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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania )

nowego pentakozapeptydu o wzorze amidu D-sery-
lo-L-tyrozylo-L-serylo-L-norleucylo-L-glutamylo-L-
-histydylo-L-fenyloalanylo-L-arginylo-L-tryptofany-
lo-glicylo-L-lizylo-L-prolilo-L-walilo-glicylo-L-lizy-
lo-L-lizylo- L -arginylo-L-arginylo-L-prolilo-L-wali-
lo-L-lizylo-L-walilo-tyrozylo-L-prolilo-L-waliny, na-
zywanego w dalszym ciggu D-Ser! -Nle! penta-
kozapeptyd, jego soli addycyjnych oraz zwigzkéw
kompleksowych z metalami ciezkimi. D-Seri-Nlet
pentakozapeptyd, jego sole i zwigzki kompleksowe
z metalami ciezkimi wykazujg silne dzialanie adre-
nokortikotropowe. '

Znane jest otrzymywanie na drodze syntezy pen-
takozapeptydu stanowigcego amid L-serylo-L-tyro-
zylo-L-serylo - L-norleucylo-L-glutamylo-L-histydy-
lo-L-fenyloalanylo-L-arginylo-L-tryptofanylo - glicy-
lo-L-lizylo-L-prolilo - L-walilo - glicylo-L-lizylo-L-li-
zylo-L-arginylo-L-arginylo-L-prolilo - L - walilo-L-li-
zylo-L-walilo-L-tyrozylo-L-prolilo-L-waliny o dzia-
laniu kortikotropowym okre§lonym 'w dalszym cig-
gu jako Nle?! pentakozapeptyd. W poréwnaniu z
naturalnym ACTH Nlet pentakozapeptyd ma te
zalete, ze nie wykazuje zadnych wlasciwosci anty-
genowych.

Dalszg zaletg jest to, ze 'w polozeniu 4 Nle? pen-
takozapeptyd nie posiada tak jak naturalny ACTH
reszty metioninowej, ktéra latwo sie utlenia, przez
co hormon ten przeksztalca sie w forme nieczynng,
lecz posiada odporng na utlenianie, reszte norleu-
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cynows, wykazujgcg takie same wlasciwosci ste-
ryczne jak reszta metioninowa. Ponadto Nle!- pen-
takozapeptyd posiada w polozeniu 25 reszte amidu

- waliny, ktéra w naturalnym ACTH mnie wystgpuje

W tym polozeniu. Reszta amidowa waliny umiej-
scowiona na kohcu grupy karboksylowej chroni
laiicuch peptydowy przed enzymami o dzialaniu
destruktywnym.

Jednak tak samo jak naturalny ACTH Nle! pen-
takozapeptyd ma meszte L-seryny w mpolozeniu 1,
ktéra jest bardzo wrazliwa na destruktywne dzia-
lanie aminopeptydaz. Z tego powodu prébowano
reszte L-seryny w Nile? pentakozapeptydzie zastg-
pi¢ resztg odporng na dzialanie aminopeptydaz.

Przez zastgpienie w Nle? pentakozapeptydzie
reszty L-seryny resztg D-serynowg udalo sie uzy-
skaé D-ser!-Nle! pentakozapeptyd, niewrazliwy na
aminopoptydazy. Poniewaz jednak reszty D-amino-
kwas6w nie wystepuja w naturalnych, biologicz-
nie czynnych hormonach peptydowych, niespodzie-
wane bylo, Ze przez zamiane¢ naturalnie wystepu-
jacego rodnika aminokwasu izomerem o przeciw-
nym znaku, nie wystepujacym w naturze uzyska
sie zwigzek, ktory wykazuje nie tylko jakos§ciowo
takie same wlasSciwosci biologiczne i lecznicze jak
naturalny ACTH, lecz nawet pod wzgledem iloécio-
wym, przewyzszy naturalny ACTH.

D-Ser’-Nlet pentakozapeptyd mozna wytwarzaé
metodami ogélnie znanymi w syntezie zwigzkéw
tego rodzaju, przy czym aminokwasy poljczone sg
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ze sobg w kolejnoéci ustalonej w powyzszym wzo-
rze pojedynczo lub po uprzednim utworzeniu pep-
tydow o mniejszych czastecdkach.

Wedlug wynalazku nowy [pentakozapeptyd o
wzorze amidu D-serylo-L-tyrozylo-L-serylo-L-nor-
leucylo-L-glutamylo-L-histydylo-L-fenyloalanylo-L-
-arginylo-L-tryptofanylo - glicylo-L-lizylo-L-prolilo-
-L-walilo - glicylo-L-lizylo-L-lizylo-L-arginylo-L-ar-
ginylo-L-prolilo-L-walilo-L-lizylo - L - walilo-L-tyro-
zylo-L-prolilo-L-waliny, jego sole addycyjne oraz
zwigzki kompleksowe z metalami ciezkimi wytwa-
rza sie w ten sposob, ze od amidu N-R’-D-serylo-
-L-tyrozylo - Li- serylo-L-norleucylo-y-O-R”-L-gluta-
mylo-Im-R"”’-L-histydylo-L-fenyloalanylo-L-arginy-
:lo-L-tryptofanylo - glicylo - E-N-R-L-lizylo-L-prolilo-
-L-waliloglicylo-E-N-R-L-lizylo-E-N-R-L-lizylo - L.-
~arginylo-L-arginylo-L-prolilo-L-walilo-E-N-R-L-1i-
zylo-L-walilo-L-tynozylo-L-prolilo-L-waliny, w kt6-
rym R i R’ oznaczaja grupy ochronne stosowa-
ne w chemii peptydé6w ido ochrony grup amino-
wych, R” i R” oznaczaja karboksylowe ewentual-
nie imidazolowe grupy ochronne lub atom wodo-
ru, a Im oznacza grupe imidazolilowa, odszczepia
si¢ grupy ochronne w jednym lub w kilku stop-
niach, a mnastgpnie otrzymany pentakozapeptyd
ewentualnie przeprowadza si¢ w znany sposéb w
jego aktywme .pod wzgledem terapeutycznym sole
addycyjne z kwasami organicznymi lub nieorga-
nicznymi, lub przeprowadza sie w zwigzki kom-
" pleksowe z metalami ciezkimi.

Sposobem wedlug wynalazku D-Ser!-Nlet penta-
kozapeptyd wytwarza si¢ w ten sposéb, ze amid
L-walilo-E-N-R-L-lizylo-L-walilo-L-tyrozylo-L-pro-
lilo-L-waliny, w ktérym R oznacza grupe karbo-III
rzegd. butoksylowg, lub karbo-III rzed. amyloksy-
lowg, grupe toluenosulfonylows, ftalilows, formy-
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lowg lub tréjfluoroacetylowa, poddaje sie konden-

sacji z N-karbobenzoksy-L-walilo-glicylo-E-N-R-L-
-lizylo-E-N-R-L-lizylo - nitro - L-arginylo - nitro-L-
-arginylo-L-proling, w ktérej R ma wyzej podane
znaczenie, uzyskany amid N-karbobenzoksy-L-wa-
lilo-glicylo-e-N-R-L-lizylo-e-N-R- L - lizylonitro-L-
arginylo-nitro-L-arginylo-L - prolilo-L - walilo-e-N-
-R-L-lizylo-L-walilo-L-tyrozylo-L-prolilo - L-wali-
ny, w ktérym R ma wyzej podane znaczenie, po
odszczepieniu grupy karbobenzoksylowej i grup ni-
trowych poddaje sie kondensacjj z N-tréjfenylome-
tylo-y-O-II1 rzed. butylo-L-glutamylo-Im-tréjfe-
nylometylo-L-histydylo-L-fenyloalanylo- L -arginy-
lo-L-tryptofanylo-glicylo-e-N-R-L-lizylo-L -proling,
w ktérej R ma wyzej podane znaczenie, a Im oznacza
grupe imidazolilowa, po czym uzyskany amid N-
-tréjfenylometylo-y-O-III rzed. butylo-L-glutamy-
lo-Im-tréjtenylometylo-L-histydylo-L -fenyloalany-
lo-L-arginylo-L-tryptofanylo- glicylo-e-N-R-L-lizy-
lo-L-prolilo-L-walilo-glicylo-e-N-R-L-lizylo-e-N-R-
-L-lizylo-e-N-R-L-lizylo-L-arginylo - Li-arginylo-L-
-prolilo-L-walilo-e-N-R-L-lizylo-L-walilo-L - tyro-
zylo-L-prolilo-L-waliny, w ktérym R ma wyzej po-
dane znaczenie, po odszczepieniu grupy a-N-tr6j-
fenylometylowej poddaje si¢ kondensacji z azyd-
kiem N-R’-D-serylo-L-tyrozylo-L-serylo-L-norleu-
cyny, w kitérym R’ oznacza grupe tréjfenylomety-
lowa, grupe karbo-III rzed. butoksylows, lub kar-
bo-III rzed. amyloksylowa, karbobenzoksylowa,
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grupe tréjtluoroacetylows, acetylowa, chloroacety-
lowg lub formylows, po czym wszystkie grupy och-
ronne z uzyskanego, nowego, zablokowanego penta-
kozapeptydu, mianowicie z amidu N-R’-D-serylo-
-L-tyrozylo-L-serylo-L-norleucylo-y-O-III rzed. bu-
tylo-L-glutamylo-Im -tréjfenylometylo-L-histydyflo-
-L-fenyloalanylo-L-arginylo- L - tryptofanylo-glicy-
lo-e-N-R-L-lizylo-L-prolilo-L-walilo-glicylo-e-N-R-
-L-lizylo-e-N-R-L-lizylo-L-arginylo -L- arginylo - L-
-prolilo-L-walilo-¢-N-R-L-lizylo-L-walilo - L - tyro-
zylo-L-prolilo-L-waliny, w ktéryyn R i R’ maja
wyzej podame zmaczenie, -odszczepia sie w kwas-
nym S$rodowisku w jednej lub w kilku fazach pro-
cesu. .
Produkty wyjSciowe do wytwanzania D-Seri-Nlet
pentakozapeptydu o ile nie s zmane oirzymuje
sie metodami znanymi w chemii peptydéw, przy
czym aminokwasy mozna lgczyé pojedynczo lub po
uprzednim wytworzeniu peptydéw o mniejszych
czasteczkach. '

Przy syntezie nowego pentakozapeptydu, a
zwlaszcza do- blokowania grupy aminowej reszty
seryny stosuje sie grupy: tréjfenylometylowsa, kar-
bo-III rzed. butoksylowa, karbo-III rzed. amylo-
ksylowa, mozna réwniez stosowaé¢ inne grupy och-
ronne jak: grupa karbobenzoksylowa, grupy troéj-
fluoroacetylowsg, acetylowg, chloroacetylows, for-
mylowg. Do ochrony grupy e-aminowej reszty li-
zynowe]j stosuje sie grupy karbo-III rzed, butoksy-
lowg i karbo-III rzed. amyloksylows, oraz inne od-
powiednie grupy ochronne, jak grupa karbobenzo-
ksylowa, grupa toluenosulfonylowa, ftalilowa, for-
mylowa i tréjfluoroacetylowa.

Do blokowania grupy y-karboksylowej w rodniku
kwasu glutaminowego stosuje sie szczegdlnie grupe
III-rzed. butyloksylowg oraz inme odpowiednie
grupy ochronne, jak grupa metoksylowa, etoksylo-
wa, III-rzed. amyloksylowa, grupa amidowa lub
benzyloksylowa.

Dla blokowania grupy imidazylowej reszty hi-
stydynowej stosuje sie zwlasacza grupe tréjfenylo-
metylowa, oraz inne odpowiednie grupy ochronne,
jak: grupa karbo-III rzed. butoksylowa, karbo-III
rzed. amyloksylowa, karbo-benzoksylowa, lub gru-
pa benzylowa. Dla blokowania grupy guanidyno-
wej w rodniku argininowym stosowano grupe ni-
trowa, jednak mozna stosowaé réwniez inne od-
powiednie grupy ochronne, jak grupa tozylowa,
grupa p-nitrokarbobenzoksy lub grupa 2-/izo-
propyloksykarbonylo-3,4,5,6-czterochlorobenzoilowa.
Mozna réwniez w syntezie stosowaé efekt ochron-
ny, wynikajgcy z dzialania protonami ma grupe
guanidynows.

Synteze polipeptydu objasniono ma rysunkach, na
ktérych fig. 1 ilustruje sposéb wytwarzania H-Val-
-Gly-/R/Lys-/R/Lys/-Arg - Arg - Pro-Val-/R/Lys-Val-
-Tyr-Pro-Val-NH,, a fig. 2 sposéb wytwarzania
H - D - Ser - Tyr - Ser-Nle-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly-
-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro - Val - Lys-
-Val-Tyr-Pro-Val-NH,.

Przytoczone skréty maja nastepujgce znaczenie:

CBO = grupa karbobenzoksylowa

Trit = grupa tritylowa = tréjfenylometylowa
CTB = igrupa karbo-III-rzed. butyloksylowa
OCP = grupa 24,5-tr6jchlorofenoksylowa




5
OTB = grupa IIT rzed. butyloksylowa
OMe = grupa metoksylowa
OEt = grupa etoksylowa
Arg = reszta arginylowa
Glu = reszta L-glutamylowa
Gly = reszta glicylowa
His = reszta L-histydylowa
Lys = reszta L-lizylowa
Nie = reszta L-norleucylowa
Phe = reszta L-fenyloalanylowa
Pro = reszta L-prolilowa
Ser = reszta L-serylowa
D-Ser = reszta D-serylowa
Try = reszta L-{ryptofanylowa
Tyr = reszta L-tyrozylowa
Val = reszta walilowa
Im = reszta imidazolilowa

Otrzymany sposobem wedlug wynalazku D-Ser?-
-Nle? pentakozapeptyd mozna nastepnie przeprowa-
dzi¢ w sole. Moga to byé sole z kwasami orga-
nicznymi takimi, jak kwas octowy, propionpwy,
glikolowy, mlekowy, pirogronowy, malonowy, bur-
sztynowy, maleinowy, fumarowy, winowy, cytry-
nowy, benzoesowy, Acyna.monowy, salicylowy,
2-fenoksy- Iub 2-acetoksybenzoesowy, migdatowy,
metanosulfonowy, etanosulfonowy, hydroksyetano-
sulfonowy, benzeno- lub toluenosulfonowy, nafta-
lenosulfonowy, sulfanilowy, jak réwniez kwasy po-
limeryczne, jak tanina, kwas alginowy, poligalak-
turonowy, fosforan polifloretyny lub karboxsyme-
tyloceluloza, oraz sole z kwasami nieorganicznymi,
jak kwas chlorowcowodorowy, na przyklad kwas
solny lub bromowodorowy, kwas azotowy, roda-
nowodorowy, siarkowy i kwas fosforowy. Jako
zwigzek kompleksowy z metalami ciezkimi stosu-
je si¢ na przyklad zwigzek kompleksowy z cyn-
kiem.

Otrzymany sposobem wedlug wynalazku D-Ser!
-Nle!-pentakozapeptyd, jego sole i zwigzki kom-
pleksowe z metalami ciezkimi posiadajga takie sa-
me wlasciwosci biologiczne i terapeutyczne jak na-
turalny ACTH. Mozna go wiec stosowaé przy le-
czeniu nastepujacych schorzen: ostry i chroniczny
reumatyzm stawowy, wrzodziejgce zapalenie jelita
grubego, nerczyca, kalagenozy jak na przyklad to-
czen rumieniowaty, sklerodermia itd. schorzenia
alergiczne réznych organéw jak astma oskrzelowa,
egzemy, pokrzywki, zluszczajace zapalenie skéry,
wstrzas amafilaktyczny itd.,, zatrucia réznego po-
chodzenia, na przyklad przy chronicznym alkoho-
lizmie, nowotwory jak na przyklad bialaczka, rak
gruczoléw limfatycznych, rak ukladu siateczkowo-
Srodblonowego itd., dla zapobiegania zanikowi ko-
ry nadnercza przy leczeniu kortikosterydami, przy
objawach miedoczynnoéci przysadki moézgowej.

Duza zaleta w poréwnaniu z naturalnym wy-
ekstrahowanym z materialu zwierzecego hormonem
jest fakt, ze syntetyczny pentakozapeptyd nie po-
siada wlasciwosci antygenowych. Mozna go stoso-
waé bez zastrzezen przy <wyzej wymienionych
schorzeniach réwniez wtedy, gdy u pacjenta wy-
stapily objawy alergiczne przy poprzednim lecze-
niu naturalnym ACTH. .

W testach zwykle stosowanych do standaryzacji,
D-Ser!-Nlet pentakozapeptyd posiada idzialanie bio-
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logiczne, wynoszace 625+ 130 miedzynarodowych
jednostek kortikotropiny na mg -niezwigzanego
peptydu. W celu ustalenia zmian biologicznych wy-
tworzonego sposobem wedlug wynalazku 25-cio
peptydu shuzyla trzecia miedzynarodowa standar-
towa prébka dla kortikotropiny, ktéra jest do dys-
pozycji pod nazwa ,International Standart for Cor-
ticotropin” i umozliwia zmianowanie preparatéw
ACTH w jednostkach miedzynarodowych.

Okazalo sie, ze nowy pentakozapeptyd ma po po-
daniu dozylnym dluzsze dzialanie niz znane do-
tychczas maturalne i syntetyczne preparaty ACTH,
co stanowi duzy postep techniczny. Dozowanie pen-
takozapeptydu wytworzonego sposobemn wedlug
wynalazku waha sie w granicach 40—60 jednostek
miedeynarodowych dziemnie, a 'w [przypadkach
szczegblnych 10—100 jednostek miedzynarodowych
dziennie. Stwierdzona w czasie standaryzacji wy-
soka skuteczno§é nowego pentakozapeptydu zna-
lazta w pelni potwierdzenie w jego praktycznym’
zastosowaniu w terapeutyce, a dzialanie pentako-
zapeptydu jest o wiele silniejsze niz dzialanie na-
turalnych i syntetycznych preparatéw ACTH.

D-Ser!-Nle* pentakozapeptyd moze znaleZé zasto-
sowanie jako lek na przyklad w postaci preparatéw
farmaceutycznych. Preparaty te zawieraja wymie-
niony zwigzek w mieszaninie z organicznym lub
nieorganicznym noénikiem odpowiednim do stoso-
wania pozajelitowego. Do tego celu stosuje sie .
substancje, ktére nie wchodza w reakcje z nowym
zwiazkiem na przyklad: zelatyne, cukier mlekowy,
skrobie, stearynian magnezu, talk, oleje ro$linne,
alkohole benzylowe, gume arabsks, glikole polial-
kilenowe, wazeline, cholestrol lub inne znane nos-
niki lekéw. Preparaty fermaceutyczne moga byé .
przygotowane na przyklad w postaci plynnej jako
roztwory, zawiesiny lub emulsje. W razie potrzeby
sg one sterylizowane i/lub zawierajg substancje
pomocnicze, jak $rodki konserwujgce, stabilizujace,
zwilzajagce lub emulgujgce. Mogg one takie zawie-
raé i inne terapeutycznie warto$ciowe skladniki.
Nowy zwigzek mozna podawaé tak jak maturalny
ACTH r6wniez w postaci preparatéw o przediu-
zonym dzialaniu.

Otrzymany sposobem wedlug wynalazku D-Ser!-
-Nle* pentakozapeptyd i jego sole mogg znalezé
zastosowanie réwniez jako produkt podredni do
wytwarzania preparatéw farmaceutycznych.

Ponizsze przyklady objasniajg wykonanie sposo-
bu wedlug wynalazku, nie ograniczajgc jego za-
kresu, ‘Wszystkie temperatury podano w stopniach
Celsjusza.

Przyktad I. Otrzymywanie amidu L-walilo-gli-
cylo-karbo III, rzed. butoksy-L-lizylo-karbo-IIT
rzed. butoksy-L-lisylo-L-arginylo-L-arginylo-L-pro-
lilo-L-walilo-karbo- III tzed. butoksy-L-lizylo-L-
-walilo-L-tyrozylo-L-prolilo-L-waliny. /H-Val-Gly-/
ICTB/Lys-CTB/Lys-Arg-Arg-Pro-Val/CTB/Lys-Val-
-Tyr-Pro-Val-NH,/. :

88 g CBO-/NO,/Arg-/NOs/Arg-Pro-OMe rozpusz-
cza si¢ w 90%-owej mieszaninie dioksan-woda, po
czym dodaje 220 ml 2-n lugu sodowego. Po uplywie
2 godzin rozciencza sie 1 litrem wody, po czym
dwukrotnie wymywa octanem etylu. -Nasfepiiie
wodny roztwér zakwasza sie 4 n kwasem:sélnym,
wytrgcony produkt rozpuszcza sie 'w mieszaninie
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metanol-aceton 1:1 po czym wytragca dodatkiem
eteru etylowego. Uzyskuje sie 70 g CBO-/NO,/Arg-
-/NO,/Arg-Pro-OH o temperaturze topnienia 108°
(z rozkladem). (alfa)p=—I19°C w dwumetyloforma-
midzie. Otrzymany jak wyzej tréjpéptyd rozpuszcza
sie ' w 400 ml 33%-owego roztworu bromowodoru w

lodowatym kwasie octowym, pozostawia w ciggu -

1 godziny w temperaturze 20°, podgeszcza do obje-
toéci 200 ml, wytraca eterem etylowym, przesgcza,
wymywa octanem etylu i suszy.

Uzyskuje sie 72 g H-/NiOy/Arg-/NO,/-Arg-Pro-OH.
3 HBr o temperaturze topnienia 84° (z rozkladem).
(alfa)p® = —19° w 95%-owym kwasie octowym. Do
roztworu zlozonego z 72 g bromowodorku H-/NOz2/
Arg-/NO,/Arg-Pro-OH w 600 ml dwumetylofor-
mamidu i w 56 ml tréjetyloaminy wprowadza si¢
w temperaturze 0°C 84 g CBO-Val-Gly-/CTB/Lys-
-CTB/Lys-N,/ sporzadzonego z 85 g odpowiadaja-
cego mu hydrazydu/. Powstaly roztwér pozostawia

sie na 16 godzin w spokoju, po czym odparowuje

rozpuszczalnik. Pozostaloéé po odparowaniu roz-
puszcza sie W mieszaninie m-butanol/octan etylu
jak 2 :8 po czym wymywa dwukrotnie rozcienczo-
nym kwasem siarkowym. Roztwo6r zageszcza sie w
prézni, po czym wytraca eterem, Uzyskuje sie 90 g
CBO-Val-Gly-/CTB/ Lys-/CTB/Lys - /NO,/Arg-/NO,/
Arg-Pro-OH o temperaturze topnienia 151° (z roz-
kladem) (alfa)D = —38° w metanolu.

56 g CBO-Val-Gly-(CTB)Lys-(CTB)Lys-(NO,)Arg
(NO,)Arg-Pro-OH rozpuszcza sie w 900 ml dwu-
metyloformamidu i w 900 ml czterohydrofuranu.
Po dodaniu 6,2 ml tréjetyloaminy roztwér ozie-
bia si¢ do temperatury —10°C, po czym w tej
temperaturze dodaje sie 4,2 ml estru etylowego
kwasu chloromréwkowego. Po 10 minutach doda-
je sie 36 g H-Val(CTB)Lys-Val-Tyr-Pro-Val-NH,
w 160 mln dwumetyloformamidu, po czym miesza
dalej w temperaturze 20° w ciggu 16 godzin.
Rozpuszczalnik odparowuje sie w prézni, a pozo-
stalo§¢ wymywa wodg. Uzyskany peptyd roz-
puszcza sie' w gorgcym etanolu, po czym wytrgca

octanem etylu. Po odsgczeniu pod zmniejszo- -

nym ci$nieniem i po wysuszeniu uzyskuje sie
72 g CBO-Val-Gly-(CTB)Lys-(CTB)Lys-(NO;)Arg-
(NO.)Arg-Pro-Val-(CTB)Lys-Val-Tyr-Pro - Val-NH,
o temperaturze topnienia 190° (z rozkladem).

«(alfa)p=—2386° 'w dwumetyloformamidzie.

- T2 g CBO-Val-Gly-(CTB)Lys-(CTB)Lys-(NO,)Arg-
(NO,)Arg-Pro-Val-(CTB)Lys-Val-Tyr-Pro-Val- NH,
rozpuszcza sie w 1,5 litra 80%-owego kwasu octo-
wego, dodaje palladu jako katalizatora, uwodar-
nia do momentu, az roztwér przestanie pochla-
niaé wodér, po czym odsacza katalizator. Po
odparowaniu pozostalo§é rozpuszecza si¢ w 500 ml
metanolu, oziebia do temperatury —5°, dodaje 4,1
g kwasu toluenosulfonowego, po czym wytraca
eterem. Uzyskuje si¢ 66 g " H-Val-Cly-(CTB)Lys-
-(CTB)Lys-Arg-Arg-Pro+~ Val - (CTB)Lys-Val-Tyr-
-Pr6-Val-NH, w postaci tréj-toluenosulfonianu
o temperaturze topnienia 185° (z rozkladem).
(alfa)p?*=—42° w dwumetyloformamidzie. -

- Przyklad IIL Otrzymywanie Amidu-O-III
rzed. butylo-L-glutamylo-Im-tritylo-L-histydylo-
-L-fenylo-alanylo-L-arginylo-L-tryptofanylo - gli-
cylo-N-karbo III rzed. butoksy-L-lizylo-L-proli-
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lo-L-walilo-glicylo-N-karbo III rzed. butoksy-L-
-lizylo-N-karbo III rzed. butoksy-L-lizylo-L-
arginylo-L-arginylo-L-prolilo-L-walilo-N-karbo - III
rzed. butoksy -L-lizylo-L-walilo-L-tyrozylo-L-proli-
lo-L-waliny. (H-)OTB(Glu-(Trit)-His-Phe-Arg-Try-
-Gly-(CTB) = Lys-Pro-Val-Gly(CTB)Lys-(CTB)-Lys-
-Arg-Arg-Pro-Val-(CTB)Lys-Val-Tyr-Pro-Val-NH,).

62 g H-Val-Cly-(CTB)Lys-(CTB)Lys-Arg-Arg-
-Pro-Val-(CTB)Lys-Val-Tyr-Pro-Val-NH, 3 Tos-
-OH rozpuszcza sie¢ w 300 ml pirydyny i w 300
ml acetonitrylu. Nastepnie dodaje sie 57 g !Trit-
(OTB)Glu-Trit-/His - Phe-Arg-Try - Gly - (CTB;Lys-
-Pro-OH i po catkowitym rozpuszczeniu oziebia
sie do temperatury 0° po czym dodaje 28,6 g
karbodwuimidu dwucykloheksylu. Po 24 godzin-
nym wytirzasaniu w temperaturze 20° odsacza sie
mocznik po czym wytrgca eterem, Wytragcony
produkt dwukrotnie rozpuszcza sie w metanolu
i wytraca octanem etylu. Uzyskuje sie 90 g tréj
(toluenosulfonianu) Trit - (OTB)Glu - (Trit)His - Phe -
-Arg-Try-Gly-(CTB)Lys-Pro - Val-Gly - (CTB)Lys-
-(CTB)Lys-Arg-Arg-Pro - Val(CTB)Lys - Val - Tyr-
-Pro-Val-NH,. ‘ ‘

Temperatura  topnienia 184°C (z rozkladem).
(alfa)p®*=—51° w metanolu. (45 g Trit«(OTB)
Glu-Trit(His-Phe-Arg-Try-Gly-(CTB)Lys -Pro-Val-
-Gly-(CTB)-Lys-(CTB)-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-(CTB)"
Lys-Val-Tyr-Pro-Val-NH,. 3 Tos-OH rozpuszcza sie
w 500 ml 80% kwasu octowego, po czym pozosta-
wia w temperaturze 30° w ciagu 2 godzin, do-
daje sie 50 ml Amberlitu IRA 410 w postaci
octanowej, przesgcza, odparowuje w prézni, a po-
zostalo§€é po odparowanmiu rozpuszcza w metanolu.
Po wytraceniu eteru uzyskuje sie 40 g H-(OTB)Glu-
-(Trit)His-Phe-Arg-Try - Gly - (CTB)Lys - Pro - Val-
-Gly-(CTB)Lys-(CTB)-Lys-«(CTB)Lys-Arg-Arg -Pro-
-Val«(CTB)Lys-Val-Tyr-Pro-Val-NH,. Rozklad na-
stepuje w temperaturze 170°. (Alfa)p20=—49° w
metanolu.

Przyklad III. Otrzymywanie estru metylo-
wego L-tyrozylo-L-serylo-L-norleucyny. (H-Tyr-
-Ser-Nle-OMe).

54 g H-Ser-Nle-OMe. HCl i 63 g CBO-Tyr-OH
rozpuszcza sie¢ w 860 ml acetonitrylu, oziebia do
temperatury 0°, dodaje 28 ml Tréjetyloaminy,
oziebia do temperatury —10°C po czym dodaje
41 g karbodwuimidu dwucykloheksylu.

Mieszanine miesza sie w ciggu 16 godzin w tem-
peraturze 0° po czym odsgcza. Osad wymywa sie
1400 ml  pirydyny. Potgczone - przesgcze odparo-
wuje sie, a pozostalo§é wykrystalizowuje z octanu
etylu. Uzyskuje sie 101 g CBO-Tyr-Ser-Nle-OMe
o0 temperaturze topnienia 140—142°; (alfa)p2=—15°
w dwumetyloformamidezie).

51 g otrzymanego produktu rozpuszcza sie w 2
litrach 1 n roztworu HCl w metanolu, po czym
uwodarnia w|obecnoéci 10 g wegla osadzonego na
palladzie. Po uptywie okolo 2 godzin pobér wodo-
ru przez roztwér zostaje ukoriczony. Odsacza sie,
odparowuje, a pozostato§é wykrystalizowuje z mie-
szaniny metanol/eter (3:1). Uzyskuje sie¢ 42 g
N-Tyr-Ser-Nle-OMe-HCl. Temperatura topnienia
227° (alfa)p®=—T7° w dwumetyloformamidzie.

Przyktad IV. Otrzymywanie hydrazydu kar-
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bo-III rzed. butoksy-D-serylo-L-tyrozylo-L-serylo-
-L-norleucyny. (CTB)-D-Ser-Tyr-Ser-Nle-NHNH,).
‘60 g chlorowodorku estru metylowego D-seryny
rozpuszcza sie w 200 ml dwumetyloformamidu ' i
54 ml tréjetyloaminy, oziebia do temperatury 0°, po
czym chlorowodorek tréjetyloaminy odsacza sie.
Dwumetyloformamid odparowuje sie w wysokiej
prézni a pozostato§é rozpuszcza w 150 ml pirydyny.
Wkrapla sie 100 g azydku III rzed. butyloksy-kar-
bonylu, po czym pozostawia w temperaturze 20°
na. przeciag 2 dni. Rozpuszczalnik odparowuje sie,
a pozostaly produkt rozpuszcza w octanie etylu. Po
wymyciu wodg rozcieiczonego kwasem solnym
oraz roztworem kwaénego weglanu potasu, suszy
sie nad siarczanem sodu. Po odparowaniu octanu
etylu pozostaje CTB-D-Ser-OMe w. postaci oleju.
Ester ten rozpuszcza sie w 500 ml metanolu, po
czym pozostawia z 50 ml wodzianu hydrazyny w

temperaturze 20° na przeciag 2 dni. Po odparowa-

niu metanolu wykrystalizowuje hydrazyd. Przekry-
stalizowany z goracego octanu etylu wyodrebnia
sie 53 g CTB-D-Ser-NHNH, o temperaturze top-
nienia 114°. (alfa)p?'=—3° w dwumetyloformami-
dzie.

10 g hydrazydu CTB-D-seryny rozpuszcza sie w
temperaturze —10°C w 136 ml 1 n kwasu solnego,
zawierajacego 15 g chlorku sodu. W tej temperatu-
rze dodaje sie 160 ml octanu etylu, a nastepnie w
trzech porcjach 38 g azotynu sodu. Mieszanine po-
zostawia sie do przereagowania, podczas mieszania
w temperaturze —10°C jeszcze w ciggu 5 minut.
Warstwe octanu etylu oddziela sie, przemywa zim-
nym 10% roztworem kwasnego weglanu potasu, po
"czym suszy nad siarczanem sodu. Do osuszonego
roztworu dodaje sie roztwoér zlozony z 13 g chloro-
wodorku H-Tyr-Ser-Nle-CMe w 60 ml dwumetylo-
formamidu i w 6 ml tréjetyloaminy.

'Nastepnie octan etylu odparowuje sie w prézni,
a pozostalo§é pozostawia w temperaturze 20° w
ciggu 16 godzin. Rozpuszczalnik odparowuje sie
w prézni, a pozostato§é rozpuszcza w octanie etylu.
Roztwér ten wymywa sie rozcienczonym kwasem
fosforowym i roztworem kwa$nego weglanu po-
tasu, po czym suszy nad siarczanem sodu. Po od-
parowaniu rozpuszczalnika i wytragceniu eterem
otrzymuje sie 15 g CTB-D-Ser-Tyr-Ser-Mle-OMe
o temperaturze topnienia 135° .(alfa)p20=—6°
w metanolu.

11 g CTB-D-Ser-Tyr-Ser-Nle-OMe rozpuszcza
si¢ w 100 ml metanolu, po czym dodaje 45 ml
wodzianu hydrazyny. Roztwér pozostawia sie w
temperaturze 20° przez noc, w wyniku czego pro-
dukt wykrystalizowuje. Wykrystalizowany produkt
sgczy sie i przemywa metanolem i eterem nafto-
wym. Otrzymuje sie 7,7 g hydrazydu CTB-D-Ser-
-Tyr-Ser-Nle o temperaturze topnienia 210°
(alfa)p20°=+86,4° w dwumetyloformamidzie.

Przyktad V. Otrzymywanie amidu D-Sery-
lo-L-tyrozylo-L-serylo-L-norleucylo-L - glutamylo-
-L-histydylo-L-fenyloalanilo-L-arginylo-L-trypto-
fanylo-Glicylo-L-lizylo-L-prolilo- L -walilo-glicylo-
-L-lizylo-L-lizylo-L-arginylo-L-arginylo- L-prolilo-
-L-walilo-L-lizylo-L-walilo-L-tyrozylo-L-prolilo-L-
-waliny. (D-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu-His-Fhe-Arg-Try-
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10
-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg - Pro-Val-
-Lys-Val-Tyr-Pro-Val-NH;) (Fig.2).

2,0 g CTB-D-Ser-Tyr-Ser-Nle-NHNH, (przyklad
IV) rozpuszcza si¢ w 12 ml dwumetyloformamidu,
dodaje 4 ml wody, oziebia do temperatury — 10°,

‘dodaje 2 ml 6 n kwasu solnego, po czym dodaje

280 mg azotynu sodu, miesza w ciggu 5 minut w
temperaturze — 5°, nastepnie dodaje 300 ml, 0,2 n
roztworu kwasnego weglanu potasu i odwirowuje.
Otrzymany CTB-D-Ser-Tyr-Ser-Nle-N; octanu
rozpuszcza si¢ w 50 ml dwumetyloformamidu, do-
daje 10,5 g H-Glu-(OTB)-Trit)-His-Phe-Arg-Try-
-Gly-(CTB)Lys-Pro-Val-Gly-(CTB)Lys - (CTB)-Lys-
-Arg-Arg - Pro-Val-(CTB)Lys-Val - Tyr - Pro - Val-
-NH,, pozostawia w spokoju, w temperaturze 0° w
ciggu 12 godzin, dodaje dalszg ilo§é azydku czte-
ropeptydu, wytworzonego z 2,0 g CTB-D-Ser-Tyr-
Ser-Nle-NHNH,, pozostawia w spokoju w tempe-
raturze 0° w ciagu 6 godzin, odparowuje, miesza
z octanem etylu, wymywa goracym acetonem i
octanem etylu po czym suszy w prézni.

‘Uzyskany produkt rozpuszcza sie w 100 ml 90%
kwasu tréjfluorooctowego, pozostawia w atmosfe-
rze azotu w temperaturze 20° przez 1 godzine) od-
parowuje, miesza z octanem etylu, odsgcza i su-
szy. Uzyskany produkt rozpuszcza si¢ w 500 ml
0,2 n kwasu octowego, przepuszcza roztwér przez
amberlit IRA-410 w postaci octanowej, saczy i lio-
filizuje. Po wysuszeniu nad wodorotlenkiem sodu
otrzymuje si¢ 7,6 g 10-cio wodnego siedmiooctanu
H-D-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu-His- Phe -Arg-Tyr - Gly-
-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val - Lys-
-Val-Tyr-Pro-Val-NH,, ktéry przy przeprowadza-
niu oznaczefi chromatograficznych w czasie elek-
troforezy zachowuje sie jak substancja homoge-
niczna. (W wyniku calkowitej hydrolizy ustala sie
nastepujgcy sklad aminokwas6w: Ser-;,y Tyry,
Nley,; Gluye Hisy, Phey, Args,; Glyae Lyss: Prog
Val;,o).

Wyniki mikroanalizy:
obliczono: C 51,9 H75 N 162 O 244%
znaleziono: C 52,1 H 175 N 158 O 24,8%

Temperatura: topnienia: 209° 2z rozkladem
(alfa)pt*=—80° w 1 n kwasie octowym.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb. wytwarzania nowego pentakozapepty-
du o wzorze amidu D-serylo-L-tyrozylo-L-serylo-
-L-norleucylo-L-glutamylo-L- histydylo-L- fenylo -
alanylo-L-arginylo-L-tryptofanylo-glicylo-L-lizylo-
-L-prolilo-L-walilo-glicylo-L-lizylo-L-lizylo-L-ar-
ginylo - L - arginylo-L-prolilo-L-walilo-L-lizylo-L-
-walilo-L-~tyrozylo-L-prolilo-L-waliny, ewentualnie
w postaci jego spli addycyjnych lub zwiazkéw
kompleksowych z . metalami cigezkimi znamienny
tym, ze od amidu N-R’-D-serylo-L-tyrozylo-L-se-
rylo-L-norleucylo-y-O-R”-L-glutamylo-Im -R’”-L-
-histydylo-L-fenyloalanylo-L-arginylo- L-tryptofa-
nylo-glicylo-¢-N-R-L-lizylo-L-prolilo-L-walilo - gli-
cylo-e-N-R-L-lizylo-e-N-R-L-lizylo -Li-arginylo-L-
arginylo-L-prolilo-L-walilo-¢ -N-R-L-lizylo-L-wa-
lilo-L-tyrozylo-L-prolilo-L-waliny, w ktérym R i
R’ oznaczajg grupy ochronne stosowane w chemii
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peptydéw do ochrony grup aminowych, R” i R
oznaczaja karboksylowe ewentualnie imidazolowe
grupy ochronne lub atom wodoru, a Im oznacza
grupe imidazolilows, odszczepia sie grupy ochron-
ne w jednym lub w kilku stopniach, a nastepnie
otrzymany pentakozapeptyd ewentualnie znanym
sposobem przeprowadza w jego aktywne pod
wzgledem terapeutycznym sole addycyjne z kwa-
sami organicznymi lub nieorganicznymi, lub prze-
prowadza w zwigzki kompleksowe z metalami
ciezkimi. :

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znmamienny tym, ze
grupy ochronne w jednym lub kilku stopniach
odszczepia sie od amidu N-R’-D-serylo-L-tyrozylo-
-L-serylo-L-norleucylo-y-O-III rzed. butylo-L-
=glutamylo-IM-tr6jfenylometylo-L-histydylo-L-fe-
nyloalanylo-L-arginylo-L-tryptofanylo-glicylo-e-N-
-R-L-lizylo-L-prolilo-L-walilo-glicylo-¢ -N-R-L-li-
zylo-e-N-R-L-lizylo-L-arginylo-L-arginylo-L-proli-
lo-L-walilo-¢-N-R-L-lizylo-L-walilo-L-tyrozylo-L-
-prolilo-L-waliny, w ktérym R i R’ oznaczaja
grupy ochronne stosowane w chemii peptydéw
do ochrony grup aminowych.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, 2 znamienny tym,
ze grupy ochronne odszczepia sie od amidu N-R’-
- D - serylo-L-tyrozylo-L-serylo-L-norleucylo-y-O -
-III rzed. butylo-L-glutamylo-IM-tr6jfenylomety-
lo-L-histydylo-L-fenyloalanylo-L-arginylo-L-tryp-
tofanyloglicylo-e-N-R-L-lizylo-L-prolilo -L.- walilo-
-glicylo-e-N-R-L-lizylo-e-N-R-L-lizylo-L-arginylo-
-L-arginylo-L-prolilo-L-walilo-e -N-R-L-lizylo-L-
~walilo-L-tyrozylo-L-prolilo-L-waliny, w ktérym
R i R’ maja znaczenie wyzej podane, wytworzone-
go na drodze kondensacji amidu L-walilo-¢ -N-
- R-L-lizylo-L-walilo-L-tyrozylo-L-prolilo- L.- wali-
ny, w ktérym R ma wyzej podane znaczenie z
N-karbobenzoksy-L-walilo-glicylo-¢ -N-R-L-lizylo-
-e- N-R-L-lizylo-nitro-L-arginylo-nitro-L-arginy-
lo-L-proling, w ktérej R ma wyzZej podane zna-
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czenie i nastepnej kondensacji otrzymanego ami-
du N-karbobenzoksy-L-walilo-glicylo-e-N-R-L-li-
zylo-e¢ -N-R-L-lizylo-nitro-L-arginylo-nitro-L-ar-
ginylo-L-prolilo-L-walilo-¢-N-R-L-lizylo-L-walilo-

-L-tyrozylo-L-prolilo-L-waliny, w ktérym R ma'

wyzej podane znaczenie, po odszczepieniu grupy
nitrowej oraz grupy karbobenzoksylowej z N-tréj-
fenylometylo-y-O-III  rzed. butylo-L-glutamylo-
-Im-tréjfenylometylo-L-histydylo-L- fenyloalanylo-
-L-arginylo-L-tryptofantylo-glicylo-e-N-R - L-lizy-
lo-L-proling, w ktérej R ma wyzej podane zna-
czenie i kondensacji otrzymanego amidu N-tréj-
fenylometylo-y-O-rzed. butylo-L-glutamylo-Im-
tréjfenylometylo-L-histydylo-L-fenyloalanylo-L-ar-
ginylo - L - tryptofanylo-glicylo-e-N-R-L-lizylo - L-
-prolilo-L-walilo - glicylo - € - N - R - L. - lizylo-¢e-N-
-R-L-lizylo-L-arginylo-L-arginylo-L-prolilo-L-wa-
1ilo-e-N-R-L-lizylo-L-walilo-L-tyrozylo-L-prolilo-
-L-waliny, w ktérym R ma wyzej podane znacze-
nie, po odszczepieniu grupy o-N-tréjfenylometylo-
wej z azydkiem N-R’-D-Serylo-L-tyrozylo-L-sery-
lo-L-norleucyny w ktérym R’ ma wyzej podane
znaczenie.

4. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
grupy ochronne odszczepia sie¢ od amidu N-R’-D-
-serylo-L-tyrozylo-L-serylo-L-norleucylo -y - O-III
rzed. butylo-L-glutamylo-Im-tr6jfenylometylo-L-
-histydylo - L. - fenyloalanylo- Li-arginylo-L-trypto-
fanyloglicylo-e-N-R-L-lizylo-L-prolilo - L. - walilo-
-glicylo-e-N-R-L-lizylo-¢-N-R-L-lizylo-L-arginylo-
-L-arginylo-L-prolilo - L. - walilo-e-N-R-L-lizylo-L-
walilo-L-tyrozylo-L-prolilo-L-waliny, w ktérym
grupe ochronng R stanowi grupa karbo-III rzed.
butoksylowa, karbo-III rzed., amyloksylowa, kar-
bobenzoksylowa, grupa toluenosulfonylowa, ftalilo-
wa, formylowa i tréjfluoroacetylowa, a grupe
ochronng R’ grupa tré6jfenylometylowa, karbo-III-
rzed. butoksylowa, karbo-III rzed. amyloksylowa,
karbobenzoksylowa, grupa tréjfluoroacetylowa,
acetylowa, chloroacetylowa i formylowa.
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