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SPOSOB WYTWARZANTIA NOWYCH BIOLOGICZNIE CZYNNYCH PEPTYDOW

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania peptydéw wywierajgcych wptyw na dzia-
tanie przysadki mézgowej u ludzi i zwierzgqt, w szczegbélno$ci ssakdé4w, W szczegbdlno$ci przed-
miotem wynalazku jest sposéb wytwarzania peptydu, ktéry pobudza uwalnianie hormonu wzrostu
przez przysadke mézgowe,

Fizjologom od dawna wiadomo, Ze podwzgdérze kontroluje calg czynno$é wydzielnicza
gruczolowej cze$ci przysadki w ten sposéb, Ze podwzgdrze wytwarza specjalne polipeptydy, kté-
re wyzwalaja wydzielanie kazdego hormonu przysadki, Zidentyfikowano takze czynnik hamujacy,
ktéry hamuje wydzielanie hormonu wzrostu /GH = skrét od angielskiego terminu growth hormone/
i znany jest jako somatostatyma,

Z wyciggu z wystepujacego u ludzi nowotworu trzustki zostal ostatnio wyodre¢bniony,
oczyszczony, zidentyfikowany, zsyntetyzowany i przebadany odpowiadajgcy podwzgdérzowy czynnik
wyzwalajgcy wydzielanie przysadkowegd GH, Kolejnoéé aminokwaséw w tym peptydzie jest naste-
pujaca: 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-Iie-Met-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu—Ser-Asn-G1n-G1u—Arg-G1y-A1a-Arg-Ala-Arg-Leu.
Amidowana postaé tego peptydu okre$lana jest w niniejszym opisie jako hpGRF /skrét od angiel-
sklego terminu human pancreatic tumor GH releasing faotor, co oznacza czynnik wyzwalajgcy
wydzielanie GH nowotworu trzustki u ludzi/,

Obecnie z wyciagbéw z podwzgdérza szczurdw zostal wyodrebniony, oczyszczony, zidenty-
fikowany, zsyntetyzowany i przebadany peptyd, ktéry uwalnia GH z wyhodowanych komérek przy-
sadkowych, Kolejnoéé aminokwasdéw w tym zawierajacym 43 reszty, wystepujgcym w przyrodzie
peptydzie jest nastepujgqca: H-His-Ala-Asp—Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-i1e-Leu-G1y-
Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu=Leu-His-Glu-Ile-=Met-AsSn-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-
-Glu-Glpn-Arg-Ser-Arg-Phe-Asn-OH, Peptyd ten jest dalej w opisie okreélany jako rhGRF
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/skrét od angielskiego terminu rat hypothalamic GH releasing faoctor, co oznacza szczurzy,
podwzgbérzowy czynnik wyzwalajacy wydzielanie GH/,

. Obecnie zsyntetyzowano i przebadano pewne analogi hpGRF, dzialajgace silniej niz sam
hpGRF, przy czym wiele 2z tych analogéw ma krétszy aticuch, Niektére z tych analogdéw bazujg
na podstawieniach zgodnych ze wzorem rhGRF, podczas gdy inne bazuja na innych podstawieniach,
Kompozycje farméceutyczne zawierajgce peptydy wytwarzane sposobem wediug wynalazku zawieragjg
te analogi hpGRF lub ich nietoksyczne sole, zdyspergowane w farmaceutycznie dopuszczalnym
noéniku ciekliym lub stalym, Takie kompozycje farmaceutyczne mozna stosowaé Ww. leczeniu kli-
nicznym, tak w odniesieniu od ludzi jak i weterynaryjnym, zaréwno do podawania w celach
leczniczych, jak i w celach diagnostycznych, Ponadto mozna je stosowaé dla pobudzania wzrostu
zwierzat ocieplokrwistych, wlgcznie z drobiem.i w gospodarce wodnej dla zwierzat zimnokrwis-
tych, np. ryb, wegorzy itd,

Dla okredlenia peptydu przyjeto nomenklature, jaka podali Schroder i Lubke w publi-
kacji "The Peptides", Academic Press /1965/, w ktérej zgodnie z konwencjonalnym przedsta-
wianiem grupa aminowa na koncowym atomie N znajduje sig po lewej stronie, podczas gdy grupa
karboksylowa na korficowym atomie C znajduje sig¢ po prawej stronie, Przez naturalny aminokwas
rozumie sie jeden z pospolitych, wystepujgcych w przyrodzie aminokwaséw wystepujgacych w bial-
kach, takich jak Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Thr, Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys, Met,
Phe, Tyr, Pro, Trp i His. W przypadku, gdy reszta aminokwasu posiada odmiany izomeryczne,
to wystepuje odmiana L aminokwasu, je$li nie stwierdzono wyraZnie inaczej., Dla celéw ni=-
niejszego opisu rhGRF uwaza si¢ za analog hpGRF,

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania peptyddéw o wzorze 1: H-R1-A1a-Asp-
Ala-Ile-Phe-Thr—RB-Ser-R1O-Arg-R12-R13-Leu-R15—G1n-Leu-R18-A1a-Arg-Lys-Leu-Leu-R2“-Rés-Ile-
Rz7-R2B-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-R3h—Asn-Gln—Glu-RjB-Rj9-R40-Arg-R42—R43-Ruu-Y, w'ktérym R1
oznacza Tyr, Met, D-Tyr, Phe, D-Phe, Leu, D-His lub Hisj; RS oznacza Ser lub Asn; R10 oznacza
Tyr, Phe lub D-Tyr; R12 oznacza Arg lub Lys; R13 oznacza Ile lub Val; R15 oznacza Gly lub
D-Ala; R18 oznacza Tyr lub Ser; th oznacza His lub QGln; R25 oznacza Glu lub Asp; R27 wWy-
brany jest z grupy obejmujgcej izomery D i L, Ala, Nle, Ile, Leu, i Val; 328 oznacza Ser,
Asn lub D-=Ala; R3h oznacza Arg lub Ser; RBB oznacza Gln lub Arg; R39 oznacza Arg lub Gly;
Rho oznacza Ser lub Ala; ha oznacza Phe lub Ala; th oznacza Asn lub Arg; th oznacza
reszte naturalnego aminokwasu lub des-Ruu, Y oznacza grupe -COOH lub -CONH2 lub o dtugoéci
taricucha od R, do co najmniej R27, ktéry polega na tym, Ze aminokwasy, w ktérych przymaj-
mniej grupy'i -aminowe sa zabezpieczone, sprzega sie¢ ze sobg W kolejno$ci okre$lonej wzo=-

rem 1 w laricuch o diugo$ci od R, do co najmniej R27, metodg syntezy na fazie statej sto-

sujgc 1 do 2 milimoli zabezpiec;onego aminokwasu na 1 g zywicy, w rozpuszczalniku, ko-
rzystnie w chlorku metylenu lub dimetyloformamidzie lub w ich mieszaninie, pe czym z wytwo-
rzonego peptydu zawierajgcego co najmniej jedng grupe zabezgieczajch, 0 wzorze 2: X1-R1/X
lub xz/-Ala-Asp/x3/-A1a-I1e-Phe-Thr/x /-R8/x lub X5/-Ser/x /-R10/X2/-Arg/x6/-R12—/X6 lub
X7-/R, s-Leu-R, -G1n/X5/-Igeu-R1 8/X2/-Ala-Arg/Xé/-Lys-/X7/-LeuzLeu-Rzu/)é lub x5/-325/x3/-11e-
R27-R§8/X 1ul5: Xs/—Agg/X /-Gén/xs/-Gin/X5/-Géy—Glu/xj/-R u/x 12b X /gAsn/Xs/-Gln/X5/-1
Glu/X7/-Ryg/X> Lub X°/-Ryo/X"/-Ryo/X"/-Are/X° FRyp -R) 5/X° 1ub X°/-Ry, /X /-x9, w ktérym X
oznacza atom wodoru lub grupe zabezpieczajacg grupe *% -aminowg, korzystnie BOC, X oznacza
afom wodoru lub grupe zabezpieczajacg azot imidazolu w His, korzystnie Tos, X2 oznacza

atom wodoru lub grupe zabezpieczajacg fenolowg grupe hydroksylowg Tyr, korzystnie grupe
2,6=-dichlorobenzylows, X~ oznacza atom wodoru lub grupe zabezpieczajgcq grupe karboksylowa
Asp lub Glu, korzystnie Bzl, Xu oznacza atom wodoru lub grupe zabezpieczajgca alkoholowg
grupe hydroksylowg Thr lub Ser, korzystnie grupe Bzl, X5 oznacza atom wodoru lub grupe
zabezpieczajqca amidowg grupe bocznego larcucha Asn lub Gln, korzystnie grupe Xan, X o2zna-
cza atom wodoru lub grupe zabezpieczajacq grupe guanidymowg Arg, korzystnie Tos, X ozZna=-
cza atom wodoru lub grupe zabezpieczajgcg grupe aminowg booznego aricucha Lys, korzystnie
grupe 2-chlorobenzyloksykarbonylowg, Xs oznacza atom wodoru lub grupe zabezpieczajacqg
boczmy ladcuch jak okredlono powyzej, X9 oznacze -O-CHZ-noénik polimerowy lub =NH-noénik
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polimerowy, a R1, Rgy R, sz’ R13, R15, R18' th, st, 827, st, th' R38' R39, Ry
ha’ R43 i th majg wyzeJj podane znaczenie lub z peptydu o diugoéci tahcucha od R1 do oco
najmie] R27 usuwa sie¢ grupy zabezpleczajgce 1 odszczepia sig peptyd zawierajacy co naj-
mniej 27 reszt aminokwaséw od no$nika polimerowego przy uzyciu kwasu tréjfluorooctowego
w rozpuszczalniku, korzystnie CH2012, a nastepnie fluorowWwodoru ze zmiataczem, korzystnie
anizolem lub sulfidem metylowo-etylowym lub ich mieszaning, w niskiej temperaturze, ko=
rzystnie okoloOOC-do-2O°C, po czym rozpuszczé sie w rozpuszczalniku, korzystnie w kwasieA
octowym i oczyszoza si¢ 2znanym sposobem,

Peptydy Wytwarzane sposobem wediug wynalazku, zardwno zawierajace 44 aminokwasy
jJak i ich fragmenty, wykazuja czynno$é biologiczng i ogdélnie przyjmuje sie, ze peptyd po-
winien rozciagaé sie co najmniej od koficowego atomu N poprzez reszte 27, Kiedy fragment
peptydu rozcigga sie tylko do reszty 27 i 28, wdéwczas jako Y korzystnie wystepuje grupa
NH2 lub podstawiona grupa amidowa, natomiast gdy fragment peptydu rozcigga sie do jednej
z reszt od 29 do 39, Y korzystnie stanowli grupa amidowa lub podstawiona grupa amidowa,

Analogi hpGRF zawierajace jeden z wymienionych aminokwaséw zamiast Met w pozycji
27, wykazujq znacznie wyzszg stabilnoéé, zwlaszcza w przypadku wystawienia na warunki utle-
niajgce; ponadto jesli podstawnikiem jest izomer D, moZze uzyskaé podniesienie odpornosoi
na dzialanie enzyméw, Pozostajg one w peilni biologicznie czynne i niektére amalogi wykazujg
zadziwiajaco zwigkszona czynnoéé w toku badarti in vitro, Bardzo wysokg aktywnodé wykazujs
peptydy zawierajgqce His w pozycji 1, Ponadto izomer D aminokwasu, np, D-tyr, zapewnia wy=-
jatkowo wysoks aktywno$éé oraz nadaje peptydom odporno$é na dzialanie niektérych enzyméw,

Synteze peptydéw przeprowadza sie réznymi sposobami, takimi jak techniki wyko=-
rzystujgce wylgcznie faze stalg, techniki wykorzystujace oczesciowo faze stalg, przez kon-
densacj¢ fragmentéw, przez klasyczne sprzeganie w roztworze lub tez z zastosowaniem ostatnio
opracowanych technik z rekombinowanym DNA, Techniki syntezy wylgcznie w fazie stalej om6-
wione sg na przyklad w ksigzoe "Solid-Phase Peptide Synthesis", Stewart i1 Young Freeman
and Co., San Franoisco, 1969 1 przedstawione na przykladach ujawnionych w opisie patentowym
Stanéw Zjednoczonych Ameryki nr 4 105 603, Sposéb syntezy wykorzystujacy kondensacje frag-
mentéw ujawniono w opisie patentowym Stanéw Zjednooczonych Ameryki nr 3 972 859, za$ inne
zZnane sposoby syntezy ujawniono w opisach patentowych Stanéw Zjednoczonych Ameryki nr nr
3 842 067 i 3 862 925,

Syntezg¢ z zastosowaniem technik z rekombinantem DNA dla celéw niniejszego opisu
nalezy rozumieé jako wtadciwe wykorzystanie kodowania genéw strukturalnych dla uzyskania
pozgdanej postaci analogu hpGRF lub jego fragmentu, Syntetyczny peptyd hpGRF mozna uzyskaé
w wyniku transformacji mikroorganizmu z zastosowaniem przenos$nika ekspresji zawierajgcego
promotor i operator wraz z takim genem strukturalnym i spowodowania, Ze tak przeksztalcony
mikroorganizm wydzieli peptyd hpGRF, Réwniez zwierze¢ta mozna wykorzystywaé do wytwarzania
peptydu hpGRF poprzez hodowle genetyczng z zastosowaniem takiego genu strukturalnego i ogél-
nych technik ujawnionych w opisie patentowym Standéw Zjednoczonych Ameryki nr 4 276 282,
wzglednie wykorzystywania mikroiniekeji zarodkéw jak to opisano w Wo083/01783 opublikowanym
w dniu 26 maja 1983 i W082/044L43 opublikowanym w dniu 23 grudnia 1982, Syntetyczny peptyd
hpGRF mozna takze wytwarzaé bezpoérednio w zwierzeciu, ktérego wzrost pragnie si¢ przyspie-
szyé, wykorzystujgc techniki opisane w tych dwu publikaojach WO,

Elementem wspélnym dla syntez chemicznych jest zabezpieczenie nietrwalych grup
w laricuchach bocznych réznych reszt aminokwaséw za pomocg odpowiednich grup zabezpieczajg-
oych, ktére beda zapobiegaly zajdciu reakcji chemiocznej w tym miejscu, az do ostatecznego
usunigeia tej grupy. Zwykle takze wspélne jest zabezpleczenie &/ -aminowej grupy aminokwasu
lub fragmentu peptydu, gdy w reakcje z nast¢pnym aminokwasem wchodzi grupa karboksylowa,
po czym selektywnie usuwa si¢ grupe zabezpleczajgca grupg aminowg w polozeniu ol , dla umozli-
wienia przeprowadzenia dalszej reakcji w tym miejscu, Réwniez wspSlnym elementem jest wy=-
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twarzanie w syntezie zwigqzku po$redniego, ktéry zawiera kazdag z reszt aminokwaséw umliesz-
czong W pozadanej kolejno$ci w larficuchu peptydu, z grupami zabezpieczajacymi tahcuchy boczne
zwigzanymi z odpowiednimi resztami, .

Grupy zabezpieczajace grupe aminowg w polozeniu 4:, objete symbolem X1, sg dobrze
znane ze sweJ przydatnoéci w stopniowej éyntezie polipeptydéw, Do klasy grup zabezpiecza-
Jacych grupe aminowg w polozeniu ot y ktére mozna zastosowaé jako X1 naleza: /1/ grupy zabez-
pieczajgce typu aromatycznych uretanéw, takie jak fluorofenylometylokarbonylowa /FMOC/,
benzyloksykarbonylowa /Z/ i podstawiona Z, taka jak p-chlorobenzyloksykarbonylowa, p-nitro-
benzyloksykarbonylowa, p-bromobenzyloksykarbonylowa i p-metoksybenzyloksykarbonylowa;

/2/ erupy zabezpieczajgoe typu alifatycznych uretanéw, takie jak IIIrz,-butyloksykarbony-
lowa /BOC/, diizopropylometyloksykarbonylowa, izopropyloksykarbonylowa, etoksykarbonylowa,
alliloksykarbonylowa; oraz

/3/ grupy esabezpieczajgce typu uretanéw cykloalkilowych, takie jak cyklopentylo-
ksykarbonylowa, adamantyloksykarbonylowa, oraz cykloheksyloksykarbonylowa. Korzystna grupsg
zabezpieczajacq grupe aminowg w polozeniu alfa jest grupa IIIrz,-butyloksykarbonylowa /BOC/,

X oznacza atom wodoru lub grupe zabezpieczajgcq dla azotu imidazolu w His, taka
jak Tos,

x2 moze byé odpowiednig grupg zabezpieczajgcg dla fenolowej grupy hydroksylowej
Tyr, taka jak grupa tetrahydropiranylowa, IIIrz,-butylowa, tritylowa, Bzl, CBZ, 4Br-CBZ
i 2,6-dibhlorobenzylowa /DCB/, Korzystng grupg zabezpieczajaca jest grupa 2,6=dichlorobenzy-
lowa, Jako X2 moze wystepowaé atom wodoru, co oznacza, Ze w tym polozeniu na reszcie ami-
nokwasu nie wystepuje boczny laricuch grupy zabezpieozajgcej.

X3 oznacza atom wodoru lub tez odpowiednia, tworzgca ester grupa zabezpiecza jaca
dla grupy karboksylowej Asp lub Glu, taka jak grupa benzylowa /0Bzl/, 2,6-dichlorobenzylo-
wa, metylowa i etylowa, !

X moze byé odpowiednig grupg zabezpieczajgcqg dla alkoholowej grupy hydroksylowej
Thr lub Ser, takg jak grupa acetylowa, benzoilowa, IIIrz,-butylowa, tritylowa, tetrahydro-
piranylowa, Bzl, 2-6-dichlorobenzylowa i CBZ., Korzystng grupa zabezpieczajgca jest Bzl.
Jako X moze wystepowaé atom wodoru, co oznacza, 2e na grupie hydroksylowej nie wystepuje
grupa zabezpieczajgca, .

X5 oznacza atom wodoru lub odpowiednig grupe zabezpieczajgocg boczng grupe aminowg
Asn lub Gln, Korzystnie jest to grupa ksantylowa /Xan/,

X6 oznacza odpowiednig grupe zabezpieczajgcq dla grupy guanidynowej Arg, taks jak
grupa nitrowa, TOS, CBZ, adamantyloksykarbonylowa i BOC lub oznacza atom wodoru,

x7 oznacza atom wodoru lub odpowlednig grupe¢ zabezpieczajgce dla bocznej grupy
aminowej Lys, Przykladami odpowiednich grup zabezpieczajacych boczng grupe aminowsa sg grupa
2-chlorobenzyloksykarbonylowa /2-Cl-Z/, Tos, III-rz,-amyloksykarbonylowa i BOC,

X~ oznacza atom wodoru lub odpowiednia grupe¢ zabezpieozajgcg larcuch boczny, jak
to ogbélnie okreslono powyzej,

Met mozna ewentualnie zabezpileczyé tlenem, ale korzystnie pozostawia sie jg bez
zabezpieczenia,

Wybér grupy zabezpieczajgcej boczng grupe aminowg nie jest krytyoczny, z tym za-
strzezeniem, ze zwykle wybiera sig¢ takg grupe, ktéra nie zostanie usunigta podczas usuwania
zabezpieczenia grupy aminowej w polozeniu alfa w trakcie syntezy., Jedmakze dla niektérych
aminokwaséw, np, His, po zakohiczeniu sprzegania zabezpieczenie zwykle nie jest konieczne

i wéwezas grupy zabezpieczajace moga byé takie same,
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X9 oznacza odpowlednig grupe zabezpieczajgcg dla grupy karboksylowej korticowego atomu C,
takg jak tworzgca ester grupa X3 lub wigzanie lgczgce stosowane W syntezie na fazie stalej,
wigzgce z nodnikiem w postaci stalej zywicy,‘wzglednie des-X9, w ktérym to przypadku reszta
na koficowym atomie C zawiera Y, ktére stanowi grupa karboksylowa, jak to okre$lono powyzej,.

W sposobie wedlug wynalazku jako noénik mozna stosowaé dowolng stata 2ywice znang
w technice, np., noénik o wzorze zywica-CH,-0-, -NH-zywica benzhydryloaminowa /BHA/ lub
-NH-zywica parametylobenzhydryloaminowa /MBHA/, W przypadku, kiedy pozadane jest uzyskanie
niepodstawionego amidu, korzystne jest stosowanie zywiocy BHA lub MBHA, poniewaz rozszcze-
pienie bezpodrednio daje amid, W przypadku, kiedy pozadane jest otrzymanie N-metyloamidu,
mozna stosowaé Zywice N-metylo-BHA, W przypadkach, gdy pozadane jest otrzymanie innych
podstawionych amidéw, korzystne mozne okazaé sie¢ przeprowadzenie syntezy peptydu z zasto-
sowaniem metod klasycznych, takich Jak podane w publikacji Houben-Weyla,

We wzorze zwigzku posSredniego co najmniej jedna z grup X jest grupa zabezpieczajaca.

Przy dokonywaniu wyboru konkretnej grupy zabezpieczajacej laricuch boozny, ktéra ma
byé wykorzystana w trakcie syntezy peptydéw, przestrzega sie¢ nastepujgcych zasad: a/ grupa
zabezpieczajaca musi zachowywaé swoje wlasciwo$ci zabezpieczajace 1 nie ulegaé odszczepie-
niu w warunkach sprzegania, b/ grupa zabezpieczajgca musi byé stabilna w warunkach dzia-
tania reagentu i za wyjatkiem grupy Xan, powinna byé stabilna w warunkach reakcji dobra-
nych dla usuwania grupy zabezpieczajgcej grupe aminowg w poloZzeniu alfa na kazdym etapie
syntezy oraz ¢/ grupa zabezpieczajgca laiicuch boczny.musi dawaé usuwaé sie¢, po zakorfczeniu
syntezy peptydu zawierajacego pozadang kolejnoéé aminokwaséw, w warunkach reakoji, ktére
nie beda powodowaly zmiany larcucha peptydu,

Sposobem wediug wynalazku peptydy wytwarza sie Wykorzystujac synteze na fazie stalej,
Jak to ogélnie opisat Merrifield, J.Am, Chem, Soc., 85, 3.2149/1963/, jakkolwiek mozna
takze stosowaé inne, znane w technice réwnowazne syntezy chemiczne, jak to wspomniano
powyzej. Synteze¢ na fazie stalej zaczyna si¢ od tej strony peptydu, gdzie znajduje sie
koficowy atom C, przez sprzegniecie zabezpieczonego o _aminokwasu z odpowiednia Zywica.
Taki material wyjéciowy mozna przygotowaé przez przylaczenie o —aminokwasu z zabezpie-
czong grupa aminowg wigzaniem estrowym do chlorometylowanej Zywicy lub hydroksymetylo=-
wej zywicy, albo tez wigzaniem amidowym do zywicy BHA lub zywicy MBHA, Je$li w wynikowym
polipeptydzie ma wystepowaé grupa metylo-, etylo- lub propyloamidowa, to stosuje sie
2ywice chlorometylowang lub hydroksymetylowsg i rozszczepienie przeprowadza si¢ za pomocg
odpowiedniej aminy, np, etyloaminy,

Tak wigc na przyktad przy wytwarzaniu zawierajacego 40 reszt aminokwaséw peptydu,
Ala zabezpleczone przy pomocy BOC sprzega sie¢ z chlorometylowang Zywicq w sposéb, jaki
opisali Monahan i Gilon, Biopolywer 12, s, 2513-19, 1973, Po sprzegnieciu BOC-Ala Zz nos$-
nikiem w postaci zywicy, usuwa sie¢ grupe zabezpieczajgcg grupge aminowa w polozeniu alfa,
np, za pomocg kwasu trifluorooctowego /TFA/ w chlorku metylenu, samego TFA albo HCl
w dioksanie, Usuwanie zabezpieczenia przeprowadza sie¢ zwykle w temperaturze pomiedzy okolo
0°C a temperaturg pokojowa, Do usuwania konkretnych grup zabezpieczajgcych grupe aminowa
W poloZeniu alfa mozna takze wykorzystywaé inne standardowe odeozynniki i1 warunki odszcze-
piania, jak to opisano w ksigzce Schroder i Lubke "The Peptides", 1 str, 72-75 /Academio
Press 1965/, .

Po usunieciu grupy zabezpieczajgcej grupe aminowg w polozZeniu alfa Phe, pozostale
aminokwasy 2z zabezpieczonymi grupami aminowymi w polozeniu alfa i laricuchami bocznymi
sprzega sie stopniowo w zgdanej kolejnoéci w ocelu uzyskania okre$lonego powyzej zwigzku
poéredniego, przy czym kazdy aminokwas mozna Wwprowadzaé oddzielnie de syntezy badZ sprze-
gaé je wzajemnie ze sobg przed wprowadzeniem do reaktora z fa%Zg stala, Dobér odpowiedniego
odczynnika sprzegajacego zalezy od doswiadczenia, Szczegdlnie dobrym odczynnikiem do
sprzegania jest N;N‘-dicykloheksylokarbodiimid /bcc1/,
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Srodki aktywujace stosowane w syntezie peptydéw na fazie stalej sg dobrze znane
w technice peptydéw, Przykladami odpowiednich odczynnikéw aktywujgcych sg karbodiimidy,
takie jak N,N‘-diizopropylokarbodiimid oraz N-etylo—N'-/J-dimetyloaminopropylo/karbo- .
diimid, Inne odczynniki aktywujgce oraz ich zastosowanie do sprzegania peptydéw opisali r
Schroder i Lubke, w/w ksigzka, rozdz, III oraz Kappor w J,Phar,Sci., 59, str, 1-27 /1970/.

Kazdy zabezpieczony aminokwas lub sekwencj¢ aminokwasdéw wprowadza sie do reaktora j
z fazg stalg w‘ozterbkrotnym lub wigkszym nadmiarze, a sprzeganie przeprowadza si¢ w $ro-
dowisku sktadajgcym sie z mieszaniny dimetyloformamidu /DMF/ i CH2012 /1:1/, wzglednie }
w samym DMF 1lub CH2012. W przypadku, gdy sprzeganie nie przebiega do koiica, procedure
sprzegania powtarza sie przed usunieciem grupy zabezpieczajgcej grupe aminowa w polozeniu ﬁ
alfa przeprowadzanym przed sprzeganiem nastepnego aminokwasu, ;

Prowadzenie reakcji sprzegania na kazdym etapie syntezy sprawdza sige reakcjg nin- A
hydrynowsg, jak to opisali E,Kaiser i in,. Anal, Biochem,., 34, 595 /1970/. Reakcje¢ sprze- \
gania mozna przeprowadzad automatycznie, w automatyczynm syntetyzatorze model Beckman 990,
wykorzystujgo program taki jak opisali Rivier i inn, Biopolymers 1978, 17, str. 1927-1938,

. Po zakoriozeniu pozgdanej sekwencji aminokwaséw, po$redni peptyd usuwa sie z noé-
nika w postaci 2ywicy przez dzialanie odczynnikiem takim jak ciekly fluorowodér, ktéry
nie tylko odszczepia peptyd od zywicy, ale zarazem odszczepia wszystkie pozostale grupy
zabezpieczajgce 1aficuchy boczne, a wigc grupy X, Xz, XB, Xu, x5, X6, x7? i X8
lqczqce x9 i grupe zabezpieoczajnocg grupge aminowg w potozeniu alfa, w wyniku czego otrzy-
muje sig peptyd w postaci wolnego kwasu, Jeéll w tadcuchu wystepuje Met, wéwczas korzys-

sy wigzanie

tnie usuwa si¢ najpierw grupe zabezpieczajgcq BOC stosujgc mieszanine kwasu trifluoroocto-
wego /TFA/ i etanoditiolu, jeszcze przed od@szczepieniem peptydu od zywicy za pomoca HF,
aby wyeliminowaé potencjalne S-alkilowanie, W przypadku stosowania do odszczepiania fluoro-
wodoru, do naczynia reakcyjnego wprowadza sig¢ anizol i sulfid metylowo-etylowy celem
zmiatania wolnych rodnikéw, ’

W jednym ze sposobéw wytwarzania syntetyoznych peptydéw z zastosowaniem techniki
z rekombinowanym DNA, korzystnie wprowadza si¢ reszte Met jako dodatkowa reszte na kofi-
cowym atomie azotu 1 Met nie powinna wystepowaé poza tym nigdzie indziej w peptydzie,
Podobnie wszystkie reszty uzyte w peptydzie musza byé naturalnymi izomerami L aminokwaséw
lub Gly, W wyniku tego wytwarza sie korzystny poéredni peptyd o wzorae: H-Met-R1-A1a-
Asp-Ala-I1e-Phe-Thr-RB-Ser-Tyr-Arg—R12-R13-Leu—Gly-Gln-Leu—R1S-Ala-Arg—Lys-Leu-Leu-Rzu-
st-Ile- 27-R28-Arg-Gln-G1n-Gly-Glu-Rju-Asn-Gln-Glu-R38-139-Ru°-Arg-Ruz-Rua-th-Y, w ktérym
R1 oznacza Tyr, Leu lub His, Rg oznacza Ser lub Asn, R12 oznacza Arg lub Lys, R13 oznacza
Ile lub Val, R18 oznacza Tyr lub Ser, th oznacza His lub Gln, st oznacza Glu lub Asp,
R27 oznacza Ala, Nle, Ile, Leu lub Val, R,g oznacza Asn lub Ser, th oznacza Arg lub Ser,
R38 oznaoza Gin lub Arg, R39 oznacza Arg lub Gly, Ruo oznacza Ser lub Ala, Ruz oznacza
Phe lub Ala, RQS oznacza Asn lub Arg, th oznacza naturalny aminokwas lub des-Ruh, za$
Y oznacza czeéé karboksylowsg reszty C-koricowego aminokwasu i oznacza =COOH lub -CONHz.

Po wydzieleniu tego peptydu przez genetycznie zmodyfikowany mikroorganizm i wyodreb-
nieniu oraz oczyszczeniu zZnanymi sposobami, na zwigzek posredni dziala sie¢ bromowodorem
i odszczepia sie reszte Met na korficowym atomie N otrzymujgc biologicznie czynny peptyd.
Jakkolwiek podany powyzej wzdér wskazuje, ze peptyd ten rozcigga sie¢ az do pozycji 43 lub
nawet pozycji 44, to, jak juz stwierdzono powyzej, znaczns czymnoéé biologiczng wykazujg
Juz nawet peptydy zawierajgce tylko 27 do 29 reszt,

Syntetyczne peptydy wytworzone sposobem wedlug wynalazku poréwnywano z OCZySzZCZO-
nym syntetyoznym hpGRF/1-40/-0H oraz z oczyszczonym syntetycznym hpGRF/1-h0/Phe-Gln-NH2,
w toku badari in vitro, w celu okreslenia ich skuteczno$ci w pobudzaniu do wydzielania
hormonu wzrostu, Wszystkie te syntetyczne analogil wykazujg znaczng aktywnoéé W Wywoly-
waniu wydzielania GH.
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Badania in vitro przeprowadzano stosujgc syntetyczny hpGRF jako wzorzeo i poréwny-
wano z réznymi zsyntetyzowanymi analogami w réwnomolowych stezeniach, Stosowano w tym
celu hodowle zawierajgce komérki przysadki mézgowej szczuréw, pobrane na cztery do pieciu
dni wczeéniej., Do badar pordéwnaweczych stosowano hodowle uwazane za optymalne w wydzie-
laniu hormonu wzrostu, postepujgc zgodnle ze sposobem, jaki opisali Vale i in,. Endocri-
nology, 91, 562-572 /1972/., Przez 3 do 4 godzin prowadzi si¢ inkubacjg z badang substancjsg,
a nastepnie pobiera sie¢ prdbki pozywki hodowli i przetwarza celem oznaczenia'zawértoéci
dajgcego odczyn odpornoéciowy GH /ir GH = immunoreactive GH/, z zastosowaniem dobrze zna-
nej techniki oznaczed radioimmunologicznych,

Wyniki tych poréwnawczych badari z zastosowaniem réwnomolowych stezen podano ponizej
w tabeli 1:

Tabela 1

Peptyd Badania in vitro
Wzgledna moc dzialtania x
[N1627) -nperrF/1-32/-N1, 3,21 /2,02 - 5,43/
[#is'] -npoRP/1-32/-¥m, 2,15 /1,12 = b1/
[f1e24 -npGRF/1-32/-0R 0,20 /0,11 = 0,35/
E)-’I‘yr]-hpGRF/1—32/—N‘H2 0,74 /0,47 = 1,14/
[i’heﬂ -hpGRF/1-32/-N'H2 0,13 /0,05 = 0,29/
Ephe‘g -hpGRF/1-32/-NH, 0,69 /0,26 - 2,63/
[Va127 -npcrE/1-32/-0H 0,31 /0,21 = 0,45/
[is, N1e27] -hpGRF/1-32/-NH, 3,22 /2,12 = 5,33/

= oznaczana wzgledem hpGRF/1-LLO/-Phe-G1n-NH2

Badania in vitro tych syntetycznych peptydéw wykazujgq, ze EC5O waha si¢ w zakresie
20-100 pikomoli, za$ najnizsze skuteczne stezenie wynosi 3-8 pikomoli, Maksymalne sku-
teczne stezenie hpGRF/1-Z40/-NH2 wynosilo 1 nM,

Wyniki tych badah poréwnawczych dla réwnomolowych stezenl réznych analogéw hpGRF
bazujacych na rhGRF przedstawiono w tabeli 2,

Tabela 2

Peptyd Poréwnanie, %

hpGRF/1-40/-0H

/wzorzec dla tego badania/ 100%
rhGRF/1-43/-0H 300%
rhGRF/1-29/-NH, 1100%
[D-Tyr 1 (irhGRF/ 1-29/-NH, 34%
E)-Tyr““] -rhGRF/1-29/-NH, 600%
Tyr'] -rhGRF/1-29/-NH, 920%

Nlez'a -rhGRF/1-32/-NH, 1390%
Lou!, N1e27] -rhGRF/1-29/-NH, 480%
MD-nis!, D-1yr1°, p-a1a'%] -rhGRF/1-29/-NH, 29%
rhGRF- [ya1’*'*-NH;l ' 670%

Badania in vitro tych syntetycznych peptydéw wykazujg, Ze EC50 waha si¢ w zakresie
20-100 pikomoli, za$ najni*sze skuteczne stezenie wynosi 3-8 pikomoli, Maksymalne sku=-
teczne stezenie rhGRF/{1-43/-0H wiymosito 1 nM,

Opréecz tych badahh wydzielania hor.»nu wzrostu in vitro, przeprowadzono réwniez bada-
nia in vitro, wstrzykujgc syntetyczny peptyd poorzez cewnik zalozony na stale swobodnie
poruszajacym sie¢ szczurom-samcom, Zwierzetom podano “orzednio FLA-63, inhibitor hydroksylazy
dopaminy, ktéry tlumi spontaniczne wydzielanie GH, bez wplywunia na reakcje na zewnetrzny GRF,



8 v 143 842

Prébki krwi pobierano przez ten sam cewnik bezpo$rednio przed oraz po uplywie 5 i 20 minut
po wstrzykniecdach; poziomy GH we krwi mierzy si¢ przez oznaczenia radioimmunologiczne.
Wyniki wykazujg, 2e syntetyczne analogi hpGRF s3a poteznymi stymulatorami wydzielanla przy-
sadkowego GH, Stwierdzono, ze skutecznie dzialajs dawki w zakresie od okolo 20 ug do
okolo 25 ug na kg wagl ciata,

Dalsze bhadania wykazuja, Ze 2znaczng czynno$é wykazujg rdéwniez inne syntetyczne ana-
logi hpGRF wytwarzane sposobem wedlug wynalazku i z tych badan moZna wyciagnaé pewne

ogdélne wnioskit

1, Amidowanie korficowego atomu C nie wydaje sie zwigkszaé aktywnodci peptydéw GRF
o dlugoéci lancucha powyzej 39 reszt, natomiast zwigksza aktywno$é peptydéw o diugosci
mniejszej niz 39 reszt, Tak wigc na przykilad [&13271 -hpGRF/1-32/=- 1, wykazuje wiekszg
ozynnoéé niz [11e27J ~hpGRF/1-32/-0H; [D-Tyr',N10%7 -hpGRF/1-32/-NH, wykazuje wyzsza
czynno$é niz -Tyr1,N192?J -hpGRF/1-32/-0H; =za$ [ilez?J -hpGRF/1-29/-N'H2 wykazuje wyzsza
ozynnoéé niz [Ile?”] -hpGRF/1-29/-OH, Natomiast [T1e®’] -hpGRF/1-kk/-NH, wykazuje taka
samg czynno$é jak E[1927J =hpGRF/1-44/-0H,

2, W szeregu amidowanych peptydéw analogi o 32 resztach sg zasadniczo réwnie czynne
jak odpowiadajgce dluzsze analogi, na przyklad [?19221 -hpGRF/1-32/-NH2 Wykazuje W przy=
blizeniu te sama czynno$é co [?1927:1-hpGRF/1-4h/-NH2.

3., W szeregu peptydéw z. wolna koficowg grupa karboksylowg, odpowiadajgce analogi
posiadajgoe wiecej ni9 39 reszt wykazujag jednakowa czynnos$é, Tak wieo na przyklad

V312?] =hpGRF/1-40/-0H i [&alzzj ~hpGRF/1=-44/-0H wykazuja jednakows czynnoéé, podobnie
jak [D-Tyr‘, ¥1027/]-hpGRF/1-40/-0H oraz [D-Tyr!, N1627] —hpGRF/1-Lk/-0H.

Syntetyczne analogi hpGRF powinny byé przydatne w zastosowaniach, w ktérych lekarz
pragnie zwigkszyé wytwarzanie GH, Pobudzenie wydzielania GH przez analogi hpGRF jest
pozgdane w przypadku pacjentéw, u ktérych wystepuje calkowity lub tez wzgledny niedobdr
GH spowodowany przez niedostateczne wytwarzanie endogennego GRF, Jest ponadto rzecza
prawdopodobng, Ze zwiekszone wydzielanie GH i towarzyszace temu zwigkszenie wzrostu mozna
byloby osiggnaé takze u ludzi i zwierzat z normalnymi poziomami GH, Ponadto podawanie
hpGRF mogloby zmienié ilo$é tluszczu w organiZmie i zmodyfikowaé takZze inne, uzaleznione
od GH procesy metaboliczne, immunologiczne i rozwojowe.

Tak wigc na przyklad analogi hpGRF moga byé uzyteczne jako Srodki stymulujgce
procesy anaboliczne u ludzi w takich stamach, jak po przebytych oparzeniach, W innym przy-
kladzie analogi hpGRF mozZna podawaé zwierzg¢tom hodowlanym, takim jak kurczaki, indyki,
$winie, kozy, owce i bydlo, w celu przyspieszenia wzrostu i podniesienia uzyskiwanego
stosunku bialtka do tiuszczu, Mozna je takze stosowaé w gospodarce wodnej do hodowli ryb
oraz innych morskich zwierzat zimnokrwistych, np. z61wi morskich i wegorzy oraz zwierzat
ziemnowodnych, Dla podawania ludziom syntetyczne analogi hpGRF powinny mieé czysto$é co
najmniej okolo 93% i korzystnie co najmniej 98%, Czysto$é taka oznacza, ze zadany peptyd
wystepuje w iloéci odpowiadajacej % wagowym poéréd wszystkich obecnych podobnych pepty-
déw i fragmentdw peptydow,

Dla podawania syntetycznych analogéw hpGRF zwierzetom hodowlanych lub tez innym
zwierzetom dla pobudzenia ich wzrostu i zmniejszenia zawarto$ci tiuszczu, dopuszczalna
moze byé czystosé nawet okolo 5%, lub tez nawet tak niska jak 0,001%, W przypadku wytwa-
rzania metodami inzynierii genetyozne] analogil te mogs poczgqtkowo mieé bardzo niskg
czystoéé,

Syntetyozne analogi hpGRF lub tez ich nietoksyczne sole, w polgczeniu z farmaceuty-
ognie lub weterynaryjnie dopuszczalnym noénikiem tworzgqce kompozycjq farmaceutycznsg,
mozna podawaé ludziom i zwierzgtom dozylnie, podskérnie, domigdniowo, przez nos lub
doustnie, Podawanie moze byé wykorzystywane przez lekarza W celu pobudzenia wydzielania
GH wéwczas, gdy leczony organizm wymaga takiego sposobu leczenia, Pozgdane dawkowanie
bedzie uzaleznione od konkretnego leczonego stanu, surowo$oi przebiegu tego stanu i czasu

trwania przewidywanego leczenia,
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Peptydy takie czgsto podaje si¢ w postaci farmaceutycznie lub weterynaryjnie do-
puszczalnej soli, takiej Jjak sole addyocyjne z kwasami lub zwigzki kompleksowe z meta-
lami, np, z cynkiem, zelazem lub podobnym pierwiastkiem /ktére dla celéw niniejszego
opisu uwaza sig za sole/, Przykladem takich soli addycyjnych z kwasami sq chlorowodorek,
bromowodorek, siarczan, fosforan, maleinian, octan, cytrynian, benzoesan, bursztynian,
Jabtczan, askorbinian, winian itp, Je$li skladnik czynny ma byé podawany doustnie w po=-
staci tabletki, wéwczas tabletka moze zawieraé $rodek wigzgcy, taki jak tragakanta,
skrobia kukurydziana lub z2elatyna; $rodek dezintegrujgcy, taki jak kwas alginowy; oraz
érodek smarny, taki jak stearynian magnezu, Jeéli pozadane jest podawanie w cieklej po-
staci, wéwczas mozna stosowad 4rodki stodzgce i/lub porawiajgce smak; mozna takze sto-
sowaé podawanie dozylnie w soli fizjologiczneJj, roztworach buforéw fosforanowych i po-
dobnych roztworach,

Peptydy nalezy podawaé ludziom pod kontrolg lekarza i kompozycje farmaceutyczne
bedg zwykle zawieraly peptyd w polgczeniu z konwencjonalnym, farmaceutycznie dopuszczal-
nym no$nikiem, Zwykle dawka pozajelitowa bedzle wynosié od okolo 20 pg do okolo 25 ug
peptydu na kg wagi ciata organizmu,

¥ podanych ponizej przykladach przedstawiono korzystny sposéb przeprowadzenia syn-
tezy analogdé4w hpGRF 2z zastosowaniem techniki reakcji na fazie stalej.

Przyktlad I, Synteze ['Ile27_7-hpGRF/1-llo/-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-NH2 przeprowadza si¢ stopniowo,
wykorzystujqc syntetyzator peptydéw model Beckman 990, na przeprowadzonej w chlorowo-
dorek zywicy MBHA, takiej jak dostarczana przez firm¢ Bachem, Inc,, posiadajgaca zakres
podstawienia do okolo 0,1 do 0,5 mmoli/g 2ywicy., Sprzeganie BOC-Ala z zywioq przepro=-
wadza si¢ wykorzystujqc ogélny sposéb opisany ponizej w Harmonogramach A i B, ktéry wy-
korzystuje si¢ W trakcie calej syntezy i ktéry daje w wyniku podstawienie okolo 0,35
mmola Ala na gram 2ywicy, Wszystkie stosowane rozpuszczalniki starannie odgazowuje sie,
przedmuchujge je gazem obojetnym, np, helem lub azotem, aby zapewnié nieobecnoéé tlenu,
ktéSrym méglby utleniaé siarke z reszty Met.

Po odblokowaniu i zobojetnieniu, na zywicy buduje si¢ stopniowo adicuch peptydu,
Odblokowanie, zoboje¢tnianie i dodawanie kazdego aminokwasu przeprowadza sie ogdlnie bio=-
rqc zgodnie z procedurq przedstawionq szczegdlowo w opisie patentowym Stanéw Zjedno-
czonych Ameryki nr 4 292 313,

Odblokowanie korzystnie przeprowadza si¢ wediug przedstawionego poni2ej Harmono-

gramu A

Harmonogram A

Odezynnik Czas mieszania /min/

1. 60%TFA /2% etanoditiol 10
2, 60% TFA /2% etanoditiol 15
3. IPA /1% etanoditiol 0,5
L, Et,N /10%/ w CH,C1, 9,5
5. MeOH 0,5
6. EtqN /10%/ w CH,C1, 0,5
7. MeOH /dwukrotnie/ 0,5
8, CH,C1, /dwukrotnie/ 0,5

Operacje sprz¢gania korzystnie przeprowadza sie zgodnie z przedstawionym ponizej
Harmonogramem B!

Harmonogram B

Odczynnik Czas mieszania /min/
9. DCCI -
10, BOC - aminokwas 50-90

11. MeOH /dwukrotnie/ 0,5
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12, CH,C1, /dwukrotnie/ 0,5
13. Aoy0 /3M/ w CH,C1, 15,0
14, CH C1 0,5
15, MeOH 0,5
16. CH,C1, /dwukrotnie/ 0,5

W skréclie jeden do dwu mmoli zabezpieczonego BOC aminokwasu w chlorku metylenu sto-
suje si¢ na gram zywicy, plus jeden réwnowaznik 1,0 M DCCI w chlorku metylenu na 2 godzimy.
Podozas sprzegania BOC-Arg/Tos/ stosuje si¢ mieszaning 50% DMF i chlorku metylenu, Jako
grup¢ zabezpieczajgoq hydroksylowy laficuch boczny Ser 1 Thr stosuje sie eter Bzl, Do akty-
wowania karboksylowego kofica Asn lub Gln stosuje si¢ ester p-nitrofenylowy /ONp/ 1 na
przyklad BOC-Asn/ONp/ sprzega si¢ przez noc, stosujgc jeden ré4wnowaznik HOBt w %0% mie-
szaninie DMF i chlorku metylenu, w ktérym to przypadku nie dodaje si¢ juz DCC, W przypad-
ku stosowania sprzegania DCC zamiast wykorzystywanla aktywnego estru, grup¢ amidowsg Asn
lub Gln zabezplecza si¢ Xan, Jako grupe¢ zabezpieczajqcg dla bocznego laficucha Lys sto-
suje si¢ grupe 2-ochlorobenzyloksykarbonylowg /2-Cl-Z/,

Dla zabezpieczenia guanidynowe]j grupy Arg stosuje si¢ Tos, zad karboksylowg grupe
Glu lub Asp zabezpiecza sie jako ester Bzl /OBzl/, Fenolows grupe hydroksylowsg Tyr zabez=-
piecza sig grupq 2,6-dichlorobenzylows /DCB/, Po zakofczeniu syntezy otrzymuje sig¢ na-
stepujaoy zwigzek: 11-Tyr/xz/-Ala-Asp/xj/-Ala-Ile-Phe-Thr/Xu/-Asn/xs/-Ser/x“/-Tyr/Xz/—
Arg/x%/-Lys/x7/-Val-Leu-Gly-Gln/X5/-Leu-Ser/x*/-Ala-Arg/X%/-Lys/x7 /-Leu-Leu-G1n/X3/-Asp
/%3 /-T1e-I1e-Ser/X"/=Arg/x8/-G1n/X5/-G1n/X5/-G1y-Glu/x3 /-Ser /X" /-Asn/x5/-G1n/x3 /-G1u/X3 /-
Lrg/xs/-Gly-Ala-xs, w ktérym X1 oznaoza BOC, x2 oznacza DCB, X3 oznacza ester benzylowy,
X" oznaoza Bszl, x3 oznacza Xan, x6 oznacza Tos, x7 oznacza 2-Cl-Z, za$ xs oznacza grupe
-NH- 2Zywicy noénika, Grupa Xan mo2e byé czesSciowo lub caltkowioie usunieta w wyniku dzia-
lania TFA uzytego dla odblokowania grup zabezpileczajgoych grupy aminowe w polozeniu alfa,

Po sprzegnieciu z zywioq koficowej reszty Tyr, BOC usuwa sie 60% TFA w CH2012.

W celu odszozepienia i usumiecia grup zabezpieczajqoych z pozostalego zabezpileczonego
peptydu-2ywiocy, traktuje sie¢ go 1,5 ml anizolu, 0,5 ml siarczku metylowoetylowego i 15 ml
fluorowodoru /HF/ na gram peptydu-sywicy, przez pél godziny w temperaturze -20°C 1 przez
pé1 godziny w o°c. Po usunigciu HF w warunkach wysokieJj prézni, pozostalo$é peptydu-
2ywioy przemywa si¢ na przemian suchym eterem etylowym i ochloroformem, po czym peptyd
ekstrahuje si¢ odgazowanym 2N wodnym roztworem kwasu octowego i oddziela si¢ od zywicy
przez odsgczenie,

Odszczepiony 1 uwolniony od grup zabezpleczajgcych peptyd rozpuszcza si¢ nastepnie
w 0-5% kwasie octowym i poddaje oczyszczaniu, ktére moze obejmowaé sgczenie przez drobno-
ziarnisty zel Sephadex G-=50,

Peptyd oczyszcza si¢ nastepnie wykorzystujge preparatywng lub semipreparatywns
oleczowg chromatografie oiénieniowgy, jak to opisali Rivier i in,, Peptides: Structure
and Biological Function, s, 125-8 /1979/ oraz Marki i in,, J,Am,Chem,Soc, 103, 3178 /1981/.
Wkladki Waters Associates prep LC=500 napeinia sie 15-20 018 Silica z f-my Vydac /300A/,
Przy pomooy niskociénieniowego wytwornika gradientu Eldex wytwarza sie gradient CH3CN
w TEAP, jak to opisal J,Rivier, J,Liq, Chromatography 1, 343-367 /1978/., Frakcje chroma=-
tograficzne kontroluje si¢ dokladnie metodami oieczowej chromatosgrafil ciénieniouej
i lqozy sig¢ jedynie frakcje wykazujqce wysoka czystoéé, Odsalanie oczyszczenych frakeji,
badanych niezaleznie celem okre$lenia ich czystodci, przeprowadza si¢ z zastosowaniem
gradientu CH CN w 0,1% TFA, Srodkowg frakcje poddaje sie nastepnie liofilizacji celem
otrzymania pozgqdanego peptydu, ktérego ozystoéé jest wyzsza niz 98%,

Syntez¢ powtarza si¢ stosujgo chlorometylowang zZywice celem wytworzenia tego samego
peptydu w postaci wolnego kwasu, jak to ogbélnie opisat J,Rivier, J,Am,Chem,Soc., 96,
2986=-2992 /1974/.
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Przyklad II, Synteze ZV5127, D—A1a28_7-hpGRF/1-100/-NH2 o wzorze: H-Tyr-
Ala-Asp-Ala-Tle=Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu=Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-
Gln-Asp-Ile-Val-D-Ala-Arg-Gln-Gln-JLy-ulu-aer-Asn-Gln-Glu Arg-Gly-Ala-NH, przeprowadza sig
stop&lowo, wykorzystujac syntetyzator peptydéw model Beckman 990, na z;hicy MBHA w spo-
séb opisany w przykladzie I, Wykorzystujqc chromatografie cienkowarstwowg i cieczowg
chromatografi¢ ciénieniowg okreslono peptyd jako zasadniczo biorgc czysty.

Przyk?tad III.Synteze skréconego analogu hpGRF (Nle2/J-hpGRF/1- 32/-NH, 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-Nle-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-NH2 przeprowadza si¢ stopniowo, wykorzystujgc
syntetyzator peptydéw model Beckman 990, na zywicy MBHA sposobem opisanym w przykladzie I,
Wykorzystujgc chromatografie cienkowarstwowq i cieczowg chromatografie¢ ciénimniowg okre-
§lono ten analog jako zasadniczo biorqc czysty., Skrecalnoéé optyczng zmierzono na pola-
rymetrze fotoelektrycznym uzyskujgc wartoéé [Bldfzz = =57, 8° +1/C=1, 1% kwas octowy,
nieskorygowana/, Ta samg ogélng synteze wykorzystano dla otrzymania [ﬁ19227-hpGRF/1-hh/-NH

Przyk1tad IV, Synteze [‘Ile d?-hpGRF/1-32/-OH o0 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 si¢ stopniowo, wykorzystujgc syntetyzator
peptydéw model Beckman 990, na chlorometylowanej zywicy, w sposéb opisany na koficu
przykladu I, Wykorzystujgc chromatografie¢ cienkowarstwowg i cieczowa chromatografie cisd=
nieniowg okreilono peptyd jako zasadniczo biorgqc czysty. Skrecalnodé optyczng zmierzomo
na polarymetrze fotoelektrycznym uzyskujac wartoéé ZQQ]§2=-61,7°31 /C=1, 1% kwas octowy,
nieskorygowana/, -

Syntez¢ powtérzono wykorzystujqc zywice MBHA do wytworzenia tego samego peptydu
w postaci amidowane],

Przyklad V, Synteze [Hisl?-hpGRF/i-Bz/-Nﬂz o wzorze: H-His-Ala-Asp-ila-
Ile-Phe~Thr-Asn-Ser~Tyr-Arg-Lys-Vale=Loeu=Gly=Gln«Leu=Ser-Ala=Arg-Lys-Leu-Leu=Gln-Asp=-Ile=-
Met-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-NH2 przeprowadza si¢ stopniowo, wykorzystujgc syntetyzator pepty-
déw model Beckman 990, na 2ywicy MBHA w sposéb opisany w przykladzie I, Wykorzystujsc
chromatografie cienkowarstwowg i cieczowg chromatografig¢ cisnieniowg okre$lono peptyd
Jako zasadniczo biorgc czysty. Skrecalno$éé optyczna zmierzono na polarymetrze fotoelektrycz-
nym, uzyskujgc wartosé /o J7 = -58,7° #1 /C=1, 1% kwas octowy, nieskorygowana/,

Synteze powtérzono stosujgc Phe jako ostatniq reszte celem wytworzenia [?het]-hpGRF
/1-32/—NH2. Skrgcalnoéé optyczngq zmierzono na polarymetrze fotoelektrycznym uzyskujgc
warto$é [:L_722- -58,2° #1 /C =1, 1% kwas octowy, nieskorygowana/,

Przyk2ad VI, Syntezg /Phe'®7-hpGRF/1- 32/-NH, o wzorze: H-Tyr-Ala-Asp-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 sie stopniowo wykorzystujgc syntetyzator pepty-
déw model Beckman 990, na 2zywicy MBHA sposobem opisanym w przykladzie I, Wykorzystujgc
chromatografie clenkowarstwowg i cleczowg chromatografie cifnieniowg okreélomo peptyd
zasadniczo jako czysty, Skrecalno$é optyczng zmierzono na polarymetrze fotoelektrycznym
i uzyskano wartoéé [;Q]§2= -59,5%1 /C=1, 1% kwas octowy, nieskorygowana/,

Przyktad VII, Synteze Z33127_7-hpGRF/1-32/-OH o wzorze: H-Tyr-iAla-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 si¢ stopniowo wykorzystujgo syntety-
zator peptydéw model Beckman 990, na chlorometylowanej zywicy, sposobem opisanym na
koficu przykladu I, Wykorzystujgac chromatografie¢ cienkowarstwowa i cieczows chromatogra-
fie cisnieniowsy okreélono peptyd zasadniczo jako czysty. Skrecalno$é optyczng zmierzono
na polarymetrze fotoelektrycznym uzyskujac wartos$é [Q{7§2=-62,4°:1/C=1, 1% kwas octowy,
nieskorygowana/,
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Przyk2ad VIII, Synteze /fiis', Nlezz7-hpGRF/1—32/-NH2 o wzorze: H-His-Ala-
=Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-lys-Val-Leu=Gly-Gln-Leu=-Ser-Ala-Arg-lys-lLeu-=Leu-Gln-
-Asp—Ile-Nle-Ser—Arg-Gln-Gln—Gly-NH2 przeprowadza sie¢ stopniowo, wykorzystujac syntety-
zator peptydéw model Beckman 990, na 2zywicy MBHA sposobem opisanym w przykladzie I, Na
drodze chromatografii cienkowarstwowej 1 cieczowe] chromatografii cisnieniowej okredlono
peptyd zasadniczo jako czysty. Skrecalno$é optyczna zmierzona na polarymetrze fotoelektrycz-
nym wynosita [&L7;2=-59,3°:1/C=1, 1% kwas octowy, nieskorygowana/,

Przykad IX, Synteze analogu hpGRF, tzn, ﬁlezy-rhGRF-ﬂ—jz/-NHz o wzorza:
H-His-Ala-Asp-Ala«Ille-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-
-Lgu-Leu—His-Glu-Ile-Nle-Asn-Arg-Gln-Gln-Gly-NH2 przeprowadza sie stopniowo, wykorzystu-
jac syntetyzator peptydéw model Beckman 990, na zywicy MBHA jak W przykladzie I, Wykorzy-
stujac chromatografie¢ clenkowarstwowa i clieczowg chromatografie ciénieniowg okres$lono
ten analog zasadniczo biorgc jako czysty, Skreocalno$é optyczna, zmierzona na polarymetrze
fotoelektrycznym, wynosi-[§J7§2=-55,82:1/C=1, 1% kwas octowy, nieskorygowana/,

Przyk2ad X, Synteze fragmentu analogu hpGRF, tzn, /D-Tyr'®/-rhGRF/1-29/-¥H,
o wzorzet: H-His-AlaeAsp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-D-Tyr-Arg-iArg-Ile-Leu-Gly-Gln-Leu-Tyr=-
-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-G1u-Ile-Met-Asn-Arg-NH2 przeprowadza sie stopniowo, wykorzy-
stujge syntetyzator peptyddéw model Beckman 990, na 2ywicy MBHA jak w przykladzie I, Vy-
korzystujgc chromatografie cienkowarstwowq i1 cieczowg chromatografie¢ cis$nieniowg okreélo-
no peptyd jako zasadniczo biorgec czysty,

Syntezg¢ powtdérzono podstawiajgc D-Tyr zamiast His na koficowym atomie N, Otrzymano
Zﬁ—TYr"1?7-rhGRF/1-29/-NH . Skrecalnosé optyczna zmierzono na polarymetrze dotoelektrycz-
nym uzyskujgc wartosé z:g7gz=-53,6 +)JC=1, 1% kwas octowy, nieskorygowana/,

Preyklad XI, Synteze¢ [§19227LrhGRF/1-29/-NH2 o wzorze: H=His-Ala-Asp-Ala-
=Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-lLys-Leu-Leu-His-Glu-
.Ilo-Nle-Asn-Arg-Gln—G].n-Gly-NH2 przeprowadza sie stopniowo, wykorzystujac syntetyzator
peptydéw model Beckman 990, na zywicy MBHA, jak w przykladzie I. Wykorzystujqc chromato-
grafie cienkowarstwowsa i1 cieczowg chromatografie ciénieniowg okreélono peptyd jako za=-
sadniczo biorgec ozysty., Skrecalnoséé optycznq zmierzono na polarymetrze fotoelektrycznym,
uzyskujge wartodé zzﬁ]gz=-52,é°:1/0=1, 1% kwas octowy, nieskorygowana/,

Przyk2ad XII. Synteze analogu hpGRF, tzn., /D-Ais', D-Tyr'®, D-a1a'37_rncrr/
/1-29/-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-Glu-Ile-Het-Asn—Arg-NH2 preeprowadza sie¢ stopniowo,
wykorzystujac syntetyzator peptydéw model Beckman 990, na 2ywicy MBHA jak w przykladzie I.
Wykorzystujgc chromatografie cienkowarstwowgqg i cieczowy chromatografic cidénieniowg okre$-
lono peptyd jako zasadmiczo biorgc czysty. Skrecalno$é optyczna zmierzona na polarymetrze
fotoelektrycznym wynosi [&LZ§2=-5A,5¢1/C=1, 1% kwas octowy, nieskorygowana/,

Przykiaad XIII, Synteze analogu hpGRF, tzn, ﬁyr'j-rhc.nr-/1-29/-m2 o wzorze:
H-Tyr-Ala-Asp-Ala=Ile-Phe=Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu=-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-lLys-
-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Met-Asn-Arg-NH2 przeprowadza sie stopniowo w syntetyzatorze pepty-
déw model Beckman 990, na Zywicy MBHA, jak w przykitadzie I, Wykorzystujqc chromatografie
oiénieniowqg i cienkowarstwowg okre$lono peptyd jako zasadniczo biorqc ozysty, Skrecalno$é
optyczna zmierzona na polarymetrze fotoelektrycznym wynosi ZQL732=-&9,”:1/C=1, 1% kwas
octowy, nieskorygowana/,



143 8h2 13

Zas trzezenie patentowe

Sposéb wytwarsania nowych biologicznie czynnych peptydéw o wzorze 1: H—R1-A11-A3p-
-Ala-Ile-Phe-Thr-Rs-Ser-R1O-Arg-n12-R13-Lou-R15-Gln-Leu-R1a-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-nzu-
=R 2 5-I:I.e-R2 7-R2 8-Ax'g-GJ..n-(}:I.n-Gly-Glu—R3 “-A.sn-Gln-Glu-Ra S'Rj 9-R yo-Arg-R 4 2-ll IGS'R 4 4=
w ktérym R1 oznacze Tyr», Met, D-Tyr, Phe, D-Phe, Leu, D-His lub His; Ra oznacza Ser lub Asn;
R1O oznacza Tyr,Phe ludb D-Tyr;R12 oznacza Arg lub Lys; R13 oznacza Ile lub Val; R1502nacza Gly
lub D-Ala;R18 oznacza Tyr lub Ser;RZh oznacza ﬁis 1lub Gln;RZ5 oznacza Glu lub Asp;R27 wybrany
jest z grupy obejmujacej izomery D i L Ala,Nle,Ile,Leu i Val;Rz8 ogpacza Ser,Asn lub D-Ala;Rsh
oznacza Arg lubSer;R38 oznacza Gln lub Arg;R39 oznacza Arg lub Gly;Rho oznacza Ser lub Ala; Rua
oznacza Phe lub Ala; Rb3 oznacza Asn lub Arg; th oznacza reszte naturalnego aminokwasu lub
d"'th; Y oznaoza grupe -COOH lub -CONH2 lub o diugodci laricucha od R' do co najmniej
327, znamienny t ym, 2e aminokwasy, w ktérych przynajmniej grupy «{ -aminowe
sq zabezpleczone, sprzega sig¢ ze sobq w kolejno$ci okredlonej wzorem 1 W Raficuch o diu-
goéci od R‘ do co najmmiej R27, metodq syntezy na fazie stalej stosujgc 1 do 2 milimoli
zabezpieczonego aminokwasu na 1 g zywicy, w rozpuszczalniku, korzystnie w chlorku mety=-
lenu lub dimetyloformamidzie lub w ich mieszaninie, po czym z wytworzonego peptydu za-
wierajgcego co najmniej jedns grupe zabezpieczajgcq, o wzorze 2: X1-R1/X lub Rz/-Ala-Asp/-

/x3/-A1.-11e-Phe-Thr/x“/-R8/x“ lub Xs/-Ser/Xu/-R1o/xz/-Arg/I6/-R12/X6 lub X7/-R13-Lou-
-R1S-Gln/x5/-Leu-R1S/Xz/-Ala-Arg/x6/-Ly-/17/-Lou-Leu-Rzu/x lub x5/-R25/x3/-11e-a27-az8/x
lub XS/-Arg/X6/-Gln/xs-Gln/xs/-Gly-Glu/Xj/-R3u/xu lub x6/-Asn/x5/-Gln/x5/-Glu/x3/-338/x5

lub x6/-R39/x5/-n,‘o/x“/.Arg/x6/-a,‘2-nu3/x5 lub x6/-auh/x8/-x9, w ktérym X' oznacza atom
wodoru lub grupe zabezpieczajqcs grupe o¢ -aminowy, korzystnie BOC, X oznacza atom wodo-
ru lub grupe zabezpieczajgcq azot imidazolu w His, korzystnie Tos, Xz ognacza atom wodo=
ru lub grupe zabezpieczajqcq fenolowsg grupe hydroksylowqg Tyr, korzystnie grupe 2,6-di-
chlorobenzylowyg, X~ oznacza atom wodoru lub grupe zabezpieczajqcg grupe karboksylowg Asp
lub Glu, korzystmie Bzl, Xu oznacza atom wodoru lub grupe zabezpieczajgcq alkoholowg
grupe hydroksylowg Thr lub Ser, korzystnie grupe Bzl, X5 oznacza atom wodoru lub grupe
zabezpieczajgoq amidows grupe bocznego laficucha Asn lub Gln, korgystnie grupe Xan, X
oznacza atom wodoru lub grupe zabezpieczajqcq grupe guanidynowg Arg, korzystnie Tos, x7
oznacza atom wodoru lub grupe zabezpieczajgcq grup¢ aminowg bocznego lafcucha Lys, ko=
rzystnie grupe 2-chlorobenzyloksykarbonylows, xs oznacza atom wodoru lub grupe zabezpie-
czajqgoq boczny lafcuch, jak okre$lono powyzeJ, x? oznacza =0-CH,-noénik polimerowy lub

L

-NH-noénik polimerowy, a R1, Rgy R oy Ryas R13, R15, R18' Rour st, R27, Rygy th’ st,
R39, Ryor Ry th i th ma jg wyzej podane znaczenie lub z peptydu o diugos$ci laricucha

od R1 do co najmniej 827 usuwa sie¢ grupy zabezpieczajgce i odszczepia sie¢ peptyd za-
wierajgcy co najmniej 27 reszt aminokwaséw od noénika polimerowego przy uzyciu kwasu
tréjfluorooctowego w rozpuszczalniku, korzystnie CH2012, a nastepnie fluorowodoru ze
zmiataczem, korzystnie anizolem lub sulfidem metylowo-etylowym lub ich mieszaning, w nis-
kiej temperaturze, korzystnie okolo 0°c do -20°C, PO czym rozpuszcza sie w rozpuszczal-
niku, korzystnie w kwasie octowym i oczyszcza sie¢ znanym sposobem,
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