(19)

FINNISH PATENT AND REGISTRATION OFFICE

"

(72)

(74

(54

SUOMI - FINLAND
(F1)

PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN

Hakija - S6kande - Applicant

(10)
(12)

@1
61N

(22)
(23)
41)
(43)

Fl 812822 A7

JULKISEKSI TULLUT PATENTTIHAKEMUS
PATENTANSOKAN SOM BLIVIT OFFENTLIG
PATENT APPLICATION MADE AVAILABLE TO THE
PUBLIC

Patenttihakemus - Patentansékan - Patent application 812822

Kansainvélinen patenttiluokitus - Internationell patentklassifikation -
International patent classification

co7C

Tekemispéivéa - Ingivningsdag - Filing date 10.09.1981
Saapumispaiva - Ankomstdag - Reception date 10.09.1981
Tullut julkiseksi - Blivit offentlig - Available to the public 20.03.1982
Julkaisupdivéa - Publiceringsdag - Publication date 12.06.2019

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet - Priority

19.09.1980 US 188,804 27.07.1981 US 286,138

1 +American Home Products Corporation, 685 Third Avenue, New York, NY 10017, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

Keksija - Uppfinnare - Inventor

1+McGregor, William Herbert, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

Asiamies - Ombud - Agent

Kolster Oy Ab, Salmisaarenaukio 1, 00180 Helsinki

Keksinndn nimitys - Uppfinningens benédmning - Title of the invention

Polypeptidivalmisteet.
Polypeptidprodukter.



10

15

20

25

30

35

Polypeptidivalmisteet

Viimeaikainen tutkimus on vahvistanut kateenkorvan
merkityksen imettdvdisten immuunijdrjestelmdn toiminnassa.
Verta muodostavat varsisolut erilaistuvat kateenkorvassa
kypsiksi immunologisesti tehokkaiksi lymfosyyteiksi, joita
kutsutaan T-soluiksi, ja jotka kulkeutuvat vereen, imunes-—
teeseen, pernaan ja imusolmukkeisiin. T-soluilla on immu-
nologisia erityisominaisuuksia ja ne liittyvdt soluvdlit-
teisiin immunovasteisiin, kuten kudossiirtovasteisiin,
virusinfektioiden vasteisiin, kasvainten vasteisiin jne.
Ruumiin vaste antigeeniselle materiaalille, kuten baktee-
reille, on luuytimen varsisolujen, jotka eivdt kuitenkaan
erilaistu kateenkorvassa, aikaansaama. Antigeenin vastai-
nen vasta-ainevaikutus vaatii usein sopivien T-solujen l&s-
ndoloa, Jjoten T-solut ja siten my&s kateenkorva, ovat vdlt-
tdmidttémid ruumiin immuunijdrjestelmdlle, ei ainoastaan so-
lujen immuunivasteiden aikaansaajina, vaan myds neste-
vasta-aineiden rakentajina. Kateenkorva indusoi varsisolu-
jen vdalttdmdttOmén erilaistumisen erittdmdlld kateenkorva-
hormoneja epiteelisoluistaan.

Suuri mielenkiinto kateenkorvan valmistamiin ainei-
siin, jotka saattavat monin tavoin liittyd immuunivastei-
siin, on johtanut hyvin tuottoisaan tutkimusty&hdn. T&mén
tutkimuksen tuloksena kirjallisuudessa on kuvattu lukuisia
kateenkorvan erittdmid aineita. Low, et al., The Journal
of Biological Chemistry, 254(1979)981-993, kuvaavat kateen-
korvakudoksen osittain puhdistetun uutteen, jota kutsutaan
tymosiinifraktio 5:ksi, voimakasta immunologista vaikutus-
ta. On osoitettu, ettd tdmd tymosiinifraktio korjaa joita-
kin kateenkorvan toiminnan puuttumisesta aiheutuvia hdi-
ri®itd monilla eldimill&d, samoin kuin ihmisilld, joilla on
primddrisid immunologisia vajavuuksia sekd sydpdpotilailla,
joiden immuniteetti on heikentynyt.

Lisdksi em. artikkelissa kerrotéan, etta tymosiini—
fraktio 5 muodostuu useista polypeptidikomponenteista,
joista kaksi on nimetty, tymosiini oy ja polypeptidi ﬁl'
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Ndista kahdesta padkomponentista tymosiini(xl:n on osoitet-
tu olevan voimakas immunologisesti vaikuttava kateenkor-
van polypeptidi, joka on 10 - 1 000 kertaa niin aktiivinen
kuin sen l8hteend oleva tymosiinifraktio 5 tutkittaessa
useilla biclogisilla malleilla, mm. in vivo hiiren mito-
geenikokeella, in vitro imunestekokeella, joka mittaa mak-
rofageja estdvdn tekijdn tuotantoa (MIF), indusoitaessa

in vitro Lyt-pintamerkint&daineita oletetuille T¥solujen
prekursoreille ja in vitro ihmisen E-rosettikokeella, Jjoka
mittaa T-solujen tuotantoa.

Low:n et al. artikkelissa annetaan lisdksi 28 ami-
nohapon, jotka muodostavat tymosiini ql:n, jdrjestys.

Tamd keksint® koskee lyhyitd polypeptidiketijuja,
joilla on huomattu olevan samanlaisia ominaisuuksia kuin
éfistetyllé pitkédketjuisella p8&lypeptidilld, joka on ni-
metty tymosiini ql:ksi.

Keksintd sisdlt83 uuden polypeptidiryhmdn, jonka

rakennekaava on:
Rl--Lys—Lys_—X--R2

jossa R, on vety tai p-Glu; X on Glu tai Asp; R2 on Val,

NH, tailVal—NHz, siitd8 saatavan t8ysin suojatun peptidi-
hartsivdlituotteen, sekd sen muodostamat farmaseuttisesti
hyvdksyttdvat suolat.

Ylld olevassa kaavassa ja seuraavassa selityksessd
sekd patenttivaatimuksissa aminohapon kiraalisuuden olles-
sa merkitsemdttd tai muuten ilmoittamatta aminohapon kat-
sotaan kuuluvan L-sarjaan.

Tdysin suojattuja peptidi-hartsivdlituotteita,
jotka myOs kuuluvat keksinndn piiriin, voidaan kuvata seu-—

raavalla kaavalla:

A A B

Rl~Lys—Lys—X—R (hartsi)

2

jossa Rl ja R2 ovat edelld mid&ritellyt ja A ja B ovat
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jdljempdnd kuvattavia suojausryhmid. V&dlituotteet muodos-
tuvat tdydellisesti suojatusta polypeptidistd, joka on si-
dottu bentshydryyliamiinihartsiin, jota k&dytetddn polypep-
tidien kiintedfaasisynteesissd.

Keksinndn mukaisten yhdisteiden farmaseuttisesti hy-
vidksyttdvdt suolat ovat myrkyttdmid happosuoloja, jotka
valmistetaan tunnetuilla menetelmilld l&&keaineisiin yleen-—
sd kaytetyist&d hapoista, kuten kloorivety-, bromivety-,
rikki-, fosfori-, polyfosfori-, maleiini-, etikka-, sitruu-
na-, bentsoe-, meripihka-, maloni-, askorbiini- ja vastaa-
vista hapoista.

Keksinndn mukaiset peptidit pystyvdt indusoimaan
suoraan T-solupopulaatioiden kypsymistd, vaikuttaen tdten
T;solujen muodostumisen aivan varhaisiin vaiheisiin. N&md
vaikutukset ovat havaittavissa jopa niin alhaisilla pitoi-
suuksilla kuin 1-100 ng/ml, mikd& tekee ndmd yhdisteet kdyt-
tokelpoisiksi hoidettaessa lukuisia immuunivasteen h&diridi-
td. Koska yhdisteilld on tiettyj&d kateenkorvan aikaansaa-
mia vaikutuksia, niitd8 voidaan k&yttdd monilla kateenkor-—
van toimintaan ja immuniteettiin liittyvilld alueilla.
T&ten yhdisteet voivat auttaa sdilytt&@mddn immuunitoimin-
nan ja kiihdyttdmddn erityisid lynfosyyttitoimintoja lap-
silla, joilla on kateenkorvan toiminnan vajaus ja niitéd
voidaan kdyttdd aikuisilla erilaisissa T-soluhdiridissd,
kuten sytvdssd ja autoimmuunisairauksissa. Polypeptidit
lisddvit tali edistdvidt solujen immuniteetin terapeuttista
stimulaatiota ja ovat siksi kdyttokelpoisia hoidettaessa
in vivo tauteja, joihin liittyy krooninen infektio, kuten
sieni- tai mykoplasmainfektio, tuberkuloosi, lepra, akuu-
tit ja krooniset wvirusinfektiot, jne. Lis8ksi yhdisteitd
voidaan kdyttdd immuniteetin vajavuustiloissa, kuten
DiGeorgen oireistossa sekd hoidettaessa immuniteetiltaan
heikentyneitd syodpdpotilaita. Yhdisteilld saattaa olla myds
arvoa tiettyjen autoimmuunisairauksien, kuten systeemisen
punahukan, joidossa.

Polypeptidien t&rked ominaisuus on niiden kyky el-

vyttdid in vivo soluja, jotka ominaisuuksiltaan vastaavat
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T-soluja. Peptidit ovat hyvin tehokkaita erittdin pienind
pitoisuuksina, 1-100 ng/ml. Yhdisteiden kantoaine voi olla
mikd tahansa tunnettu tdhdn tarkoitukseen sopiva kantoaine,
esim. tavallinen fysiologinen suolaliuos, joka on edulli-
sesti laimennettu valkuaisaineella, kuten naudan seerumi-
albumiinilla, jotta estettdisiin ndin pieniss&d pitoisuuk-
sissa tapahtuva hadvid adsorboitumalla astioiden seiniin.

Polypeptidit valmistetaan tunnetulla kiinte&faasi-
menetelmdlld, jota Stewart, et al. kuvaavat (Solid Phase
Peptide Synthesis, Freeman and Co., San Francisco, 1969).
Sovellettuna joihinkin keksinnén mukaisiin yhdisteisiin,
CG-aminosuojattu valiini liitet&&n bentshydryyliamiini-
polystyreenihartsiin, minkd jdlkeen O~aminoryhmidn suojaus
poistetaan trifluorietikkahapolla metyleenikloridissa,
pelkdlld trifluorietikkahapolla tai suolahapolla diocksaa-
nissa. Suojauksen poisto tehd&&n l&mpdtilassa 0°C - huoneen
ldmpdtila. Voidaan kdyttdd myds muita tavanomaisia vapaut-
tavia reagensseja ja olosuhteita poistamaan tiettyjd O~ami-
nosuojauksia, esimerkiksi Schroder ja Lubke, "The Peptides”
(1965) 72-75, Academis Press. Kun &~aminoryhmdn suojaus on
poistettu, saadut suojatut aminohapot liitet&dn yksitellen
hartsissa olevaan ketjuun, seriatiimiin. Vaihtoehtoisesti
pienet peptidifragmentit voidaan valmistaa liuosteitse ja
lisdtd ne kiintedfaasireaktoriin noin nelinkertaisesti yli-
mddrin. Liittdminen tehd&8n dimetyyliformamidissa, metylee-
nikloridissa tai niiden seoksessa. Kunkin liitt&misreaktion
onnistumista kussakin synteesivaiheessa seurataan ninhyd-
riinireaktiolla /E. Kaiser, et al., Analyt. Biochem. 34,
(1970) 595/. Jos ilmenee epdtdydellistd liittymistd, reak-
tio toistetaan ennen kuin Oaminoryhm&n suojaus poistetaan
seuraavan aminohapon tai aminohappoketjun liitt&mistd wvar-
ten. Liitt8va8nd reagenssina kdytetd8&n di-isopropyylikarbo-
di-imidi&.

Kun haluttu aminohappoketju on valmistettu, poly-
peptidi irrotetaan hartsista kdsittelemdlld fluorivedyll&d
ja anisolilla, jolloin saadaan polypeptidi, josta suojaus

on tdysin poistettu. Polypeptidi puhdistetaan sitten
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yhdelld tai useammalla puhdistusmenetelmdlld, joita ovat
geelisuodatus, korkeapaineinen preparatiivinen nestekroma-
tografia ja partitiokromatografia.

Erityisesimerkkeind lopullisista t&dysin suojatuista
hartsiin sidotuista keksinn®dn mukaisista polypeptideistid
mainittakoon L—(S—Oksoprolyyli)—NE—2—klooribentsyylioksi—
karbonyyli—L—lysyyli—Nﬁ—2—klooribentsyylioksikarbonyyli—
L-lysyyli-O-bentsyyli-L~glutamyyli-L-valyylibentshydryyli-
amiini-polystyreeniamidi; L- (5-oksoprolyyli)-N€-2-kloori-
bentsyylioksikarbonyyli-L-lysyyli-N€-2-klooribentsyyliok-
sikarbonyyli-L-lysyyli-O-bentsyyli-L-glutamyylibentshyd-
ryyliamiini-polystyreeniamidi; N%-t-butyylioksikarbonyyli-
NE&-2-klooribentsyylioksikarbonyyli-L-1lysyyli-N€-2-kloori-
bentsyylioksikarbonyyli~L~lysyyli-O-bentsyyli-L-glutamyy-
li-L-valyylibentshydryyliamiini-polystyreeniamidi; N&%-t-
butyylioksikarbonyyli-N€~2-klooribentsyylioksikarbonyyli-
L-lysyyli-N€-2-klooribentsyylioksikarbonyyli-L-1lysyyli-O-
bentsyyli-L-asparagyyli~L-valyylibentshydryyliamiini-poly-
styreeniamidi; ja Nq—2—t—butyylioksikarbonyyli—NE—Z—klbo-
ribentsyylioksikarbonyyli-L-1lysyyli-O-bentsyyli-L-~gluta=-
myyli-L-valyylihydroksimetyylipolystyreeniesteri.

Kiintedfaasisynteesissd kdytettdvdt suojausryvhmit
ovat hyvin tunnettuja. X-aminosuojausryhmédt, joita kdyte-
tddn kullekin lopulliseen polypeptidiin sidotulle amino-
hapolle, ovat (1) asyylityyppisid suojausryhmid, esimer-
kiksi formyyli, trifluoriasetyyli, ftalyyli, p-tolueeni-
sulfonyyli (tosyyli), nitrofenyylisulfenyyli, jne.; (2)
aromaattisia uretaanityyppisid suojausryhmid, esimerkiksi
bentsyylioksikarbonyyli sek&@ substituoidut bentsyylioksi-
karbonyylit, kuten p-klooribentsyylioksikarbonyyli, p-nit-
robentsyylioksikarbonyyli, p-bromibentsyylioksikarbonyyli,
p-metoksibentsyylioksikarbonyyli; (3) alifaattisia uretaa-
nisuvojausryhmiid, kuten tert-butyyliocksikarbonyyli, di-iso-
propyylimetoksikarbonyyli, isopropyylioksikarbonyyli, al-
lyylicksikarbonyyli, 2,2,3—trikloorie£dksikarbonyyli,
amyylioksikarbonyyli; (4) sykloalkyyliuretaanityyppisid
suojausryhmid, kuten syklopentyylioksikarbonyyli, adaman-
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tyylioksikarbonyyli, sykloheksyylioksikarbonyyli; (5) tio-
uretaanityyppisid suojausryhmi&d, kuten fenyylitiokarbonyy-
li; (6) alkyylityyppisid suojausryhmid, kuten trifenyyli-
metyyli (trityyli); (7) trialkyylisilaaniryhmid, kuten tri-
metyylisilaani. Edullinen X-aminoryhmdn suojaus on tert-
butyylioksikarbonyyli.

Asparagiini- ja glutamiinihapon karboksiryhmidn suo-
jaukseen voidaan kdyttdd mitd tahansa esterid tai anhydri-
did, joka ei irtoa poistettaessa &-aminosuojausryhmid.
Karboksiryhmdn suojaukseen kdytetddn edullisesti bentsyy-
liesterisi.

Aminohapon, kuten lysiinin, sivuketjun aminoryhmin
suojaukseen voidaan kdyttdd tosyyli-, t-amyylioksikarbo-
nyyli-, t—butyylioksikarbonyyli—, di-isopropyylioksikarbo-
nyyli-, bentsyylioksikarbonyyli-, halobentsyylioksikarbo=
nyyli-, nitrobentsyylioksikarbonyyli- ja vastaavaa ryhmds,
2-klooribentsyylioksikarbonyyliryhmdn ollessa edullinen.

Tamin keksinndn mukaiset peptidit voidaan valmistaa
myds klassisilla tavanomaisilla synteesimenetelmilld. T&E1-
16in keksintd sisdltdd menetelmdt polypeptiaien valmista~
miseksi rakentamalla molekyyli kondensoimalla asianomaiset
aminohapot/amidit ja prekursorit, suojattuina ja/tai akti-
voituina, mik&li vdlttdmdtdntd, jolloin saadaan haluttu
ketju, poistamalla saadusta ketjusta suojaus ja haluttaes-
sa eristdmdlla tuote farmaseuttisesti hyvédksyttdvidnid suola-
na. Tdllaisia menetelmid on kuvattu kirjallisuudessa fesi-
merkiksi Schroder ja Lubke, The Peptides 1 (1965) Academic
Press/. Tdllaisissa menetelmissd viimeinen vaihe on yleen-
s&8 suojauksen poisto pddteasemasta.

Keksinn®n mukainen erityisen edullinen menetelmd si-
sdltdd asianomaisten aminohappojen, suolattuina ja/tai ak-
tivoituina, mik&dli valttdmdtdntd, kondensoimisen kiinted-
faasiolosuhteissa hartsiin sidottuina, suojauksen poiston
ja polypeptidin irrotuksen hartsista, ja haluttaessa poly-
peptidin eristamisen farmaseuttisesti hyvdksyttdvdnd suo-

lana.
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Valittaessa erityistd sivuketjun suojausryhmdd kdy-
tettdviksi keksinndn mukaisessa peptidisynteesissd, tulisi
noudattaa seuraavia sa&dntdjd: (a) sivuketjun suojausryhmin
tulee olla pysyvd sen reagenssin ja niiden olosuhteiden
suhteen, joita kdytetddn kussakin synteesivaiheessa X~amino-
ryhmien suojausten poistoon, (b) suojausryhmin tulee sdi-
lyttdd suojaavat ominaisuutensa (so. se ei saa hajota liit-
tdmisreaktion olosuhteissa) ja (c¢) sivuketjun suojausryhmd
tulee voida poistaa, kun haluttu aminohappoketju on synte-
tisoitu, sellaisissa olosuhteissa, ettei peptidiketju muu-
tu.

Seuraavat esimerkit kuvaavat L-(5-oksoprolyyli)-L-
lysyyli-L-lysyyli-L-ot-glutamyyli-L-valinamididiasetaatin;
L~ (5-oksopreolyyli)-L-lysyyli-L-lysyyli-L-&-glutamyyli-L—
valinamiditriasetaatin; L-lysyyli-L-lysyyli-L-aspartyyli-
L-valinamididiasetaatin ja L-lysyyli-L-lysyyli-L-0~gluta-
myyli-L-valindiasetaatin valmistusta.

Esimerkki 1 _

L—(5—oksopropyyli)~N5—2-klooribentsyylioksikarbonyy-

li—L—lysyyli—N5—2—klooribentsyylioksikarbonYyli—L—lysyyli-
O-bentsyyli-L-glutamyyli-L-valyylibentshydryyliamiini-
polystyreeniamidi

Kiintedfaasipeptidisyntetisoijassa neutraloidaan
6 g bentshydryyliamiinihydrokloridihartsia (Bachem) kah-
desti 30 %:isella trietyyliamiinilla metyleenikloridissa
viisi minuuttia kullakin kerralla ja pestddn sitten mety-
leenikloridilla (MeClz) kerran ja dimetyyliformamidilla
(DMF) kahdesti ja kdsitell&d&n p-Boc-L-valiinilla (3 g),
hydroksibentsotriatsolilla (2 g) ja di-isopropyylikarbodi-
imidilld (2 ml) DMF:gssa yon yli. Kun hartsi on pesty pe-
rittdin DMF:11la (kerran), MeClzzlla {kahdesti), MeOH:1lla
(kerran) ja MeClz:lla (3 kertaa) hartsi antaa heikosti po-
sitiivisen reaktion ninhydriinilld ja se pest8d&n 30 %:isel-
la trietyyliamiinilla DMF:ssa (kerran) ja DMF:lla (kahdes-
ti). Hartsia k&sitellddn uudelleen t-Boc-L-valiinilla (3 g),
hydroksibentsotriatsolilla (2 g) Jja di-isopropyylikarbodi-
imidilld (2 ml) yon yli.
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Kun hartsi on pesty edelld kuvatulla tavalla /DMF
(kerran),MeC12 (kahdesti), MeOH (kerran) ja MeCl2 {kahdes-
ti)/, se antaa juuri erottuvan positiivisen reaktion nin-
hydriinilld ja sen suojaus poistetaan kdsittelemdlld 30 mi-
nuuttia 50 %:isella trifluorietikkahapolla MeClzzssa, min-
k&8 jdlkeen se pestddn perdkkdin MeClZ:lla (kerran), 30 %:i-
sella trietyyliamiinilla DMF:ssa (kahdesti) ja DMF:1lla
(kahdesti) . Valyylihartsia kdsitellddn t-Boc-Y-bentsyyli-
L-glutamiinihapolla (6,7 g), hydroksibentsotriatsolilla
(3 g) ja di-isopropyylikarbodi-~-imidilld (3 ml) yli y&n.

Perdttdisten mainitunlaisten pesujen jdlkeen (DMF,
MeClz,

ninhydriinireaktion ja sitd pestddn edelleen 30 %:isella

MeOH ja MeC12) hartsi antaa lievdsti positiivisen

trietyyliamiinilla DMF:ssa (kerran) ja DMF:1la (kahdesti)
ja kdsitelld&n uudelleen t-Boc-Y-bentsyyli-L-glutamiiniha-
polla (3,3 g), hydroksibentsotriatsolilla (1,5 g) ja di-
isopropyylikarbodi-imidilld (3 ml) yli y6n. Tavanomaisten
pesujen jdlkeen hartsi antaa juuri erottuvan reaktion nin-
hydriinilld ja siitd poistetaan suojaus trifluorietikka-
hapolla ké&sittelemdlld 30 minuuttia, se neutraloidaan ja
pestddn edellisen suojauksen poiston yhteydessd kuvatulla
menetelmdlld. Dipeptidyylihartsi k&sitellddn t-Boc-£~2-
Cl-karbobentsoksi~L-1lysiinilld (5 g), hydroksibentsotriat-
solilla (2 g) ja di-isopropyylikarbodi-imidilld (2 ml) yon
yv1i.

Peptidyylihartsista, joka on ninhydriini-negatiivi-
nen, poistetaan suojaus trifluorietikkahapolla, neutraloi-
daan ja pestddn, kuten edellisissd suojauksen poistoissa ja
kdsitelldédn t—Boc-E-Z—Cl—karbobentsoksi—L—leiinillé (5 mg),
hydroksibentsotriatsolilla (2 g) ja di-isopropyylikarbodi-
imidilld (2 ml) viikonlopun yli. Tavanomaisten pesujen j&l-
keen peptidyylihartsi on vield ninhydriini-positiivinen ja
se k&sitellddn uudelleen t-Boc-&-2-Cl-karbobentsoksi-L-
lysiinilld (5 g), hydroksibentsotriatsolilla (2 g) ja di- 7
isopropyylikarbodi-imidilla (2 ml) DMF:ssa yéﬁ yli. Tavan-
omaisten pesujen jdlkeen peptidyylihartsi on vieldkin hei-

kosti ninhydriini-positiivinen ja sitd kdsitellddn viela
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t-Boc-2-~Cl-karbobentsoksi-L-1lysiinilld (10 g), hydroksi-
bentsotriatsolilla (4 g) Jja di-isopropyylikarbodi-imidilléd
(4 ml) DMF:ssa yon yli. Tavanomaisen pesun jalkeen pepti-
dyylihartsi on juuri ja juuri ninhydriini-positiivinen, ja
sen suojaus poistetaan trifluorietikkahapolla, se neutra-
loidaan ja pestddn edelld mainitulla tavalla ja k&8sitelldén
pyro-L-glutamiinihapolla (6 g), hydroksibentsotriatsolilla
(4 g) ja di-isopropyylikarbodi-imidilld (4 ml) yon yli
DMF:ssa. Peptidyylihartsi on tavanomaisten pesujen jdlkeen
vield heikosti ninhydriini-positiivinen ja k&sitelldén
vield uudelleen pyro-L-glutamiinihapolla (6 g), hydroksi-~
bentsotriatsolilla (4 g) Jja di-isopropyylikarbodi-imidilléa
(4 ml) DMF:ssa y6n yli. Toinen uudelleenkdsittely samoilla
reagensseilla on vadlttdmdtdn, jotta saataisiin peptidyyli-
hartsi, joka on juuri ja juuri ninhydriini-positiivinen.
Pestynd etyylieetterilld ja kuivattuna hartsin paino on
8 g.

Esimerkki 2

L—(5—oksoprolyyli)—L-lysyyli—L—lysyyli—L—aFgluté—
myyli-L-valinamididiasetaatti ’

8 g edellisen esimerkin mukaista peptidyylihartsia
vapautetaan ja siitd poistetaan suojaus HF:1la anisolin
(8 ml) l&sndollessa yksi tunti OOC:ssa, HF poistetaan ali-
paineessa ja jddnnds pestddn kolmesti dietyylieetterillsd,
kuivataan typpivirrassa ja trituroidaan 0,2N HOAc:1lla
(150 ml) viisi minuuttia ja suodatetaan. Suodos kylmdkui-
vataan, jolloin saadaan 222 mg epdpuhdasta p-Glu-Lys-Lys-—
Glu—Val—NHz-ZHOAc:a.

150 mg epdpuhdasta peptidid puhdistetaan kromatogra-
fisesti Sephadex G 10 —~geelilld k&yttden liuottimena 0,2N
etikkahappoa ja kerdten 1 ml:n fraktioita virtausnopeudel-
la 15 ml/h. Kerdtyt fraktiot 53-63 yhdistetdidn TLC-silika-
levyjen perusteella (Merck), eluenttina butanoli-etikkahappo-
vesiseos, tunnistamiseen kdytettiin ninhydriinin ja pepti-
di-klooriruiskutukseen perustuvaa jdrjestelmdd (Rf 0,06)
ja kylm3kuivataan, Jjolloin saadaan 67 mg otsikon mukais-

ta vhdistettd.
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Tuotteen aminohappoanalyysin tulos oli seuraava:
Glu 2,2; Lys 2,1; val 1,0; NH, 1,1.
Esimerkki 3

3

L—(5—oksoprolyyli)—N5—2—klooribentsyylioksikarbonyy—
li—L-lysyyli—NE—2—klooribentsyylioksikarbonyyli-L—lysyyli—
O-bentsyyli-L-glutamyylibentshydryyliamiini-polystyreeni-
amidi

Kiintedfaasi-peptidi-syntetisointilaitteessa neutra-
loidaan 7 g bentshydryyliamiinihydrokloridihartsia (Bachem)
kahdesti viisi minuuttia kerrallaan 30 %:isella trietyyli-
amiinilla metyleenikloridissa ja pestddn sitten metyleeni-
kloridilla (kerran) ja DMF:1lla (kahdesti), minkd jdlkeen
se kdsitellddn t-Boc~Y-bentsyyli-L~glutamiinihapolla (10 g),
hydroksibentsotriatsolilla (4 g) ja di-isopropyylikarbodi-
imidilla (4 ml) DMF:ssa y®n yli. Hartsi on pesujen, DMF:1lla

(kerran) , MeClZ:lla (kahdesti), MeOH:1lla (kerran) Jja
MeClzzlla (kahdesti), heikosti ninhydriini-positiivinen ja
se kdsitellddn uudelleen t-Boc-Y-bentsyyli-L-glutamiini-
hapolla (10 g), hydroksibentsotriatsolilla (4 g) ja di-
isopropyylikarbodi-imidill& (4 ml) DMF:ssa ybn yli. Hartsi
on perdttidisten pesujen jdlkeen (samat kuin edelld) heikos-
ti ninhydriini-positiivinen ja se k&sitellddn uudelleen
t-Boc-Y-bentsyyli-L-glutamiinihapolla (10 g), hydroksi-
bentsotriatsolilla (4 g) ja di-isopropyylikarbodi-imidilli
(4 ml) y6n yli. Edelld mainittujen pesujen jdlkeen hartsi
antaa juuri erottuvan positiivisen tuloksen ninhydriinilli
ja siitd poistetaan suojaus 50 %:isella trifluorietikka-
hapollavMeClz:ssa (sisdltdd 0,5 % DTE:a) 30 minuuttia,
minkd8 jdlkeen seuraa pesu kerran MeClzzlla, 30 %:isella
trietyyliamiinilla DMF:ssa (kahdesti) ja DMF:1la (kahdesti).
Glutamyylihartsi k&sitelldidn t-Boc-f-Cl-karbobentsoksi-L-
lysiinilld (10 g), hydroksibentsotriatsolilla (4 g) ja
di-isopropyylikarbodi-imidilld (4 ml) DMF:ssa y6n yli. Kun
hartsi on pesty perdttdin DMF:1la, MeClzzlla, MeOH:1la ja
MeClZ:lla, kuten edelld, se on juuri ja juuri ninhydriini-
positiivinen ja siitd@8 poistetaan suojaus trifluorietikka-

hapolla, kuten edelld. Kun hartsi on pesty ja neutraloitu
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edelld kuvatulla tavalla, se kdsitelldd&n t-Boc- -Cl-karbo-
bentsoksi-L-lysiinill& (10 g), hydroksibentsotriatsolilla
(4 g) ja di-isopropyylikarbodi-imidillda (4 ml). Tavanomai-
sen pesun jdlkeen hartsi on Jjuuri ja juuri ninhydriini-po-
sitiivinen, ja siitd poistetaan suojaus trifluorietikka-
hapolla, pestdédn, neutraloidaan trietyyliamiinilla ja pes-
tddn, kuten aiemmin on kuvattu tdmdn vaiheen yhteydessd,
sitten se kdsitellddn pyro-L-glutamiinihapolla (6 g), hyd-
roksibentsotriatsolilla (4 g) ja di-isopropyylikarbodi-
imidilld (4 ml) yon yli. Pesun jdlkeen hartsi on vield hei-
kosti ninhydriinipositiivinen ja se kdsitellddn uudelleen
pyroglutamiinihapolla (6,5 g), hydroksibentsotriatsolilla
(4 g) ja di-isopropyylikarbodi-imidilld (4 ml) tavanomai-
sesti. Tavanomaisen tdssd vaiheessa kdytettdvidn pesun jdl-
keen saadaan heikosti positiivinen tulos ninhydriinilld
peptidyylihartsille, ja se pestddn kerran eetterilld ja
kuivataan alipaineessa vapautusreaktiota varten.

Esimerkki 4

L—(5—oksoprolyyli)—L-lysyyli—L-lysyyli-L—GLgluté—

miinidiasetaatti

Esimerkin 3 mukaisesta suojatusta peptidyylihartsis-
ta poistetaan suojaus Ja se vapautetaan HF:1la anisolin
( 8 ml) ldsnédollessa yksi tunti l&dmpdtilassa 0°c¢ ja HF
poistetaan haihduttamalla alipaineessa yon yli. Jdannd&s
pestddn kolmesti etyylieetterilld, kuivataan typpivirras-
sa ja trituroidaan 0,2N etikkahapolla (150 ml) viisi minuut-
tia ja suodatetaan. Suodos kylmdkuivataan, jolloin saadaan
1,65 g epdpuhdasta p—Glu—Lys—Lys—Glu—NH2-2HOAc.

150 mg epdpuhdasta peptidiasetaattia puhdistetaan
Sephadex G-10:1la liuottimena 0,2N HOAc ja kerdtddn 1 ml:n
fraktioita virtausnopeudella 15 ml/h. Fraktiot 59-63 yhdis-
tettiin TLC-silikalevyjen (Merck) perusteella, eluenttina
oli nBuOH, HOAc, H20 4:1:5 ja tunnistamiseen kdytettiin
ninhydriinid ja peptidiklooriruiskutusta (Rf 0,0) ja tuo-
te kylmdkuivattiin, jolloin saatiin 63 mg otsikon mukais-

ta yhdistetta.
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Aminohappoanalyysin tulos oli seuraava: Lys 0,97;
Glu 1,0.
Esimerkki 5

NX-t-butyylioksikarbonyyli-Nt-2-klooribentsyyliok-
sikarbonyyli—L—lysyyli-NS—2—klooribentsyylioksikarbonyyli—
L-lysyyli-O-bentsyyli-L-glutamyyli-L-valyylibentshydryyli-
amiini-polystyreeniamidi

Kiintedfaasipeptidisyntetisointilaitteessa neutra-
loidaan 6 g bentshydryyliamiinihartsia (Bachem) kahdesti
20 %:isella trietyyliamiinilla MeClzzssa viisi minuuttia
kerrallaan ja pestd@dn kerran MeClZ:lla ja kahdesti DMF:1lla,
minkd jdlkeen seuraa k&sittely t-Boc-L-valiinilla (6 g),
hydroksibentsotriatsolilla (4 g) ja di-isopropyylikarbodi-
imidilld (4 ml) DMF:ssa 15 tuntia. Kun hartsi on pesty
DMF:1la (kerran), MeClZ:lla (kahdesti), MeOH:1la (kerran)
ja MeClZ:lla (kolmesti), se on vield heikosti ninhydriini-
positiivinen ja se kdsitellddn uudelleen t-Boc-L-valiinilla

(6 g), hydroksibentsotriatsolilla (4 g) ja di-isopropyyli-
karbodi-imidilld (4 ml) 15 tuntia. Pesu toistetaan ja hart-
sin huomataan olevan vieldkin heikosti ninhYdriini—posi—
tiivisen. Se kdsitellddn vield toisen kerran uudelleen
t-Boc-L-valiinilla (6 g), hydroksibentsotriatsolilla (4 g)
ja di-isopropyylikarbodi~imidilld (4 ml) 15 tuntia. Edelld
kuvatun kaltaisen pesun jdlkeen hartsi on ninhydriini-ne-

gatiivinen ja siitd poistetaan suojaus trifluorietikkaha-

polla 30 minuuttia, minkd jdlkeen se pestddn kerran MeClZ:lla,

kahdesti 30 %:isella trietyyliamiinilla DMF:ssa ja kahdesti
DMF:1la. Se kdsitelldin t-Boc~Y-bentsyyli-L-glutamiiniha-
polla (10 g), hydroksibentstriatsolilla (4 g) ja di-isopro-
pyylikarbodi-imidilld (4 ml) 15 tuntia. Mainitunlaisen pe-
sun jdlkeen hartsi on ninhydriini-negatiivinen ja siitd
poistetaan suojaus trifluorietikkahapolla edelld kuvatulla
tavalla. Kun hartsi on pesty trietyyliamiinilla DMF:ssa ja
DMF:1lla edelld kuvatulla tavalla, se kdsitellddn t-Boc-&-
Cl-karbobentsoksi-L~lysiinillsd (10 g), hydroksibentsotri-
atsolilla (4 g) ja di-isopropyylikarbodi-imidilld (4 ml)

15 tuntia. Tavanomaisen pesun jdlkeen peptidyylihartsi on
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ninhydriini-negatiivinen ja siitd poistetaan suojaus tri-
fluorietikkahapolla edelld kuvatulla tavalla, pestddn ku-
ten tavallisesti tdssd vaiheessa ja kdsitellddn t-Boc- -
Cl-karbobentsoksi-L-1lysiinilld (4 g), hydroksibentsotri-
atsolilla (4 g) ja di-isopropyylikarbodi-imidilld (4 ml)
tavanomaisella menetelmdlld. Tavanomaisen pesun jdlkeen
peptidihartsi on ninhydriini-negatiivinen ja se pest&dén
dietyylieetterilld ja kuivataan alipaineessa.

Esimerkki 6

L-lysyyli-L-lysyyli-L-glutamyyli-L-valinamiditri-
asetaatti

Esimerkin 6 mukaisesta suojatusta hartsista poiste-
taan suojaus ja se vapautetaan HF:lla anisolin (8 ml) l&s-
ndollessa yksi tunti 0°C:ssa ja ylimddrdinen HF poistetaan
alipaineessa. Jddnnds pestddn kolme kertaa etyylieetteril-
14, kuivataan typpivirrassa, trituroidaan 0,2N etikkaha-
polla (150 ml) 10 minuuttia, suodatetaan ja suodos kylmi-
kuivataan, jolloin saadaan 719 mg epdpuhdasta H-Lys-Lys-
Glu—Val-NHz-BHOAc. 105 mg raakapeptidid puhdistetaan kro-
matografisesti Sephadex G-10 -geelilld kdyttden 0,2N etik-
kahappoa liuottimena ja kerdten 1 ml:n fraktioita virtaus-
nopeudella 15 ml/h. Fraktiot 52-57 yhdistettiin TLC-sili-
kageelilevyjen (Merck) perusteella, jolloin eluenttina k&dy-
tettiin butanoli-etikkahappo-vesi -yhdistelmdd ja tunnis-
tamiseen ninhydriinid (Rf ,0) ja tuote kylmdkuivattiin, jol-
loin saatiin 54 mg otsikon mukaista yhdistettd.

Tuotteen aminohappoanalyysin tulos oli seuraava:
Glu 1,0; Lys 1,97; val 0,98.

Esimerkki 7

L-lysyyli-L-lysyyli-L-asparagyyli-L-valinamididi-
asetaatti

Esimerkin 1 mukaisesti valmistetaan vilituote N%t-
butyylioksikarbonyyli—L—lysyyli—Ng—2—klooribentsyylioksi—
karbonyyli-L-1lysyyli-O-bentsyyli-L-asparagyyli-L-valyyli- .
bentshydryyliamiinipolystyreeniamidi. Esimerkin 2 mukai-
sesti ja TLC-silikalevyjen perusteella /butanoli-vesi-etik-

kahappo eluenttina, ninhydriinitunnistus (Rf 0,05)7
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raakapeptidi puhdistetaan kromatografisesti Sephadex G-10
-pylvddssd ja kerdtyt fraktiot kylmdkuivataan, jolloin
saadaan 115 mg otsikon mukaista yhdistettd.

Tuotteen aminohappoanalyysin tulos oli seuraava:
val 1,0; Lys 2,1; Asp 1,1; NH, 1,0.

Esimerkki 8

3

L-lysyyli-L-lysyyli-L-glutamyyli-L-valiinidiasetaatti

Esimerkin 1 mukaisesti ja kayttden kloorimetyloitua
hartsia valmistetaan vdlituote N%-t-butyylioksikarbonyyli-
Ng—z—klooribentsyylioksikarbonyyli—L—lysyyli-NE—2—kloori-
bentsyylioksikarbonyyli-L-1lysyyli-O-bentsyyli-L-glutamyy-
li-L~-valyylihydroksimetyyli-polystyreeniesteri. Esimerkin
2 mukaisesti ja TLC-silikalevyjen perusteella /butanoli-
vesi-etikkahappo eluenttina ja ninhydriinitunnistus
(Re
Sephadex G-10 -geelilld@ ja saadut fraktiot kylmidkuivataan,

0,03)/ raakapeptidi puhdistetaan kromatografisesti

jolloin saadaan 70 mg otsikon mukaista yhdistettd.
Tuotteen aminohappoanalyysin tulos oli seuraava:
Lys 2,0; Glu 1,0; val 1,0.

Esimerkki 9

Esimerkkien mukaisten yhdisteiden aktiivisuus maa-
ritetddn seuraavasti:

T lynfosyyttejd eristetddn CBA/J tai NZB-uroshii-
rien pernasta. Soluhomogenaatit valmistetaan Hankin tasa-
painotettuun suolaliuokseen (HBSS). Kun isommat partikke-
lit on poistettu ja solut on toistamiseen pesty HBSS:ssa,
ne suspendoidaén MEM~vdliaineeseen {(minimum essemtiai
medium) ja johdetaan lasivillalla tdytetyn kolonnin l&pi
makrofagien poistamiseksi. Soluja inkuboidaan nailonvilla-
kolonnissa 37°C:ssa, ilmassa, joka sisdltdd 5 % CO,,

45 minuuttia. Kiikki tarttumattomat T lymfosyytit eluoi-
daan sitten kolonnista, ne lasketaan ja niiden pitoisuus
sdddetdadan 20 x lO6 solua/ml:ksi. 50 /ul soluliuvosta inku-
boidaan (37°C, 95 % ilmaa,MS,%.COZ) yhdesséd. yhdisteen kans-
sa 48 tuntia, minkd jdlkeen lis&tddan 0,0082 /ul 3H-tymi-
diinid ja inkuboidaan vield 16 tuntia. Viljelmdn kokonais-

tilavuus on 200 /ul. Solut kerdtddn sitten automaattisella
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ndytteiden sarjakerd&djdllad (Mash II), lasikuituiset suoda-
tinlevyt laitetaan ksyleenipohjaiseen skintillaationestee-
seen (10 ml) ja solut lasketaan yhden minuutin neste-tuike-
laskurilla. Tulokset annetaan yksikk®inid lukumddri/min *
virhe (CPM * SE). Levamisolia k&ytetddn standardina. Ver-
tailuviljelmien ja yhdistettd sis&dltdvien viljelmien anta-
mia Jlukumddrid verrataan Jja mddritetddn, onko yhdiste ak-
tiivinen kokeessa kdytettynd annoksena. Tulokset ovat tau-

lukossa 1.
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Taulukko 1

Yhdiste

Vertailundyte

Levamisole

p-Glu-Lys-Lys-
Glu—Val—NH2

H-Lys-Lys-Glu-
Val—NH2

p-Glu-Lys-Lys
Glu—NH2

H-Lys-Lys-Glu
Val-CH

X

16

Pitoisuus
(ng/viljelmd)

1.5
6.0
25.0
100.0

1.5
6.0
25.0

100.0

1.5
6.0
25.0
100.0

2.5
10
25

100

N = eldinten lukumid&dra

N

10

[ B aua a a u

RS

(V2 I N/ N

10

> a

SH- tymidiinisaalis

-lukum. /min +

virhe

49,519 + 4048
70,353 + 1561
9,876 + 951
23,736 + 3417
31,236 + 2004
26,026 + 3537
27,830 + 1749
49,519 + 4048
72,713 + 3633
77,979 + 3760
62,712 + 6004
51,021 + 5527
49,519 + 4048
73,407 + 3333
78,727 + 7102
73,932 + 6944
67,489 + 5190
2,789 + 148
3,931 + 140
3,745 + 172
4,397 + 346
4,235 + 284

<0.03

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

<0.01
<0.05
N.S.
N.S.

<0.0S
<0.05
<0.05

N.S.

<0.05
<0.0S
<0.05
<0.05
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Tulokset osoittavat, ettd keksinndn mukaisilla pep-
tideilld on huomattava kyky stimuloida T-solujen lisddnty-

mistd hyvin pienind pitoisuuksina kdytettyni.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd polypeptidin, jonka kaava on

Rl—Lys—Lys—X-—R2 I
jossa Rl on vety tai p-Glu, X on Glu tai Asp ja R2 on Val,
NH2 tai Val—NH2 tai sen muodostaman farmaseuttisesti hyvdk-

syttdvédn suolan, valmistamiseksi, t unne t t u siits,
ettd tdllaisen polypeptidin suojatusta vdlituotteesta pois-
tetaan suojaus ja haluttaessa tuote eristetddn farmaseutti-
sesti hyvdksyttdvdnd suolana.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd suojattu vidlituote on peptidi-
hartsivdlituote ja kaavan I mukaisesta polypeptidistd pois-
tetaan suojaus ja peptidi vapautetaan hartsista ja halutta-
essa eristetddn farmaseuttisesti hyvdksytt&vdnid suolana.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd kaavan I
mukaisen polypeptidin tai sen muodostaman farmaseuttisesti
hyvdksyttdvidn suolan valmistamiseksi, t unnet tau
siitd, ettd polypeptidi valmistetaan kondensoimalla 1&ht&-
aineena olevia aminohappoja/amideja, suojattuina ja/tai ak-
tivoituina, mik&dli vdlttdmdtodntd, jolloin saadaan haluttu
ketju, josta poistetaan suojaus ja tuote eristetddn halut-
taessa farmaseuttisesti hyvdksyttdvédnd suolana.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd kaa-
van I mukaisen polypeptidin tai sen muodostaman farmaseut-
tisesti hyvadksyttdvan suolan valmistamiseksi, t un -
nettu siitd, ettd polypeptidi valmistetaan kondensoi=-
malla l&dhtbaineena olevia aminohappoja/amideja, suojattui-
na ja/tai aktivoituina, mikdli vdlttidmdtdntd, kiintedfaa-
siolosuhteissa tukihartsiin sidottuina, jolloin saadaan
peptidihartsivdlituote, josta kaavan I mukainen polypepti-
di vapautetaan, polypeptidin suojaus poistetaan ja kaavan I
mukainen polypeptidi eristetdan haluttaessa farmaseutti-

sesti hyvdksyttdvdnd suolana.
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5. Jonkin edeltdvista patenttivaatimuksista nmukai-
nen menetelmd, t unnet tu siit3d, ettd valmistettava
polypeptidi on p—Glu—Lys—Lys—Glu—Val—NH2 tai sen muodosta-
ma farmaseuttisesti hyvdksyttdavd suola.

6. Jonkin edeltdvistd patenttivaatimuksista mukai-
nen menetelmd, tunnettu siitd, ettd valmistettava
polypeptidi on p—Gly-Lys—Lys-Glu—NH2 tai sen muodostama
farmaseuttisesti hyvdksyttdva suola.

7. Jonkin edeltdvistd patenttivaatimuksista mukai-
nen menetelmd, t unnettu siitd, ettd valmistettava
polypeptidi on H—Lys—Glu-Val—NH2 tai sen muodostama farma-
seuttisesti hyvidksyttdvd suola.

8. Jonkin edeltdvistd patenttivaatimuksista mukai-
nen menetelmd, t unnettu siitd, ettd valmistettava
polypeptidi on H—Lys-Lys—Glu—NH2 tai sen muodostama farma-
seuttisesti hyvdksyttdva suola.

9. Jonkin edeltdvistd patenttivaatimuksista mukai-
nen menetelmd, t unnettu siitd, ettd valmistettava
polypeptidi on H-Lys-Lys—Asp-Val—NH2 tai sen muodostama
farmaseuttisesti hyvdksyttdvi suola.

10. Jonkin edeltdvistd patenttivaatimuksista mu-
kainen menetelmd, t unnet t u siitd, ettd valmistet-
tava polypeptidi on H-Lys-Lys-Glu-Val tai muodostama far-
maseuttisesti hyvaksyttdvad suola.

11. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd peptidihartsiva@lituote on yh-

diste, jonka kaava on

A A B

]
R, -Lys-Lys-X-R (hartsi)

2

jossa R, on vety tai p-Glu, X on Glu tai Asp. ja R2 on Val,

1
NH, tai Val—NHz; A on aminoryhmd@n suojaus ja B on karbok-

2
syyliryhmdn suocjaus.
12. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd peptidihartsivdlituote on yh-

diste, jonka kaava on
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A A B
v ] ]
Rl—Lys—Lys—X—R2 (hartsi)
jossa Rl on vety tai p-Glu; X on Glu tai Asp; R2 on Val,
5 NH, tai Val-NH,; A on 2-klooribentsyylioksikarbonyyli ja

2 27
B on bentsyyli.
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Patentkrav:

1. Fdrfarande fOr framstdllning av en polypeptid

med formeln

R,~Lys-Lys~X-R

1 2

vari R1 dr vdte eller p-Glu; X dr Glu eller Asp; och

R2 dr Val, NH2 eller ett farmaceutiskt godtagbart salt

dirav, k dnnetecknat ddrav, att skyddet i en
skyddad mellanprodukt fér en dylik polypeptid avlidgsnas
och, ifall dnskvdrt, isoleras produkten som ett farma-

ceutiskt godtagbart salt.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 nn e -
tecknat ddrav, att den skyddade mellanpradukten
dr en peptidhartsmellanprodukt och att skyddet i popy-
peptiden med formeln I avldgsnas och spjidlks frdn hartset
6ch, ifall Onskvidrt, isoleras som ett farmaceutiskt godtag-
bart salt.

3. FOrfarande fOr framstdllning av en polypeptid
med formeln I eller ett farmaceutiskt godtagbart salt
ddrav, enligt patentkravet 1, k 4 nnetecknat
ddrav, att polypeptiden framstdlls genom kondenserande av
de som utgdngsmaterial foreliggande aminosyrorna/amiderna,
vilka skyddats och/eller aktiverats ifall behdvligt, for
erhéllandé av den Onskade sekvensen, varefter skyddet av-
ldgsnas och, ifall Onskvdrt, produkten isoleras som ett
farmaceutiskt godtagbart salt.

4. TForfarande fOr framstdllning av en polypeptid

med formeln I, eller ett farmaceutiskt godtagbart salt dirav,

enligt patentkravet 1, k 4 nnetecknat didrav, att
polypeptiden framstédlls genom kondenserande av de som
utgangsmaterial féreliggande aminosyrorna/amiderna, vilka

skyddats och /eller aktiverats ifall behdvligt, under fast-

- fasférhallanden pd ett hartsunderlag fér erhdllande av
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en peptidhartsmellanprodukt, varefter polypeptiden med
formeln I spjdlks frdan hartset och skyddet avldgsnas och,
ifall o6nskvédrt, polypeptiden med formeln I isoleras som
ett farmaceutiskt godtagbart salt.

5. Fodrfarande enligt ndgot av de fdregdende patent-
kraven, k &nne tecknat didrav, att den framstidllda
polypeptiden dr p—Glu—Lys—Lys—Glu—Val—NH2, eller ett farma-
ceutiskt godtagbart salt ddrav,

6. TFdrfarande enligt ndgot av de f8regdende patent-
kraven, k @& nne tecknat ddrav, att den framstillda
polypeptidén dr p-Glu—Lys~Lys—Glu—NH2, eller ett farma-
ceutiskt godtagvart salt ddrav.

7. TForfarande enligt ndgot av de fdregdende patent-
kraven, Kk d nne tecknat ddrav, att den framstdllda
polypeptiden dr H-Lys—Lys—Glu-Val—NHZ, eller ett farma-
ceutiskt godtagbart salt ddrav,

8. TIdrfarande enligt nagot av de fdregdende patent-
kraven, k & nnetecknat dirav, att den framstillda
popypeptiden d&r H—Lys—Lys—Glu—NHZ, eller ett farmaceutiskt
godtagbart salt ddrav.

9. Forfarande enligt ndgot av de fdregdende patent-
kraven, k d nnetecknat ddrav, att den framstdllda
polypeptiden dr H—Lys—Lys—AspaVal—NHz, eller ett farma-
ceutiskt godtagbart salt dirav.

10. TFdrfarande enligt nagot av de fbregaende patent-
kraven, k dnnetecknat ddrav, att den framstdllda
polypeptiden dr H-Lys-Lys-Glu-Val, eller ett farmaceutiskt
godtagbart salt ddrav.

11. Forfarande enligt patentkravet 2, k d n n e -
tecknat ddrav, att peptidhartsmellanprodukten dr en

férening med formeln

A A B

t 4 '
R,-Lys-Lys-X-R

1 (harts )

2
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vari Rl dr véte eller p-Glu; X dr Glu eller Asp; och R2 ar
Val, NH, eller Val-NH,; A dr en aminoskyddsgrupp; och B ir
en karboxiskyddsgrupp.

12. TForfarande enligt patentkravet 2, k & nn e -
tecknat ddrav, att peptidhartsmellanprodukten &r en
f6rening med formeln

A A
'

]

B
\
R,-Lys-Lys-X-R, (harts )

vari Rl dr vdte eller p-Glu; X dr Gluj; eller Asp; R2 ar

Val, NH2 eller Val—NHQ; A dr 2-klorbensyloxikarbonyl och
B dr bensyl.
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