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Fremgangsmate for fremstilling av et nytt, terapeutisk aktivt tetracosapeptid-

Foreliggende oppfinnelse angér én frem-
gangsmate for fremstilling av et nytt terapeutisk
aktivt tetracosapeptid med foriiel:
L-seryl-L-tyrosyl-L-seryl-L-norleii¢yl-L=gluta=
myl-L-histidyl-L-fenyl-alanyl-L-arginyl<L-
tryptofanyl-glycyl-L-lysyl-L-proiyl-L.=valyl-gly-
cyl-L-lysyl-L-lysyl-L-arginyl-L-2¢ginyi-L-
prolyl-L-valyl-L-lysyl-L-valyl-L-tyroiyl- L-pro-
lin og dets syreaddisjonssalter med organiske
eller uorganiske syrer. Det seeregiié véd frem=
gangsméaten i henhold til oppfinnelsen er an-
gitt 1 deni karakteriserende del av pateritikiavet.

En éksempelvis uftfgrelsesforin for frém-
gangsimidten: i henihold til oppfinneélseri gaF tit
pa at man fremstiller det beskyt;t;ede nye tetra-
cosapeptid med forthel R-f.-seryi-L-tyrosyi-is
seryl-L-norleucyl-y-O-tert. -butyl L—glutamyl-
L-histidyl=T.-fefylaianyi-f-arginyl-L-{rybto-
fanyl-glyeyl-g-N-formyl- L-=1§syl-L- -prolyl-L.-
valyl-glyeyl-s-N-formyl-1-1ysyi=e-N-formil-

L-lysyl-L-afginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valyl-
N-formyl L- lysyl L- valyl L-tyrosyli- L-prolin—
tért.- butylester hvori R betyr éni peptlkoemJen
for béskyttélse av frie ammogrupper a.nvendt
gruppe og avspalter beskyttelsesgruppene iett
eiler fleré trlnn 1 surt miljg, idet det herunder
med fordel gds frem pd den mate af det som
R anvendes en karbobenzoksy-, én acetyl—, en
formyl' ert karbotert. butoksy- én p-initrokar-
bobenzoksy- éllér e trifenylmetylgruppe
Eksempelvis kKaii det nye tetracosapeptid
med forriel L-seryl-L tyrosyl L—seryl {.-~fiorléu-
cyi-L= glutamyl 1= h15t1dy1 ~L- fenylalanyl L—
arginyl =I= tryptofanyl glycyl L-Iysyl-L= prolyl-
L= va,lyl-glycyl L*lysy1~L 1ysy1-L-arg1ny1 L-é.vgl-
nyl-L-propyl-L=-valyl-L=1jsyl- L-va]yl-L tyrosyl-
L= prolm‘ fremstllles ved at Man behandler et Hép-
tapeptidderivat ied fofmelern N-karbobenzoksy-
Levalyl-glyeyl-e=N-formyl-L- -Tysyl-¢= -fonfijr‘I-
Lielysyl=N=tosyi-Leai¢ifiyl-N-tosyl-L-argifg1-1.-
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prolin med natrium i tgrr flytende ammoniakk,
kondenserer det erholdte L-valyl-glycyl-¢-N-for-
myl-L-lysyl-e-N-formyl-L-lysyl-L-arginyl-L-ar-
ginyl-pyrolin med N-R-L-seryl-L-tyrosyl-L-se-
ryl-L-norleucyl-y-O-tert.-butyl-L-glutamyl-L-
histidyl-L-fenylalanyl-L-arginyl-L-tryptofa-
nyl-glycyl-e-N-formyl-L-lysyl-L-prolin, . hvori R
betyr en passsende beskyttelsesgruppe, for-
trinnsvis en karbobenzoksy-, en acetyl-, en for-
myl-, en karbotert.butoksy-en p-nitrokarbo-
benzoksy- eller en trifenylmetylgruppe, deretter
omsetter det oppstatte R-seryl-L-tyrosyl-L-
seryl-L-norleucyl-y-O-tert.-butyl-L-glutamyl-
L-histidyl-L-fenylalanyl-L-arginyl-L-trypto-
fanyl-glycyl-e-N-formyl-L-lysyl-L-prolyl-L-
valyl-glycyl-g¢-N-formyl-L-lysyl-e-N-formyl-L-
lysyl-Li-arginyl-L-arginyl-L-prolin, hvori R
har den ovennevnte betydning, med L-valyl-¢-N-
formyl-L-lysyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-prolin-
tert.-butylester og tilslutt avspalter samtlige be-
skytelsesgrupper i det beskytede nye tetracosa-
peptid med formelen R-L-seryl-L-tyrosyl-L-
seryl-L-norleucyl-v-O-tert.-butyl-L-glutamyl-
L-histidyl-L-fenylalanyl-L-arginyl-L-trypto-
fanyl-glycyl-e-N-formyl-L.-lysyl-L-prolyl-L-
valyl-glycyl-¢-N-formyl-L-1lysyl-e-N-formyl-
L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valyl-
£-N-formyl-L-lysyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-prolin-
tert.-butylester, hvori R har den ovennevnte be-
tydning, i ett eller flere trinn i surt miljg.

Utgangsproduktene for fremstilling av det
tidligere ukjente tetracosapeptidderivat med
den ovennevnte formel kan, i den utstrekning
de tidligere ikke er kjent, fremstilles etter de i
peptidkjemien bekjente metoder, hvori amino-
syrene knyttes til hverandre enkeltvis eller etter
foregiende dannelse av mindre peptidenheter.

Det i henhold til fremgangsmaten erholdte
nye tetracosapeptid lar seg ogsi utvinne henhv.
anvende i form av dets salter. Som -salter kom-
mer pé tale salter med organiske syrer, som
eddiksyre, propionsyre, glykolsyre, melkesyre,
pyrodruesyre, malonsyre, ravsyre, maleinsyre,
fumarsyre, vinsyre, sitronsyre, benzoesyre, ka-
nelsyre, salicylsyre, 2-fenoksy-eller 2-acetoksy-
benzoesyre, mandelsyre, metansulfonsyre, etan-
sulfonsyre, hydroksyetansulfonsyre, benzen- el-
ler toluensulfonsyre, naftalinsulfonsyre, sulfa-
nilsyre, sdvel som polymere syrer som garvesyre,
alginsyre, polygalacturonsyre eller karboksyme-
tylecellulose og salter med uorganiske syrer, som
halogenhydrogensyrer, f. eks. saltsyre eller
bromhydrogensyre, salpetersyre, tiocyansyre,
svovelsyre og fosforsyre.

Det ved fremgangsmaten i henhold til opp-
finnelsen fremstilte tetracosapeptid og dets sal-
ter har de samme biologiske og terapeutiske
egenskaper som det naturlige corticotropin
(ACTH). Siledes kan det f. eks. anvendes ved
behandling av leddreumatisme, bronkialastma,
artritis, allergier, gikt, urtikaria, anafylaktisk
sjokk, colitis ulcerosa, lupus erytematodes, for-
brenninger, dermatitis eksfoliativa, lymfatisk
leukomi, sklerodermi, eksem, intoksikasjonstil-
stander ved kronisk alkoholisme sivelsom for
forhindring av binyrebarkatrofi ved behandling
med kortisonderivater. Det har den samme virk-

somhet som naturlig corticotropin malt etter
Sayer’s metode.

Mens det naturlige corticotropin bare kan
renses ved omstendelige og dyre metoder og
praktisk talt alltid vil inneholde hgymoleky-
leere, eggehvitestoffaktige forurensninger, som
kan forarsake farlige anafylaktiske reaksjoner,
kan den nye syntetiske forbindelse fas direkte
med hgy renhetsgrad og uten noen som helst,
forurensning av eggehvitestoffaktige stoffer. Vi-
dere er fremstillingen av den nye syntetiske for-
bindelse uavhengig av tilgangen pa hypofyse-
kjertler, som bare kan fas i begrenset mengde
og er meget dyre.

En seerlig fordel er det at det nye tetra-
cosapeptid i 4 stillingen til forskjell fra den
tidligere kjente forbindelse L-seryl-L-tyrosyl-L-
servl-L-metionyl-L-glutamyl-L-histidyl-L-
fenylalanyl-L-arginyl-L-tryptofanyl-glycyl-L-
lysyl-L-prolyl-valyl-glycyl-L-lysyl-L-lysyl-L-
arginyl-L-arginyl-L-propyl-L-valyl-L-lysyl-L-
valyl-L-tyrosyl-L-prolin og det naturlige ACTH
ikke inneholder en metioninrest,som som bekjent
er lett oksyderbar og derved overfgrer de nevnte
stoffer i en inaktivert form, men derimot inne-
holder en norleucinrest som har de samme ste-
riske egenskaper som metioninresten, men som
i motsetning til denne er bestandig mot oksy-
dasjon. :

Den nye forbindelse kan i likhet med na-
turlig ACTH tilfgres i form av et depotpreparat,
f. eks. med gelatin, karboksymetoksycellulose,
galakturonsyre eller andre sure grupper inne-
holdende polymerstoffer.

Det anvendes de fglgende forkortelser:

CBO . Carbobenzoksy

Tri Trityl = Trifenylmethyl

{For) Formyl (pd ¢-aminogruppen i lysinet)

(Tos) Tosyl — p-toluensulfonyl (pa guanido-
gruppen-i argininet)

OCF 2,4 5-triklorfenoksy

OTB tert. butyloksy

Arg L-arginyl

Glu L-glutamyl

Gly glycyl

His L-histidyl '

Lys L-lysyl

Nle L-norleucyl

Fe ‘L-fenylalanyl

Pro T.-prolyl

Ser L-seryl

Try L-tryptofanyl

Tyr L-tyrosyl

Val L-valyl

Leu L-leucyl

Ala, L-alanyl

Det fglgende eksempel 1 angar fremstilling
av et mellomprodukf, mens eksempel 2 an-
gar fremstilling av det angitte tetracosapeptid.

Eksempel 1 (se formelen pa vedfgyde formel-
blad.)
a) H-Val-Gly-(For)Lys-(For)Lys-Arg-Arg-
Pro-OH
12 g CBO-Val-Gly(For)Lys- (For)Lys-(Tos)
Arg-(Tos) Arg-Pro-OH lIgses i 51 tgrr flytende
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ammoniakk og tilsettes under kraftig omrgring
natriumbiter til varig, dypbld farging. 2 g am-
moniumkKlorid tilsettes, ammoniakken avdampes,
‘resten tgrres i hgyvakuum og lgses i 250 ccm
'0,2-n eddiksyre. De uorganiske salter fjernes ved
den metode som er kjent fra Dixon (Bikjem.
Biofys. Acta, 34, 251 (1959)), den saltfrie opp-
1lgsning inndampes, resten lgses i metanol og
utfelles med etyleter. Det erholdes H-Val-Gly-
(For)Lys-(For)Lys-Arg-Arg-Pro-OH-acetat.

[a] 32 = —49° i 1-n eddiksyre.

b) H-Glu(OTB)-His-Fe-Arg-Try-Gly-(For)-
Lys-Pro-OH '

10 g CBO-His-Fe-(Tos)Arg-Try-Gly-(For)
Lys-Pro-OH lgses i 51 tgrr, flytende ammoniakk,
tilsettes natriumstykker til varig bla farging,
tilsettes ammoniumklorid, lgsningen inndampes,
resten lgses i 0,2-n eddiksyre, de uorganiske sal-
ter fjernes etter Dixon (Biokjem. Biofys.Aca 34,
251(1959)), den saltfrie lgsning inndampes, res-
ten lgses i metanol og utfelles med etylester.
Det fas H-His-Fe-Arg-Try-Gly- (For)Lys-Pro-
OH-monoacetat, (smeltepunkt 180° C. [a]
—25° i 1-n eddiksyre) . som man lgser opp i

22
D

50 ccm dimetylformamid sammen med 4 g CBO~

Glu(OTB)-OCF. Man lar det hele std i 2 dggn
ved romtemperatur, tilsetter etyleter, filtrerer
og far ut 7,1 g CBO-Glu(OTB)-His-Fe-Arg-Try-
Gly- (For)Lys-Pro-OH, som man lgser i 200 ccm
dimetylformamid og hydrogenerer i nserveer av
en palladiumkatalysator. Etter filtrering og
vasking med etyleter far man H-Glu(OTB)-His-
Fe-Arg-Try-Gly- (For)Lys-Pro-OH-acetat.
(Smeltepunkt 190°C. {a] 22 == —19° 1 1-n ed-
diksyre).

¢) Tri-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu(OTB)-His-Fe-
Arg-Try-Gly-(For)Lys-Pro-Val-Gly-
(For)Lys-(For)Lys-Arg-Arg-Pro-OH

6 g H-Glu(OTB)-His-Fe-Arg-Try-Gly- (For)
Lys-Pro-OH-acetat og 6 g Tri-Ser-Tyr-Nle-N,
Igses i 50 ccm dimetylformamid, det hele far sta
i 16 t, avdampes og resten krystalliseres fra
varm metanol. Det fas 5,1 g Tri-Ser-Tyr-Nle
Glu(OTB)-His-Fe-Arg-Try-Gly- (For)Lys-Pro-
OH-acetat (smeltepunkt) 220°C. [a] 22 = —23°
i dimetylformamid). Dette lgses i 50 ccm dime-
tylformamid og tilsettes 1 g trimetyleddiksyre.
Det inndampes i hgyvakuum til det halve vo-

Iilm, avkjgles til —5°C, tilsettes 0,36 trimetyl-
acetylklorid og 0,3 g trimetylamin. Etter 10
min. tilsettes en opplgsning av 2,8 g H-Val-Gly-
(For)Lys-(For)Lys-Arg-Arg-Pro-OH-acetat og
0,3 ccm trietylamin i 200 ccm dimetylformamid.
Det hele far std i 4 t og felles med aceton. Det fis
Tri-Ser-Tyr-Ser-Nie-Glu(OTB)-~His-Fe-Arg-
Try-Gly-(For)Lys-Pro-Val-Gly-(For)Lys- (For)
Lys-Arg-Arg-Pro-OH-trimetylacetat, som kan
renses vel filtrering gjennom en kiselsyregel i 50
pst. vandig metanol.

Eksempel 2

4 g Tri-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu(OTB)-His-Fe-
Arg-Try-Gly- (For)Lys-Pro-Val-Gly-(For)Lys-
(For)Lys-Arg-Arg-Pro-OH lgses i 40 ccm dimetyl-
formamid, tilsettes 40 ccm pyridin og 0,6 g to-
luensulfonsyre, inndampes i hgyvakuum til det
halve volum, avkjgles til —5°C, tilsettes en opp-
lgsning av 4 ekvivalenter H-Val-(For)Lys-Val-
Tyr-Pro-OTB og 1 g dicykloheksylkarbodiimid.

Det hele far std over natten og tilsettes
aceton. Det filtreres, tgrres i hgyvakuum og fas
ut 4 g Tri-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu(OTB)-His-Fe-
Arg-Try-Gly- (For)Lys-Pro-Val-Gly- (For)Lys-
(For)Lys-Arg-Arg-Pro-Val- (For)Lys-Val-Tyr-
Pro-OTB, som oppvarmes i 310,1-n saltsyrei 3 t
ved 100°C i fraveer av oksygen. Det inndampes i
vakuum, resten vaskes med aceton og etyleter
og tgrres i vakuum. Etter en motstrgmfordeling
i systemet trifluoreddiksyre/sek.butanol/vann
(1:120:160) fas 2,5-—3,0 av en hovedfraksjon som
fremviser samme virksomhet som corticotropin,
og som forholder seg homogen ved kromato-
grafi og elektroforese. Migrasjonen ved papir-
elektroforese ved pH 5,8 og 40v/cm er 60 mm (det
som referanse anvendte histidin vandrer 70
mm). Migrasjonen ved papirelektroforese ved
PH 1,9 og 40 V/cm er 93 mm (den som referanse
anvendte glutaminsyre vandrer 81 mm under
de samme betingelser). Det fas et polypeptid
med formelen H-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu-His-Fe-
Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-
Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-OH. Dette gir ved sur
hydrolyse ved 110°C i 16 t den f@dlgende amino-
syresammensetning: Ser,  Tyr, (Nle, ;Glu, (His, ;
Fe, jArg, Gly, jLys, ,Pro,  Val, ;.

Produktet kan anvendes som sadant eller
etter overfgring i et annet salt. Det kan oppbe-
vares i fast tilstand, i opplgsning eller som et
absorbat.
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Patentkrav:

Fremgangsméate for fremstilling av et nytt,
terapeutisk aktivt tetracosapeptid med formel:
L-seryl-L-tyrosyl-L-seryl-L-norleucyl-L-gluta-
myl-L-histidyl-L-fenyl-alanyl-L-arginyl-L-
tryptofanyl-glycyl-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-
glyeyl-L-lysyl-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-valyl-L-lysyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-pro-
lin og dets syreaddisjonssalter med organiske el-
ler uorganiske syrer, karakterisert ved
at aminosyrene L-serin- L-tyrosin-L-serin-L-
norleucin, L-glutamin, L-histidin, L-fenylalanin,
L-arginin, L-tryptofan, glycin, L-1lysin, L-prolin-
L-valin, glycin, L-lysin, L-lysin, L-arginin, L-
arginin, L-prolin, L-valin, L-lysin, L-valin, L-ty-

rosin og L-prolin i den angitte rekkefglge og/
eller peptidbruddstykker som inneholder disse
aminosyrer i den angitte rekkefglge, under an-
vendelse av i peptidkjemien kjente metoder
kondenseres til det angitte tetracosapeptid, idet
for den peptidiske sammenknytting enten en
endestdende karboksylgruppe eller en amino-
gruppe aktiveres og de gvrige reaktive grupper
beskyttes intermedicert, og om gnskes dannes de
tilsvarende syreaddisjonssalter fra det erholdte
tetracosapeptid ved omsetning med uorganiske
eller organiske syrer.

Anfgrte publikasjoner:

Oscar Andersens Boktrykkeri.
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