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SPOSÓB WYTYARZANIA NOWYCH BIOLOGICZNIE CZYNNYCH PEPTYDÓW

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarzania peptydów wywierających wpływ na dzia¬
łanie przysadki mózgowej u ludzi i zwierząt, w szczególności ssaków. W szczególności przed¬
miotem wynalazku jest sposób wytwarzania peptydu, który pobudza uwalnianie hormonu wzrostu
przez przysadkę mózgową.

Fizjologom od dawna wiadomo, że podwzgórze kontroluje całą czynność wydzielniczą
gruczołowej części przysadki w ten sposób, że podwzgórze wytwarza specjalne polipeptydy, któ¬
re wyzwalają wydzielanie każdego hormonu przysadki. Zidentyfikowano także czynnik hamujący,
który hamuje wydzielanie hormonu wzrostu /GH - skrót od angielskiego terminu growth horraone/
i znany jest jako sornatostatyna.

Z wyciągu z występującego u ludzi nowotworu trzustki został ostatnio wyodrębniony,
oczyszczony, zidentyfikowany, zsyntetyzowany i przebadany odpowiadający podwzgorzowy czynnik

wyzwalający wydzielanie przysadkowego GH. Kolejność aminokwasów w tym peptydzie Jest nastę¬
pująca: Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-
Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Ser-Asn-Gln-Glu-Arg-Gly-Ala-Arg-Ala-Arg-Leu.

Amidowana postaó tego peptydu określana jest w niniejszym opisie jako hpGRF /skrót od angiel¬
skiego terminu human pancreatio tumor GH releasing faotor, co oznacza czynnik wyzwalający

wydzielanie GH nowotworu trzustki u ludzi/.
Obecnie z wyciągów z podwzgórza szczurów został wyodrębniony, oczyszczony, zidenty¬

fikowany, zsyntetyzowany i przebadany peptyd, który uwalnia GH z wyhodowanych komórek przy¬
sadkowych. Kolejność aminokwasów w tym zawierającym k3 reszty, występującym w przyrodzie
peptydzie jest następującat H-His-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-Gly-
Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Met-Asn-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Ar^-Asn-Gln-
-Glu-Gln-Arg-.Ser-Arg-Phe-Asn-OH. Peptyd ten Jest dalej w opisie określany Jako rhGRF
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/skrót od angielskiego terminu rat hypothalamic GH releasing faotor, oo oznacza szczurzy,
podwzgórzowy czynnik wyzwalający wydzielanie GH/.

Obecnie zsyntetyzowano i przebadano pewne analogi hpGRF, działające silniej niż sam

hpGRF, przy czym wiele z tych analogów ma krótszy łańcuch. Niektóre z tych analogów bazują
na podstawieniach zgodnych ze wzorem rhGRF, podczas gdy inne bazują na innych podstawieniach.

Kompozyoje farmaceutyczne zawierające peptydy wytwarzane sposobem według wynalazku zawierają
te analogi hpGRF lub ich nietoksyczne sole, zdyspergowane w farmaceutycznie dopuszczalnym
nośniku ciekłym lub stałym. Takie kompozycje farmaceutyczne można stosować w. leczeniu kli¬
nicznym, tak w odniesieniu od ludzi jak i weterynaryjnym, zarówno do podawania w celach
leczniczych, jak i w celach diagnostycznych. Ponadto można je stosować dla pobudzania wzrostu
zwierząt oiepłokrwistych, włącznie z drobiem i w gospodarce wodnej dla zwierząt zimnokrwis¬
tych, np. ryb, węgorzy itd.

Dla określenia peptydu przyjęto nomenklaturę, jaką podali Schroder i Lubke w publi¬
kacji "The Peptides", Academic Press /1965A w której zgodnie z konwencjonalnym przedsta¬
wianiem grupa aminowa na końcowym atomie N znajduje się po lewej stronie, podczas gdy grupa
karboksylową na końcowym atomie C znajduje się po prawej stronie. Przez naturalny aminokwas
rozumie się jeden z pospolitych, występujących w przyrodzie aminokwasów występujących w biał¬

kach, takich jak Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Thr, Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gin, Cys, Met,
Phe, Tyr, Pro, Trp i His. W przypadku, gdy reszta aminokwasu posiada odmiany izomeryczne,
to występuje odmiana L aminokwasu, jeśli nie stwierdzono wyraźnie inaczej. Dla celów ni¬
niejszego opisu rhGRF uważa się za analog hpGRF.

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarzania peptydów o wzorze 1: H-R -Ala-Asp-

Ala-Ile-Phe-Thr-Rg-Ser-R -Arg-R -R^-Leu-R -Gln-Leu-R1 g-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-R^^-R^ -Ile-
R27-R28-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-R3/ł-Asn-Gln-Glu-R38-R39-Ri+0-Arg-R/ł2-R43-R/łZł-Y, w którym R1
oznacza Tyr, Met, D-Tyr, Phe, D-Phe, Leu, D-His lub His; Rg oznacza Ser lub Asn; R1Q oznacza
Tyr, Phe lub D-Tyr; R12 oznacza Arg lub Lys; R „ oznacza Ile lub Val; R oznacza Gly lub
D-Ala; R1R oznacza Tyr lub Ser; R^r oznacza His lub Qln; R2- oznacza Glu lub Asp; R27 wy¬
brany jest z grupy obejmującej izomery D i L, Ala, Nie, Ile, Leu, i Val; R_fl oznacza Ser,
Asn lub D-Ala; R«k oznacza Arg lub Ser; R«8 oznacza Gin lub Arg; R«Q oznacza Arg lub Gly;
R.n oznacza Ser lub Ala; R, oznacza Phe lub Ala; Rk« oznacza Asn lub Arg; R, , oznacza
resztę naturalnego aminokwasu lub des-R.., Y oznacza grupę -COOH lub -C0NH2 lub o długości
łańcucha od R1 do co najmniej R27# który polega na tym, że aminokwasy, w których przynaj¬
mniej grupy d, -aminowe są zabezpieczone, sprzęga się ze sobą w kolejności określonej wzo¬
rem 1 w łańcuch o długości od R1 do co najmniej R071 metodą syntezy na fazie stałej sto¬
sując 1 do 2 milimoli zabezpieczonego aminokwasu na 1 g żywicy, w rozpuszczalniku, ko¬

rzystnie w chlorku metylenu lub dimetyloformamidzie lub w ich mieszaninie, po czym z wytwo¬

rzonego peptydu zawierającego co najmniej jedną grupę zabezpieczającą, o wzorze 2: X -R /X

lub X2/-Ala-Asp/X3/-Ala-Ile-Phe-Thr/xV-R8/X lub X5/-Ser/X /-R1Q/X2/-Arg/X6/-R12-/X6 lub
X7-/R13-Leu-R -Gln/X5/-Leu-Rl8A2/-Ala-Arg/X6/-Lys-/X7/-Leu-Leu-R2/ł/X lub X5/-R25/X3/-Ile-
R2 -R 8/X** lub X5/-Arg/X6/-Gln/X5/-Gln/X5/-Gly-Glu/X3/-R3/ł/X2ł lub X6/-Asn/X5/-Gln/X5/-
GluAV-R38A5 lub X6/-R39/X6/-R4o/xV-Arg/X6AR/ł2-RZł3/x5 lub X6/-R/łjłA8/-X9, w którym X1
oznacza atom wodoru lub grupę zabezpieczającą grupę ^» -aminową, korzystnie BOC, X oznacza

2
atom wodoru lub grupę zabezpieczającą azot imidazolu w His, korzystnie Tos, X oznacza
atom wodoru lub grupę zabezpieczającą fenolową grupę hydroksylową Tyr, korzystnie grupę

3
2,6-dichlorobenzylową, X oznacza atom wodoru lub grupę zabezpieczającą grupę karboksylową
Asp lub Glu, korzystnie Bzl, X oznacza atom wodoru lub grupę zabezpieczającą alkoholową

5
grupę hydroksylową Thr lub Ser, korzystnie grupę Bzl, X oznacza atom wodoru lub grupę
zabezpieczającą amidową grupę bocznego łańcucha Asn lub Gin, korzystnie grupę Xan, X ozna-

7
cza atom wodoru lub grupę zabezpieczającą grupę guanidynową Arg, korzystnie Tos, X ozna¬

cza atom wodoru lub grupę zabezpieczającą grupę aminową booznego łańcucha Lys, korzystnie
o

grupę 2-chlorobenzyloksykarbonylową, X oznacza atom wodoru lub grupę zabezpieczającą

boczny łańcuch Jak określono powyżej, Xy oznacza -O-CH.-nośnik polimerowy lub -NH-nośnik
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polimerowy, a R1, RQ, R1Q, R12f R^, R^, R1gt R^, R^, R27, R2Q, R^, R^g, R^, R^,
R/,2# Rk« i Rj.^ mają wyżej podane znaczenie lub z peptydu o długośoi łańcucha od R* do co
najmniej R^7 usuwa się grupy zabezpieczające i odszczepia się peptyd zawierający co naj¬
mniej 27 reszt aminokwasów od nośnika polimerowego przy użyciu kwasu trójfluorooctowego

w rozpuszczalniku, korzystnie CH-Cl^, a następnie fluorowodoru ze zmiataozem, korzystnie
anizolem lub sulfidem metylowo-etylowym lub ich mieszaniną, w niskiej temperaturze, ko¬
rzystnie około 0°C-do-20°C, po czym rozpuszcza się w rozpuszczalniku, korzystnie w kwasie
octowym i oczyszcza się znanym sposobem.

Peptydy wytwarzane sposobem według wynalazku, zarówno zawierające kk aminokwasy
Jak i ioh fragmenty, wykazują czynność biologiczną i ogólnie przyjmuje się, że peptyd po¬
winien rozciągać się co najmniej od końcowego atomu N poprzez resztę 27* Kiedy fragment
peptydu rozciąga się tylko do reszty 27 i 28, wówczas jako Y korzystnie występuje grupa

NH2 lub podstawiona grupa amidowa, natomiast gdy fragment peptydu rozciąga się do jednej
z reszt od 29 do 39i Y korzystnie stanowi grupa amidowa lub podstawiona grupa amidowa.

Analogi hpGRF zawierające jeden z wymienionych aminokwasów zamiast Met w pozycji

27, wykazują znacznie wyższą stabilność, zwłaszcza w przypadku wystawienia na warunki utle¬
niające; ponadto jeśli podstawnikiem jest izomer D, może uzyskać podniesienie odporności

na działanie enzymów. Pozostają one w pełni biologicznie czynne i niektóre analogi wykazują
zadziwiająco zwiększoną czynność w toku badań in vitro. Bardzo wysoką aktywność wykazują
peptydy zawierające His w pozycji 1. Ponadto izomer D aminokwasu, np. D-tyr, zapewnia wy¬

jątkowo wysoką aktywność oraz nadaje peptydom odporność na działanie niektórych enzymów.
Syntezę peptydów przeprowadza się różnymi sposobami, takimi jak techniki wyko¬

rzystujące wyłącznie fazę stałą, techniki wykorzystujące częściowo fazę stałą, przez kon¬
densację fragmentów, przez klasyczne sprzęganie w roztworze lub też z zastosowaniem ostatnio

opracowanych technik z rekombinowanym DNA, Teohniki syntezy wyłącznie w fazie stałej omó¬
wione są na przykład w książce "Solid-Phase Peptide Synthesis", Stewart i Young Freeman

and Co,, San Francisco, 1969 i przedstawione na przykładach ujawnionych w opisie patentowym
Stanów Zjednoczonych Ameryki nr k 105 603. Sposób syntezy wykorzystujący kondensację frag¬
mentów ujawniono w opisie patentowym Stanów Zjednoczonych Ameryki nr 3 972 859, zaś inne
znane sposoby syntezy ujawniono w opisach patentowych Stanów Zjednoczonych Ameryki nr nr
3 842 067 i 3 862 925.

Syntezę z zastosowaniem technik z rekombinantem DNA dla celów niniejszego opisu
należy rozumieć jako właściwe wykorzystanie kodowania genów strukturalnych dla uzyskania

pożądanej postaci analogu hpGRF lub jego fragmentu. Syntetyczny peptyd hpGRF można uzyskać
w wyniku transformacji mikroorganizmu z zastosowaniem przenośnika ekspresji zawierającego
promotor i operator wraz z takim genem strukturalnym i spowodowania, że tak przekształcony

mikroorganizm wydzieli peptyd hpGRF, Również zwierzęta można wykorzystywać do wytwarzania
peptydu hpGRF poprzez hodowlę genetyczną z zastosowaniem takiego genu strukturalnego i ogól¬

nych technik ujawnionych w opisie patentowym Stanów Zjednoczonych Ameryki nr k 276 282,

względnie wykorzystywania mikroiniekcji zarodków jak to opisano w Vo83/O1783 opublikowanym
w dniu 26 maja 1983 i W082/04443 opublikowanym w dniu 23 grudnia 1982, Syntetyczny peptyd
hpGRF można także wytwarzać bezpośrednio w zwierzęciu, którego wzrost pragnie się przyspie¬

szyć, wykorzystując techniki opisane- w tych dwu publikacjach WO,
Elementem wspólnym dla syntez chemicznych jest zabezpieczenie nietrwałych grup

w łańcuchach bocznych różnych reszt aminokwasów za pomocą odpowiednich grup zabezpieczają¬

cych, które będą zapobiegały zajściu reakcji chemioznej w tym miejscu, aż do ostatecznego
usunięcia tej grupy. Zwykle także wspólne jest zabezpieczenie *6 -aminowej grupy aminokwasu
lub fragmentu peptydu, gdy w reakcję z następnym aminokwasem wchodzi grupa karboksylową,
po czym selektywnie usuwa się grupę zabezpieczającą grupę aminową w położeniu ©£ , dla umożli¬
wienia przeprowadzenia dalszej reakcji w tym.miejscu. Również wspólnym elementem jest wy-
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twarzanie w syntezie związku pośredniego, który zawiera każdą z reszt aminokwasów umiesz¬
czoną w pożądanej kolejności w łańcuchu peptydu, z grupami zabezpieczającymi łańcuchy boczne
związanymi z odpowiednimi resztami.

Grupy zabezpieczające grupę aminową w położeniu °C , objęte symbolem X , są dobrze
znane ze swej przydatności w stopniowej syntezie polipeptydów. Do klasy grup zabezpiecza¬

jących grupę aminową w położeniu 06 y które można zastosować jako X należą: /1/ grupy zabez¬
pieczające typu aromatycznych uretanówf takie jak fluorofenylometylokarbonylowa /FMOC/,
benzyloksykarbonylowa /Z/ i podstawiona Z, taka jak p-chlorobenzyloksykarbonyłowa, p-n±tro-
benzyloksykarbonylowa, p-bromobenzyloksykarbonylowa i p-metoksybenzyloksykarbonylowa;
/Z/ grupy zabezpieczające typu alifatycznych uretanów, takie jak Illrz.-butyloksykarbony-
lowa /BOC/, diizopropylometyloksykarbonylowa, izopropyloksykarbonylowa, etoksykarbonyIowa,
alliloksykarbonylowa; oraz

/3/ grupy zabezpieczające typu uretanów cykloalkilowych, takie jak cyklopentylo-
ksykarbonyIowa, adamantyloksykarbonylowa, oraz cykloheksyloksykarbonylowa. Korzystną grupą
zabezpieczającą grupę aminową w położeniu alfa jest grupa Illrz.-butyloksykarbonylowa /BOC/.

X oznacza atom wodoru lub grupę zabezpieczającą dla azotu imidazolu w His, taką
jak Tos.

o

X może byó odpowiednią grupą zabezpieczającą dla fenolowej grupy hydroksylowej

Tyr, taką jak grupa tetrahydropiranylowa, Illrz.-butylowa, trityłowa, Bzl, CBZ, 4Br-CBZ
i 2,6-dichlorobenzylowa /DCB/# Korzystną grupą zabezpieczającą jest grupa 2,6-dichlorobenzy-
Iowa* Jako X może występować atom wodoru, co oznacza, że w tym położeniu na reszcie ami¬
nokwasu nie występuje boczny łańcuch grupy zabezpieczającej*

3
X oznacza atom wodoru lub też odpowiednia, tworząca ester grupa zabezpieczająca

dla grupy karboksylowej Asp lub Glu, taka jak grupa benzylowa /OBzl/, 2,6-dichlorobenzylo¬
wa, metylowa i etylowa*

X może być odpowiednią grupą zabezpieczającą dla alkoholowej grupy hydroksylowej
Thr lub Ser, taką jak grupa acetylowa, benzoilowa, Illrz,-butylowa, tritylowa, tetrahydro¬
piranylowa, Bzl, 2-6-dichlorobenzylowa i CBZ. Korzystną grupą zabezpieczającą jest Bzl.
Jako X może występować atom wodoru, co oznacza, że na grupie hydroksylowej nie występuje
grupa zabezpieczająca.

X5 oznaoza atom wodoru lub odpowiednią grupę zabezpieczającą boczną grupę aminową
Asn lub Gin. Korzystnie jest to grupa ksantylowa /Xan/.

X oznacza odpowiednią grupę zabezpieczającą dla grupy guanidynowej Arg, taką jak
grupa nitrowa, TOS, CBZ, adamantyloksykarbonylowa i BOC lub oznacza atom wodoru.

7
X oznacza atom wodoru lub odpowiednią grupę zabezpieczającą dla bocznej grupy

aminowej Lys. Przykładami odpowiednich grup zabezpieczających boczną grupę aminową są grupa
2-chlorobenzyloksykarbonylowa /2-C1-Z/, Tos, Ill-rz.-arayloksykarbonyIowa i BOC.

Q

X oznacza atom wodoru lub odpowiednią grupę zabezpieczającą łańcuch boczny, jak
to ogólnie określono powyżej.

Met można ewentualnie zabezpieczyć tlenem, ale korzystnie pozostawia się ją bez
zabezpieczenia.

Wybór grupy zabezpieczającej boczną grupę aminową nie Jest krytyozny, z tym za¬
strzeżeniem, że zwykle wybiera się taką grupę, która nie zostanie usunięta podczas usuwania
zabezpieczenia grupy aminowej w położeniu alfa w trakcie syntezy. Jednakże dla niektórych
aminokwasów, np. His, po zakończeniu sprzęgania zabezpieczenie zwykle nie jest konieczne
1 wówczas grupy zabezpieczające mogą być takie same.
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X^ oznacza odpowiednią grupę zabezpieczającą dla grupy karboksylowej końcowego atomu C
taką jak tworząca ester grupa XJ lub wiązanie łączące stosowane w syntezie na fazie stałej,

wiążące z nośnikiem w postaci stałej żywicy, względnie des-X , w którym to przypadku reszta
na końcowym atomie C zawiera Yf która stanowi grupa karboksylową, jak to określono powyżej..

V sposobie według wynalazku jako nośnik można stosować dowolną stałą żywicę znaną

w technice, np. nośnik o wzorze żywica-CH^-O-, -NH-żywica benzhydryloaminowa /BHA/ lub
-NH-żywica parametyłobenzhydryloaminowa /MBHA/. W przypadku, kiedy pożądane jest uzyskanie
niepodstawionego amidu, korzystne jest stosowanie żywioy BHA lub MBHA, ponieważ rozszcze¬
pienie bezpośrednio daje amid. V przypadku, kiedy pożądane jest otrzymanie N-metyłoamidu,
można stosować żywicę N-metylo-BHA. W przypadkach, gdy pożądane jest otrzymanie innych
podstawionych amidów, korzystne możne okazać się przeprowadzenie syntezy peptydu z zasto¬
sowaniem metod klasycznych, takich jak podane w publikacji Houben-Weyla.

We wzorze związku pośredniego oo najmniej jedna z grup X jest grupą zabezpieczającą.
Przy dokonywaniu wyboru konkretnej grupy zabezpieczającej łańcuch boczny, która ma

być wykorzystana w trakcie syntezy peptydów, przestrzega się następujących zasad: a/ grupa
zabezpieczająca musi zachowywać swoje właściwości zabezpieczające i nie ulegać odszczepie-
niu w warunkach sprzęgania, b/ grupa zabezpieczająca musi być stabilna w warunkach dzia¬
łania reagentu i za wyjątkiem grupy Xan, powinna być stabilna w warunkach reakcji dobra¬
nych dla usuwania grupy zabezpieczającej grupę aminową w położeniu alfa na każdym etapie
syntezy oraz c/ grupa zabezpieczająca łańcuch boczny.musi dawać usuwać się, po zakończeniu
syntezy peptydu zawierającego pożądaną kolejność aminokwasów, w warunkach reakoji, które
nie będą powodowały zmiany łańcucha peptydu.

Sposobem według wynalazku peptydy wytwarza się wykorzystując syntezę na fazie stałej,
jak to ogólnie opisał Merrifield, J.Am. Chem. Soo., 85, s.21^9/1963/, jakkolwiek można
także stosować inne, znane w technice równoważne syntezy chemiczne, jak to wspomniano
powyżej. Syntezę na fazie stałej zaczyna się od tej strony peptydu, gdzie znajduje się
końcowy atom C, przez sprzęgnięcie zabezpieczonego °^ -aminokwasu z odpowiednią żywicą..
Taki materiał wyjściowy można przygotować przez przyłączenie *C -aminokwasu z zabezpie¬
czoną grupą aminową wiązaniem estrowym do chlorometylowanej żywicy lub hydroksymetyło¬
wej żywicy, albo też wiązaniem amidowym do żywicy BHA lub żywicy MBHA. Jeśli w wynikowym
polipeptydzie ma występować grupa metylo-, etylo- lub propyloamidowa, to stosuje się
żywicę chlor ornetylowaną lub hydroksymetylową i rozszczepienie przeprowadza się za pomocą
odpowiedniej aminy, np. etyloaminy.

Tak więc na przykład przy wytwarzaniu zawierającego kO reszt aminokwasów peptydu,
Ala zabezpieczone przy pomocy BOC sprzęga się z chlorometylowaną żywicą w sposób, jaki
opisali Monahan i Gilon, Biopolymer 12, s. 2513-19, 1973. Po sprzęgnięciu BOC-Ala z noś¬
nikiem w postaoi żywicy, usuwa się grupę zabezpieczającą grupę aminową w położeniu alfa,
np. za pomocą kwasu trifluorooctowego /TFA/ w chlorku metylenu, samego TFA alba HC1
w dioksanie. Usuwanie zabezpieczenia przeprowadza się zwykle w temperaturze pomiędzy około

0 C a temperaturą pokojową. Do usuwania konkretnych grup zabezpieczających grupę aminową
w położeniu alfa można także wykorzystywać inne standardowe odczynniki i warunki odszcze-
piania, jak to opisano w książce Schroder i Lubke "The Peptides", 1 str. 72-75 /Academio
Press 1965/.

Po usunięciu grupy zabezpieczającej grupę aminową w położeniu alfa Phe, pozostałe
aminokwasy z zabezpieczonymi grupami aminowymi w położeniu alfa i łańcuchami bocznymi
sprzęga się stopniowo w żądanej kolejności w oelu uzyskania określonego powyżej związku
pośredniego, przy czym każdy aminokwas można wprowadzać oddzielnie de syntezy bądź sprzę¬
gać je wzajemnie ze sobą przed wprowadzeniem do reaktora z fazą stałą. Dobór odpowiedniego
odczynnika sprzęgającego zależy od doświadczenia. Szczególnie dobrym odczynnikiem do

sprzęgania jest N,N*-dicykloheksylokarbodiimid /DCCI/.
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środki aktywujące stosowane w syntezie peptydów na fazie stałej są dobrze znane
w technice peptydów. Przykładami odpowiednich odczynników aktywujących są karbodiimidy,
takie jak N,N*-diizopropylokarbodiimid oraz N-etylo-N%-/3-dimetyloarainopropylo/karbo-
diimid. Inne odczynniki aktywujące oraz ich zastosowanie do sprzęgania peptydów opisali j
Schroder i Lubke, w/w książka, rozdz, III oraz Kappor w J.Phar.Sci., 59, str. 1-27 /1970/. j

Każdy zabezpieczony aminokwas lub sekwencję aminokwasów wprowadza się do reaktora j
z fazą stałą w czterokrotnym lub większym nadmiarze, a sprzęganie przeprowadza się w śro- f
dowisku składającym się z mieszaniny dimetyloformamidu /DMF/ i CH2C12 /1:1/, względnie /
w samym DMF lub CH^Cl^. V przypadku, gdy sprzęganie nie przebiega do końca, procedurę }
sprzęgania powtarza się przed usunięciem grupy zabezpieczającej grupę aminową w położeniu i
alfa przeprowadzanym przed sprzęganiem następnego aminokwasu. j.

Prowadzenie reakcji sprzęgania na każdym etapie syntezy sprawdza się reakcją nin- \
hydrynową, jak to opisali E.Kaiser i in,. Anal. Blochem. 3^» 595 /1970/. Reakcję sprzę¬
gania można przeprowadzać automatycznie, w automatyczynm syntetyzatorze model Beckman 990,
wykorzystując program taki jak opisali Rivier i inn. Biopolymers 1978, 17, str. 1927-1938.

Po zakońozeniu pożądanej sekwencji aminokwasów, pośredni peptyd usuwa się z noś¬
nika w postaci żywicy przez działanie odczynnikiem takim jak ciekły fluorowodór, który
nie tylko odszczepia peptyd od żywicy, ale zarazem odszczepia wszystkie pozostałe grupy
zabezpieczające łańouohy boczne, a więc grupy X, X , X , X , X5, X , X7 i X , wiązanie
łączące X* i grupę zabezpiecza j%oą grupę aminową w położeniu alfa, w wyniku czego otrzy¬
muje się peptyd w postaci wolnego kwasu. Jeśli w łańcuchu występuje Met, wówczas korzys¬
tnie usuwa się najpierw grupę zabezpieczającą BOC stosując mieszaninę kwasu trifluoroocto-
wego /TFA/ i etanoditiolu, jeszcze przed oWszczepieniem peptydu od żywicy za pomocą HF,
aby wyeliminować potencjalne S-alkilowanie. V przypadku stosowania do odszczepiania fluoro¬
wodoru, do naczynia reakcyjnego wprowadza się anizol i sulfid metylowo-etylowy celem
zmiatania wolnych rodników.

V jednym ze sposobów wytwarzania syntetycznych peptydów z zastosowaniem techniki
z rekombinowanym DNA, korzystnie wprowadza się resztę Mat jako dodatkową resztę na koń¬
cowym atomie azotu i Met nie powinna występować poza tym nigdzie indziej w peptydzie.
Podobnie wszystkie reszty użyte w peptydzie muszą być naturalnymi izomerami L aminokwasów

lub Gly. V wyniku tego wytwarza się korzystny pośredni peptyd o wzorze: H-Met-Rj-Ala-
Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Rg-Ser-Tyr-Arg-R12-R^-Leu-Gly-Gln-Leu-R1 g-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-R^-
R25-Ile-R2y-R28-Arg-Gln^Jln-^ly*Glu-R^-Asn-Gln-Glu-R^g-M^^R^-Arg-R^g-R^^-R^-Y, w którym
R1 oznacza Tyr, Leu lub His, Rg oznacza Ser lub Asn, R.. 2 oznacza Arg lub Lys, R.^ oznacza
Ile lub Val, R.n oznacza Tyr lub Ser, R^k oznacza His lub Gin, Rpe oznacza Glu lub Asp,
R27 oznacza Ala, Nie, Ile, Leu lub Val, R_g oznacza Asn lub Ser, R^j, oznacza Arg lub Ser,
R^q oznacza Gin lub Arg, R~g oznacza Arg lub Gly, R^ oznacza Ser lub Ala, R^ oznacza
Phe lub Ala, R^o oznacza Asn lub Arg, R^j. oznacza naturalny aminokwas lub des-R.., zaś
Y oznacza część karboksylową reszty C-końcowego aminokwasu i oznacza -COOH lub -C0NH2.

Po wydzieleniu tego peptydu przez genetycznie zmodyfikowany mikroorganizm i wyodręb¬

nieniu oraz oczyszczeniu znanymi sposobami, na związek pośredni działa się bromowodorem
i odszczepia się resztę Met na końcowym atomie N otrzymując biologicznie czynny peptyd.
Jakkolwiek podany powyżej wzór wskazuje, że peptyd ten rozciąga się aż do pozycji k$ lub
nawet pozycji kkf to, jak już stwierdzono powyżej, znaczną czynność biologiczną wykazują
Już nawet peptydy zawierające tylko 27 do 29 reszt.

Syntetyozne peptydy wytworzone sposobem według wynalazku porównywano z oczyszczo¬

nym syntetyoznym hpGRF/l-^0/-OH oraz z oczyszozonym syntetycznym hpGRF/l-^0/Phe-Gln-NH2,
w toku badań in vitro, w celu określenia ich skuteczności w pobudzaniu do wydzielania
hormonu wzrostu. Wszystkie te syntetyczne analogi wykazują znaczną aktywność w wywoły¬
waniu wydzielania GH.
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Badania In vitro przeprowadzano stosując syntetyczny hpGRF jako wzorzec 1 porówny¬
wano z różnymi zsyntetyzowanymi analogami w równomolowych stężeniach. Stosowano w tym
celu hodowle zawierająoe komórki przysadki mózgowej szczurów, pobrane na cztery do pięciu
dni wcześniej. Do badan porównawczych stosowano hodowle uważane za optymalne w wydzie¬
laniu hormonu wzrostu, postępując zgodnie ze sposobem9 jaki opisali Yale i in,. Endocri-
nology, 91> 562-572 /1972/. Przez 3 do k godzin prowadzi się Inkubację z badaną substancją,
a następnie pobiera się próbki pożywki hodowli i przetwarza celem oznaczenia zawartości
dającego odczyn odpornościowy GH /ir GH = immunoreactive GH/f z zastosowaniem dobrze zna¬
nej techniki oznaczeń radioimraunologicznych.

Wyniki tych porównawczych badań z zastosowaniem równomolowych stężeń podano poniżej
w tabeli 1:

Tabela 1

Peptyd Badania in vitro
Względna moc działania

jNle2JJ-hpGRF/l-32/-NH2 3,21 /2,02 - 5,^3/Jh1s1T -hpGRF/l-32/-NH2 2,15 /1 ,1 2 - k,kl/
[lle23 -hpGRF/l-32/-OH 0,20 /0,11 - 0,35/
[p-Tyrl-hpGRF/l-32/-ra2 0,7**/0,^7 - 1,1V
[lhe1J -hpGRF/l-32/-NH2 0,13 /0,05 - 0,29/
^he13 -hpGRF/l-32/-NH2 0,69 /0,26 - 2,63/
[Val2,^-hpGRF/l-32/-0H 0,31 /0,21 - 0,^5/
[His1, Nle27J-hpGRF/l-32/-NH2 3f22 /2,12 - 5,33/
x oznaczana względem hpGRF/l-4o/-Phe-Gln-NH2

Badania in vitro tych syntetycznych peptydów wykazują, że EC^ waha się w zakresie
20-100 pikomoli, zaś najniższe skuteczne stężenie wynosi 3-8 pikomoli. Maksymalne sku¬

teczne stężenie hpGRF/l-4o/-NH2 wynosiło 1 nM.
Wyniki tych badań porównawczych dla równomolowych stężeń różnych analogów hpGRF

bazujących na rhGRF przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2

Peptyd Porównanie, $
hpGRF/l-*łO/-OH

/wzorzec dla tego badania/ 100$
rhGRF/1-*ł3/-0H 300$

rhGRF/1 -2Q/-:NH2 1100$
[p-Tyr1J-rhGRF/1-29/-:NH2 34$
T)-Tyr1,13 -rhGRF/1-29/-NH2 600$
Tyr1] -rhGRF/1-29/-NH2 920$
Nle2U -rhGRF/1-32/^^ 1390$

[Leu1, Nie27] -rhGRF/1-29/-NH2 480$
[p-His1, D-Tyr10, D-Ala15J -rhGRF/1-29/-NH2 29$
taGRF- jjal^-NH^ 670$

Badania in vitro tych syntetycznych peptydów wykazują, że EC^0 waha się w zakresie
20-100 pikomoli, zaś najniższe skuteczne stężenie wynosi 3-8 pikomoli. Maksymalne sku¬
teczne stężenie rhGRF/1-43/-OH wynosiło 1 nM.

Oprócz tych badań wydzielania horj^nu wzrostu in vitro, przeprowadzono również bada¬
nia in vitro, wstrzykując syntetyczny peptyd poprzez oewnik założony na stałe swobodnie
poruszającym się szczurom-samcom. Zwierzętom podano uprzednio Fl^A-63, inhibitor hydroksylazy
dopaminy, który tłumi spontaniczne wydzielanie GH, bez wpływania na reakcję na zewnętrzny GRF.
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Próbki krwi pobierano przez ten sam cewnik bezpośrednio przed oraz po upływie 5 i 20 minut

po wstrzyknięciach; poziomy GH we krwi mierzy się przez oznaczenia radioimraunologiczne.
Wyniki wykazują, że syntetyczne analogi hpGRF są potężnymi stymulatorami wydzielania przy¬
sadkowego GH. Stwierdzono, że skutecznie działają dawki w zakresie od około 20 /ig do
około 25 MS na kg wagi ciała.

Dalsze badania wykazują, że znaczną czynność wykazują również inne syntetyczne ana¬

logi hpGRF wytwarzane sposobem według wynalazku i z tych badań można wyciągnąć pewne
ogólne wnioskit

1. Amidowanie końcowego atomu C nie wydaje się zwiększać aktywności peptydów GRF

o długości łańcucha powyżej 39 reszt, natomiast zwiększa aktywność peptydów o długości
mniejszej niż 39 reszt. Tak więc na przykład [ile2?} -hpGRF/l-32/-NH2 wykazuje większą
czynność niż [lle27j -hpGRF/l-32/-0H; [L-Tyr1,Nle27J -hpGRF/l-32/-NH2 wykazuje wyższą
czynność niż E-Tyr1,Nle27J -hpGRF/l-32/-OH; zaś £lłe27J -hpGRF/l-29/-NH2 wykazuje wyższą
czynność niż \±le272 -hpGRF/l-29/-OH. Natomiast £tłe27J -hpGRF/l-4V-™2 ™ykazuJo taką
samą czynność jak Jlle273 -hpGRF/l-^V-0H.

2. W szeregu amidowanych peptydów analogi o 32 resztach są zasadniczo równie czynne

jak odpowiadające dłuższe analogi, na przykład [Nie \J -hpGRF/l-32/-NH wykazuje w przy¬
bliżeniu tę samą czynność co prie 7J-hpGRF/l-44/-NH2.

3. V szeregu peptydów z wolną końcową grupą karboksylową, odpowiadające analogi

posiadające więcej ni9 39 reszt wykazują jednakową czynność. Tak więc na przykład
[val27!l -hpGRF/l-^0/-0H i rVal27J -hpGRF/l-44/-OH wykazują jednakową czynność, podobnie

jak fb-Tyr1, Nle27/]-hpGRF/l-4o/-OH oraz [p-Tyr1, Nie2!/ -hpGRF/l-4V-0H.
Syntetyczne analogi hpGRF powinny być przydatne w zastosowaniach, w których lekarz

pragnie zwiększyć wytwarzanie GH. Pobudzenie wydzielania GH przez analogi hpGRF jest
pożądane w przypadku pacjentów, u których występuje całkowity lub też względny niedobór
GH spowodowany przez niedostateczne wytwarzanie endogennego GRF. Jest ponadto rzeczą
prawdopodobną, że zwiększone wydzielanie GH i towarzyszące temu zwiększenie wzrostu można
byłoby osiągnąć także u ludzi i zwierząt z normalnymi poziomami GH. Ponadto podawanie
hpGRF mogłoby zmienić ilość tłuszczu w organizmie i zmodyfikować także inne, uzależnione
od GH procesy metaboliczne, immunologiczne i rozwojowe.

Tak więc na przykład analogi hpGRF mogą być użyteczne jako środki stymulujące
procesy anaboliczne u ludzi w takich stanach, jak po przebytych oparzeniach. W innym przy¬
kładzie analogi hpGRF można podawać zwierzętom hodowlanym, takim jak kurczaki, indyki,
świnie, kozy, owce i bydło, w celu przyspieszenia wzrostu i podniesienia uzyskiwanego
stosunku białka do tłuszczu. Można je także stosować w gospodarce wodnej do hodowli ryb
oraz innych morskich zwierząt zimnokrwistych, np. żółwi morskich i węgorzy oraz zwierząt
ziemnowodnych. Dla podawania ludziom syntetyczne analogi hpGRF powinny mieć czystość co
najmniej około 93$ i korzystnie co najmniej 98/° • Czystość taka oznacza, że żądany peptyd
występuje w ilości odpowiadającej # wagowym pośród wszystkich obecnych podobnych pepty¬
dów i fragmentów peptydów.

Dla podawania syntetycznych analogów hpGRF zwierzętom hodowlanych lub też innym
zwierzętom dla pobudzenia ich wzrostu i zmniejszenia zawartośoi tłuszczu, dopuszczalna
może być czystość nawet około 5%$ lub też nawet tak niska jak 0,001#. V przypadku wytwa¬
rzania metodami inżynierii genetyoznej analogi te mogą początkowo mieć bardzo niską
czystość,

Syntetyozne analogi hpGRF lub też ich nietoksyczne sole, w połączeniu z farmaceuty¬
cznie lub weterynaryjnie dopuszczalnym nośnikiem tworzące kompozyoją farmaceutyczną,
można podawać ludziom i zwierzętom dożylnie, podskórnie, domięśniowo, przez nos lub
doustnie. Podawanie może być wykorzystywane przez lekarza w celu pobudzenia wydzielania

GH wówczas, gdy leczony organizm wymaga takiego sposobu leczenia. Pożądane dawkowanie
będzie uzależnione od konkretnego leczonego stanu, surowośoi przebiegu tego stanu i ozasu
trwania przewidywanego leczenia.
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Peptydy takie często podaje aię w postaci farmaceutycznie lub weterynaryjnie do¬
puszczalnej soli, takiej Jak sole addyoyjne z kwasami lub związki kompleksowe z meta¬

lami, np. z cynkiem| żelazem lub podobnym pierwiastkiem /które dla celów niniejszego
opisu uważa się za sole/. Przykładem takich soli addycyjnych z kwasami są chlorowodorek,
bromowodorek, siarczan, fosforan, maleinian, octan, cytrynian, benzoesan, bursztynian,

jabłczan, askorbinian, winian itp. Jeśli składnik czynny ma być podawany doustnie w po¬
staci tabletki, wówczas tabletka może zawierać środek wiążący, taki Jak tragakanta,
skrobia kukurydziana lub żelatyna; środek dezintegrujący, taki Jak kwas alginowy; oraz
środek smarny, taki Jak stearynian magnezu. Jeśli pożądane Jest podawanie w ciekłej po¬
staci, wówczas można stosować środki słodzące i/lub porawiające smak; można także sto¬
sować podawanie dożylnie w soli fizjologicznej, roztworach buforów fosforanowych i po¬
dobnych roztworach.

Peptydy należy podawać ludziom pod kontrolą lekarza i kompozycje farmaceutyczne
będą zwykle zawierały peptyd w połączeniu z konwencjonalnym, farmaceutycznie dopuszczal¬
nym nośnikiem. Zwykle dawka pozajelitowa będzie wynosić od około 20 ug do około 25 ug
peptydu na kg wagi ciała organizmu.

V podanych poniżej przykładach przedstawiono korzystny sposób przeprowadzenia syn¬
tezy analogów hpGRP z zastosowaniem techniki reakcji na fazie stałej.

Przykład I. Syntezę /"ile 7_7-hpGRF/1-^0/-NH2 o wzorze: H-Tyr-Ala-Asp-Ala«
Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Ile-

Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Ser-Asn-Gln-Glu-Arg-Gly-Ala-NH- przeprowadza się stopniowo,
wykorzystująo syntetyzator peptydów model Beckman 990, na przeprowadzonej w chlorowo¬
dorek żywicy MBHA, takiej jak dostarczana przez firmę Bachem, Inc., posiadająca zakres

podstawienia do około 0,1 do 0,5 mmoli/g żywicy. Sprzęganie BOC-Ala z żywloą przepro¬
wadza się wykorzystując ogólny sposób opisany poniżej w Harmonogramach A i B, który wy¬

korzystuje się w trakcie całej syntezy i który daje w wyniku podstawienie około 0,35
mmola Ala na gram żywicy. Wszystkie stosowane rozpuszczalniki starannie odgazowuje się,

przedmuchująo je gazem obojętnym, np. helem lub azotem, aby zapewnić nieobecność tlenu,
którym mógłby utleniać siarkę z reszty Met.

Po odblokowaniu i zobojętnieniu, na żywicy buduje się stopniowo łańcuch peptydu.
Odblokowanie, zobojętnianie i dodawanie każdego aminokwasu przeprowadza się ogólnie bio¬
rąc zgodnie z procedurą przedstawioną szczegółowo w opisie patentowym Stanów Zjedno¬

czonych Ameryki nr k 292 313.
Odblokowanie korzystnie przeprowadza się według przedstawionego poniżej Harmono¬

gramu A:

Harmonogram A

Odozynnik Czas mieszania /min/

1. 60#TFA /2# etanoditiol 10
2. 60% TFA /Zf> etanoditiol 15
3. IPA /1# etanoditiol 0,5

h. Et3N /10£/ w CILjC^ 0,5
5. MeOH 0,5

6. Et3N /10#/ w CH2C12 0,5
7. MeOH /dwukrotnie/ 0,5

8. CH2C12 /dwukrotnie/ 0,5
Operaoje sprzęgania korzystnie przeprowadza się zgodnie z przedstawionym poniżej

Harmonogramem Bi

Harmonogram B

Odczynnik Czas mieszania /min/
9. DCCI

10. BOC - aminokwas 50-90

11. MeOH /dwukrotnie/ 0,5
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12. CH2C12 /dwukrotnie/ 0,5
13. Ao20 /3M/ w CH2C12 15,0
14. CHCl 0,5
15. MeOH 0,5

16. CH2C12 /dwukrotnie/ 0,5
V skrócie Jeden do dwu mmoli zabezpieczonego BOC aminokwasu w ohlorku metylenu sto¬

suje sie na gram żywicy, plus Jeden równoważnik 1,0 M DCCI w ohlorku metylenu na 2 godzirry.
Podozas sprzęgania BOC-Arg/Tos/ stosuje się mieszaninę 50$ EMF i chlorku metylenu. Jako
grupę zabezpieozająoą hydroksylowy łańcuch boczny Ser i Thr stosuje się eter Bzl. Do akty¬
wowania karboksylowego końca Asn lub Gin stosuje się ester p-nitrofenylowy /ONp/ i na
przykład BOC-Asn/ONp/ sprzęga się przez noc, stosując Jeden równoważnik HOBt w 50% mie¬
szaninie DMF i ohlorku metylenu, w którym to przypadku nie dodaje się Już DCC. V przypad¬
ku stosowania sprzęgania DCC zamiast wykorzystywania aktywnego estru, grupę amidową Asn
lub Gin zabezpiecza się Xan. Jako grupę zabezpieczającą dla bocznego łańcucha Lys sto¬
suje się grupę 2-ohlorobenzyloksykarbonylową /2-C1-Z/.

Dla zabezpieczenia guanidynoweJ grupy Arg stosuje się Tos, zaś karboksylową grupę

Glu lub Asp zabezpiecza się jako ester Bzl /OBzl/. Fenolową grupę hydroksylową Tyr zabez¬
piecza się grupą 2,6-dlchlorobenzylową /DCB/. Po zakończeniu syntezy otrzymuje się na¬
stępujący związek: X1-Tyr/X2/-Ala-Asp/X3/-Ala-Ile-Phe-Thr/xV-Asn/X5/-Ser/xV-Tyr/X2/-
Arg/X6/-Lys/X7/-Val-Leu-Gly-Gln/X5/-Leu-Ser/xV-Ala-Arg/X6/-Lys/X7/-Leu-Leu-Gln/X5/-Asp
/X3/-Ile-Ile-Ser/xV-Arg/X6/-Gln/X5/-Gln/X5/-Gly-Glu/X3/-SerAV-Asn/X5/-CJln/X5/-Glu/X3/-
Arg/X /-Gly-Ala-X , w którym X oznaoza BOC, X oznacza DCB, XJ oznacza ester benzylowy,
X oznaoza Bzl, X3 oznaoza Xan, X oznacza Tos, X/ oznacza 2-C1-Z, zaś X oznacza grupę
-NH- żywicy nośnika. Grupa Xan może być ozęściowo lub całkowloie usunięta w wyniku dzia¬
łania TFA użytego dla odblokowania grup zabezpieczających grupy aminowe w położeniu alfa.

Po sprzęgnięciu z żywioą końoowej reszty Tyr, BOC usuwa się 60% TFA w CH2C12.
V oelu odszozepienia i usunięcia grup zabezpieczających z pozostałego zabezpieczonego
peptydu-żywioy, traktuje się go 1,5 ml anizolu, 0,5 ml siarczku metylowoetylowego i 15 ml
fluorowodoru /HF/ na gram peptydu-źywicy, przez pół godziny w temperaturze -20°C i przez
pół godziny w 0 C. Po usunięciu HF w warunkach wysokiej próżni, pozostałość peptydu-
żywioy przemywa się na przemian suchym eterem etylowym i ohloroformem, po czym peptyd
ekstrahuje się odgazowanym 2N wodnym roztworem kwasu octowego i oddziela się od żywicy
przez odsączenie.

Odszczepiony i uwolniony od grup zabezpieczających peptyd rozpuszcza się następnie
w 0-5$ kwasie octowym i poddaje oczyszczaniu, które może obejmować sączenie przez drobno¬
ziarnisty żel Sephadex G-50.

Peptyd oczyszcza się następnie wykorzystująo preparatywną lub semipreparatywną
oleczową chromatografię ciśnieniową, jak to opisali Rivier i in., Peptidest Strućturę
and Biological Function, s. 125-8 /1979/ oraz Marki i in. , J.Am.Chem.Soc. 103, 3178 /1981/.
Ykładki Yaters Associates prep LC-500 napełnia się 15-20 C^g Silioa z f-my Vydac /300A/.
Przy pomocy niskociśnieniowego wytwornika gradientu Eldei wytwarza się gradient CH~CN
w TEAP, Jak to opisał J.Rivier, J.Liq. Chromatography 1, 3^3-367 /1978/. Frakcje chroma¬
tograficzne kontroluje się dokładnie metodami cieczowej chromatosrafii ciśnieniowej

i łąozy się jedynie frakoje wykazująoe wysoką czystość. Odsalanie oczyszczonych frakcji,
badanych niezależnie celem określenia ioh czystości, przeprowadza się z zastosowaniem
gradientu CH CN w 0,1# TFA. Środkową frakcję poddaje się następnie liofilizacji celem
otrzymania pożądanego peptydu, którego ozystośó Jest wyższa niż 98#.

Syntezę powtarza się stosując chlorometylowaną żywicę celem wytworzenia tego samego

peptydu w postaci wolnego kwasu, jak to ogólnie opisał J.Rivier, J.Am.Chem.Soc., 96,
2986-2992 /197V.
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Przykład II. Syntezę /Val27f D-Ala28-7-hpGRP/l-40/-NH2 o wzorze: H-Tyr-
Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-tSor-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-

Gln-Asp-Ile-Val-D-Ala-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-3er-Asn-Gln-Glu-Arg-Gly-Ala-NH2 przeprowadza się
stopniowo| wykorzystując syntetyzator peptydów model Beckman 990, na żywicy MBHA w spo¬
sób opisany w przykładzie I# Wykorzystując chromatografię cienkowarstwową i cieczową
ohromatografię ciśnieniową określono peptyd jako zasadniczo biorąc czysty*
Przykład III.Syntezę skróconego analogu hpGRF^Ńle277-hpGR?/l-32/-OT2 o wzorze:H-Tyr-

Ala-Asp-Ala-Ile-Pbe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-
-Leu-Gln-Asp-Ile-Nle-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-NH^ przeprowadza się stopniowo, wykorzystując
syntetyzator peptydów model Beckman 990, na żywicy MBHA sposobem opisanym w przykładzie I.
Wykorzystując chromatografię cienkowarstwową i cieczową chromatografię oiśnianiową okre¬
ślono ten analog jako zasadniczo biorąc czysty* Skręcalnośó optyczną zmierzono na pola¬

rymetrze fotoelektrycznym uzyskując wartość £*L _/- = -57,8 ♦ 1/C«1f l£ kwas octowy,
~ & 27

nieskorygowana/. Tą samą ogólną syntezę wykorzystano dla otrzymania fole V-hpGRF/l-^^/-NH9.
2*7

Przykład IV# Syntezę /"Ile /_7-hpGRP/l-32/-OH o wzorze: H-Tyr-Ala-Asp-
Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln^Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-

Asp-Ile-Ile-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-OH przeprowadza się stopniowo, wykorzystując syntetyzator

peptydów model Beckman 990, na chlorometylowanej żywicy, w sposób opisany na końcu
przykładu I. Wykorzystując chromatografię cienkowarstwową i cieczową chromatografię ciś¬

nieniową określono peptyd jako zasadniczo biorąc czysty. Skręcalnośó optyczną zmierzono
na polarymetrze fotoelektrycznym uzyskując wartość £4*]% =-6l,7°+1 /C=1, 1# kwas octowy,
nieskorygowana/.

Syntezę powtórzono wykorzystując żywicę MBHA do wytworzenia tego samego peptydu
w postaci amidowanej.

Przykład V. Syntezę ^Bia]/-hpGRF/l-32/-NH2 o wzorze: H-His-Ala-Asp-Ala-
Ile-Phe-Inr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-

Met-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-NH2 przeprowadza się stopniowo, wykorzystując syntetyzator pepty¬
dów model Beckman 990, na żywicy MBHA w sposób opisany w przykładzie I. Wykorzystująo
chromatografię cienkowarstwową i cieczową chromatografię ciśnieniową określono peptyd
jako zasadniczo biorąc czysty. Skręcalnośó optyczna zmierzono na polarymetrze fotoelektrycz-
nym, uzyskując wartość /ć^/D = -58,7 ±1 /C=1, 1# kwas octowy, nieskorygowana/.

Syntezę powtórzono stosując Phe jako ostatnią resztę celem wytworzenia /l*heV-hpGRF
/l-32/-NH2. Skręcalnośó optyczną zmierzono na polarymetrze fotoelektrycznym uzyskując
wartość /"od^/^s -58,2° ±1 /C =1, 1# kwas octowy, nieskorygowana/.

Przykład YI. Syntezę /Phe1^7-hpGRF/l-32/-NH2 o wzorze: H-Tyr-Ala-Asi>-Ala-
Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Phe-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-

Met-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-NH2 przeprowadza się stopniowo wykorzystując syntetyzator pepty¬
dów model Beckman 990, na żywicy MBHA sposobem opisanym w przykładzie I. Wykorzystując
chromatografię cienkowarstwową i cieczową chromatografię ciśnieniową określono peptyd
zasadniczo jako czysty. Skręcalnośó optyczną zmierzono na polarymetrze fotoelektryoznym
i uzyskano wartość [°t>j\ = -59|5°±1 /C=1, 1# kwas octowy, nieskorygowana/.

Przykład VII. Syntezę ^Val 7_7-hpGRF/l-32/-0H o wzorze: H-Tyr-Ala-Asp-
-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-
-Asp-Ile-Val-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-OH przeprowadza się stopniowo wykorzystując syntety¬
zator peptydów model Beckman 990, na ohlorometylowanej żywicy, sposobem opisanym na

końcu przykładu I. Wykorzystując chromatografię cienkowarstwową i oieczową chromatogra¬
fię ciśnieniowa określono peptyd zasadniczo jako czysty. Skręcalnośó optyczną zmierzono

na polarymetrze fotoelektrycznym uzyskując wartość £^J^ =-62#4°*1/C=1, 1# kwas octowy,
nieskorygowana/.



12 1^3 842

Przykład VIII. Syntezę ^Eis1, Nle2^7-hpGRF/l-32/-NH2 o wzorze: H-His-Ala-
-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Ar^-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-

-Asp-Ile-Nle-Ser-Arg-Gln-Głn-Gly-XH2 przeprowadza się stopniowo, wykorzystując syntety¬
zator peptydow model Beckman 990, na żywicy MBHA sposobem opisanym w przykładzie I. Na
drodze chromatografii cienkowarstwowej i cieczowej chromatografii ciśnieniowej określono
peptyd zasadniczo Jako czysty. Skręcalność optyczna zmierzona na polarymetrze fotoelektrycz-
nym wynosiła /<f_7D =-59,3 ±1 /C=1, 1$ kwas octowy, nieskorygowana/.

Przykład IX. Syntezę analogu hpGRF, tzn. ^frle2^7-rhGRF-/l-32/-NH o wzorze:
H-His-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys--
-.Leu-Leu-His-Glu^Ile-Nle-Asn-Arg-Gln-Gln-Gly-NH2 przeprowadza się stopniowo, wykorzystu¬
jąc syntetyzator peptydow model Beckman 990, na żywicy MBHA jak w przykładzie I. Wykorzy¬
stując chromatografię cienkowarstwową i cieczową chromatografię ciśnieniową określono
ten analog zasadniczo biorąc jako czysty. Skręoalność optyczna, zmierzona na polarymetrze

fotoelektrycznym, wynosi /cźJD =-55,8^+l/C=1 , 1$ kwas octowy, nieskorygowana/.
Przykład X. Syntezę fragmentu analogu hpGRF, tzn. /5-Tyr1^7-rhGRF/l-29/-NH2

o wzorzet H*Hiś-Ala»Asp-Aia-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-D-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-Gly-Gln-Leu-Tyr-
-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Met-Asn-Arg-NH2 przeprowadza się stopniowo, wykorzy¬
stując syntetyzator peptydow model Beckman 990, na żywicy MBHA jak w przykładzie I. Wy¬

korzystując chromatografię cienkowarstwową i cieczową chromatografię ciśnieniową określo¬

no peptyd Jako zasadniczo biorąc czysty.
Syntezę powtórzono podstawiając D-Tyr zamiast His na końcowym atomie N. Otrzymano

<A)-Tyr ' _/-rhGRF/l-29/-NH2. Skręcalność optyczną zmierzono na polarymetrze dotoelektrycz-
nym uzyskując wartość fi^J =-b3,6 + J/C=1, 1% kwas octowy, nieskorygowana/.

Przykład XI. Syntezę ^t?le2^7-rhGRF/l-29/-NH2 o wzorze: H-His-Ala-Asp-Ala-
-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-GIu-

-Ile-Nle-Asn-Arg-Gln-Gln-Gly-NH2 przeprowadza się stopniowo, wykorzystując syntetyzator
peptydow model Beckman 990, na żywicy MBHA, jak w przykładzie I. Wykorzystując chromato¬
grafię cienkowarstwową i cieczową chromatografię ciśnieniową określono peptyd jako za¬

sadniczo biorąc ozysty. Skręcalność optyczną zmierzono na polarymetrze fotoelektrycznym^
uzyskując wartość /"«^/^2=-52,6°>1/C=1 , 1# kwas octowy, nie skorygowana/.

Przykład XII. Syntezę analogu hpGRF, tzn. ^D-His1, D-Tyr10, D-Ala1£#7-rhGRF/
/l-29/-NH2 o wzorze: H-D-His-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-D-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-D-Ala-
-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-Głu-Ile-Met-Asn-Arg-NH2przeprowadza się stopniowo,
wykorzystując syntetyzator peptydow model Beckman 990, na żywicy MBHA Jak w przykładzie I.
Wykorzystując chromatografię oienkowarstwową i oieczową chromatografię ciśnieniową okreś¬
lono peptyd jako zasadniczo biorąc czysty. Skręcalność optyczna zmierzona na polarymetrze

fotoelektrycznym wynosi £^J^ =-64,5+1/0=1 , 1/o kwas octowy, nieskorygowana/.
Przykład XIII. Syntezę analogu hpGRF, tzn. f^yr ^7-rhGRF-/l-29/-NH o wzorze:

H-Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-

-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Met-Asn-Arg-NH2 przeprowadza się stopniowo w syntetyzatorze pepty¬
dow model Beckman 990, na żywicy MBHA, Jak w przykładzie I. Wykorzystując chromatografię
oiśnieniową i cienkowarstwową określono peptyd Jako zasadniczo biorąc ozysty. Skręcalność

optyczna zmierzona na polarymetrze fotoelektrycznym wynosi fićj^ =-^9,^1/0=1, 1/6 kwas
octowy, nieskorygowana/.
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Zastrzeżenie. patentowe

Sposób wytwarzania nowych biologicznie czynnyoh peptydów o wzorze 1: H-R-Ala-Asp-

-Ala-Ile-Phe-Thr-Rg-Ser-R10-Arff-R12-Rj~-Leu-R ~-Gln-Leu-R 8-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-R2j-
-R25-Ile-R27-R28-Arg^ln-Gln^ly-Glu-R3^-A^
w którym R1 oznacza Tyr, Met, D-Tyr, Phe, D-Phe, Leu, D-His lub His; Rfl oznacza Ser lub Asn;
R^0 oznacza Tyr,Phe lub D-Tyr;R12 oznacza Arg lub Lys; FU, oznacza Ile lub Val; R^oznacza Gly
lub D-Ala;R1Q oznacza Tyr lub Ser;R24 oznacza His lub Gln;R2c oznacza Glu lub Asp;R2y wybrany
jest z grupy obejmującej izomery D i L Ala,Nie,Ile,Leu i Val;R2Q oznacza Ser,Asn lub D-Ala;R,^
oznacza Arg lubSer;R^8 oznacza Gin lub Arg;R^ oznacza Arg lub Gly-R^ oznacza Ser lub Ala; R^
oznacza Phe lub Ala; R^, oznacza Asn lub Arg; R^ oznacza resztę naturalnego aminokwasu lub
des-R^jL; Y oznacza grupę -COOH lub -C0NH2 lub o długości łańcucha od R1 do oo najmniej
R 7, znamienny tym, ze aminokwasy, w Których przynajmniej grupy *£ -aminowe
są zabezpieczone, sprzęga się ze sobą w kolejności określonej wzorem 1 w łańcuch o dłu¬
gości od R. do co najmniej R27' m*todą syntezy na fazie stałej stosując 1 do 2 milimoli
zabezpieczonego aminokwasu na 1 g żywicy, w rozpuszczalniku, korzystnie w chlorku mety¬
lenu lub dimetyloformamidzie lub w ich mieszaninie, po czym z wytworzonego peptydu za-

1 2
wiaraJącego oo najmniej Jedną grupę zabezpieczającą, o wzorze 2: X-R./X lub R /-Ala-Asp/-

/X3/-Ala-Ile-Phe-Thr/xV-H8/X4 lub X5/-Ser/xV-R10/X2/-Arg/X6/-Rl2/X6 lub X7/-Rl3-L«u-
-R15-Gln/X5/-Leu-Rt 8/X2/-Ala-Arg/X6/-Lys/X7/-Leu-Lou-R2^/x lub X5/-R25/X3/-Ile-R2?-R28/X2f
lub X5/-Arg/X6/-Gln/X5-Gln/X5/-01y-Glu/X3/-R3ił/XZf lub X6/-Asn/X5/-Gln/X5/-Glu/X3/-R38/X5
lub X6/-R3 /X6/-Rił0/xV-Arg/X6/-R42"R43/x5 lub ^/-Rj^/*8/-*9> w którym X1 oznacza atom
wodoru lub grupę zabezpieczającą grupę o<# -aminową, korzystnie BOC, X oznacza atom wodo-

2
ru lub grupę zabezpieczającą azot imidazolu w His, korzystnie Tos, X oznacza atom wodo¬
ru lub grupę zabezpieczająoą fenolową grupę hydroksylową Tyr, korzystnie grupę 2,6-di-

k
lub Glu, korzystnie Bzl, X oznacza atom wodoru lub grupę zabezpieczającą alkoholową
grupę hydroksylową Thr lub Ser, korzystnie grupę Bzl, X* oznacza atom wodoru lub grupę
zabezpieczającą amidową grupę bocznego łańoucha Asn lub Gin, korzystnie grupę Xan, X

7
oznacza atom wodoru lub grupę zabezpieczającą grupę guanidynową Arg, korzystnie Tos, X
oznacza atom wodoru lub grupę zabezpieczającą grupę aminową bocznego łańcucha Lys, ko-

Q

rzystnie grupę 2-chlorobenzyloksykarbonylową, X oznacza atom wodoru lub grupę zabezpie¬
cz

ozająoą boczny łańcuch, Jak określono powyżej, X7 oznacza -0-CH2-nośnik polimerowy lub
-NH-nośnik polimerowy, a R1, RQt RĄQt R12, R13, R15, RlQ, R^, R25, R2?, R2g, R^, R3Q,
R3Q» RkOf Rk2' Rk1 * Rkk maJ^ wyżej podane znaczenie lub z peptydu o długości łańcucha
od R1 do co najmniej R2~ usuwa się grupy zabezpieczające i odszczepia się peptyd za¬
wierający co najmniej 27 reszt aminokwasów od nośnika polimerowego przy użyciu kwasu

trójfluorooctowego w rozpuszczalniku, korzystnie CH2C12, a następnie fluorowodoru ze
zmiataczem, korzystnie anizolem lub sulfidem metyIowo-etylowym lub ich mieszaniną, w nis¬
kiej temperaturze, korzystnie około 0 C do -20 C, po czym rozpuszcza się w rozpuszczal¬
niku, korzystnie w kwasie octowym i oczyszcza się znanym sposobem.
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