este edificio o estructura
molecular estd asegurada por enlaces no covalentes, enla-
ces de hidrbgeno, enlaces hidrdfobos que resultan de la
puesta en juego de fuerzas de Van der Waals, fuerzas elec
trostdticas entre las funciones polares, etc., entre las
moléculas constitutivas asociadas.

Se ha encontrado, de una manera sorprendente,
y esta es una caracteristica importante del invento, que
este estado de fuerte agregacién molecular de los compueg
tos, III, era reversible. Se ha comprobado, en efecto, que
la accidn, en presencia de un hidréxido alecalino, con un
pH préximo a 8, del fenol o e uno de sus derivados susti
tufdos era capaz de disociar los agregados moleculares de

la sal alcalina de la tris-oxoenamina de la /Ng—plrlmldl—

- 10 - 374}280
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nil-ornitinag Bea/ninsulina, III, y de conducir a la sal
alcalina de wia tris-¥1, ¥B1, w6829 _(2-3 oxo-3 R-1 pro
pen-1 il-1) /Ng -(2-4 BR-6 pirimidinil-2) ornitina 322/—ig
sulina al estado disoclado o débilmente asociado, compara
ble al de lg insulina natural, soluble en agua, IA’ ¥ cum
ya curva de dicroismo circular presenta de nuevo un mixi-
mo negativo hacia 220 qya,caracteristico de la configura-
c¢ibn helicoidal parcial de la insulina de partida.

La disociacién de los agregados moleculares
de las tris-oxoenaminas de las /N‘ ~pirimidinil-ornitina
322/—insulinas, III, se efectla a un pH préximo a 8., Este
pH se obtiene por adicibn de una pequefia cantidad de hidrd
xido alcalino al medio de reaccién. La utilizacién ds la
mezcla fenol-agua-solucidn acuosa 1 N de potasa (75-20-5)
permite en general obtener una disociacién satisfactoria
en 10 a 15 minutos a 20-252C. La sal de las tris-oxoena-
ninas de las /N6 ~pirimidinil--ornitina 322/-insulina, IA’
disociada resultante, es precipitada entonces por un disol
vente orgénico, miscible con agua, tdl como acetona y se
aisla sin tardar por centrifugacién, el precipitado forma
do. Los compuestos IA asi obtenidos corresponden tedrica-
mente a la sal hexa-alcalina pero pueden contener, en la
prictica, un exceso o un déficit de metal con relacién a
la teorfa. Son muy solubles en agua y en suero fisioldgi-
c¢o, lo cual representa un interés préctico muy grande pa-
ra su utilizacién terapéutica.

Su grado de asociacién es pequeiio. Es verosi-
mil que estos compuestos correspondan a la asociacibn de
algunas moléculas fundamentales, o incluso que se trate

de una molécula libre no asociada. Este grado de asccia-
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cibn no es conocido con certidumbre actualmente. Pucde de
pender ademls de diversos factores, tales como especial~
mente el pH del medio en el cual estd disuelto el compues
%o I,, ¥ de su concentracidn en este medio.

Bien entendido, las consideraciones preceden~
tes no limitan en nada el alcance del invento.

En los compuestos IA’ los grupos amino y 2l -
grupo guanidilo estén bloqueados por la misma beta-diceto
na Z—GOCHECO-R. Para obtener compuestos del mismo tipoy --
que comprenden wn bloquec de los grupos amino por una’hfg
ta-dicetona X-COCHECO-Y diferente de la bebta-dicetona
Z-COGHECO-R que bloquea el grupo guenidilo, se efectﬁai"
una hidrélisis 4cida cuidadosa del compuesto I, preferen
temente en presencia de fenol o de uno de sus derivados’
sustituidos y después se hace reaccionar en medio débil-
mente Acido o débilmente basico, la sal de / NE -(Z-4 R-6
pirimidinil-2) ornitins 322/-insulina resultante, IV, con
una beta~dicetona XnCOCHacOAY.

Ia hidrdlisis cuidedosa de la sal de la tris-
oxoenamina de la /NJ ~pirimidil ornitina B22/—insulina
IA para obtener IV, se efectla de modo cdmodo con una so-
lueidn que contiene 75% de fenol y 25% de solucidn acuosa
0,1 N de dcido clorhidrico. En estas condiciones, la hi-
drbligis de los grupos oxoenaminicos estéd completa, en gg
neral, en algunas horas a 20-252C y el bloqueo del grupo
guanidilo permanece sin atacar.

Practicamente, segin una variante indicada
mis adelante, se puede obtener en una sola operacidn el
compuesto IV, por hidrdlisis directa con disociacién ei-

multinea del compuesto III, con una solucidn de fenol, en

- 374280
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dcido clorhidrico 0,1 N (75-25), a pH = 1-2 en algunas

horas a 20-259C.

81 el grado de cenizas sulfiricas de la sal
alcalina de la tris-oxoenamina de la /NS -pirinidinil-~or-
nitina 322/—insulina disociada I, pasa de 10%, se procede
primeramente a una eliminacil: de las sales minerales por
disolucibn en agua, y por precipitacidn en el punto isoe-
léctrico a pH = 5,3, seguido de lavados con agua. Fl pre-
cipitado himedo es hidrolizado con la mezcla de fenol y
de solucién acuosa de Acido clorhidrico. -

Ias sales de /N‘S -pirimidinil-ornitina 1322;/-
insulina, IV, pueden ser transformadas facilmente en sa.-
les solubles en agua de bases minerales u organicas, espe
cialmente en sales de metales alcalinos tales como la sal
de potasio. Para preparar la sal de potasio, por ejemplo,
se neutraliza con potasa a pH = 5,2 en el punto isceléctri
¢o, el clorhidrato de /N6 ~-pirimidinil-ornitina B22/—inqg
lina, disuelto en agua, se separa la / N6 ~pirimidinil-or
nitina B22/-insulina libre por centrifugacién, se la tra-
ta con una solucién de fenol-agua-solucidn acuosa 1 N de
potasa (75-20-5) y se aisla, por precipitacién con aceto-
na, la sal de potasio resultante. Las otras sales solu-
bles de /Né -pirimidinil-ornitina B22/-insulinas son pre-
paradas de una manera andloga. Después de precipitacién a
pH = 5,2 y de lavado, se puede obtener ademis la /N‘S ~pi-~
rimidinil-ornitina 322/-insulina libre, no salificada,
por centrifugacién y después secado.

Lo mismo que la /Wé ~pirimidinil-ornitina
B,,/-insulina libre, las sales solubles de bases minera-

les u orghnicas y especialmente las sales de metales alca

5. 974280
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linos de las /N6 ~pirimidinil-ornitina B22/—insu1inas pue
den ser condensades con la beta~dicetona X-GOCH200~Y para
proporcionar las tris-oxoenaminas de /NS -pirimidinil-orni
tina B,,/-insulina, V.

La condensacidn de la beta-dicetona X-COCH,CO-Y
con la sal de /N‘g ~pirimidinil-ornitina 322/—insulina,'IV,
se efectlia en medio acuoso, homogéneo o heterogéneo, débil

mente 4cido o débilmente bAsico, en presencia de una pe=-

 quefla cantidad de alcohol.

BEn el caso de la condensacién de las sales de
/Név-(dimetil-4,6—pirimidinil—2) ornitina B22/-insulina
con la metil-5-hexanodiona-2,4, por ejemplo, se trabajs a
un pH proximo a 8. Para esto, se disuelve una sal tal como
el clorhidrato de /NS'-(dimeti1-4,6 pirimidinil-2) orniti-
na 322/—insulina en una solucién acuosa que contienc me-
ti1-5 hexanodiona~2,4, ebanol y la cantided de bicarbona-
to de potasio necesariaApara lievar la mezcla a pH = 8,
Después de 7 dias de agltacién a 202C, la condensacibn es

e

t4 completa. Ia sal de potasio de la tris—NAq, NBﬂ, N¢B29
~(metil-5 oxo-4 hexen-2 11-2) /Né —(dimetil-4,6 pirimidi-

nil-2) ornitina 322/-insulina resulbante es a continuacidn.
ficilmente aislada por liofilizacidn después de elimina-
cibn de las sales minerales por didlisis.

En el caso de la condensacidén de las sales
de /Né -(dimetil-4,6-pirimidinil-2) ornitina 322/-insulina
con la ciclohexanodiona-1,3, por el contrario, se trabaja
a pH = 6, siendo en este caso la velocidad de reaccibén mu-
cho més grande a este pH que a pH = 8. Una sal tal como el
clorhidrato de /N5 ~-(dinetil~4,6 pirimidinil-2) ornitina

Byo/-insulina es disuelta en una mezcla ajustada a pH = &

i
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de solucibn_acuosa de bicarbonato de potasio, de ciclohe-
xano-diona-1,3 y de etanol. Al cabo de 5 dias de agitacién
a 2520, la condensacibén estd completa. ILa triseNAq, NBqt
¥6B29_(0x0-3 ciclohexen—1 11-1)/NS —(aimetil-4,6 pirimi-
dinil-2) ormitina B,,/-insulina precipita espontinecamente

Y se aisla del medio de reaccibén por centrifugacién, '

De una manera general, el margen de pH comprqg
dida entre 5,5 y 8,5 es conveniente para efectuar la ccn~
densacifn de la sal de pirimidinil insulina y de la beta-
dicetona X;COCHECO-Y. 5i el pH es demasiado bajo, pof-de—
bajo del punto isoeléetrico, los grupos oxoenaminicos ya
no son estables, y si el pH es demasiado elevado se dbﬁie
el riesgo de una alteracifén irreversible de las protéiﬁ&s.

Ia tris-oxoenamino /Né -pirimidinil-ornitina-
322/~insulina resultante obtenida al estado de agregados
moleculares mids o menos asociados segfin el medio de reac-
eibn, V, es disociada a contiruacién por accién del fenol
o de uno de sus derivados sustituidos, en presencia de un
hidréxido alcalino a un pH-préximo a 8, y se obtiene la
sal alcalina de la tris-¥A1, NB1, NfBag-(X-B 0x0~3 Y-1
propen~1 il-1) /Ng -(2-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina Baz/-
inguline IB disociada, soluble en agua, ¥y que lleva susti
tuyentes X e Y diferentes de los sustituyentes Z o R.

Esta disociacidn se efectfa en condiciocnes
andlogas a las descritas precedentemente para las tris-oxoe
namings de las /Nd.-pirimidinil-ornitina 322/—insulinas,
IIT.

Lag sales alcalines de las tris-oxoenaminas
de las /N5 ~pirimidinil-ornitina 322/—insulinas heterosus

tituildas IB asi como las sales alcalinas de las tris-oxoe
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homosustituidas IA pueden ser transformadas, segin los
métodos usuales, en sales de bases orgdnicas o minerales
diferentes de las sales de metales alcalinos, o en protei
nas libres, no salificadas.

‘Asf es como las scles de metales alcalinos

Iz o I, son trensformadas en protefnas libres disociadas,

no salificadas, correspondientes, por precipitacién en el

punto isoeléetrico a un pH préximo a 5,2, aisladamente,
por filtracidn con suceibén o centrifugacidn del precipiﬁg
do formado y por secado. Las proteinas libres asi obteni-
das correspondlentes a las sales IB 0 IA pueden ser trans
formadas entonces en sales solubles en agua de bases ming
rales u orgdnicas diferentes de las sales alcalinas, por
adicifn de la base mineral u orginica deseada a una sus-
pensién acuosa de la protefna libre disociada y después
por precipitacibén de la sal scluble de tris-oxoenamina de
/N5 -pirimidinil-ornitina B22/-insulina resultante por
adicibn de un disolvente insolubilizador tal como acetona.
las sales solubles de las tris-oxoenaminas de
las /I‘I‘S ~pirimidinil-oranitina 322/«insu1ina, Iz, que exis
ten al estado disociado o débilmente asociado, estén cong
tituidas verosimilmente como las -sales solubles de ;A’
por la asociacibn de algunas moléculas fundamentales o
bien incluso por una tnica molécula libre, no asociada.
Las proteinas libres que corresponden a Iz 0 a I, es de-
cir las triséNAq, NBq, NEBEQ—(X-3 0x0-3 Y-1 propen-1 il-1)
‘ﬂNé -(Z-4 R=6 pirimidinil-2) cwnitina B,,/-insulinas o
las tris-NAq, NBﬂ, N€B29-(Z-3 0x0~3 R=1 propen-1 il-1)/

N6 ~(2~4 R-6 pirimidinil-2) ornitina Baz/insulinas, estin
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constitufdas por agregados moleculares de igual modo dé-
bilmente asociados perc que existen verosimilmente, en un
gstado de agregacidn superior al de las sales solubles

Ig ¥ I,. No obstante, estas proteinas libres no estdn aso
ciadas en el mismo grado que las sales alcalinas de las
tris-oxoenaminas de las /Ns-qﬁrimidinil—ornitina B22/5$5
sulinas, III, dado que por adicién de un hidréxido aleali
no se obtiene con facilided su solubilizacién en medio
acuoso bajo forma de sal alcalina tal como con la insﬁl;7
na natural, mientras que las tris-oxoenaminas de las /N&
-pirimidinil-ornitina B22/—insulinas, ITI, se resisten a
la solubilizacidn con las bases hasta pH = 10 aproximada~-
mente,

Bien entendido, estas consideraciones sobre
el grado exacto de asoqiacién de las sales de las triena-
mino tris-oxoenaminas /Ng.-pirimidinil—ornitina B22/-insg
linas IB 0 IA, asi como de las proteinas libres correspon
dientes, no limitan en nada el alcance del invento.

Tal como ya se ha seilalado, el conjunto de
las sales de tris-oxoenaminas de /NS ~pirimidinil~-ornitina
B22/~insulinas hetero-sustituidas Ips para las cuales X
es diferente de Z, e Y es diferente a R, y para las sales
de tris-oxoenaminas de /Nél-pirimidinil-ornitina B22/-in-
gulinas homosustitu{das, ;A’ para las cuales X es igual a
Z eY es igual a Ry es equiﬁalente, bien entendido, a las
sales de las tris-oxoenaminas de /Ng’epirimidinil-ornitina
322/~insulinas, I, tal como se definen al comienzo del in
vento, y para las cuales Xy 2 e Y y R pueden ser idénti-
cos o diferentes. Es {nicamente por una razdn de comodi-

dad en la exposicibén que se ha efectuado tal distincidn.

7~ 374260
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Segiin una variante del procedimiento preceden
temente descrito, variante que constituye igualmente par-
te~del invento, se trata.la sal alcalina de la tris#NAq,
NBq, NiBag-(Z-B 0x0-3 R-1 propen-1 il-1) /Né -(2-4, R-6
pirimidinil-2) ornitina 322/-insu1ina que existe bajo for
ma de agregados moleculares fuertemente asociados, IIXI,
con wn dcido en solucién acuosa, en presencia de fenol o
de uno de sus derivados sustitui&oa, para obtener direc-
tamente la sal correspondiente de Ns ~(Z-4 R-6 pirimidi-
nil-2) ornitina B,,/-insulina, al estado disociado o aé-
bilmente asociado, solubles en agua, IV,

El fenol o su derivado sustituido, en cuya
presencia se trabaja, permite la disociacién de las tris-
oxoenaminas de las /Né'apirimidinil—ornitina 322/-insuli-
nas fuertemente asociadas, III, en compuestos solubles en
agua y una hidrblisis simulténea de los grupos oxoenamini
cos. Se realiza de esta mapera, en una tnica etapa sin
aislamlento intermedio de las tris-oxoenaminas de las
/Né ~pirimidinil-ornitina Baa/ninsulinas solubles, I,, la
misma sucesidén de reaccién que en el procedimientc expues-
to precedentemente para obtener, IV,

La reaccidn se efectla cbmodamente con ayuda
de una mezcla de fenol y de solucidn acuosa 0,1 N de Aci-
do elorhidrico (75~25). La sal de [Ns ~pirimidinil-orniti
na Bza/-insulina IV, es precipitada a continuacidn por
adicibén de un disolvente orgénico tal como la acetona. En
estas condiciones, por ejemplo, la sal de potasio de la
tris—NAq, NBq, NgBag—(oonLpenten—2 i1-2) /NS'-(dimetil—
4,6 pirimidinil-2) ornitina 322/-insulina es transformada

en clorhidrato de /N*S—dimetil-4,6 pirimidinil-2) orniti-
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na B22/—insulina disociado, soluble, después de 3 horas
de agitacidn a 20-252C.

FEl procedimiento que se acaba de deseribir,
gsegin el cual la condensacifn de la insulina y de las be-
ta~dicetonas Z-COCH,CO-R se efectlia en medio homogéneq,
conduce a la obtencidén de productos, I,, que contienen
una pequeila cantidad de impurezas susceptible de ser des-
cubierta por andlisis cromatogrifico. Estas impurezas, las
cunles en cromatograff{a sobre papel, con ayuda de una
mezcla de butanol-fcido acébico-agua (4-1-5) por impregna
c¢ifn con la fase inferior y revelado con azul de bromcfe-
nol, son mucho menos mbviles que las tris-oxoenaminas de
/N ‘S-pirimidinil-ornitina Baz/—insulinas disociadas solu~
bles, I,, ¥ estén constituidas verosimilmente por protei-
nas irreversiblemente desnaturalizadas.

El invento tiene igualmente como objeto una
variante del procedimiento de preparacién de los compues-
tos IA 0 IB’ que evita la formacidn de estas impurezas.
Esta varisnte ilustrads por el esquema nimerc 2 anejo estd
caracterizado esencialmente por que se hace reaccionar la
insulina, II, por agitacidn en medio acuoso heterogéneo
que comprende dos fases no miseibles, con un pH débilmen-
te alcalino, en presencia de fenol o de uno de sus deriva
dos sustituidos, con una beta~dicetona Z—GOGHacO-R, para
obtener en una primera etapa de reaccidn una mezcla de gal
alcalina de triséNAq, NBﬂ, NEng-(Z-B 0x0-3 R-1 propen~1
i1-1)-insulina, VI, y de sal alcalina de tris-N&1, wB1,
8€B29_(7-3 ox0-3 R propen—1 il-1) /NS —(2-4 R-6 pirimi-
dinil-2) ornitina 1322/—insulina, III, mezcla que existe

al estado de agregados moleculares fuertemente asociados,
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insolubles en agua, se somete a dicha mezcla de VI y de
III, con un pH préximo a 8, a la aceidn disociante del
fenol o de uno de sus derivados sustituidos para obtener
una mezcla de sal alcalina de triséNAq, NBq, N£B29-CZ~3 0x0-3
R-1 propen-1-il-q)-insulina, VII, y de sal alcalina Qdz
tris-1, WB1, 16B29 (5.3 oxo-3 R-1 propen-1 il-1) /NG
~(Z-4, BR-6 pirimidinil-2) ornitina B,,/insulina, I,, nez
cla que existe bajo forma disociada o débilmente asociﬁf
da, soluble en agua, y después se hace actuar sobre di-
cha mezcla de los compuestos VIL y IA’ en una segunda'eﬁg
pa de reaccibn, en condiciones idénticas a las de la pri-
nmera etapa, en medio débilmente alcalino, la beta~dicetom
na“Z-GOCHaco-R para cbbener una sal alcalina de tris;nﬁa,
181, ¥%829_(7_3 ox0-3 B propen— i1-1) /W -(Z-4 R-5
pirinidinil-2) ornitina 322/-insulina, III, llevada de
nuevo al estado de agregados moleculares fuertemente aso-
clados, insolubles.en el medio de reaccidn o en agua en-
tre pH = 1y pH = 10,

Ia accibn disociante éel fenol o de uno de
sus derivados sustitufdos sobre los compuestos III fuertg
mente asociados, conduce entonces a sales alcalinas de
trig-oxoenaninas de /Né ~pirimidino-ornitina Baal-insuli-
nas disociadas) ;A’ para las cuales el andlisis cromato-
grifico no descubre ya ninguna impureza.

Seglin un modo de ejecucidn actualmentc prefs
rido, esta variante del procedimiento del invento puede
ser caracterizada por los puntos enunciados a 6ontinua—
cibn,

Lo condensacién de la insulina II con la beta-

dicetona se efectlia en medio acuoso heterogéneo en presen-
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cia de un alcohol tal como etanol. Ia basicidad dsl medio
es asegurada por adicilm bien sea de una mezela tempén
conveniente tal como una mezela de fosfato dlalealino y
de fosfato monoalcalino, bien sea preferentemente de un
bicarbonato alcalino tal como bicarbonato de potasio,

La insulina introducida en el medio de reqé;,l
cibn heterogéneo (agua, fenol, beta-dicetona, disolvenﬁé;
bicarbonato alecalino), reaceiona por una parte con rapi—;

L TR A

dez y casi totalmente al nivel de los grupos aminicos pagra

formar tres grupos oxoenaminicos, y por otra parte coh.uﬁa
velocidad considerablemente mds lenta sobre el grupo éﬁé-
nidilo del radical de arginina, formando un preclpltauo
nixto de tris-oxoenamina de insulina, VI, y de trls-ékée;
namina de /I\T’fS ~pirimidinil-ornitina B 2/-insulina, III -
bajo forma de agregados moleculares insolubles en el medio
de reacciln o en agua entre pH = 1 y pH = 10,

En el caso en que se hace reaccionar la ace-
tilacetona con la insulina, por ejemplo, la condensacifén

se puede efectuar en las mezclas siguientes:

i Insulina | bicarbonato| agua | acetilace- | fenol f etanol |
de potasio tona | i
! d
122% | 3a6% 28 % 24 % 24 % | 18 % |
: |
12a2% 3a6% 28 % 28 % 28 % P9 %
; .

En estas mezeclas que proporcionan resulbados
satisfactorios pero que evidentemente no tienen ningin ca-
rheter limitativo, las proporc ones relativas de fenol y
de alcohol son tales que aseguran una insolubilidad precoz

vy total del precipitado mixto de tris-oxoenamina de insuli

T 374280
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na VI, y de tris-oxoenamina de /NS-ﬁpirimidinilwonnitina
322/—insulina, III.

La tris-oxoenemina de la insulina VI y la
tris~-oxoenamina de la [N&’apirimidinil-ornitina,322/—insg
lina, III, existen al estado de sales alcalinas. En gene~
ral, no obstante, su concentracién en metal alcalino;es
inferior a la teoria (6 4tomos de metal alcalino por mo-
lécula) no siendo total la salificacibn de los 6 grupos
carboxilo a pH = 8 en la mezcla de reaccidn.

La estructura exgcta del precipitado mixto
de tris-oxoenamina de insulina VI, y de tris-oxoenamire de
/Né’~pirimidinil-ornitina Baa/inswlina III, no es concei-
da con certidumbre. En efecto, se ignora si existen-ggpg
radamente aéregados moleculares de III y agregados mole-
culares de VI o bien agregados mixtos de III y de VI. De
cualqﬁier manera, el precipitado mixto obtenido estd cons
titufdo por una mezcla de bris-oxoenamina de insulina y
de tris-oxoenamina de /N‘S ~pirimidinil-ornitina 322/-insg
lina, formando el conjunto un precipitado insoluble en
agua.,

Por efectuarse en fase heterogénea la conden-
sacidén de la insulina y de la beta-dicetona, se necesita
una buena agitacién del medio de reaccién; una agitacién
en un mezclador rotabtivo a la velocidad de 200 a 300 vuel
tas por minuto proporciona resultados satisfactorics.

- 8i se utilizan proporciones de fenol/alcohol
de 10/35 (fase fnica) o a la inversa de 50/5, la solubi-
lidad del precipitado mixto e¢a1 el medio es mds importante
Y la velocidad de reaccidn es mis grande, pero se comprue

ba en los dos casos que la tris-oxoenamina de la /N 6 -pi-
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rimidinil-ornitina 322/-insulina I,, resultante finalmente
obtenida, estd alterada parcialmente. ILa proporeidn fenol/
alcohol estd fijada por lo tento dentro de limites bastan

te estrechos si se desea obtener productos exentos de cual
quier alteracibn. _ -

Como en medio homdzéneo, la temperatura 6ptiqg
de reaccidn se situa en las proximidades de 20—259C..i'éé'
ta temperatura, la velocidad de reaccidén con el grupo gﬁé
nidilo no es grande. En el caso de la acetilacetona, q¥]12
cabo de 20 horas de agitacifn de la mezcla heterogénea?t"
queda todavia 30% aproximadamente de grupos guanidilo ii%
bre. i

No obstante, el empleo de una temperatura'ék;i
perior o de mezclas de reaccidn méds solubilizantes paré'.}
mejorar la velocidad de reaccidén, conduce a una alteracién
de los compuestos formados.

Para bloquear el 3% de grupos guanidilo li-
bres, evitando cualquier alteracidn, no se busca acelerar
la veloeidad de reaceifn sgino que se procede a la disocig
eién de los agregados moleculares fuertemente condensados
de la sal alcalina de la tris-oxoenamina de la insulina
VI, y de la sal alcalina de la tris-oxoenamina de la
/Ns -pirimidinil-ormitina 1322/—insulina III, por accidn,
en medio débilmente alealino, del fenol o de uno de sus de
rivados sustituldos, y después se procede a realizar una
segunda etapa de reaccidn en condiciones idénticas a los
de la primera etapa. V

Para realizar préciicamente esta disociseién
gse utiliza de modo cémodo una mezcla de fenol y de agua

(75-3), La mezcla de sal alcalina de tris-oxoenaming de

-=- §74280
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insulina, VI, y de sal alcalina de tris-oxoenamina de

/N 6 -pirimidinil~ornitina 1822/-insu11na III, es introduci
da en la solucibn acuosa de fenol alcalinizada a pH = 8
con un bicarbonato alcalino tal como bicarbonato de pota-
sio. Se ahade entonges un exceso de bicarbonato alealino
y se agita durante 10 minutos aproximadamente. La conden-
sacibén ulterior con la beta-dicetona Z-COCH,CO-R se efec-
tuard seguidemente de modo directo sobre la solucifn fend
lieca bicarbonatada precedente, sin aislamiento intermedio
en las mismas condiciones que para la primera etapa de la
reaccién. Ia mezcla de tris-oxoenamina de 1nsulina, VII

¥y de tris-oxoenamina de /N‘S ~pirimidinil-ornitina BQ,/~in
sulina, IA obtenida, existe al estado de sal alcalina pe-
ro la salificacién de los seis grupos carboxilo no_eé:to-
tol a pH = 8 ¥y la concentracidn en metal alcalino de los
compuestos IA T VII es en general inferior a la tebrica
(6 4tomos de metal aloalino pir molécula). Para alcanzar
el cierre de ciclo pirimidfnico se hace reaccionaf lz be-
ta~-dicetona con la mezcla de sales alcalinas de t:isFqug
namina de insulina disociada soluble, VII, y de tris-~oxoe
namina de /N o -pirimidinil-ornitina 322/ -insulina, diso-
ciada, soluble, I,, en medio acuoso heterogéneo débilmen-
te alcalino, y en presencia de un disolvente tal como un
alcohol, Como ageﬁte alcalino, se utiliza preferentemente
un bicarbonato tal como bicarbonato de potasio. En el ca-
so de la acetilacetona, el cierre de ciclo pirimidinico
estd terminado en 4 a 5 dfas a 20-259C, Las duraciones

de las dos etapas de reaccidén para un cierre de ciclo pi-
rimidfnico total son, por ejemplo, los siguientes: 12 ety

pa: 15 dias; 22 ebapa: 5 dfas, o 18 etapa: 10 dias; segun

= 374280



da etapa: 10 dfas, '
Se obtiene asi la sal alcalina de tris-oxoeng
ming de /Né ~pirimidinil~-orniting 1322/~insu1:i.na que exig-
te al estado de agregados moleculares fuertemente asocia-
5 dos, III, que uwlteriormente es transformada segin el pro-
cedimiento principal més arri’a descrito. las tris-oxoena-
ninas de /Ng’-pirimidinil—ornitina B22/-insulinas disocia
das, solubles, I,, obtenidas a continuacién por disocia-
cifn con fenol no contienen, no obstante, ninguna impureza
10 susceptible de ser descubierta por andlisis cromatogrifi-
co.
Log ejemplos siguientes ilustran el invento
perc sin limitarlo. -
Ejemplo n@ 4: Sal de potasio de la tris-N",
15 31, NEB29_(oxo-4 penten-2 i1-2) /NS ~(dimetilet,6 pirimi-

"dinil-2) ormitina Boo/-insulina al estado de agregados mo-

leculares débilmente condensa 3gs, solubles en agua, T,,

con R =2 = GH3 por reaccibén en medio homogéneo. .

20 M32_(oy0-4 penten-2 11-2) /NS -(aimetil-#,6 pirimidinii-

2)_ornitina B,,/-insulina al estado de agregados molecula-

res fuertemente asociados, insolubles en agua, IIT, con _

————— 3 hatd
Se disuelven 12 g de insulina en 480 en3 de
25 una soluclén acuosa de bicarbonato de potasio al %. Se

afiaden 300 em’ de acetilacetona ¥y 360 em’ de aicohol de

959, Bajo agitacibén en atmbsfera inerte y al abrigo de la
luz durante 20 dfas a 259C se lleva a pH 8,3. Aparece un
precipitado que se separa por centrifugacidén. Se lava os-

30 te precipitado con agua, después con acetona y con éter.

;12.42.69. - 25 - 3 7 lﬁ' 2 8 0
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Se seca bajo vacio a la temperatura ambiente. %e‘ gé';z
de esta manera 7,73 g de sal de potasio de tris—NM, NB'],
¥EB29_(oxott penten-2 1-2) /NS ~(dimetil-4,6 pirimidi-
nil-2) ornitina Baa/—insulina al estado de agregados mo-
leculares fuertemente asociados, que se presenta bajo for
mo. d¢ wn polvo incoloro, insoluble en agua, en acido acé-
tico y en 4cida clorhidrico dilufdo, pareialmente soluble
en amonfaco 0,1 N, soluble en solucién sbdica o potdsica
o pH = 12 aproximadamente. .

En cromatografia sobre papel, la movilidaz,“d;__;
del producto en diferentes sistemas de disolventes, _e;% ﬁ_e_
dio 4cido o basico, es nula, _

En cromatograffa en capa delgada sobre c_eiulg_
sa ¥ gel de silice, la movilidad del producto es nulz_-x.A_l

El producto, bajo forma fuertemente asociada
estd caracterizado igﬁalmente por su absorclén dicroica.
La curva de dicroismo circular presenta un méximorpps‘:f.ti-—
vo a 303 m/u ¥y no presenta miximo negativo a 222 m}u.

- Dicroismo circular. (En solucidn acuosa de

NaCl 0,15M reajustada a 0,003N con NaOH 0,1 N)

AE"% x'IOBaBQBm)x

= +15,9

1 cm
a 216 ma = -435
a 210 na = =466

a 195 mu = +394
Cenizas sulfiricas: 5,9-6,2% (teoria: 8,35%, para 6 X).
Solvatacidn a 1002C bajo vacfo: 4,9 %
Guonidina libre: <6,7% (valoracién &olorimétrica por la

reaccidén de Sakeguchi. Ia cromatografia bi-dimensional so-

;%. '3742@0



bre papel o sobre capa delgada del producto hidrolizado
clorhfdrico (4eido clorhfdrico 6 N, 24 horas a 41002G)
muestra la ausencis de arginina (cantidad inferior a 5%
de la teorfa) y la presencia de hidroxi~2 dimetil-4,6
5 pirimidina que resulta de la hidrélisis de la funeidn di-
netil~4,6 pirimidinil-2 sobre el nitrégeno NV -ornitina
322.
Acetilacetona 4cido-liberable: 3,8% (o sea
2,24 moles/mol) (valoiacién colorimétrica con ortofenilen
10 diemina a 500 mp despuds de hidrélisis con Acido clerhi-
drico 2 N, en tubo cerrado a la ldmpara a 1002C durante
20 minutos), Las valoraciones de acetilacetona dcido-libe
rable proporcionan valores mids pequefios que los valcres
tebricos a causa de la dificultad de liberar compleﬁdmg -
15 te la acetilacetona sin destruirla parcialmente.
Zinc: 0,3%0% (por polarografia)
Espectro U,V. (en solucibén acuosa NaCl 0,15 M NaOH 0,003 N).

Inflexién hacia 240 %9u g1 %v = 78

41 cm

20 . 1%
néximo a 09 m E = 91

> /}u 1 em

Por lo que se sabe, este compuesto no estd des

erito en la bibliografia.

25 N.i_Bf’.9:(9.x2-.‘t penten-2 il-?.)_/z‘.‘{_-.@imstil:ﬁ.:ﬁ_ pirimidinil

Le_asociado, soluble en agua.
En 350 en? de una solucidn de fenol-agus~pota-
sa 1 N, (75-20-5) a pH = 8, se introducen a 20°C, bajo agi
30 tacidén y en atmésfera inerte, 7 g del compuesto obtenido

12,1265 w- 374280
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de la luz; se continfia la agitacién durante 40 minutos y

se vierte la mezcla de reaccién en 3 litros de acetona a
202C. Se deje decantar durante 15 minutos al abrigo de la
luz, se elimina el méximo de liquido sobrenadante; el
resto de la suspensidn es cenrifugado; se lava el preci-
pitado con acetona y después con éter y se seca con una
corriente de argén, ¥ después bajo vacio durante uns no-
che, a la temperatura ambiente; se recogen 6,80 g de pro-
ducto bruto que se lava con acetona, después con étgrly
después se seca; se obtienen 6,38 g de sal de potasibﬂde
trisA7, 1B, §8829_(oxo-s penten-2 11-2) /N8 -(dimetil-
4,6 pirimidinil-2) omitina By,/-insulina, al estado de
agregados moleculares débilmente asociados, soluble en
agua (rendimiento: 91%). o
Anélisis:

Pérdida bajo vacio a 1009C: 4,6%. Cenizas sulfiricas:
9,6-9,9% (teorfas 8,35% para 6 Atomos de K).

Guanidina libre: w¥3%. .
Acetilacetona Acido-liberable: 4;25% (2,9 moles/mol, te-
niendo en cuenta la solvataciém),

Zine: 0,27% (valoracién polarografica)

Espectro: U.V.

En solucibén acuosa NeCl 0,15 M:
1%

Inflexibén hacia 279 mp E 40em = 29
Inflexién hacia 285 mR = 36
Méximo a 314 na = 86

En solucibn acuosa NaCl 0,15 M NaOH 0,1 N c.s. para tener

0,003 N, o 374280



Méximo a 239 m) E 1% = 104

1 cem

méximo a 309 LA = 91

Dieroismo cireular., (En solucién acuosa NaCl 0,15 M),

1%
5 AE x 102 @222 m « 166
1en a 2'10-.‘:6“9 my = =246
a 195-193 G = +426

Aspecto caracteristico de una configuracibn

parcialmente helicoldal como la ingulina.
Cromatografia sobre papel impregnado con fci-
10 do acético al 10% o de la fase inferior de la mezcla gi-
gulente: n-butanol~-idcido acético-agua (4-1-5), sirviéndé
lo fase superior como disolvente de migracién. Se retels
con azul de bromofenol vy se observa wn Rf. igual al défia
insulina, Se comprueba la presencia de vestiglos de impu-
15 rezas Rf= 0, que resulten de una ligera desnaturalizacisn
irreversible de la insulina, -
La cromatografia bidimensional sobre papel
del produeto hidrolizado clorhidrico (deido clorhid?ico
6 N, 24 horas a 1009C) muestra la presencia de todos los
20 4cidos amfnicos de la insulina salvo la arginina, laifre-
sencia de hidroxi-2-dimetil-4,6-pirimidina.
Por lo que se sabe, este compuesto no esta des
erito en la bibliografia.
Ejemplo némero 2: Sal de potasio de la tris-
25  §A ¥B NFB29_(oxot penten-2 11-2) /N _(dimetil-4,6

pirimidinil-2) ornitina Bgz/—insulina al estade de agrega-
dos moleculares débilmente asociados, soluble en agua, ;A’

con R = % = CH, por reaccibén en fase heterogénea.

3

30  de tris-¥M, NP1, N6B29_(ogo-t penten-2 11-2)-insuline, VI,

s . 374280
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W¥29._(oxo-4_penten-2 11-2) A¥ -(dimepil-4,6 pirimidinil-2)

SOMR = 7 = CH, 7 e sak denotasiode tmie=Nt?, %1,

- 8gun,

Se intfoducen 2,5 ¢, de insulina en una mezcla
de dos fases no miscibles, compuestas por: 12,5 g de bicar
bonato de potasio, 75 cm3 de agua, 75 cm? de acetilacetona,
75 cn’ de fenol y 25 cm? de alcohol.de 952, bajo agitacibn,
en atmbésfera inerte y al abrigo de la luz; el pH es de
8,6; se continfia la agltacidn durante 15 dias a 25905 al
cabo de este tiempo, el pH permanece invariable, se cen~-
trifuga la emulsibén obtenida, se elimina el liquido sobre
nadante y se tritura el residuo de centrifugacibn con la
espdtula; se elimina de nuevo el liquido sobrenadante, se
aflade agua al precipitado para disgregarlo, se centritfuga
durante 10 minutos, a + 2020, .e elimina el liquido sébng
nodante; se lava el precipitado con agua por $riturecién
y se centrifuga de nuevo.

Se obtiene asi una mezcla de sal de potasio
de tris-¥*1, WB1, WEB2O_(ogo-4 penten-2 il-2)-insulina y
de sal de potasio de triséNAq, an’ Nngg-(oxo-4 penten~2
il-2) /N6 -(dimetil~4,6 pirimidinil-2) ornitina 322/-insu-
lina al estado de agregados moleculares fuertemente asocia

dos, insolubles en agua, que S¢ pueden aislar y secar.

——————————————————
——————
——————————————
——————————————

ornitina B,o/-insulina, I, con Z = B = OHy al estado diso-

— e -

374280
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A) residuo hfimedo obtenido en la etapa A del
ejemplo nfimero 2, se afiade una solueién de 75 em’ de fenol
y de 3 cm? de agua llevada a + 202C, y se agita duronte 5
minutos en atmbsfera inerte y al abrigo de la luz; se ob-
tiene una solucién transparente & pH = 7 a la cual se afig
den 2,5 g de blcarbonato de potasio y se continda la agi-
tacién durente 10 minutos; el pH es de 8,2; se obtiene
as{ en solucién una mezcla de sal de potasio de triséNﬁq,
NBq, NsBag-(oxo-A penten~2 il-2)~insulina y de sal de po-
tasio de tris-¥1, NB1, §¥829_(oxo-4 penten-2 11-2) /NU.
~-(dimetil-4,6 pirimidinil-2) ornitina B,,/-insulina al:es
tado disociado o débilmente asociado, que se puede aisigr

.....

eventualmente segin un método apropiado.

grisvt, g¥ NEPE?:(QKQ:E R?Eﬁ&?:?_ilﬁé)_/§§;:ﬁﬂéﬂﬁﬁil:

4,6_pirimidinil-2) ornitina B,,’insulina al estado de_ _

agregados moleculares fuerbfemente asociados, insolubleg _
en agua, IIT, con R = Z = CH,.

A la solucién obtenida en la Etapa B del ejem
plo nimero 2 se aflade, en atmdsfera inerte y bajo agitacibn,
una solucifn de 50 cm3 de agua, 10 g de bicarbonato de po-
tasio, 25 cm3 de alcohol de 952 y 75 cm5 de acetilacetona
v se continfie la agitacifn durante 7 dias a 252C; el pH
es entonces de 8,6; se centrifuga, se lava el resliduo do
centrifugacibén por trituracién en agua y se elimina el 1f
guido sobrenadante; se lava el precipitado con agua, con
acetona, después con éter y se seca con una corrlente de

nitrégeno, y después bajo vacio durante una noche, 2 la

temperatura ambiente; se obtienen 2,37 g de sal de potasio

- 374280
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de tris-NM, Nm, N£329—(0x0-4 penten-2 il-2) /N g ~(dime-
til=-4,6 pirimidinil-2) ornitina Bazl-insulina. bajo forma
de agregados moleculares fuertemente asoclados, insolubles
en agua, (rendimiento: 90%).

El producto se presenta bajo forma de un pol~

- vo blanco, insoluble en agua y en la mayor parte de los.

disolventes orgénicos, soluble en sosa 0,1 N a pH = 11-12,
Valoraciones:.

Acetilacetona dcido-liberable: 3,9% (o sea 2,3 moles/ mol)
Guaniding libre: 3,7 %.

Solvatacibn: 3,2 %.

Cenizas sulfiiricas: 6,6% (teoria para 6 4tomos de potasio:
8,3%).

Espectro U, V. (en solucién acuosa NeCl 0,15 M NaOH.-VO,OOE N)

1%
Inflexién =
exidn hacia 238 mR E 1 om 92
t] 0
Méximo a 308 ny;. E % oe 90
1 ¢cm

Dicroismo circular: (en solucidn acnosa NaCl 0,15 M sosa

0,1 N ¢,s. para pH = 11)

AE : :{fm X ‘IO3 a 320 1531 = =39,7
a 296 mp = +16,6
8 216 ma = ~4.73 ¢
a 195 np = +957

Ia curva de dicroismo no presenta miximo nega
tivo a' 222 nyt .
Cromatografia sobre papel: revelado con azul de bronofenol.
disolvente: butanol secundario-fcido acético al 10% (1-1).
RE=0
disolvente: n-butanol-icido acético-agua (4-1-5) fase su-

374280
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papel impregnado con la fase inferior, Rf. = O.
Por lo que se sabe, este compuesto no esté
deserito en la bibliografia..
Etapa D:_(disociacién) sal de potastio de la _
5 sriaNAT, 830, NEB29_(oxo s penten-2 11-2) /N -(aimetil-
4,6 pirimidinil-2) ornitina B,./-insulina al_estado diso-
cladd o débilmente asociado, soluble en agua.
Se introducen 2,30 g de agregados moleculares
fuertemente asociados obtenidos en la etapa C del ejemplo
10 nimero 2, en 156 em? de una solucidn de fenol-agua~-solu~
cibn acuosa 1 N de potasa (75-20-5), de pH = 8; se agita
en atmbésfera inerte, al abrigo de la luz, a 20°C, durante
15 minutos; se filtra, se afladen 1560 cm3 de acetona ba-
jo agitacibn y bajo nitrbgeno, se deja reposar durante 15
15 minutos y se elimina al méximo el liquido sobrenadante,
se separa el precipitado por centrifugacidn, se lava. con
acetona, después con &ter, y se seca con una corriente de
nitrégeno, y después bajo vacio durante una noche; se ob-
tienen 2,27 g de sal de potasio de triséNAq, NBq, N2329_
20 (oxo~4 penten-2 il-2) /Nd'-(dimetil-4,6 pirinidinil-2) or
nitina B,,/~insulina, al estado disociado o débilmente asg
cindo, soluble en agua (rendimiento ponderal: 96%). Rendi
miento ponderal global: 86% a partir de la insulina.
El producto se presenta bajo forma de un pol-
25 vo blanco, soluble en agua y en el suero fisioldgico en
concentraciones superiores a 20%, e insoluble en la mayor
parte de los disolventes orgénicos usuales.

Anflisist
Solvatacibn: 6,7%

30  Guanidina libre: €°3,7%. 3 7 4 2 8 0

12' 12. 69.
- 33 -



Acetilacetona &cido-liberable: 4,1% (2,45 moles/mol)
Cenizas sulfiiricas: 8+8,2 % (teoria: 8,35 % para 6 &bomos
de K). ' ' ..

Espectro U. V. (En solucién acuosa NaGl 0,15 M NaOH 0,1 W,

¢c.s. para tener 0,003 N),
1%

. Inflexién hacia 231 nyl E 1em = 108
Méximo a 308 n}u - 87

10

15

20

25

30

12.12.69.

El espectro U. V. indica la presencia de gru-

pos R—NH-?nG-COGHa ’

CH3

Dicroismo circular: - )
19. Solucién acuosa NaCl 0,15 M NaOH 0,1 N c.s. para pH =
Ayl .. -
FAN :l[ :/;’m x 10° & 317 m/«l= +3,9

a 218 ma = ~185

a 207 nylz =473

a 194 na = +296
22, Solucién acuosa NaCl 0,15 M, pH = 8,5.

1%
Aqumx’loaa%E mA

= 4
a 220 mu = ~205
a 208 m = ~280
a 195 m/u = +622

Ta meseta hacia 220 mp es caracteristica de 1n

u- 974280
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configuracién parcialmente helicoidal comparable a la ae
la insulina natural,

Por lo que se sabe, este compuesto no esté
deserito en la bidliografia,

5 Control del bloqueo bajo forma de oxoenaminas

de los grupos aminicos el de la glicina, N31 de 1la feniLé
lenina y N£329 de la lisina, por la N-dansilacién/ B.S§.
Hartley y V. Massey, Biochim, Biophys, Acta, 21, 58.(1956);
W. R. Gray y B. S. Hartley, Biochem, J., 89, 59 P (1953)/.

10 Se trata el derivado I, en solgcién acuosa
blearbonatade, con el cloruro de dansilo en solucién ace-
ténica a 209C, durante 20 horas, y después se dializa y
se concentra hasta sequedad bajo vacifo. El residuo es hi-
drolizado con dcido clorhidrico 6 N, a 1009 durante 17

15 horas. _ -

El producto hidrolizado es cromatografiado S0
bre placa Merck de gel de silice. Disolvente: acetato de
metilo - isopropamol - amonfaco (45-35-20). Se revela,
por fluorescencia en U.V,: presencia de menos de Sﬁ?de

20 NEDNS-lisina, ausencia de N-INS-glicina y de N-DNS-fenila
lanina, mientras que, en el caso de la insulina tratade
de la misma manera, se ven aparecer de modo muy neto estos
tres derivados.

Ejemplo ne 3: Clorhidrato de zg‘f-gdimetil-4,6

25 pirimidinil-2) ornitina 322/-insulina, al estado disociado

o_débilmente asociado, clorhidrato, IV, con % = R = CH,,
a_partir de la tris-y*1, NB1, NéBag (oxo=4 penten-2 i1-2)

[Né'-(dimetil~4 6 pirimidinil-2) ornitina B, 2/-1nsulxna,

sal de potasio, soluble en agua.

30 Se disuelven 2,489 g de sal de potasio de la

12.12.69. ~ 35 - 37 4230



4,6 pirimidinil-2) ornitina B,,/~insulina, obtenida en la

etapa D del ejemplo némero 2, en 30 cm3 de aguaj; la solu-
cibn estd a pH = 9 aproximademente; se lleva el pH a 5,2
5 por adicifn de 4cido clorhidrico 1 N, se centrifuga a la
temperatura ambiente, se elimiia el liquido sobrenadante,
se lava el precipitado con agua y se centrifuga; se aflade
al residuo de centrifugacifm una solucién de 12,1 cn? de

agua, 124 em? de fenol T 4,1 cn’ de dcido clorhidrico 1 Nj

]

10 la solucidn obtenida estd a pH = 1 aproximadamente; se
agita a 2590, durante 3 horas, se filtra, se afiaden %650
cn’ de acetona, se centrifuga, se lava el residuo con ace
tona, despuds con éter y se Seca con una corriente de ni-
trbgeno, y después bajo vacio durante una noche; se ob-

15 tienen 2 g de clorhidrato de /Né'-(dimetil-4,6 pirimidinil
-2) ornitina 322/-insulina, al estado disociedo o ddvil-
mente asociado, bajo forma de wm polvo incoloro, soluble
en agua, insoluble en los disolventes orgénicos (rendimien
tos _>83%).

20 Andlisis: 0259H387o7§N65S6016 = 6016,33

- 0L % : 4,2 (teorfa: 3,5%). Pérdida bajo vacio a 1002C: 5,6%.
Espectro U, V.

12, ~ Solucidn acuosa NaCl 0,15 M + NaOH, 0,1 N ¢.s. para
Lener 0,003 N.

! 0
25 Max. a 235 3,1 ) : % = 105
em
[/
ex. a 292 mp g% . 26,2
1 em

29, ~ Solucidn acuosa GlH 0,1 N después de aproximadamente

30 15 minutos de contacto a 20°C,

12.12.69. - 36 - 3 ] & 280




Inflexidn hacia 272 -~ 273 maL E

1
1 cnm
1%
MB.X. a 2 1!1 E - 4598
: 7 /u 1 ¢nm
1%
Inflexién hacia 283 - 284 np E = 13,1
5 1 em .
1%
Max. a 307 - 308 fyu E = 9,4 (después de
1 em
) 5 horas,
méximo a 308 ?;1 E 1% = 9,1 aproximadamente)
1 cm
10 1o cual muestra la ausencia de funcidén oxoenamina y la
presencia de un grupo pirimidinilo por mol. 'j:*
Dicroismo circular: eeet
12,- En solucién acuosa NaCl 0,15 M NaOH 0,003 N. (pRi=
1099) . -¢.-..
15 /\E T8 103 a 219 ~220 mp = -277 e
1 em a e T
a 206 -207 m/u = =431 s
a 193 e = +403
22,-"En solucibn acuosa HC1 0,1 N (pH = 2) o
1% 3 e
ZﬁXE qom ¥ 107 a 272 np = —},98 oo
20 a 220 M}t = ~-204

a 208 np = -261
a 195 mp = +535
Por lo que Se sabe, este compuesto no esté
descrito en la bibliografia.
25 Ejemplo ne 4, Clorhidrato de /‘-‘1‘S -(dimetil-4,6
pirimidinil-2) ornitina Bee/-insulina al estado discciado

o_débilmente asociado, IVy con 7 = R = CHz,_a partir de

sal de potasio de tris-NAT1, ¥ N€B29-(oxo-4 penten~2 il.-2)

LHJ'-(Q;mQ§;;-4,6 pirimidinil-2) ornitina B,,/-insulina al
30 estado de agregados moleculares fuertemente asocisdos, in-

o 7 274980
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Solubles en agua.

Se disuelven 600 mg de sal de potasio d; la
trismA, wB1 w€B29_(oxo-s penten-2 11-2) /NS -(aimetil-
4,6 pirimidinil-2) ornitina B,,/~-insulina fuertemente aso
ciada, obtenida en la etapa C del Ejemplo nim. 2,.en 40
cm? de una solucidn de fenol-"cido clorhidrico 0,1 N
(75-25) de pH = 0,5; se lleva la solucién a pH = 2 por
adicibén de 4cido clorhidrico 1 N, se purga bajo atmbsfera
inerte y se agita durante % horas a 252C; se filtra, se
afladen 400 cmande acetona, se deja al precipitado deposi-
tarse durante 15 minutos, se elimina el méximo del liqui-~
do sobrenadante ¥y se centrifuga; se lava el precipitadc
con acetona, después con éter 'y se seca con una corriente
de nitrdégeno, y después bajo vacio a la temperatura am-
biente; se obtienen 547 mg de clorhidrato de /NS ~(dime~
til-4,6 pirimidinil-2) ornitina 322/-insulina al estado
disociado o débilmente asocia’o, bajo forma de un polvo
incoloro, soluble en agua, insoluble en los disolventes
orgénicos (rendimiento poderal: 91%).

Anflisis: CpoolzprOndNgsSelly = 6 016,33
Calculado: O % 51,8 H% 6,5 01 % 3,5
Encontrado: 51,9 .. 6,8 4,1
Pérdida»bajo vacio: a 10090: 4,8%.

Digroismo circular: (en solucién acuosa NaCl 0,15 M NaOH

0,1 N, c.s. para tener 0,003 N).

AE:% x 107 a222m/1 T
cm
a 207 -208mp = -378
a 194 np = +435

El méximo negativo a 222 ma caracteriza la

w- 374280
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configuracidn parcialmente helicoidal coﬁo en le insulina.

Espectro U, V. (en C1H 0,1 N)

0,
Inflexibn hacia 271 Eya E 1% = 13,8
1 em
Miximo a 275 mp = 15,4
Inflexibn hacia 282 Eyu = 12,6
Mixino a 306 %Vu = 8,4

Espectro U.V. (En solucidén acuosa NaCl 0,15 M NaCH 0,1 N

.

1% L9
1 cm

Max. a 293 - 294 mp = 25,9
Cromatografia sobre papel:

12,- Con disolvente: n-butanol-Acido acético -~ agua (4-1-

‘.

5) (fase superior). Impregnacién del papel con la faze in

ferior. Rf casi idéntico al de la insulina. . .

LY L]

20,~ Con_disolvente: Butanol secundario - Acido nééﬁiéo

¢.8. para tener 0,003 N),
Max. a 234 5)1

,,,,,

al 10% (1-1).Impregnacidn del papel con Acido meético al
10%, Rf. ligersmente inferior al de la insulina.

Ejemplo nlmero 5. Sal de potasio de la /Né

~(dimetil-4,6 pirimidinil-2) ornitina B,,/-insulina, so-

luble en agua,

Se disuelven 300 mg del c¢lorhidrato obtenido
en ¢l Ejemplo nlmero 3, en 30 cw’ de agua; el pH de la
golucibn es de 2,66; se lleva el pH a 5,2, por adicilén de
1,5 cn? de sosa 0,1 N, bajo agitacidn y dbajo atmdsfera
inerte, a 202C. Se centrifuga durante 3 minutos, se elimi
na el 1{quido sobrenadante, se lava el precipitado con
agua y se centrifuga; se disuelve el residuo de centrifu-
gacibn en una solucidn de 15 ~m? de fenol y 1 cm? de pota
sa 1 N, bajo agitacién y en atmbésfera inerte; se afiaden

200 cm3 de acetona, se lava el precipitado con acetona,

- 374280
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despuds con éter y se seca con una corriente de nlro,
después bajo vacio, durante una noche . se obtienen 276 ng
de sal de potasio de la /N 6 -(dimetil-4,6 pirimidinil-2)
ornitina Bez-insulina, bajo forma de un polvo incoloro,
soluble en agua ¥y en el suero fisioldgice, e insoluble en
los disolventes orgénicos (renaimiento: 92%).

Cenizas sulfiricas: 7,3 - 7,6 % (teoria para 6 K = 8,€%).
Pérdida bajo vacio a 100eC: 5,7%.

Espectro U, V. (solucibén acuosa NaCl 0,15 M NaOH 0,1 N

¢.s, para tener 0,003 N),~

0
Max.a2371£1)1 Eq/’=89
4 cm
L),
Max. a 294 mau %% - 19,5
1 cm S
1%
En ClH 0,1 N max. a 307 111/;.-1 E . = 9,7 aproximadamente.
cm

Este espectro muestra la ausencia de funcidn
oxoenamina y la presencia de un grupo pirimidinilo por
mol. B
Dicroismo eircular.

12, En solucién acuosa NaCl 0,15 M NaOH 0,1 N ¢.s. para

tener..0,003 N (pH = 11)

T % 3
Az’ 4 o %107 & 220 mp = =253
a 208 m}l = =384
a 193 m)1 = +425
29, En golucibn acuosa C1H 0,1 N (pH = 2):
‘% 3
B x 107 a 270 mu = =4,4
A 1 em /u ’
a8 221 ny.l = =187
a 208 nyl = «217
a 195 m/u = +408

374280
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2, En solucién acuosa ClNa 0,15 M. (pH = 7,35).

Az :“ fm x 10> 2 267 mu = 6,0
a 220 m}a = =203

a 208 nya = ~281
5 Curvas de la migma forma que la de la insuli-
na natural con la inflexién hacia 222 %ya.

Cromatografia sobre papel,

Revelado con azul de bromofenol
12, Digolvente: butanol-fcido acético-agua (4-1-5) (fase
10 superior). Impregnacidn del papel con la fase inferibfé
Moncha {nice de Rf igual al de la insulina.
22, Disolvente: Butanol secundario - &cido acético al 10%
(1-1). Mancha tnica de Rf igual al de la insulina.
Por lo que se sabe, este compuesto no ésté
15 descrito en la bibliografia.
Ejemplo nfimero 6: Sal de potasio de tris-NiT,
N5, NeBeg-(metil-S oxo-4-hexen~2 i1-2) /Né.—(dimetil—4.6

pirimidinil-2) ornitina 392[—insu11na4§1 estado disociado

o d8bilmente asociado, soluble en agua: Tp, con ¥ =32 = R
20 oy -
= GH3 yX= CH
CHB/

B o o  a— — —— —iitn™ gt i st G

L= e e T — —van o~ o v o ¢ o— L= == = R = g e e )

25 Byo/zinsulina al_estado mds o menos fuertemente asociado,
CH
_Y_,_cgn_Y_=_Z_=_R_=_G_g}_y 7 = 3\0H
CH3/

Se introducen 0,3 g del clorhidrato obtenido
en el Ejemplo nlmero 3, en una mezcla de 1,5 g de bicarbo-

30 nato de potasio, 9 cm? de agua, 7,5 cm’ de fenol, 6 e’ de

12.12.69. -8 - 3 7 é 2 8 0 :
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agitacién, en atmbésfera inerte y a la temperatura ambien-

te; se obbtiene una solucldn en dos fases y se continda la
agitacibn durante 7 dias a 252C; el pH (7,8) permanece in
variable; se afiaden 10 volimenes de acetona, se centrifu-
ga, se lava el precipitado con acetona, después con &ter
¥y se seca, con una corriente de nitrbgeno; se recoge el
precipitado con 30 em? de agua, se obtiene una solucidn
opalescente de pH = 8,5-8,7 que se dializa, durante una
noche, a 202C, con 30 litros de agua desmineralizada; la
solucién de pH = 7,5~7,7 es filtrada, liofilizada bajo
0,1 mm de mercurio, después se seca el residuo bajo yacio
durante una noche; se obbtienen 226 mg de triséNAq, N2t
7€829_(neti1-5-oxo-4 hexen-2 11-2) /NS ~(dimetil~4,6-piri
midinil-2) ornitina B,./~insulina, bajo forma parcialmen-
te salificada, al estado mfs o menos fuertemente asocia-
do. B

Etapa B:_sal de potasio de tris--INM NBqd__'_
91‘5Eaﬁimstil:5_0.150:4..11.@.x2n:.2_i.1_-.2_)_/F.‘g_-idimst_l.l:.%ﬁ.p.l.rs:
Qé'.ﬂ_i.l.msnie..a..s.Os.iédga_szlll.b!-ﬁ_e?. agua.

Se disuelven 155 mg del producto obtenido en
la Etapa A del Ejemplo nmfmero 6 en 10,3 cn? de una solu-
cién de fenol-agua-potasa 1 N (75-20-~5) a pH = 8, en at-

-mbsfera inerte y a 202C, se afiaden 103 em? de acetona, se

centrifuga el precipitado, se lava con acetona, después
con éter y se seca con una corriente de nitrégenoc, y des-
puds bajo vacio; se obtienen 135 mg de sal de potasio de
trisT, 31, EB29_(neti1-5 oxo-4 hexen-2 11-2) /N -(ai

metil-4,6 pirimidinil-2) ornitina 322/-insulina al estado

"Rt 374220
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incoloro, soluble en agua y en el suero fisioldgico. (Ren

dimiento: 87%).

Cenizas sulflricas: 6,4% (teoria para 6 K: 8,24)
Solvatacibn: 5,1%
Espectro U, V. (en solucién acuosa NaCl 0,15 M NaOH 0,1

N c¢.s. para tener 0,003 N),
1 %

1 em

Inflexién hacia 237 nya E = 89

Méximo a 311 ny.l = 75

Dicroismo eircular:

12, En solucidn acuosa NaCl 0,15 M,

AE'»}%

1c¢m

~4,5
-4,9
=21
~314
+361

x 10° & 320 np
a 306 m/u
a 217 m/u

a 208 m/u

a‘195nyl

29, En solucién acuosa NaCl 0,415 M NaOH 0,1 N c.s. para

tener 0,003 K, .

o

4,6
-179
~294
+681

a 222 m}A

a 208 m/u
a 195 m/u

Presencia del méximo negativo hacia 222 31;1 que muestra
la configuracibén parcialmente helicoidal.

Cromatografie sobre papel.
Disolvente: n-butanol-fcido acético-agua (4-1-5). Fase

- 374280
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superior. Impregnacidn deikﬁéﬁel con la fase inferior:
Disglvente: butanol secunda;ic—écido acético al 10%
(1-1). Revelado con azul de bromofenol.

En los dos casos, el producto muestra una
mancha tnica con el mismo Rf que la insulina,

Por lo que se sabe, este compuesto no estd
descerito en la bibliografia.

Ejemplo ntimero 7: sal de potasio de la
srisA1, 181 9€B29_ (oxous ciolohexen=1 11-1) A (as-

metil-4,6 pirimidinil-2) ornitina B../-insulina, bajo .

forma disociada o débilmente asociada soluble en agua,

Zuertemente asociado, V, con X # ¥_= OH,-CH,-CH, y 7 = R
= CH

En una mezcla formada por 16 end de una solu~
cién de bicarbonato de pobasio al 7%y 2 cm? de etanol de
95%, (pH de la solucidén: 6,1) se disuelven 2 g de ciclo-
hexeno diona - 1,3, se afiaden a esta solucidn 0,2 g de
clorhidrato de /N‘S -(dimet‘il—lL,G pirimidinil-2) ornitina
B22/~insulina (obtenida en el Ejemplo ne 4) bajo agita-
cibn, se pone bajo atmbsfera inerte y se agita durante 5
horas a 252C. Se centrifuga la suspensidn durante 5 minu-
tos, se lava el residuo con agua, después con acetona y
finalmente con &ter, se seca con una corriente de nitré-
geno y despuds bajo vacio. Se obtienen 177 mg de trisANAq,
w81, %6829 (0x0-3 ciclohexen—1 11-1) /N(S ~(dimetili-L,5

pirimidinil-2) ornitina 322/—insulina bajo forma de agre-

376220
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gados moleculares mds o menos fuertemente asociados (feg
dimiento: 84%).
Dicroismo circular: (en solucién acuosa NaCl 0,15 M NaOH
AET® 1103 a20 mp = -3,8
1 cnm
- a 215 Q. = -216
a 209 q;x = ~387
Etapa B: Sal de potasio_de la tris-N'7, m%7s

§EB29. (oxo3_osclonexzen-a 11-1) AN -dimetil-t,6 pirsmi—_

dinil-2)_ornitina B,,/-insulina bajo forma disociada o

4ébllmente_agociada, soluble en ague.

Se.disuelven en atmbsfera inerte 140 mg del
compuesto obtenido anteriormente en 9,3 cm3 de una solu-~
cibén de fenol-agua-potasa 1 N (75-20-5) a pH = 8; al ca-
bo de 3 minutos, la disolucién es total; se precipita en
tonces el compuesto insulinico por adicidén de 10 voluuenes
de acetona, se centrifuga, se lava el residuo con aceto-
na, después con éter y se seca con una corriente de gas
inerte, y después bajo vac{o; se obtienen 135 mg de sal
de potasio de triséNAq, NBq, NiBEg—(oxo-B ciclohexen-1
il-1) / NL< —(dimetil-4,6 pirimidinil-2) ornitina B22/~ig
sulina al estado disociado o débilmente asociado, bajo
forma de un polvo blanco, soluble en agua (rendimiento:
96%) .

Anflisis: 0277H39307QN658éKé = 6308,44
Cenizas sulfidricas: 7,7 ~ 7,5 % (teorfa: 8,%%).

Contzrol del blogueo de las funciones aminicas por N-donsi-

Se hace actuar el cloruro de dansilo sobre 30

mg del compuesto obtenido anteriormente y se obtienen 21

7T 3746280
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ng de derivado dansilado; se hidrolizan 10 mg de esté-ég
rivado por calentamiento a 1002C con 1 cm’ de Acido clor
hidrico 6 N, durante 17 horas; se cromatografia el pro-

ducto hidrolizado y se eluye con la mezcla de acebato de

metilo-aleohol isopropilico-amoniaco (45-35-20); se com-
prueba la ausencia de derivados dansilados de la glicina,
de la fenilalanina y de la lisina; el bloqueo de los gru-

pos amino terminales es por lo tanto completo.

Dicroismo circular:

12, En solucidn acuosa NaGl'O,'Ii M NaOH 0,1 N c¢.s. para |
tener 0,003 N. ’

1% 3
AE 4 o % 10 a 220 mu = 181

a 204 - 205 mp = -358
22 Fn solueibn acuosa G1H 0.1 N.
1% 3

E x 107 a 287 np = =11,6
A 1 em 7 v !
-210
a 207 m/J. = =280

a 195 nyl = 4483

a 221 m/u

Presencia del maximo a 222 15)1 aproximadamen-
te caracteristico de la forma helicoidal.
Espectro U, V.
12, C1H 0,1 N,

[+
Inflexidn hacia 223 Iyt B 1% = 123
1 cm
[/
Miximo a 2814-1171 E/l % = 109
1cen

22, En solucibn acuosa NaCl 0,15 M NaOH C,1 N, c.s. para

Lener 0,003 N,

1%
1 em

Méx. a 289 nu E 1% = 136

= 374280
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Cromatografia sobre papel:

Disolvente: butanol secundario - Acido acético él 10% (1-1)
Impregnacibén del papel con Acido acético al 10%. Mancha
unica de Rf ligeramente inferior a la de la insulina.

Por 1o que se sabe, este compuesto no esti

descrito en la bibliografia.
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ESQUEMA 1

(Reaceidén en fase homogénea)

r—'SM S'-l
D) (6) (7) (1) (20) (21)
HZN-gll——c:Ls—-cis-—cls-——-cTs——asp A
s s
I1 r:', ‘S Insulina
et ] 1 (2 9 (0
- cig- 6l g=—arg=—13is—ala
('l) (7) CE)
NH H2
l
/’c\
- BN NH2
— Z~COCH,00-R B
En medio débilmente
7 alcalino
\
}}O I“S—-—- S‘-I
CH
& () ® (7 (1) (20) (21) Sal aleali-
/G-Hlﬁ—gln.——-cis——c:}swcls—-crlx.s-*asp ) A na agrega-
R s ? dos nolecu=
oL R : 5 (22) (29) (30) tonenbe soo
;-—HN-fe —cls V:Ls—a;rgv-—ln.s——ala B ciados, in-
on (1 7 19 : soluble en
X NH NH agua entre
5 L o HI
Ny 57 “?H pe=
l Co
7 |
. R R 3z -
B Fenol o derivado susti
tufdo del fenol a pH =
% 8, en presencia de hi-
\ 0 dréxido alealino
E w®E (@) ) @)
Rc_mv-gln.-—-cls-—c:‘l.s——cls-—cés-—asp A S il a%cglina
, 8 al estado
IA | 1 d:i.sociado o}
R . f 8§ 2 (29 30) debl mente
Yo-H £ cis cig—arg—lis—ala B | golgble en
C/H <P 7 (19) Nlﬁ NH agua.
co
"t : ¥y G
’ AL e

Hidrblislis &cida 7 é 0

12,42, 69, \ cuidadosa en medio acuoso
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__ji___rﬁ (Gontlnuacion)

B - | =8~ § -
1) (@6 (44) (20) (1)
HéN~g11——c19——cTs——cls—-c%s——asp A
S S
Iv é §
.y i L@@ (60
-fe cig ¢ig—arg—]is—ala
éN(1) (7 (19) qﬁ éﬂ
2
ﬁ405?
R'/L*v’l\z

-

- X COCH2CO Y en medio dé
bilmen%e dcido o débil-
mente alcalino, homogéneo

{ o heterogéneo
S0 s—8
E ) ® O (1) (20) (21) A
~HAN-gl l——cis——c%s——cis——cls——asp
]
! 5 8
- y ; (22) (29) (30)

/-NHch cisg Vls-arg~—iis-—a1a B
CH &) (7 19) | i

N NH
X0 N

X N’Wfﬁﬂ

| ¥

— z R ¥ —
Fenol o derivado susti~ 7|
tufdo del fenol en pre-

X sencia de hidréxido al-
CO calino a pH proximo a 8.
g - S o
T ) (&) (7 (11) (20) (21)
he ~HN-g1.1: ——cis——c}s—-cis——c%s——asp A
b 4
IB z ?
B 8 (22) (29) (30)
C-HN-fe cis <ig—apg—I1is—ala
AN ) (7) (19) % ¥
)¢ :
0 Cc
Y, fr’ WY *?H
. I 0
B l 2 R {
Sales de bases orgénicas
o minerales y proteinas libres.
12.12.69,
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r~ ESQUEMA 2 -
‘ (Reaceién en fase homogénea)
- r—-s.-—-—s‘um‘
1) (6 (7)) (1) (20) (1)
HéN-gli——cis——cis—-cis-—c%s—-asp A
' S
1T é
- ; f (22) (29) (30)
H N f grmmseen(s |, Gt g—lis—ala B
&) @ 19 $ i,
i rm"“c\una _
Z—GOCHggO-R eg %eglo -
| heterogéneo, débilmente
(Primera etapa) alcaligo o en presencia
2 de fenol o derivado sus
Yo titufdo
4 (8= 5=
E @) (8 (D U1 (20) (21
C4HN-gli-cis-c*s—-cis-c%s——asp A
S S
Vi | |
S S
R \ A2 29 o)
OwHN~f e cig ¢ig—arg——lis—ala B
LA ) 7 (19) | x
A NH N
S0 | (I}
4 N ‘?H
E H, (1’0
i/
-‘.
0 - *__,S~_,T
& (1) 6) (7) (41) (20) (21)
/C-HN—gll—-c:.s—-cis-c:.s-—cis—-asp A
R L
\ . i 8 (22) (29) (30)
G-HN-fe 19~ 319—ﬁrg~“4|9—ﬂ a
AN G) ) “d L
NH
1Yo |
4 o 7 Nor
|
,/kﬁbeL\ LO
R Z (Z
— Disoctacién | Accién a un pH préximo a 8,
del fenol o de uno de sus —
42v12'690

L

1969

Insuling

Sal alcali
na, agrega
dos molecu
lares fuer
tenente
u8001&408,
insoluble
en cgua.en
tre pH =1
¥y pH =.10
¥ en el me
dic de- reac
clén.

dexrivad tituidos.
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ESQUEMA 2 (continuacién)

o

{&H (1) r; (7 (1) (20) (21)

I(C- -gli——-cis—cis—cis—c:lls—asp A
! 5
R I
gy e ) @ @@,
~EN-fe cig <
A} (7) (19) ‘
0 NH H
z m” R cH
H 0
.y ' :
E oo o
% (1) () (70 (11) (20) (21)
ﬁ, HN-gli—-cis—-cis——cis——c%e——asp

8

R . T (22) (29) (30)
-HN-fe uls cis-a g—-—l*s-a a B
(1) (7) (1 ﬁ ﬁH
50 b .
/ v | c.\\‘CH
- co
J RN Nz
—
(22 etapa) 7-COCHoCO-R en medio he- ~
7 terogéneo débilmente alcp
\ lino en presencia de fe-
690 - ‘nol o de derivado susti-
E oy Yo @ T8 @n
ib-HN—gl sema ] Gy | Gz 1 s——cis—-asp A
R S
é }
R S
N :'L j| (22) §§9) (30)]3
-HN-fe cig ¢4 g—arg=——I1is—ala
éﬁ (C)) 7 19 |
¥R
:co ] |
Z ¥y ¥ G*H

/&l G0

Penol o uno de sus derivgdos
augtituidos a un pH proximo
a 8. -

-5 -

~— Disociacibn

Iy

% i Su—uu—s )

e

Sal alecali-
na al esta~-
do disocia-
do o débil-~
mente aso-

ciado, solu

' ble en agua.

Sal alcali-~
na agrega-
Aos molecu- .
lares fuer-'
tenente aso
ciados, in=
soluble en
ogua entre

insoluble
on ol medio
de reaccidn
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La presente solicitud que corresponde a las
presentadas en Francia, el 9 de Diciembre de 1.968, bajo
el nfimero P.V. 177.227 y 7 de Marzo de 1.969, numerc P.V,
183,273, se acoge & los beneficios del articulo 51 del

'5 #igente Egtatuto sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa
tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los si
gulentes:
10 1.=- Un procedimiento de preparacidn de nuevos
derivados de la insulina,™a s..ber las sales que forman .
con 1las bases las tris-¥t?, NB1, w6829 (¥3 oxo-3 Tt N
propen-1 ilﬂ) /N 6 ~(Z-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina 1322,’-
iﬁsulinas, existiendo estas sales al estado disociado o
45 débilmente asociado comparable con el de la insulina, so-
lubles en agua y cuyo grupo molecular fundamental tiene =

como férmula general esquemdtica, I,

12.12, é&

- 374280
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co
/ - § —— S
¢ r -_;l
AN (1) K6) (7) (1) (20) (21)
C~HEN=glim=~gig==c] g=—cig—cig=asp A
S
| |
] 8
Y
BNt 1| ‘ (22) 3(,?9) (20) (1)
~HN-f e ¢le ci T ig—alg
4 @ a9 T
C{ ] | B
m
X c
n//km/ \\‘?H
ﬂ co
N !
7 R g
L

en la cual X ¢ Y, idénticos o diferentes, representan
radical alecohilo, aralcohilo o arilo, pudiendo estar es-
tos redicales eventualmente sustituidos, o bien X e Y reo-
presentan en conjunto un grupo polimetileno eventualmég?é-
5 sustitufdo, Z y R, idénticos o diferentes, representan \n.

radical alcohilo, aralcohilo o arilo, pudiendo estar es{ds

radicales eventualmente sustituidos, asi como las tris;ﬁﬂh,
NBq, N£B29-(x-3 0x0-3 Y-1 propen-1 il-1) /Né ~(2~4 B=6 ; °
rimidinil-2) ornitina 322/-insulinas, al estado libre, no

10 salificadas, que existen bajo forma disociada o débilmen-
te asociada, caracterizado porque se condensa la insulina
con una beta-dicetona Z~CO CHQCOR, conservando 4 y R 105
significados antes citados, en medio hidroalcohdlico, dé-

te bAsico, homogéneo, para formar una sal alcalina

T 374280
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-3

de tris-ih, ¥81, ¥EB2 (7.3 oxo-3 R-q propen-1 il-1)

/th -(Z-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina Byy/~insulina, al ‘
estado de agregados moleculares fuerbemente asoelados,
insoluble en agua, se s_omete a dicho compuestc, en pre-
5 sencia de un hidréxido alcalino, a un pH préximo a 8, a
la accidn disociante del fencl o de uno de sus derivados
sustitufdos, para obtener la sal de metal alcalino de la
tris-¥41, W81, ¥EB29_(3-3 ox0-3 R-1 propen-1 11-1) /NS
, -(z~4 BR-6 pirimidinil-2) ormitina B,,/-insulina, al es-
10 tado disociado o débilmente asociado, soluble en agua,
I,y que se somete eventualmente a una hidrélisis 4cida
cuidadosa, y después se hace reaccionar, en medio hidro-
alcohblico homogéneo o heterogéneo, débilmente Acido-o
aébilmente blsico, la sal de la /NS —(Z-4 R-6 pirimidi-
15 nil-2) ornitina B,,/-insulina, disociada o débilmente asg
ciada, soluble en agua, resultante, con una beta-diceto-
na XCOCH,COY, conservando X « ¥ los significados antes i
tados para obtener una 'bris-N‘M, NB", N£B29-(X-3 0x0-3
¥-1 propen-1 il-1) /Ng -(Z~4 R-6 pirimidinil-2) ornitina
20 B,,/-insulina, al estado mis o menos fuertemente asociVa-A
do ¥ que existe bajo forma de sal o de proteina libre,:
seglin el pH de reaccibn o de aislamiento que se trata en
presencia de un hidrdxido alcalino, a un pH préximo a 8,
con fenol o con uno de sus derivados sustituidos, para
25 ‘tener una sal alecalina de una tris—NM, Nm, N£P’29-(X—3
oxo=3 Y-1 propen-1 il-1) /N‘s -(Z~4 R-6 pirimidinil-2) or-
/ nitina B,,/-insulina, al estado disociado o débilmente
' ‘f/ét asociado, soluble en agua, IB’ y después se transforman
&’ eventualmente los compuestos Iz o IA" por los métodos
5/ . usuales, en sales de base orgénica o mineral, diferentes

- 374280

6]
13{12.69.




de las sales de metales alcalinos, o en protefnas li-

‘bres no salificadas.
2,- Un procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porque se condensa la insulina con una
5 beta~dicetona Z-OOCHECOR, conservando Z y R los signifi-
cados antes citados, en medio acuoso débilmente bhsico;
homogéneo, en presencia de bicarbonato de potasio y de
etanol para formar la sal de potasio de la triséNAq,
31, ¥6329_(7-3 oxo-3 R-1 propen-1 11-1)/Né-(2-4 B-6 pizi
10 midinil-2) ornitina B22/-insulina, al estado de agrega-
dos moleculares fuertemente asociados, insoluble en agua,
se somete a dicha sal de potasio, en presencia de una so
lucién acuosa de potasa, a un pH préximo a 8, a la ac-
cibn disociente del fenol para obtener la sal de potasio
15 e la trisW1, ¥¥1, N829 (73 ox0-3 R-1 propen—1 11-1)
/Né.-(z-u R-6 pirimidinii-2) ornitina B22/-insulina, al
estado disociado o débilmentc asociado, soluble en agua,
que se somete eventualmente a una hidrblisis Acida cﬁidg
dosa, por adicibn de una solucién acuosa dilufda de fcldo
20 clorhidrico, y despuds se hace reaccionar bajo agltacifén

(R

en medio homogéneo o heterogéneo, débilmente Acido o'déf
bilmente bésico, en presencia de bicarbonato de potaéiéf
vy de etanol, la ZN5 ~(2-4 R~6 pirimidinil-2) ornitina

B,,/~insulina, al estado disociado o débilmente asociado,

25

oluble en agua, resultente, con una beta~dicetona XGOCHé
COY, conservando X e Y log significados antes citadgps,
para. obtener una tris NA4 NB’I Néng-(x—a oxo-3 Y-1 pro
pen~1 il-1) /Nél-(z-4 BR-6 pirimidinil-2) ornitina B,o/-

" insulina, al estado mds o menos fuertemente asociado y

que existe bajo forma de sal de potasio o de proteina librc,

ﬂ%l%2.69. es
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' segin el pH de reaccidén, que se trata en prescucia de
hidr6xido de potasio, a un pH préximo a 8, con fenol,
bara obtener una sal de pobtasio de una trls-‘\IM NBq.

Y?BBQ (X~3 ox0-3 Y1 propen—1 11-1) /W6 (24 R-6 pivi-

1

midinil-2) ornitina 322/-1nsu11na, al estado disociado o
débilmente asociado, soluble en agua, y después se transg :
forma eventualmente la sal de potasio de la trla-JAq
8, 7€B29_(3.3 oxo-3 R propen—1 il-1) AS -(z-4 R-5
plrlmldlnll—Z) orniting By,/-insulina o, 1a sal de pota-
10 . sio de la tris NM N31 NEB29 (X-3% oxo-3 Y-1 propcn-1
Ci1-1) /N6-(Z-4 R-6 p1r1m1d1n11-2) ornitina B 2/-1nsuln.-
"na asi obtenmdas, por los metodos usuales, en sales de
vases orglnicas o minerales, dlferentes de la sal de, po-.
tasio, © en proteinas libres, no. sallflcadas.
15 o %.=-.Un procedimiento segun 1la re1v1ndlcaclﬁn
1, caracterizado porque se somete una ‘sal alceglina de
sris-¥A1, 181, NE€B29_(25 oxc-3 R-1 propen—t i1-1) /NS -
(Z~4 R-6 pirimidinil-2) ornitina 322/-1nsu11na una
‘cms-NA1 NB1 N2329 (X=3 oxo-3 Y-1 propen~-1 il-1) /L\Is

)
20 - (Z2-4 R=6 pirimidinil-2) ormitina Baa/-insulina o wna sal

alcalina de esta proteina, cpﬁpuesto que existe al esta=-
do mAs o menos fuertemente asociado o al estado de agre-
gados‘molecularesgfuertemente asociados, insoluble en
‘agua, a la acéién disociante del fenol'o de uno de sus
25' erivados sustituidos, en presencia dé un hidréxido alca-
lino, a un pH préximo a 8, para formar respectivamente..
wa sal.alcalina de'triséNAq, NBﬂ, N€329~(z~3 0x0=3 R~1
propen—1 11-4) /N8 «(3-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina B,,
/-insulina o una sal alcaling de una tris-NA1, NBq,

vEB29_(%-3 oxom3 Y-1 propen-q 11-1) /Né‘-§2-4 R-6 pirimi-

Lt 374280
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dinil-2) ornitina 322/—insulina, que existe bajo forma
disociada o débilmente asociada, soluble en agua.
4.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn
1, para la preparacién . de una tris4NA4, NBﬂ, NéBEg—(X-B
5 0x0-~3 Y~1 propen-1 il-1) /Né ~(Z-4 R-6 pirimidinil-2)
ornitina B,,/-insulina, al esiado mis o0 menos fuertemen-
te asociado, insoluble en agua y que existe bajo forma
de sal o de protefna libre segin el pH de reaccidn, ca-
racterizado porque se hace reaccionar bajo agitacién, en
10 medio acuoso homogéneo o heterogéneo, débilmente 4cido o
débilmente bésico, en un margen de pH comprendido entre
5,5y 8,5, una sal de /N > ~(Z-4 R-6 pirimidinil-2) orni-
tina 322/—insulina, al estado disociado o débilmente.hg§-
ciado, soluble en agua, con una beta-dicetona xcocHQEEi;
15 conservando X e Y los significados antes citados. N
5.~ Un procedimiento segln la reivindicacién
14 caracterizado porque se haze reaccionar, en medio ho-
mogéneo, la insulina con acetilacetona a pH préximo a 8,3
en medio acuoseo, en presencia de bicarbonéto de potasic y
20 de etanol, a las proximidades-de 252C, para obtener la sal
de potasio de la tris-NAq, NBq, NgBeg-(oxo-4 penten-2
i1-2) /N6 ~(dimetil-4,6-pirimidinil-2) ornitina Bzz/uin—
sulina, al estado de agregados moleculares fuertemente aso
ciados, insoluble en agua, que se somete, a un pH préximo
25 o 8, a 1a'acci&nmdisociante de una mezcla de fenol-agua-
solucibn acuosa 1 N de potasa (75-20-5), y se aisla la sal
de potasio de la triséNAq, NBq, N£329~(0x0—4 penten-2
i1-2) /NWS-(dimetil—#,6-pirimidinil-2) ornitina B,,/-insy
lina, al estado disociado o débilmente asociado, soluble

7o 374280
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1, caracterizado porque se hidroliza con Acido clorhidri
co, a pH = 2, la sal de potasio de la tris-NAq, NBq,
NEB29_(oxomts penten-2 11-2) /NG ~(dimebil-t,6-pirinidi-
nil-2) ornitina 322/-insu1ina, al estado disociado o dé-
bilmente asociado, soluble en agua, y se aisla el clorhi
drato de /N 8 ~(dimetil-4,6 pirimidinil-2) ornitina 322/-
insuling, ]

7.- Un procedimiento segin la reivindicacidn
1, caracterizado porque se hace reaccionar, a las proxi-
midades de 252C, a un pH préximo a 8, en medio acuoso,
en presencia de bicarbonato de potasio, de fenol y de
etanol, la metil-5 hexano diona-2,4 con el clerhidrato
de /N 6 ~(dimetil~4,6 pirimidinil-2) ornitina Bga/-insul_i_._
na (obtenido segln la reivindicacidn 6), para formar la
sal de potasio de la tris-N*?, ¥®, N¥¥29_(neti1-5 oxo-4
hexen-2 11-2) /NO-(ainetil-,3-pirinidinil-2) ornitina -
Béa/-inaulina, al estado mis o menos fuertemente asociado,
que se somebte a un pH préximo a 8, a la accidn disociante
dé una mezcla de fenol-agua=-solucién acuosa 1 N de péééQ
sa"(75-20~5), ¥ se aisla la sal de potasio de la ’c;:r.':L.ez--ZN'A/l
N8, WEB2_(netil-5 oxo-4 hexen-2 il-2) /NS ~(dimetil-t,6
pirimidinil-2) ornitina 322/-insu1ina, al estado digociae
do o débilmente asociado, soluble en agua.
8.~ Un procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porque se hace reaccionar, a un pH prd-

ximo a 6, a las proximidades de 2520, en medio acuoso, en

“presencia de bigarbonato de potasio y de etanol, la ci-

clohexanodiona—1,3 con el clorhidrato de /NO -(dimetil-

4,6 pirimidinil-2) ornitina By,/-insulina (obtenida se-

5746280
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gin la reivindicacién 6) para formar la tris—NA1, NB1, o
NEBZQ-(oxo-3 ciclohexen~1 il-1) /N{ ~(dimetil-4,6 pirimi-
dinil~2) ornitina Bzz/Linsuliné,'al estado més o menos
fuertemente smsociado, que se somete, a un pH préximo 2 8,
a la accién disociante de una mezcle de fenol-agua-solu-
ciSn acuosa 1 N de potasa (75-20-5) y se aisla la sal de
potasio de la tris-NA1, NB1, NiB?Q-(oxo-B_ciclohexen-1
il-1) /NS ~(dimetil-4,6 pirimidinil;Z) ornitina 322/L1n3u~
lina, bajo forma disociada o débilmente asociads, soluble
en agua.

9,=- Un procedimiento segdn la reivindica-
cibén 1, caracterizado porque ée trata_la sal alcalina de
1a trie-v1, ¥87, §¥B29_(2-3 oxo-3 R-1 propen -1 i1-1)
/Ns'ﬁ(z-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina Bpo/-insulina, que
existe bajo forma de agregados moleculéreé fuertemente
asociados, con un 4cido en solucidn acuoss, en presencia
de fenol o de uno de sus derivados sustitufdos, para ob-
tener directamente la sal correspondiente de /’N‘s :12-4
R-6 pirimidinil-2) ornitina Bpy/-insuline, al estado di-
sociado o débvilmente asociado, soluble en agua.

10.- Un procedimiento segin la reivindice-
cién 1, caracterizado esencialmente porque se hace reac-
cioner la insulina, por agltacidn, en medio acuoso hete-
rogéneo que comprende dos fases ho miscibles, a un pH
débilmente alcalino, en presencia de fenol o de uno de
sus derivados sustitufdos, con una beta-dicetona ZOOCHZCOR,
para obtener en una primera etapa de reaccidn una mezcla
de sal alcalina de la tris-NA1, NB1, NEBzg-(Z—3 0x0-3
R-1 propen-1 il-1)-insulina VI, y de sel alcalina de la
tris-NA1, NB1, NEBzg—(Z~3 oxo;3 R-1 propen-1 il-1) /'Né -

- 59 =
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(-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina B,,/-insulina, III, mez-
cla que existe al estado de agregados moleculares fuerte
mente asociados, insolubles en agua, se somete a dicha

mezcla de VI y de III, a un pH préximo a 8, a la accibn

disociante del fenol o de uno de sus derivados sustitui=
dos, para obtener una mezcla de sal alcalina de triséNA1,
5™, w¢29_(3-3 oxo-3 R-1 propen-1 il-1)-insulina, VII,..
¥y de sal alcalina de triséNAq, NBq, NSBag-(Z-B 0x0=-3 R~1

‘propen-1 il-1) ﬂNé ~(Z-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina

322/—insulina IA’ mezcle que existe bajo forma disociada
o débilmente asociada, soluble en agua, y después se ha-
ce actuar sobre dicha mezcla de los compuestos VII y IA,
en una segunda etapa de reaccidn en condiciones idénii-
cas a las de la primera etapa, en medio débilmente alcali
no, ia beta~-dicetona ZGOCHacOR, para cbtener una sal gl-
calina de tris-N*1, N1 w¢B29 (3.3 oxo-3 R-1 propen-1
11-1) /N8 ~(2-4 B-6 pirimidinil-2) ornitina B,,/~insuli-
na, llevada nuevamente al estado de agregados molecula-
res fuertemente asociados, imsoluble en el medio de reac-
cibn o en agua, entre pH = 1 y pH = 10.

1.~ Un procedimiento segin la reivindicaci6p
10, caractexrizado porque se hace reaccionar la insulina;

por agitacién, en un medio heterogéneo que comprende dos

- fases no miscibles, a un pH débilmente alcalino, en pre=

sencia de fenol, de bicarbonato de potasio y de etanol,
con una beta~dicetona ZOOCH,COR para obtener una mezcla..
de sal Qe potasio de triséNAq, NB1, NSBE9_(Z_3 0x0-3 R=1
propen-q il-1)-insulina y de sal de potasio de triséNAq,
¥, ¥8329_(73 ox0-3 R1 propen-1 11-1) /06 (54, B-6

pirimidinil-2) ornitina Baa/insulina, mezcla que existe al

- 60 ~ 374280



i

10

15

20

insoluble en agua, se somete a dicha mezcla a la accibn

disociante del fenol, en medio acuoso, & wa pH prdéximo a
8, para obtener, en solucibn, una mezcla de sal de pota-
sio de trisJNAq, NBq, N2329~(Z-3 ox0-3 R-1 propen-1 il-1)
-insulina y de sal de potasio de tris~NAq, NBq, N2329_
(Z2~3 oxo~3 R-1 propen;ﬂ 11-1) /Né ~-(%-4 R-6 pirimidinil-2)
ornitina 322/—insulina, mezcla que existe bajo forma di-
sociada o débilmente asociada, soluble en agua, se somete,
en medio débilmente alcalino, a dicha mezcla, a la accién
de la beta-dicetona ZCOOHQCOR, en presencia de bicarbona-
to de potasio y de etanol, para obbener la sal de potasio
de 1a trisWt1, ¥B1 N&B29 (5.3 ox0-3 R-1 propen~1 i1-1)
/NTS-(Z-4 R-6 pirimidinil-2) ornitina B,,/-insulina, al
estado de agregados moleculares fuertemente asociados, in
soluble en agua.

12.~ Un procedimionto segin la reivindicacidén
10, caracterizado porque se hace reaccionar la insulina .
en un medio acuoso heterogéneo que comprende dos fases no
miscibles, a wn pH préximo a 8,5, en presencia de bicarbo
nato de potasio, de fenol y de alcohol, con la acetilace-
tona, para obtener una mezcla de sal de potasio de tris-
¥, ¥B1, NEB29_(oxo-4 penten-2 il-2)-insulina y de sal
de potasio de triséNAq,,NBq, NiBag—(oxo-4 penten-2 11-2)
/N 5 -(dimetil-4,6 pirimidinil-2) ornitina Bez/—insulina
al estado de agregados moleculares fuertemente asociados,
ingoluble en agua, que se somete a la accidén disociant~
del fenol, en medio acuoso, p.ra obtener, en solucidn,
una mezcla de sal de potasio de triséNAq, NBq, NEBzg—(ozo-4
penten-2 il-2)-insulina y de sal de potasio de tris-N47,

ca- 974280



dinil-2) ornitina B22/-insulina, al estado disociado o

débilmente asociado, se somete, a un pH préximo a 8,6, a
dicha mezcla_a la accidn de la acetilacetona, en presen-
5 cia de bicarbonato de potasio, de fenol y de alcochol, en
-medio heterogéneo, para obtener la sal de potasio de la
tris-NAT, W81, WEB29_(oxo-4 penten—2 i1-2) /NS ~(dimetil-
4,6 pirimidinil-2) ornitina B,,/~insulina, bajo forma de
agregados moleculares fuertemente asociados, insoluble en
10 agua. -
13.- Un procedimiento seglin la reivindicacidn
14 céracterizado porque se preparan las sales de mebtales
alcalinos de las tris-oxoenaminas de las (Né(—pirimidinil—
-ornitina B,,)-insulinas, solubles en agua, Cuyo grupo mo
15 lecular fundamental tiene ¢omo férmula general esqueméti-

cas
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en la cual R y R', idénticos o diferentes, representan
un radical alechilo que tiene de 1 a 6 Atomos de carbono,
un radical arilo monociclico, un radical araleohilo que
tiene de 7 a 10 Atomos de carbono, R, ¥ By, iguales o di-
5 ferentes de R y R', representan un radical alcohilo, aral
cohilo o arilo o forman en conjunto un grupo alcchileno.
14,- Un procedimiento segin la reivindicacidn
13, caracterizado porque se condensa la insulina con una
beta~dicetona en medio alcalino para formar una tris-oxog
10 nomina de la (N6 -pirimidinil-ornitina 322)-insulina ba-
Jo forma de agregado molecular, ingoluble en agua, se di
socia este Gltimo por aceidn de fenol hidratado en medio
alcalino, y se obtiene una tris-oxocenamina de la (NCS—@i—
rimidinil-ornitina B,,)-insulina, soluble en agua.

15 - 15.~ Un procedimiento segin la reivindicacién
13, caracterizado porque se condensa la insulina con una
beta-dicetona en fase heberogenea en presencia de feﬁdl
para formar una mezcla de derivados de la insulina bajo
forma de agregados moleculares, insolubles en agua, que se

20 disocia con fenol en medio alecalino, se cbtiene una ﬁez{
cla de tris~oxoenaminas disociadas que se sonete a 1aiac-
cibn de una betamdiéetona para formar un derivado de la
insulina bajo forma de agregado molecular insoluble en
agua, se somete este Gltimo a la accidn del fenol en me--

0 alcalino, y se obtiene una tris-oxoenamina de (N"S -pi

rimidinil-ornitina 322)—insulina, soluble en sgua.

nf " w 16.= Un procedimiento segin las reivindicacio
5? nes 14 6 15, caracterizado porque la tris-oxoenamina de
[_;“ N ‘S ~pirimidinil-orniting 1322)-insulina obtenida.es hidro
wgf lizada en medio &cido para formar una (Né -pirinidinil-oz
12.12.69.
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nitina 322)-insulina, bajo forma de clorhidrato, de base
libre, o de sal de metal alcalino segin que el aislamien-
t0 se efectlie en medio dcido, en el punto iscelédetrico
(pHE alrededor de 5,2) o en medio alealino.

w 17.- Un procedimiento segin las reivindieacio
nes 14 6 15, caracterizado powrque se somete wuna tris-oxog
nanina de (N&-pirimidinil—ornitina ‘322)-insulina, bajo
forma de agregado molecular, a una hidrdlisis por la ac-
oifn de un 4cido mineral, en solucidn en fenol acuoso,
se obtiene una (N 6 -pirimidinil-ornitina Bag)-insulina
que es combinada con una beta-~dicetona para formar una
tris-oxoenaminag de (Né ~pirimidinil-ornitina Baa)—inauli-
na que se trata con el fenol en medio alcalino paré. bacer
la. soluble en agua, bajo forma de sal de metal alcalino.

18.- UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE NpE-
V0S DERIVADOS DE LA INSULINA. '

LAY .

. Tal y como se ha descrito en la Memoria (iiJ;e
antecede y para los fines que se han especificado. .
Esta Memoria consta de sesenta y cuatro ﬁpjas
escritas o mAquina por una sola cara. .

Madrid, B4 DIC. 1969

P. A,

Albert Elzawur
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