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Sposéb wytwarzania nowego polipeptydu

1

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania no-
wego polipeptydu stanowigcego amid L-serylo-
L-tyrozylo- L-serylo- L-norleucylo- L-glutamylo-
L-histydylo- L-fenyloalanylo- L-arginylo- L-try-
ptofanylo-glicylo- L-lizylo- L-prolilo- L-wali-
loglicylo- L~ lizylo- L- lizylo- L- arginylo- L-
-arginylo L-prolilo- L-walilo- L-lizylo- L-walilo-
L-tyrozylo- L-prolilo- L-waliny i jego addycyj-
nych soli z kwasami.

Polipeptyd moze byé otrzymywany znanymi
metodami syntezy tego rodzaju zwigzkéw, przy
czym, aminokwasy mozna dolgczaé kolejno lub po
uprzednim zsyntetyzowaniu peptydéow o mniej-
szych czgsteczkach, ktore nastepnie laczy sie ze
sobg.

Wyzej wymieniony polipeptyd mozina na przy-
ktad otrzymaé traktujac pochodna henekozapep-
tydu, a mianowicie amid N-karbobenzoksy-y-O-
-III-rzed. butylo- L-glutamylo- L- histydylo-
L-fényloalanylo- (guanido)- N-tozylo- L-arginylo-
L-tryptofanylo- L-glicylo- e-N-formylo- L-lizylo-
L-prolilo- L-waliloglicylo- e-N-formylo- L-lizylo-
&e-N-formylo- L-lizylo- (guanido)- N-tozylo- L-
-arginylo-(guanido)- N-tozylo- L-arginylo- L-
-prolilo- L-walilo-e- N-formylo- L-lizylo- L-wa-
lilo- L-tyrozylo- L-prolilo- L-waliny sodem w
bezwodnym, cieklym amoniaku, kondensujac
otrzymany nowy amid L-glutamylo- L-histydylo-
L-fenyloalanylo- L-arginylo- L-tryptofanylo- L-
-glicylo-e-N-formylo- L-lizylo- L-prolilo- L-

53176

10

15

20

30

2
»waliloglicylo-¢-N-formylo- L-lizylo-e-N-formylo-
L-lizylo- L-arginylo- L-arginylo- L-prolilo- L-
-walilo-e-N-formylo- L-lizylo- L-walilo- L-ty-
rozylo- L-prolilo- L-waliny z funkcjonalng po-
chodng kwasowsg czteropeptydu N-A-L-serylo-
-L-tyrozylo- L-serylo- L-norleucyny, w ktérej A
oznacza grupe ochronna, stosowang do ochrony
grupy aminowej, korzystnie grupe karbobenzy-
loksylows, odszczepialng przez uwodornienie,
przez traktowanie bromowodorem w kwasie tr6j-
fluorooctowym, metalem alkalicznym w ciekiym
amoniaku, lub przez kwa$nag hydrolize, grupe
karboalkiloksylowa, odszczepialng przez - kwasng
hydrolize, grupe trojfluoroacetylows, odszczepial-
na przez zmydlenie lub traktowanie hydrazyng,
grupe acetylows, chloroacetylowg lub formylows,
odszczepialng przez kwa$ng hydrolize, grupe kar-
bo III . rzed.-butoksylowg lub p-nitro-karbo-
-benzoksylows, odszczepialng przez kwasng hy-
drolize lub traktowanie bromowodorem w kwa-
sie tréjfluorooctowym lub kwasem tréjfluoroocto-
wym, grupe trojfenylometylowsg odszczepialng za
pomoca kwasu tréjfluorooctowego, bromowodoru
w kwasie tréjfluorooctowym, przez kwasng hydro=
lize lub traktowanie metalem alkalicznym w. cie-
klym amoniaku, a grupa karboksylowa reszty
norleucyny wystepuje w postaci funkcjonalnej
pochodnej kwasowej, zdolnej do reakcji z wol-
nymi grupami aminowymi, po czym wszystkie
grupy ochronne otrzymanego nowego pentakoza-
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peptydu o wzorze amidu N-A-L-serylo- L-tyro-
zylo- L-serylo- L-norleucylo- L-glutamylo- L-
-histydylo L-fenyloalanilo L-arginylo- L-tryp-
tofanylo-glicylo- e-N-formylo- L-lizylo- L-pro-
lilo- L-walilo-glicylo- &-N-formylo- L-lizylo- &~
-N-formylo- L-lizylo- L-arginylo- L-arginylo- L-
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-prolilo- L-walilo- ¢-N-formylo- L-lizylo- L-wa-

lilo- L-tyrozylo- L-prolilo- L-waliny, w ktérym
A ma wyzej podane znaczenie, a formyl oznacza
odszczepialng przez kwasng hydrolize grupe for-
mylows, traktuje sie¢ odpowiednimi Srodkami od-
‘siczepiajacymi poszczevolne grupy ochronne,
Przy -czym proces mozina przeprowadzié . jedno-
stopniowo, ewentualnie wielostopniowo. Otrzy-
many polipeptyd przeprowadza sie ewentualnie
Cw 561 t-st:ie sposobem przez reakcje z kwa-
" sem’ or‘ganicznym lub nieorganicznym.

Jako funkcmnalna pochodna kwasowg cztero-
peptydu . N-A-L-serylo- L-tyrozylo- L-serylo- L-
-norleucyny .stosuje sie na przyklad azydek,
" mieszane dniki, albo produkt reakcji kwa-
su dwucykloheksylokarbodwuimidem lub karbo-
nylodwuimidazolem. -

Trudnosci, ktére napotyka sie w toku syntezy
nowego polipeptydu polegaja przede wszystkim
na doborze grup ochronnych. Systematyczne ba-
danie nowych kombinacji grup ochronnych do-
prowadzﬂo do nieoczekiwanego stwierdzenia, ze
w toku syntezy mozna stosowaé grupy tozylowe
do ochrony grup guanidowych reszty argininy,
a te przed ostatniag kondensacja odszczepi¢ przez
traktowanie sodem w cieklym amoniaku bez
réwnolegle przebiegajacego rozerwania wigzania
miedzy reszta lizyny w polozeniu 11 a resztg
proliny w potozeniu 12, o ile grupa e-aminowa
reszty lizyny w polozeniu 11 jest chroniona przez
grupe formylowa.

W toku syntezy lancucha peptydowego stosuje
sie do odbudowy korzystnie estry 2, 4, 5-tréj-
chlorofenylowe karbobenzoksyaminokwaséw lub
ewentualnie karbobenzoksypeptydy.

Chroniony pentakozapeptyd moze byé jednak
otrzymywany nie tylko w wyzej opisany spos6b,
lecz réwniez przez kondensacje¢ dwoéch réznych
polipeptydéw, lub jednego polipeptydu i amino-
kwasu w postaci ich chronionych pochodnych.

Produkty wyjsciowe do wytwarzania chronjo-
nych pochodnych pentakozapeptydu, jezeli byly
one dotychczas nieznane, otrzymuje sig metodami
znanymi w chemii peptydéw, przy czym poszcze-
gélne aminokwasy laczy sie ze soba pojedynczo
lub po uprzednim utworzeniu peptydow o0
mniejszych czasteczkach.

Wytwarzany wedilug wynalazku pentakozapep-
tyd mozna réwniez otrzymywaé i stosowaé w po-
staci jego soli. Jako takie sole wchodza w rachu-
De sole z organicznymi kwasami takimi jak kwas
octowy, propionowy, glikolowy, mlekowy, piro-
gronowy, malonowy, bursztynowy, maleinowy,
fumarowy, winowy, cytrynowy, benzoesowy, Cy-
namonowy, salicylowy, 2-fenoksy- lub 2-acetok-

-sybenzoesowy, migdalowy, metanosulfonowy,
etanosulfonowy, hydroksyetanosulfonowy, benze-
no- lub toluenosulfonowy, naftalenosulfonowy,

sulfanilowy, jak réwniez sole z nieorganicznymi
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kwasami jak chlorowcowodorowy, na przyklad
kwas solny lub bromowodorowy, kwas azotowy,
tiocyjanowy, siarkowy i fosforowy .

Do utworzenia soli moina réwniez stosowaé
kwasowe makroczgsteczki, jak na przyklad na-
turalne ' kwasy poliuronowe (jak na przyktad kwas
_poligalakturonowy, pektyny cytrusowe; substancje
alginowe, kwasowe mukopolisachar&dy jak na
przyklad heparyna, siarczan chonodrytyny), jak
réwniez uzyskiwane syntetycznie lub mikrobio-
logicznie pochodne celulozy zawierajgce grupy
kwasowe) jak na przyklad: karboksymetylo ce-
luloza lub siarczan dekstranu), skrobia lub inne
polisacharydy.

Otrzymany wedlug wynalazku pentakozapeptyd
i jego sole posiadajg takie same biologiczne i
lecznicze wtlaSciwo$ci jak naturalna kortikotropi-
na (ACTH). Tak na przyklad mozna go stosowaé
przy leczeniu reumatyzmu stawowego, astmy
oskrzelowej, zapalenia staw6w, alergii, artretyz-
mu, pokrzywki, wstrzgsu uczuleniowego, ‘
sulcerose Lupus erythematodes, zapalenn, Derma-
tis exfoliativa, bialaczki limfatycznej, skleroder-
mii, egzemy i stanéw zatrucia przy chronicznym
alkoholizmie.

Wykazuje on taka samg aktywno$§é (mierzong

metoda Saver’a) jak naturalna kortikotropina.

Podczas gdy naturalng kortikotropine oczyszcza
si¢ za pomocg zmudnych i kosztownych metod
i praktycznie zawsze jeszcze zawiera wysoko-
czasteczkowe zanieczyszczenia bialkowe, ktére
moga powodowaé niebezpieczne reakcje uczule-
niowe, nowy syntetyczny zwigzek otrzymuje sie
bezpoSrednio w wysokim stopniu czysto§ci i bez
jakichkolwiek zanieczyszczen substancjami biat-
kowymi.

Pr6cz tego przy wytwarzaniu nowego synte-
tycznego zwigzku, nie potrzeba mieé  do dyspo-
zycji gruczoléw przysadki mézgowej, ktére moz-
na otrzymaé tylko w ograniczonych iloSciach i
ktére sg bardzo drogie.

Szczegblnie korzystne jest to, ze nowy zwigzek
w polozeniu 4 nie posiada, jak naturalny ACTH,
reszty metioniny, ktéra jak wiadomo ulega tlat-
wo utlenieniu i wskutek tego hormon przeksztal-
ca sie w postaé nieaktywna, lecz zawiera reszte
norleucyny, ktéra posiada takie same wlasciwo$ci
przestrzenne jak reszta metioniny, natomiast jest
odporna na utlenienie.

Ponadto nowy zwigzek posiada w polozeniu 25
reszte amidu waliny, ktéra w naturalnym ACTH
w tym potozeniu nie wystepuje.

Ta reszta amidu waliny na koncu grupy kar-
boksylowej chroni lancuch peptydowy od roz-
padu enzymatycznego. Nowy zwigzek posiada
dzieki temu w poréwnaniu do ACTH podwyz-
szong trwatos$é, co jest szczegblnie korzystne przy
stosowaniu podskérnym lub domieSniowym.

Nowy polipeptyd w postaci wolnej zasady lub
soli organicznego lub nieorganicznego kwasu,
moze byé stosowany jako Srodek leczniczy sam,
albo tez w postaci odpowiedniej do podawania
doustnego, pozajelitowego, dojelitowego lub do-
nosowego.

Coliti-
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Dla otrzymania leku w odpowiedniej postaci
stosuje sie nieorganiczne lub organiczne farma-
kologicznie obojetne substancje pomocnicze. Jako
substancje pomocnicze stosuje sie na przyklad do
tabletek i drazetek: cukier mlekowy, skrobie,
talk, kwas stearynowy, do syropéw: cukier trzci-
nowy, cukier inwertowany, roztwory - glukozy
i inne, do preparatéw do injekcji wode, alkohole,
gliceryne, oleje roflinne i tym podobne, do ¢zop-
k6w — naturalne lub utwardzone oleje, woski
i inne.

Précz tego moga one zawieraé odpowiednie
S§rodki "konserwujace, stabilizujace, zwilzajgce,
rozpuszczalniki, substancje stodzgce i barwiace,
zapachowe i inrre.

Nowy zwigzek moze byé réwniez podawany po-
dobnie jak naturalny ACTH w postaci preparatu
o przediuzonym dzialaniu.

Wytworzony sposobem wedlug wynalazku pen-
takozapeptyd i jego sole mogg réwniez znaleZé za-
stosowanie jako produkty poSrednie do wytwarza-
nia preparatéw farmaceutycznych.

W dalszym tekScie zastosowano nastepu:ace
skroty:

CBO ' = karbobenzoksy

Tri = {rityl = tréjfenylometyl

(For) = formyl (w grupie aminowej lizyny)

(Tos) = tozyl = p-toluenosulfonyl (w grupie
guanidowej argininy)

-OCP = grupa 2, 4, 5-tréjchlorofenoksylowa

-OTP = grupa III-rzed. butyloksylowa

-OMe = grupa metoksylowa

-OET = grupa etoksylowa

-Arg = grupa L-arginylowa

-Glu = L-glutamyl

-Gli = 'glicyl

-His = L-histydyl

-Liz = L-lizyl

=Nle = L-norleucyl

-Fen = L-fenyloalanyl

-Pro- = L-prolil

«Ser- = L-seryl

Try- = tryptopfanyl

~Tyr- = tyrozyl

-Wal- = L-walil

W nastepujacych przyktadach temperatury po-
dane sa w stopniach Celsiusza.

Synteze - nowego polipeptydu przedstawiono
schematycznie na rysunkach (fig. fig. 1—6).

Przyklad I. Ester 2, 4, 5-tréjchlorofenylowy
0, N-dwukarbobenzoksy- L-tyrozyny (CBO-/CBO/
Tyr-OCP).

45 g O,N-dwukarbobenzoksy- L-tyrozyny
i 24 g 2, 4, 5-tr6jchlorofenolu rozpuszcza sie w
200 ml chloroformu i 200 ml acetonitrylu, oziebia
si¢ do temperatury —10°C dodaje 25 g dwucy-
kloheksylokarbodwuimidu, pozostawia sie na 3
godziny w temperaturze 20°C, przesgcza, przesgcz
odparoque, pozostalo§¢ roztwarza w 650 ml
wrzacego etanolu ozigbia i przesgcza. Otrzymuje
sie 57 g estru 2, 4, 5-tréjchlorofenylowego O, N-

-karbobenzoksy- L-tyrozyny. Temperatura top-
nienja 144°C (a) 2113 = 36° w dwumetyloforma-
midzie.
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Przyktlad II. Ester 2, 4, 5-tr6jchlorofenylo-
a-N-karbobenzoksy- e-N-formylo- L-hzyn—y (CBO
-(For/Liz-OCP).

157 g a-N-karbobenzoksy- ¢-N-formylo- L-li-
zyny i 117 g 2, 4, 5-tréjchlorofenolu rozpuszcza
si¢ w 900 ml chloroformu i 90 ml acetonitrylw
oraz dodaje si¢ w temperaturze —10°C, 103 g
dwucykloheksylokarbodwuimidu, =~ Wytrzasa sie
w ciggu 2 godzin i odsacza mocznik. Po pdparo-
waniu rozpuszczalnika pozostalosé przekrystali-
zowuje sie z etanolu. Otrzymuje sie 224 g estru
2,4,5-tréjchlorofenylowego a-N-karbobenzoksy
-e-N-formylo- L-lizyny.

Temperatura topnienia 142—144°C. (a) 2];
= —18f w dwumetyloformamidzie. :

Przyktlad III. Ester 2, 4, 5-tréjchlorofenylo-
wy N-karbobenzoksy-(guanido)- N-tozylo- L-ar-
ginyny (CBO/Tos/Arg-OCP).

113 g N-karbobenzoksy-- (guanido)- tozylo- L-ar-
gininy i 65 g 2, 4, 5-trdjchlorofenolu rozpuszcza
sie w 800 ml octanu etylowego i dodaje w tem-
peraturze —10°C 51 dwucykloheksylokarbodwu-
-imidu. Wytrzasa sie w ciggu 1 godziny i prze-
sgcza. Po odparowaniu rozpuszczalnika pozosta-
lo§é wytrgca sie ponownie za pomoca mieszaniny
benzenu i eteru. Otrzymuje sie 124 g estru
2, 4, b5-tr6jchlorofenylowego N-karbobenzoksy-
(guanido)-tozylo- L-argininy.

Przyklad IV. Ester 2, 4, 5-tr6jchlorofenylo-
wy N-karbobenzoksy- L-fenylo-alaniny (CBO=-
-Fen-OCP). v

90 g N-karbobenzoksy- L-fenyloalaniny i 80 g
2, 4, 5- tr6]chlorofenolu rozpuszcza sie w 100 ml
octanu etylowego i dodaje si¢ w temperaturze
—10°C 62 dwucykloheksylokarbodwuimidu. Po
uplywie 2 godzin odsacza si¢ w temperaturze po-
kojowej dwucykloheksylomocznik i odparowuje
do sucho$ci. Po ' przekrystalizowaniu 2z etanolu
otrzymuje sie 120 g estru N-karbobenzoksy- L-
-fenyloalanylo-2, 4, 5-tr6jchlorofenylowego. Tem-

peratura topnienia 142°C. (@) ]231 = —42°
w dwumetyloformamidzie.

Przykltad V. Ester 2, 4, 5-tréjchlorofenylo-
wy N-karbobenzoksy-y-0-III-rzed. butylo- L-glu-
taminy (CBO-Glu/OTB/-OCP).

Do 40 g kwasu N- karbobenzoksy-y -0- III-rzed
butyl- L-glutaminowego i 35 g 2, 4, 5-tr6jchloro-
-fenolu w 350 ml acetonitrylu w temperaturze
—10°C dodaje sie 28 g dwucykloheksylokarbodwu-
imidu. Wytrzasa sie 2 godziny w temperaturze po-
kojowej, dodaje sig 350 g octanu etylowego i od-
sacza sie dwucykloheksylomocznik. "Roztwér od-
parowuje sie do sucho$ci i pozostalo§é przekrys-
talizowuje z acetonitrylu. Otrzymuje sie 55 g estru
2, 4, 3-tréjchlorofenylowego kwasu N-karboben-
zoksy-y-0-III-rzed. butylo- L-glutaminowego.

Temperatura topnienia 108°C (a) 2l= —21"

w dwumetyloformam1dz1e

Przyktad VI. Ester 2, 4, 5- tr6]chlorofenylo-
wy N-karbobenzoksy-L tryptofanylogllcyny (CBO-
-Try-Gly-OCP).

79 g N-karbobenzoksy- :L- " tryptofanyloglicyny
i 50 g 2, 4, 5-tr6jchlorofenolu rozpuszcza sig” w-
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500 ml octanu etylu i dodaje 41 g dwucyklohek-
sylokarbodwuimidu w temperaturze —10°C. Prze-
sqcza sie i odparowuje do sucho$ci. Po prze-
krystalizowaniu z metanolu otrzymuje sie 100 g
estru 2, 4, 5-tréjchlorofenylowego N-karboben-
zoksy- L-tryptofenyloglicyny. Temperatura top-

—22° w dwume-

nienia 180°C =
tyloformamidzie.

Przykiad VII. Ester 2, 4, 5- tré]chlorofeny-
lowy N-karbobenzoksy- L-waliloglicyny (CBO-
-Wal-Gli-OCP).

26 g N-karbobenzoksy- L-waliloglicyny i 20 g
2, 4, 5-(tréjchlorofenolu roipuszcza sie w 150 ml
chloroformu i dodaje w temperaturze —10°C
17 g dwucykloheksylokarbodwuimidu. Po dwu-
godzinnym wytrzasaniu odsgcza sie -mocznik,
rozpuszczalnik odparowuje sie- w prézni i po-
zostalo§¢ przekrystalizowuje z etanolu. Otrzymuje
sie¢ 35 g estru 2, 4, 5-troéjchlorofenylowego/N-kar-
bobenzoksy- -waliloglicyny. Temperatura top-

@ %

nienia 180°C (a) D = 23° w dwumetyloforma-

midzie.

Przyktad VIII. Ester 2, 4, 5-tr6jchlorofeny-
lowy N-karbobenzoksy- L-waliny (CBO-Wal-
-OCP). :

50 g N-karbobenzoksy- L-waliny rozpuszcza sie
w 300 ml acetonitrylu, dodaje 44 g 2, 4, 5-tréj-
chlorofenolu i w temperaturze —10° dodaje 41 g
dwucykloheksylokarbodwuimidu. Wytrzgsa sie w
w ciggu 2 godzin w temperaturze 20°C, odsgcza
dwucykloheksylomocznik i odparowuje w prozni.
Po przekrystalizowaniu z mieszaniny eteru i ete-
ru naftowego otrzymuje sie¢ 65 g estru 2, 4, 5-
-tréjchlorofenylowego N-karbobenzoksy- L-waliny.
@2

Temperatura topnienia 93°C. = —8° w
dwumetyloformamidzie. '

Przyktad IX. Amid- L-walilo-e¢- N-formylo-
L-lizylo- L-walilo- L-tyrozylo- L-prolilo- L-wa-
liny (H-Wal/For/Liz-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH,) po-
réwnaj fig. 1. -

50 g amidu L-prolilo- L-waliny i 100 g estru
tréjchlorofenylowego dwukarbobenzoksy- L-tyro-
zyny (przyklad I) rozpuszcza sie w 100 ml dwu-
metyloformamidu, pozostawia sie na 48 godzin w
temperaturze 20°C i przesgcza. Do roztworu do-
daje sie 500 ml 1 n kwasu solnego i olejowg po-
zostalo§é rozpuszcza sie w octanie etylowym. Po
przemyciu rozcieiczonym kwasem solnym i roz-
tworem kwasnego weglanu sodowego odparowuje
si¢ do sucho$Sci. Po przekrystalizowaniu z mie-
szaniny octanu etylowego i eteru otrzymuje sig
100 g CBO-(CBO)Tyr-Pro-Wal-NH,.

- Do tego dodaje sie¢ 90 ml 2 n lugu sodowego
i 200 ml etanolu. Pozostawia si¢ w ciggu godziny
w temperaturze pokojowej i dodaje sie 1000 ml
1.n kwasu solnego. Pozostalo§é przemywa si¢ naj-
pierw woda, a po wysuszeniu octanem etylu.
Otrzymuje sie 60 g CBO-Tyr-Pro-Wal-NH,. Tem-

—23° w

peratura topnienia 218—220°C (a)%
dwumetyloformamidzie.

Otrzymany produkt rozpuszcza sie w 200 ml
4 n roztworu bromowodoru w kwasie octowym
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i pozostawia si¢ w ciggu jednej godziny w tem-
peraturze 20°C. Po dodaniu mieszaniny ‘eteru
i octanu etylu wytraca sie H-Tyr-Pro-Wal-NH,
w postaci bromowodorku. Wydajno§é 50 g.

42 g bromowodorku H-Tyr-Pro-Wal-NH, roz-
puszcza sie w 200 ml dwumetyloformamidu i do-
daje 33 ‘g - CBO-Wal-OCP- (przyklad VIII) w
12 ml tréjetyloaminy. Wytrzasa sie w ciggu 48
godzin w temperaturze pokojowej i dodaje 500 ml
1 n kwasu solnego. Wytracony produkt rozpusz-
cza sie¢ w octanie etylowym i przemywa rozcien-
czonym kwasem solnym i roztworem kwasSnego
weglanu sodowego. Z roztworu w octanie etylu
wytraca si¢ eterem. Otrzymuje sie 39 g CBO-
-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH,. (@2 ‘= _26° w dwu-
metyloformamidzie. ,

Otrzymany produkt rozpuszcza sie w 200 ml
4 n bromowodoru w lodowatym kwasie octowym
i pozostawia sie w temperaturze 20°C. Po dodaniu
mieszaniny eteru i octanu etylu wytrgca sie 32 g
H-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH, w postaci bromowodor-
ku.

39 g bromowodorku H-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH,,
29 g CBO-/For/Liz-OCP (przyklad II) rozpuszcza
sie w 100 ml dwumetyloformamidu i dodaje sie
75 ml tr6jetyloaminy. Wytrzagsa sie¢ w ciggu 48
godzin w temperaturze 20°C dodaje 500 ml 1 n
kwasu. octowego i wytrgcony produkt przemywa
woda a nastepnie octanem etylowym. Otrzymuje
sie 36 g CBO-/For/Liz-Wal-Try-Pro-Wal- NH,'

(a)zl; =24° w dwumetyloformamidzie.
Otrzymany produkt -rozpuszcza sie w 200 ml
4 n roztworu bromowodoru w lodowatym kwasie
octowym i pozostawia sie w ciggu godziny w tem-
peraturze 20°C. Po dodaniu mieszaniny eteru
i octanu etylowego wydziela sie 33 g bromowo-
dorku H-(For)Liz-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH,. ‘
32 g bromowodorku H-(For)Liz-Wal-Tyr-Pro-
Wal-NH, i 21 g CBO-Wal-OCP rozpuszcza sie w
50 ml dwumetyloformamidu i dodaje 8,7 ml tréj-
etyloaminy. Wytrzgsa sie¢ 48 godzin w tempera-
turze 20°C i dodaje 1000 ml 1 n kwasu octowego.
Wytragcony produkt odsgcza sie i przemywa wo-
dg oraz octanem etylowym. Otrzymuje sie¢ 30 g
N-CBO-Wal-(For)Liz-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH, () 23
—34° w dwumetyloformamidzie.
Otrzymany produkt rozpuszcza sie w 500 ml
metanolu i uwodarnia w ciggu 3 godzin, pod nor-
malnym ci$nieniem w obecno$ci katalizatora pal-
ladowego. Odsacza sig, odparowuje w pré6zni, su-
szy w temperaturze 50°. Otrzymuje sie 21 g

H-Wal-(For)Liz-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH, @4
= —33° w dwumetyloformamidzie,
Przyktltad X. E- N-Formylo- L-lizylo- E-N-

_formylo- L-lizylo (guanido) N-tozylo- L-arginy-
lo- (guanido) N-tozylo- L-arginylo- L-prolina
H(For)Liz(For)Liz(Tos)Arg-(Tos)Arg Pro-OH. 64 g
CBO-(Tos)Arg-OCP (przyklad III) i 19 g estru III
rzed. butylowego L-proliny (H-Pro-OTB) rozpusz-
cza sig w 70 ml octanu etylu i pozostawia sig na
16 godzin w temperaturze 20°C. Przemywa’ si¢ roz-
cieficzconym lugiem sodowym, rozcienczonym kwa-
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sem fosforowym I nasyconym roztworem chlorku
sodowego, suszy nad siarczanem sodowym i od-
parowuje w prézni. .Po przekrystalizowaniu z
mieszaniny benzenu i eteru otrzymuje sie 49 g
CBO-/TOS/Arg-Pro-OTB. Temperatura topnienia

1279é.(a) 21; = —29° w dwumetyloformamidzie.
116 g CBO-(Tos)Arg-Pro-OTB rozpuszcza sie w

" 150 ml kwasu tréjfluorooctowego i pozostawia na

2 godziny w temperaturze 20°C. Dodaje sie eteru
i wytracony osad rozpuszcza sie w 1 n amoniaku.
Przemywa sie octanem etylu, zakwasza 4 n kwa-
sem siarkowym i osad rozpuszcza sie w octanie
etylu. Po wysuszeniu nad siarczanem sodowym
odparowuje sie w prézni. Otrzymuje si¢ 98 g

CBO-(Tos)Arg-Pro-OH. (@) 2]; = —11°C w dwu-

metyloformamidzie.
Otrzymany produkt rozpuszcza sie w 500 ml

* 4 n roztworu bromowodoru w kwasie octowym

i pozostawia na godzing w temperaturze 20°C. Po
dodaniu eteru wydziela sie¢ 83 g bromowodorku
H-(Tos)Arg-Pro-OH.

60 g bromowodorku H-(Tos)Arg-Pro-OH 1 80 g
CBO-(Tos)Arg-OCP (przyklad III) rozpuszcza sie
w 200 ml dwumetyloformamidu i dodaje 52 ml
tréjetyloaminy. Wytrzasa sie w ciggu 48 godzin
w temperaturze 20°C, przesgcza sie i dodaje
500 ml 4 n kwasu octowego. Wydzielony olej roz-
buszcza si¢ w 1 n amoniaku, przemywa octanem
etylu i zakwasza 4 n kwasem siarkowym. Wytrg-
cony produkt ekstrahuje si¢ mieszaning octanu
etylu i n-butanolu i ekstrakt odparowuje si¢ w
prézni. Otrzymuje sie 86 g CBO-(Tos/Arg/-Pro-

-OH). @ 2]; = —40° w dwumetyloformamidzie.

Otrzymany produkt rozpuszcza si¢ w 500 ml
4 n roztworu bromowodoru w lodowatym :kwa-
sie octowym i pozostawia w ciggu godziny w
temperaturze 20°. Po dodaniu eteru wydziela sig
86 g.bromowodorku H-Tos(Arg-(Tos)-Arg-Pro-OH.

61 g bromowodorku H-(Tos)Arg-(Tos)-Arg-Pro-
-OH i 32 g CBO-(For) Liz-OCP (przyklad II) roz-
puszcza sie w 200 ml dwumetyloformamidu i do-
daje 90 ml tréjetyloaminy. Calo§é¢ wytrzasa sie

w ciggu 48 godzin w temperaturze 20°C, przesg- :

cza i dodaje 500 ml 4 n kwasu octowego. Wytra-
cony produkt rozpuszcza si¢ w 1 n amoniaku,
przemywa octanem etylu i zakwasza si¢ 4 n
kwasem siarkowym. Wydzielony olej ekstrahuje
sie mieszaning octanu etylu i n-butanolu a
ekstrakt suszy nad siarczanem sodowym i odpa-
rowuje w pr6zni. Otrzymuje sie 42 g CBO-(For)
(Liz-(Tos)Arg-Tos(Arg)-Pro-OH. (a) 23 = —23° W
dwumetyloformamidzie.

Otrzymany produkt rozpuszcza sie w 300 ml
4 n roztworu bromowodoru w lodowatym kwa-
sie octowym i pozostawia sie’ w ciggu godziny w
temperaturze, 20°C. Po dodaniu eteru wydziela sie
39 g bromowodorku H- (For)L1z-(Tos)Arg(Tos)Arg-
-Pro-OH.

37 g bromowodorku H- (For)L1z(Tos)Arg Pro-OH
i 19 g CBO- (For)L1z—OCP (przyklad II) rozpusz-
cza sie w. 100 ml dwumetyloformamidu i dodaje
€8 ml tréjetyloaminy. Wytrzasa si¢ w ciggu 48
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godzin w temperaturze 20°C i dodaje 500 ml 4 n
kwasu octowego. Wydzielony olej rozpuszcza sie
w 1 n amoniaku i przemywa octanem etylu. Na-
stepnie zakwasza sie rozcieficzonym kwasem
siarkowym 1 ekstrahuje mieszaning . n-butanolw
i octanu etylu. Po wysuszeniu nad siarczanem
sodowym i odparowaniu w préini .otrzymuje
sie¢ 28 g CBO-(For)Liz-(For)Liz(Tos)Arg(Tos)Arg)-
21
-Pro-OH. (a) D =
midzie. .

Otrzymany produkt rozpuszcza sie -w - 500. ml
4 n roztworu bromowodoru w lodowatym kwa-
sie octowym i pozostawia si¢ w ciggu 1 godzmy
w temperaturze 20°C. Po dodaniu eteru wydziela
ise 31 g bromowodorku H-(For)-Liz-(For)Liz-(Tos)
(Arg-)Tos(Arg)Pro-OH.

Przyklad XI. Amid L-walilo-glicylo-s-N-
formylo-L-lizylo-e-N-formylo- L-lizylo- (guanido)
N-tozylo- L-arginylo- (guanido) N-tozylo- L-ar-
ginylo- L-prolilo- L-walilo- e-N-formylo- L-lizy-
lo- L-walilo- L-tyrozylo- L-prolilo- L-waliny.
H-Wal-Gli-(For)Liz(For)Liz(Tos)Arg (Tos) Arg-Pro-
-Wal(For)Liz-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH, (poréwnaj fig.
3).

17 g CBO-Wal-Gli-OCP (przyklad VII) i 40 g
bromowodorku H-(For)Liz-(For)Liz(Tos)Arg-(Tos)
Arg-Pro-OH (przyklad X) rozpuszcza sie w 100
ml dwumetyloformamidu i dodaje sig 100 ml
tréjetyloaminy. Wytrzasa si¢ w ciggu 48 godzin
w temperaturze 20°C, odsgcza i dodaje 500 ml
4 n kwasu octowego. Wydzielony olej rozpuszcza
sie w rozcieficzonym roztworze amoniaku i prze-
mywa octanem etylowym. Po zakwaszeniu 4 n
kwasem siarkowym ekstrahuje si@ mieszaning
n-butanolu i octanu etylu, suszy nad siarczanem
sodowym i odparowuje do sucho$ci. )

Otrzymuje sie 26 g CBO-Wal- Gh-(For)le-(For)

le-(Tos)Arg-(Tos)Arg Pro-OH. (@) D = —16° w
dwumetyloformamidzie.

Otrzymany produkt jak réwniez 19 g H-Wal-
(For)Liz-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH, (przyklad IX) roz-
puszcza sie w 160 ml formamidu i dodaje
w temperaturze —10°C 72 g dwucyklohek-
sylokarbodwuimidu. Wytrzasa sie w ciggu
16 godzin w temperaturze 20°C i odsacza
sie dwucykloheksylomocznik. Do roztworu doda-
je sie rozcieficzonego kwasu solnego i wytrgcony
produkt przemywa woda i octanem etylowym.
Nastepnie rozpuszcza sie w gorgcym etanolu i po
ozigbieniu  produkt odsgcza sie. Otrzymuje
sie 22 g CBO-Wal-Gli-(For)Liz(-For)Liz(Tos)Arg
-(Tos)Arg- Pro- Wal- (For)Liz- Wal-Tyr- Pro-

-Wal-NH,. () 2,; =

—18° w dwumetylotqrma-

—29° w dwumetyloforma-

- midzie. :

Otrzymany produkt rozpuszcza si¢ w 400 ml
4 n roztworu bromowodorku w lodowatym, kwa-
sie octowym i pozostawia sie w ciggu godziny w
temperaturze 20°C. Po dodaniu eteru wydziela
si¢ 20 ‘g bromowodorku H-Wal-Gli-(For)Liz(For)
Liz- (Tos)Arg- (Tos)-Arg- Pro- Wal- (For)Liz-
-Wal-Tyr-Pro- Wal-NHj,.

- Przyktad XII. Ester III-rzed butylowy (gu-
anido) -N-tozylo-. L-arginylo- L-tryptofanyio-
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-glicylo-¢-N-formylo- L-lizylo-
(Tos)Arg-Try-Gly-(For)Lu-Pro-OTB
fig. 4).

974 g CBO-(For)L1z-OCP (przyklad II) i 40 g
estru IIl-rzed. butylowego L-proliny (H-Pro-
-OTB) rozpuszcza sie w 200 ml dwumetylofor-
mamidu, pozostawia sie¢ na 16 godzin, dodaje sie
500 ml octanu etylu, otrzymany roztwér przemy-
wa si¢ rozcieficzonym kwasem fosforowym i roz-
tworem kwasnego weglanu potasowego. Po wy-
suszeniu siarczanem sodowym roztwér odparo-

L-proliny (H-
(poréwnaj

wuje sig i otrzymang oleistg pozostalo§¢ prze-

mywa sie eterem naftowym PO czym rozpuszcza
si¢ w 600 ml etanolu i 12 ml lodowatego kwasu
octowego i odszczepia grupe CBO przez uwo-
dornienie pod normalnym ciSnienlem w obecno§-
ci katalizatora palladowego Katalizator odsqcza
sie’i odparowuje metanol Po wysuszeniu w wy-
sokiej prézni otrzymuje sie 77 g kwasu H- (For)
Liz-Pro-OTB-octowego w postaci lepkiego oleju.
Ten rozpuszcza si¢ w 200 ml dwumetyloforma-
midu, dodaje si¢ 96 g CBO-Try-Gli-OCP i 30 ml
tréjetyloaminy i ogrzewa sie w ciggu 6 godzin
w temperaturze 50°C. Po dodaniu 1000 m] octa-
nu etylowego i przemyciu rozcieficzconym kwa-
sem fosforowym i roztworem kwasnego weglanu
potasoweqo roztwolr suszy sie nad siarczanem so-
dowym i odparowuje, Pozostalo§¢ przemywa sie
eterem i suszy. Otrzymuje si¢ 110 g CBO-Try-

-Gli-(For)Liz-Pro-OTB. Temperatura topnienia
105—112°C. (@)% = 53° w dwumetyloforma-
midzie

- 106 g CBO-Try-Gli-/For/Liz-Pro-OTB i 9 ml
lodowatego kwasu octowego rozpyszcza sie w
1000 m] metanolu i uwodarnia sie w obecnosci
katalizatora palladowego w celu odszczepienia
grupy CBO.

Katalizator odsgcza sig¢, odparowuje rozpuszczal-
nik 1 pozostalo§¢ suszy w wysokiej prézni. Rqz-
puszcza sie jg w 150 ml dwumetyloformamidu,
' dodaje 1085 g CBO-(To0s)Arg-OCP i 22 ml tréj-
etyloaminy i miesza si¢ w ciggu 16 godzin w tempe-
raturze 20°C i 6 godzin w temperaturze 50°C.
Dodaje sie. 1500 ml octanu etylu, przemywa roz-
cieficzconym kwasem siarkowym, roztworem we-
glanu sodowego i wodg. Suszy nad siarczanem
sodowym, zageszcza roztwér i wytraca produkt
po dodaniu eteru. Po przesgczeniu i wysuszeniu
‘otrzymuje sie 108 g CBO-(Tos)Arg-Try-Gli-(For)
/Liz-Pro-OTB. Temperatura topnienia 102°C (z

rozkladem) (&) 2]; = —28° w dwumetyloforma-
midzie.

_.Otrzymany produkt rozpuszcza sie w 1600 ml
metanolu i uwadarnia sie w obecno$ci kataliza-
tora palladowego pod normalnym ciSnieniem, w
celu catkowitego odszczepienia grupy CBO. Od-
sgcza. sie katalizator i suszy w temperaturze
60°C, w wysokiej prézni. Otrzymuje sie 64 g
H-/Tos/Arg-Try-Gli/For/Liz-Pro-OTB. (@) 3 =
= —34° w dwumetyloformamidzie.

Przyktad XIII. Amid L-glutamylo- L-histy-
dylo- L-fenylo-alanylo- L-arginylo- L-tryptofa-
nylo-glicylo- e-N-formylo- L-lizylo- L-prolilo-
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L-waliloglicylo- &-N-formylo- L-lizylo=: e-N-for-
mylo- L-lizylo- L-arginylo- - L-arginyle- L-pro-
lilo- L-walilo- . ¢-N-formylo- -llzylo- L-walilo-
L-tyrozylo- L-prolilo- L-waliny. .

H-Glu-His-Fen-Arg-Try-Gli-(For) sz-Pro-Wal-
-Gli-(For). Liz (For)Liz- Arg-Arg-Pro-Wal—(For)Liz-
-Wal-Tyr-Pro-Wal-NHz (poréwnaj fig. 5). )

57 g H- (Tos)Arg-Try-Gh-(For)Liz-Pro-OTB i
42 g CBO-Fen-OCP) przyklad IV) rozpuszcza sie
w 100 ml dwumetyloformamidu pozostawia sie
ha 16 godzm w temperaturze poko:owej, dodaje
2000 ml’ octanu etylu, przemywa rozcieficzonym
kwasem siarkowym i roztworem weglanu sodo-
wego, suszy nad smrczanem sodowym odparo-
wuje i przemywa pozostaloéé eterem.

- Po wysuszeniu- w wysokiej prézni otrzymuje
sie 85 g CBO-Fen-(Tos)Arg-Try-Gli-(For)Liz-Pro-_
=OTB.:

. - Temperatura
(a)zj; = +-32° w dwumetyloformamidzie.

Otrzy'many wyzej produkt rozpuszcza sie w
1600 m] metanolu i uwodarnia sie w obecnoSci
katalizatora palladowego pod normalnym cisnie-
niem w. celu  calkowitego odszczepienia grupy
CBO. Po przesgczeniu roztwér zageszcza sie
i produkt wytraca eterem. Po wysuszeniu w wy-
sokiej prézni w temperaturze 60°C otrzymuje sie
57 g H-Fen-(Tos) Arg-Try-Gli-(For)Liz-Pro-OTB.
(a) % = —48° w dwumetyloformamidzie.

54 g H-Fen-(Tos)Arg-Try-Gli-(For)Liz-Pro-OTB
i 20 g CBO-His-N; rozpuszcza sie w mieszaninie
60 ml octanu etylowego i 60 ml dwumetyloforma-
midu i pozostawia sie na 48 godzm w temperatu-
rze 0°C.

Odparowuje sig, pozostalo§é traktuje sie 500
ml octanu etylowego, przesacza i suszy staly
produkt w wysokiej prézni. Otrzymuje sie 74 g
CBO-His-Fen-(Tos) Arg-Try-Gli-(For)Liz-Pro-OTB.

@3 =

topnienia 180°C (z rozkladem) .

Temperatura topnienia 160—180°C,
= —41° w dwumetyloformamidzie.

Otrzymany produkt rozpuszcza sie w 740 ml
kwasu tr6jfluorooctowego i przechowuje sie w
ciggu 1 godziny w temperaturze 20°C. Odparo-
wuje sie i przemywa pozostato§é eterem, roz-
puszcza w mieszaninie dioksan/woda (4:1) i
przesacza sie¢ przez kolumng z zasadowym wy-
mieniaczem jonowym aby usungé ostatnie $lady
kwasu tré6jfluorooctowego. Przesgcz odparowuje
sie¢ w prézni.

Otrzymuje si¢ 62 CBO-His-Fen-(Tos)Arg-Try-
-Gli-(For)Liz-Pro-OH. Otrzymany produkt roz-
puszcza si¢ w 1500 ml metanolu i uwadarnia sie
w .obecnosci katalizatora palladowego pod nor-
malnym ci$nieniem, az do calkowitego odszcze-
pienia. grupy CBO. Przesacza si¢, przemywa ka-
talizator 100 ml dwumetyloformamidu, potgczone
przesgcze zageszcza si¢ i wytrgca sie heptapep-
tyd za pomoca eteru. Po wysuszeniu otrzymuje
sie¢ 40 g H-His-Fen-(Tos)Arg-Try-Gli-(For)Liz-
Pro-OH. Temperatura topnienia 220—225°C.

@ & =—34° w dwumetyloformamidzie. »

Otrzymany produkt rozpuszcza sie’w 300 ml
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dwumetyloformamidu, dodaje 285- g CBO-Gla-
(OTB)-OCP, pozostawia sie' na 3 dni w tempe-
raturze 20°, zageszcza sie i dodaje 1000 ml eteru.
Po przesgczeniu osad.przemywa sie octanem ety-
1u, rozpuszcza sie w mieszaninie dioksanu i wody
{(4:1) przesacza i odparowuje.

Pozostaloéé rozpuszcza sie w malej iloSei dwu-
metyloformamidu i wytraca ..octanem etylu. Po
przesgczeniu i w wysuszeniu w 'wysokiej prézni
otrzymuje sie 39 g CBO-Glu(OTB)-His-Fen-(Tos)

Arg-Try-Gli- or)Liz-Pro-OH. Temperatura top-
nienia 175—180°. (a) = —"31° w dwumetylofor-
mamidzie.

Otrzymany produkt rozpuszcza sxe w 60 ml pi-
rydyny i dodaje si¢ 30 g tr6j (2, 4, 5-tréjchloro-
:Eenylo) fosforynu, ktéry wytwarza sie nastepu-
jaco:

Sporzadza sie m*eszanine 88 g 2, 4 5 tré6jchlo-
-rofenolanu sodowego w 500 ml benzenu i do-
" daje sie 12 ml tréjchlorky fosforu w tempera-
turze 0°C." Po 3 godzihach w temperaturze 80°C
odsgcza sie chlorek sodowy i roztwér odparo-
wuje. Po przekrystalizowaniu z octanu etylu
otrzymuje si¢ 52 g tr6j (2, 4, 5-tréjchlorofenylo)-
fosforynu o temperaturze topnienia 122°C, ktéry
pozostawia sie na 16 godzin w .temperaturze
20°C, dodaje eteru, przesgcza, przemywa gorg-
cym octanem etylu i suszy.

Otrzymuje sie 42 g CBO-Glu(OTB)-His-Fen-

(Tos)Arg-Try-Gli-(For)Liz-Pro-OCP (a) —28,v1° w
dwumetyloformamidzie.

19 g CBO-GIlu(OTB)-His-Fen-(Tos)Arg-Gli-(For)
Liz-Pro-OCP i 20 g H-Wal-Gli-(For)Liz-(For)Liz-
(Tos)Arg-(Tos) ,Arg) Pro-Wal(For)Liz-Wal-Tyr-Pro-
-Wal-NH, rozpuszcza sie w 40 ml dwumety-
loformamidu i 2 ml tréjetyloaminy i ogrzewa sie
otrzymany roztwér w ciggu 18 godzin w tempe-
raturze 50°C. Dodaje si¢ 1000 ml wrzacego ace-
tonu i przemywa si¢ jeszcze starannie wytracony
produkt acetonem i suszy w pré6ini. Rozpuszcza
sie go w mieszaninie dioksanu i wody (4:1)
przesgcza przez kwasny wymieniacz jonowy i od-
parowuje do suchofci. Pozostato§¢ przemywa sie
octanem etylu i suszy w .pré6zni.

Otrzymuje sie 27 g CBO-Glu(OTB)-His-Fen-
(Tos)Arg-Try-Gli-(For) Liz-Pro-Wal-Gli-(For) Liz-
-(For/Liz (Tos) Arg-(Tos) Arg-Pro-Wal-(For)-Liz-
-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH,

" Temperatura topnienia 210—220°C.
= —38° w dwumetyloformamidzie.

5 g otrzymanego, chronionego henekozapeptydu
rozpuszcza sie w 7,5 litra suchego amoniaku i
dodaje przy silnym mieszaniu kawatki sodu az
do uzyskania trwaltego, ciemno-niebieskiego za-
barwienia.

Nastepnie dodaje sie 2 g chlorku amonu, od-
parowuje amoniak, suszy pozostalo§é w wyso-
kiej pr6ézni i rozpuszcza sie jg w 250 ml 0,2 n
octanu etylu. Po odsoleniu roztworu odparowuje
sie¢ do suchoS$ci, pozostato§¢ przemywa etanolem
" i suszy w pr6zni.

* Otrzymuje si¢ 4,4 g H-Glu-His-Fen-Arg-Try-
-Gli-(For) Liz-Pro-Wal-Gli (For) Liz-(For) Liz-Arg
-Arg-Pro-Wal-(For)Liz-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH,.
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- Przyktlad XIV.-"Amid N-trytylo- L-serylo-
L-tytozylo- L-serylo- L-norléucylo- L-glutamylo-
L-histydylo-' L fenyloalanylo- L-arginylo- L-tryp-
tofanyloglicylo-z-N-formylo-lizylo- L-prolllo-
L-waliloglicylo- e-N-formylo- L-lizylo- e-N-for-
mylo- L-lizylo- L-arginylo- L-arginylo- L-pro-
lilo- L-walilo- e-N-formylo- L-lizylo- L-waiilo-
L-tyrozylo- L-prolilo- L-waliny.

! (Tti = Ser - Tyr-Ser-Nle-Glu-His-Fen-Arg-Try-
-Gli-(For) Liz-Pro-Wal-Gli-(For) - Liz (For)-Liz-
Arg-Arg-Pro-Wal - (For)Liz - Wal-Tyr-Pro-Wal-
-NH,) (por6éwnaj fig. 6). ) ) :
- 174 g ‘Tri-Ser-OH i 117 g H-Tyr-OMe rozpusz-
cza si¢ w mieszaninie 2 litréw acetonitrylu, 1 l-
tra chloroformu i 50 ml dwumetyloformamidu,
oziebia si¢ do temperatury —10°,.dodaje sie 124 g
dwucykloheksylokarbodwuimidu i miesza sie w
ciggu 5 godzin w temperaturze 20°C. Przesgcza,
przemywa 1,5 litra pirydyny, polaczone przesgcza
odparowuje do.suchos$ci i pozostato§é krystalizuje
z gorgcego octanu etylu. Otrzymuje sie 221 g Tri-
-Ser-Tyr-OMe. Temperatura topnienia 232°C;

() 21; = —34° w dwumetyloformamidzie,

QOtrzymany produkt rozpuszcza sie w 500 ml
dwumetyloformamidu i dodaje sie 100 ml hydra-
zyny. Po 24 godzinach w temperaturze 20°C
przelewa. sie roztwér do 5 litré6w octanu etylu,
odwirowuje, oleista pozostalo§¢ rozpuszcza sie
w 2 litrach octanu etylu i roztwér przemywa sie
wodg az do zobojetnienia. Suszy siarczanem so-
dowym, odparowuje do suchofci i pozostaloﬁé
przemywa eterem. .

Otrzymuje si¢ 182 g Tri-Ser-Tyr-NHNH,. Tem-
peratura topnienia 120°C (z rozkladem) (z) 21; =
= —30° w dwumetyloformamidzie.

131 g CBO-Ser-OH i 95 g H-Nle-OMe w posta-
ci chlorowodorku rozpuszcza sie w 2 litrach chlo-
roformu i 70 ml tréjetyloaminy, oziebia sie¢ do
temperatury —10°C, dodaje sie 124 g dwucyklo-
heksylokarbodwuimidu i miesza w ciggu 5 go-
dzin w temperaturze 20°C.

Przesgcza, przesgcz odparowuje, pozostalosé
przemywa eterem naftowym, wodg i1 suszy. Pod-
daje sle¢ krystalizacji z mieszaniny octanu etylu
i eteru naftowego i otrzymuje sie 151 g CBO-
-Ser-Nle-OMe. Temperatura topnienia 71°C,

(a)%l = —19° w metanolu.

Grupe CBO odszczepia sie przez katalityczne
uwodornienie w metanolu w obechoSci kataliza-
tora palladowego i réwnowaznej iloSci chloro-
wodoru. Po oddzieleniu katalizatora, odparowa-
niu i dodaniu eteru etylowego otrzymuje si‘e
z iloSciowsg wydajnoﬁcia chlorowodorek H-Ser-
-Nle-OMe.

46 g Tri-Ser-Tyr-NHNH, rozpuszcza: sie w
mieszaninie 120 ml dwumetyloformamidu, 120 ml

‘izopropanolu i 120 ml wody, oziebia si¢ do tem-

peratury —10°C dodaje 44 ml 6 n kwasu solnega
i przy silnym mieszaniu dodaje sie 3,5 g azotynu
sodowego. Po uplywie 5 minut dodaje sie¢ 250 ml
1 n weglanu .potasowego i 1500 ml wody. Odsa-
cza sie, staly produkt rozpuszcza sie¢ w 200 ml
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dwumetyloformamidu, dodaje. 24 g chlorowodor-
ku N-Ser-Nle-OMe i 23 ml tréjetylo aminy i po-
zostawia sie¢ na 16 godzin w temperaturze 20°C.

Roztwér przelewa sie¢ do 1000 ml wody, ekstra-
huje octanem etylu, suszy siarczanem sodowym
i odparowuje. Po przemyciu pozostalo$ci eterem
otrzymuje sie 56,5 g Tri-Ser-Tyr-Ser-Nle-OMe.

Temperatura topnienia 130—140° (z rozkladem).

Otrzymany produkt rozpuszcza sie w 200 ml
gorgcego etanolu, dodaje sie 3 ml hydrazyny, po-
zostawia sie na 24 godziny w temperaturze 20°C,
dodaje sie 200 ml eteru, przesgcza, przemywa
eterem i suszy w prézni nad pieciotlenkiem fos-
foru i stezonym kwasem siarkowym. Otrzymuje
sie 51 g Tri-Ser-Tyr-Ser-Nle-NH-NH,. Tempera-
tura topnienia 205°C.

8,8 g Tri-Ser-Tyr-Ser-Nle-NH-NH, rozpuszcza
sie w 30 ml dwumetyloformamidu, dodaje sie
10 ml wody, oziebia do temperatury —10°C, do-
daje 5 ml 6 n kwasu solnego oraz 750 g siarczy-
nu sodowego, miesza sie w ciggu 5 minut w tem-
peraturze —5°C, 'dodaje sie 300 ml 0,2 n roztworu
weglanu sodowego i odwirowuje.

Otrzymany Tri-Ser-Tyr-Ser-Nle-N; rozpuszcza
- sie w 50 ml dwumetyloformamidu, dodaje 20 g
H-Glu-His-Fen-Arg-Try-Gli(For)Liz-Pro-Wal-
-Gli-(For)-Liz-(For)-Liz-Arg-Arg-Pro-Wal-(For)
Liz-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH, i 5 ml wody i trak-
tuje sie trojetyloaming az do reakcji alkalicznej.
Pozostawia sie na 12 godzin w temperaturze 0°C,
dodaje sie jeszcze dalszg ilo§é azydku czteropep-
tydu otrzymang z 4,8 g Tri-Ser-Tyr-Ser-Nle-NH-
-NH,, pozostawia sie na 6 godzin w temperaturze
20°C, odparowuje w wysokiej prézni, przemywa
gorgcym octanem etylu i chlorkiem metylenu
i suszyl w prozni. Otrzymuje sie 23 g Tri-Ser-Tyr-
-Ser-Nle-Glu-His-Fen-Arg-Try-Gli-(For)Liz - Pro-
-Wal-Gli-(For) Liz - (For) Liz-Arg-Arg-Pro-Wal-
(For)-Liz-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH,.

Przyklad XV. Amid L-serylo- L-tyrozylo-
L-serylo- L-norleucylo L-glutamylo- L-histydy-
lo- L-fenyloalanylo- L-arginylo- L-tryptofany-
loglicylo- L-lizylo- L-prolilo- L-waliloglicylo-
L-lizylo- L-lizylo- L-arginylo- L-arginylo- L-
-prolilo- L-walilo- L-lizylo- L-walilo- L-tyrozy-
lo- L-prolilo- L-waliny .

H-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu-His-Fen-Arg-Try - Gly-
-Liz-Pro-Wal-Gli-Liz-Liz-Arg-Arg-Pro-Wal-
-Liz-Wal-Tyr-Pro-Wal-NH,.

a) 10 g chronionego pentakozapeptydu ogrzewa
sie, mieszajac bez dostepu tlenu w 5000 ml 0,1 n
kwasu solnego w ciggu 3 godzin w temperaturze
100°C, odparowuje sie w proézni, pozostalo$¢ prze-
mywa. acetonem i eterem etylowym i suszy w
prézni. Po przeciwpragdowym rozdzieleniu w
mieszaninie kwasu tréjfluorooctowego, II rzed.
butanolu i wody (1-120:160) otrzymuje sie
7,4 g glownej frakcji, ktéra posiada takie same
wlasciwosci jak kortikotropina i ktéra w chro-
matografii i elektroforezie zachowuje sie jedno-
rodnie.

Migracja w elektroforezie bibutowej przy pH
5,8 i napieciu 40 V/em wynosi 56 mm w ciggu
60 minut (stosowana jako wzorzec histydyna
przesuwa sie 61 mm). Migracja w elektroforezie
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bibulowej przy pH 1,9 i napigciu 40 V/em wy-
nosi 121 mm w ciggu 60 minut (stosowany jako
wzorzec kwas glutaminowy przesuwa si¢ 97 mm
w tych samych warunkach).

Rf w chromatografii bibulowej w ukladzie
n-butanol (kwas octowy) woda 70(10)20 wynosi
0,01 calkowita hydroliza daje nastepujacy sklad
aminokwasOw: Ser;,s, Trys,e Nle,,o Glug,, H Fen,
Args,,Gliz,Lizs, Pro,,gWaly,e (Tyrozyna jak wiadomo
ulega rozkladowi przy catkowitej hydrolizie kwa-
sowej). Produkt moze by¢é stosowany sam lub po
przeksztalceniu w inng s6L

Przechowuje si¢ go w stanie stalym, roztworze
lub w postaci adsorbatu.

b) 10 g chronionego pentakozapeptydu roz-
puszcza sie w mieszaninie 500 ml lodowatego
kwasu octowego i 500 ml wody, ogrzewa w cig-
gu 10 minut w temperaturze 100°C, odparowuje,
rozpuszcza w 5000 mi 0,01 n kwasu solnego,
ogrzewa .w ciggu 3 godzin w temperaturze 100°C
i postepuje sie dalej jak w punkcie a).

c) 10 g chronionego pentakozapeptydu rozpusz-
cza sie w 1200 ml kwasu tr6jfluorooctowego, po-
zostawia sie na 30 minut w temperaturze 20°C,
odparowuje, rozpuszcza w 5000 ml 0,2 n kwasu
solnego, ogrzewa w ciggu 90 minut w tempera-
turze 100°C i postepuje sie dalej jak w pun-
kcie a).

d) 10 g chronionego pentakozapeptydu rozpusz-
cza sie w 4500 ml 0,5 n metanolowego roztworu
kwasu solnego, pozostawia sie mieszajac na 24
godziny w temperaturze 20°C, odparowuje, roz-
puszcza w 1000 ml 0,1 n kwasu solnego, ogrzewa
w ciggu 1 godziny w temperaturze 100°C i po-
stepuje dalej jak w punkcie a).

Zastrzezenia patentowe

Spos6éb wytwarzania nowego polipeptydu o wzo-
rze amidu L-serylo- L-tyrozylo- L-serylo- L-nor-
leucylo- L-glutamylo- L-histydylo- L-fenyloala-
nylo- L-arginylo- L-tryptofanylo-glicylo- L-lizy-
lo- L-prolilo- L-walilo-glicylo- L-lizylo- L-lizy-
lo- L-arginylo- L-arginylo- L-prolilo- L-walilo-
L-lizylo- L-walilo- L-tyrozylo- L-prolilo- L-wa-
liny, znamienny tym, ze pochodng polipeptydu o
wzorze amidu N-A-L-serylo- L-tyrozylo- L-sery-
lo- L-norleucylo- L-glutamylo- L-histydylo- L-
-fenyloalanylo- L-arginylo- L-tryptofanylo- L-

L-glicylo- &-N-formylo- L-lizylo- L-prolilo- L- -

L-walilo-glicylo- &¢-N-formylo- L-lizylo- &-N-
-formylo- L-lizylo- L-arginylo- L-arginylo- L-
-prolilo- L-walilo- ¢-N-formylo- L-lizylo-. L-
-walilo- ¢-N-formylo- L-lizylo- L-walilo- L-
-tyrozylo- L-prolilo- L-waliny, w . ktérym A
oznacza grupe nadajgca sie do ochrony grupy
aminowej, zwlaszcza grupe karbobenzoksylowg
odszczepialng przez uwodornienie, przez trakto-
wanie bromowodorem w kwasie trojfluoroocto-
wym lub przez traktowanie metalem alkalicznym
w cieklym amoniaku, albo przez hydrolize kwa-
$na, grupe karboalkiloksylowa, odszczepialna przez
kwasng hydrolize, grupe tro6jfluoroacetylows od-
szczepialng przez zmydlenie lub traktowanie hy-
drazyng, grupe acetylowsa, chloroacetylowg lub for-
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mylowa odszczepialng przez kwasng hydrolize, gru-
pe karbo IIT rzed. butoksylowg lub p-nitro-karbo-
benzoksylowg odszczepialng przez kwasng hydroli-
ze, przez traktowanie bromowodorem w kwasie
tréjfluoro-octowym lub przez traktowanie kwasem
tréjfluorooctowym, lub grupe tr6jfenylometylowg i
formylowa odszczepialng za pomocg bromowodo-
ru w Kwasie trojfluorooctowym za pomocg kwa-
su tréjfluorooctowego na drodze kwasnej hydro-
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lizy lub przez traktowanie metalem alkalicznym
w cieklym amoniaku, lub grupe formylows od-
szczepialng przez kwasng hydrolize, traktuje sie
czynnikami odszczepiajacymi odpowiednie grupy
ochronne, przy czym proces ten prowadzi sie
w jednym lub ewentualnie kilku stopniach, a tak
otrzymany polipeptyd ewentualnie przeprowadza
sie w s6l z nieorganicznymi lub organicznymi
kwasami.
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