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Sposéb wytwarzania nowego peptydu o dzialaniu ACTH

1

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia nowego peptydu o dzialaniu ACTH o wzorze
amidu D-serylo-L-tyrozylo-L-serylo -L-norleucylo-
-L-glutamylo-L- histydylo-L-fenyloalanilo -L-ar-
“ginilo-L-tryptofilo-glicylo -L-lizylo -L-prolilo-L-
-walilo-glicylo -L-lizylo-L-lizylo-L-lizyny, jak réw-
niez peptydu zawierajgcego zamiast reszty gluta-
mylowej reszte glutaminy oraz ich -addycyjnych
soli z kwasami i zwigzké6w kompleksowych.

Znane sg np. z opisu patentowego nr 59570, pep-
tydy o dzialaniu ACTH, zawierajgce aminokwas o
konfiguracji D jako pierwszy aminokwas od ami-

. dowego konca sekwencji.

Peptydy te, w por6éwnaniu z dotychczas znany-
mi charakteryzuja sie wyzszg aktywno$cig adreno-
kortykotropowa, przy czym szczegblnie wysoka
aktywno$é wykazujg peptydy o sekwencji Dser!-
-Bi—9-kortykotropiny.

Wada tych peptyd6w jest to, ze grupy arginylo-
we umiejscowione w polozeniu 17,18 ze wzgledu
‘na obecnogé grupy guanidowej w bocznym lancu-
chu aminokwasu, stanowig przeszkode steryczna,
‘w znacznym stopniu utrudniajgcg synteze tych
zwigzkow.

Stwierdzono, ze mozna wytworzyé amid oktade-
kapeptydu o znacznie wyzszej aktywno$ci adreno-
kortykotropowej, jezeli we fragmentach uzytych do
jego syntezy zastapi sie odpowiednio, grupe metio-
niny, usytuowang w zwigzku koficowym w poloze-
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niu 4, grupg norleucyny, a reszty arginylowe w
_potozeniu 17,18 resztami lizyny.

Wytworzony amid o sekwencji D-serl-norleu’-
-liz 171881—18_kortykotropino-liz18 jest latwiejszy do
syntezy od znanej D-serl-fl—19:kortykotropiny
gdyz nie zawiera reszt arginylowych w polozeniu
17,18 utrudniajacych przebieg syntezy.

Otrzymany sposobem wedlug wynalazku peptyd
mozna przeprowadzié- w sole addycyjne z kwasami
lub w zwiazki kompleksowe. Jako addycyjne sole
Z kwasami wymienié nalezy szczegélnie sole kwa-

"s6w nadajacych sie do stosowania terapeutycznego,

takich jak kwas solny, kwas octowy, zwlaszcza
trudno rozpuszczalne sole jak siarczany, fosforany
lub sulfoniany.

Pod pojeciem zwigzkéw kompleksowych naleiy
rozumieé zwigzki kompleksowe o nie wyjasnionej
strukturze, powstajgce przy traktowaniu peptydéw
zwigzkami organicznymi lub nieorganicznymi, po-
wo&'ujacymi przediuzenie adrenokortykotropowej
aktywno$ci peptydu. Takimi organicznymi substan-
cjami sg zwiagzki metali takich jak wapn, magnez,
glin, kobalt, a zwlaszcza cynk, korzystnie trudno
rozpuszczalne sole jak fosforany, pirofosforany jak
réwniez wodorotlenki tych metali.

Substancjami organicznymi powodujgcymi prze-
dluzenie dzialania sg np. nieantygenowe zelatyny,
np. oksypolizelatyna, poliwinylopirolidon i karbo-
ksymetyloceluloza, jak réwniez sulfoniany lub fos-
forany kwasu alginowego, dekstryny, polifenoli i
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polialkoholi, zwtlaszcza fosforan polifloretyny i
kwasu fitynowego, jak i polimery i kopolimery
kwas6w aminowych, np. protamina a w szczegél-
noSci aminokwasé6w wykazujgcych przewazajacy
udzial kwasnych a-aminokwas6w, jak kwas gluta-
minowy i asparaginowy.

Nowe zwigzki wykazujg silniejszg aktywno$é
ACTH od tych peptydéw, ktoére zawieraja w se-
kwencji jako pierwszy aminokwas, aminokwas o
konfiguracji L i dlatego tez moga one by¢ stosowa-
ne w medycynie i weterynarii, np. zamiast hormo-
néw naturalnych.

Nowe peptydy wytwarza sie znanymi metodami
otrzymywania dilugotancuchowych peptydéw, przy
zastasowaniu D-Zseryny jako N-koficowego amino-
kwasu. Aminokwasy lgczy sie w obranej kolejno$-
ci pojedynczo lub po uprzednim utworzeniu z nich
mniejszych jednostek peptydowych. W koncowym
etapie syntezy grupy ochraniajace odszczepia sig
jedno- lub ewentualnie wielostopniowe.

Spos6b wedlug wynalazku polega na tym, ze z
amidu D-serylo-L-tyrozylo -L-serylo-L-norleucylo-
-L-glutamylo-L-histydylo -L-fenyloalanilo -L-argi-
nilo-L-tryptofilo-glicylo -L-lizylo-L-prolilo -L-wa-
lilo-glicylo -L-lizylo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizyny lub
odpowiedniego zwigzku, ktéry zamiast reszty glu-
tamylowej posiada reszte glutaminy, w ktérych to
peptydach chronione sg, co najmniej grupa oa-ami-
nowa i grupy aminowe, w l!ancuchach bocznych,
jak tez koncowa grupa karboksylowa i ewentual-
nie grupy karboksylowe obecne w lancuchach bocz-
nych, odszczepia sie¢ grupy ochronne i otrzymane
zwigzki ewentualnie przeprowadza sie¢ w ich addy-
cyjne sole z kwasami lub w zwigzki kompleksowe.

Egczenie sie aminokwaséw i/lub jednostek pep-
tydowych odbywa sie w ten spos6b, ze aminokwas
lub peptyd posiadajacy chroniong grupe a-amino-
wa i -aktywowana koficowg grupe karboksylowa
poddaje sie reakcji z aminokwasem lub peptydem
z wolng grupa a-aminowg i wolna lub chroniong,
np. estryfikowang lub amidowang koficowa grupag
karboksylowg albo aminokwas lub peptyd z akty-
wowang grupg o-aminowg i chroniong koncowsa
grupg karboksylowg poddaje sie reakcji wymiany
z aminokwasem lub peptydem o wolnej grupie kar-
boksylowej i chronionej grupie a-aminowej.

Grupa karboksylowa moze zostaé uaktywniona
przez przeprowadzenie w kwasowy halogenek, azy-
dek, bezwodnik, imidazolid, izoksazolid lub akty-
wowany ester jak ester cyjanometylowy, karboksy-
metylowy, p-nitrofenylowy, lub przez reakcje z
karbodwuimidem (ewentualnie z dodatkiem imidu
N-hydroksybursztynowego) lub N,N’-karbonylo-
-dwuimidazolem. Grupe aminowg mozna uaktyw-
ni¢ np. poprzez reakcje z amidofosforanem. Jako
najczeSciej stosowane metody wymienié nalezy me-
tody: karbodwuimidowsa, azydowa, metode uakty-
wnionego estru i metode bezwodnikowa. Nalezy
réwniez wymienié synteze oparta na nosniku be-
dacym substancja stalg, w ktérej peptyd zostaje
rozbudowany od konca karboksylowego, zwigzane-
go w formie estrowej w polimer poprzez konden-
sacje z kolejnymi aminokwasami.

Nie biorgce udzialu. w reakcji wolne, funkcyjne
grupy chroni sie za pomocag reszt tatwo dajacych

10

15

2C

25

30

35

45

50

55

60

65

4 .

sie odszczepiaé na drodze hydrolizy lub redukcji-
Grupy karboksylowe chronione s szczegblnie przez
estryfikacje, np. metanolem, III-rzed. butanolem,
alkoholem benzylowym, alkoholem p-nitrobenzylo-
wym, grupy aminowe natomiast sg chronione przez.
wprowadzenie grupy tozylowej, tr6jfenylometylo-
wej, formylowej, tréjfluoroacetylowej, o-nitrofe-
nylosulfenylowej, ftalilowej lub grupy karboben-
zoksylowej, lub barwnych grup ochronnych jak
grupa p-fenyloazobenzyloksykarbonylowa i p-/p’-
-metoksyfenyloazo/-benzyloksykarbonylowa, lub w
szczegblnoSci reszty III-rzed. butyloksykarbonylo-
wej.

Do ochrony grupy aminowej w ugrupowaniu
guanidowym argininy stosuje sie¢ grupe nitrowa,
wspomniana grupa aminowa nie musi jednak byé
koniecznie chroniona w czasie reakcji. Grupa imi-
nowa histydyny moze byé ochraniana przez reszte
benzylowg lub tréjfenylometylowa. .

Przeksztalcenie chronionej grupy aminowej lub
iminowej w wolng grupe, jak réwniez przeprowa-
dzenie funkcyjnie zmienionej grupy karboksylowej
w wolng grupe karboksylowag nastepuje w toku
procesu znanymi metodami przez traktowanie Srod-
kami hydrolizujgcymi lub redukujgcymi.

Korzystny sposéb polega na tym, ze trzy pierw-
sze aminokwasy zawarte w tr6jpeptydzie H-D-ser-
-tyr-OH (skrécony sposéb pisania odnosi sie do L-
aminokwaséw, jezeli D nie jest wyszczegélnione)
lub ponadto 4 aminokwasy zawarte w tetrapepty-
dzie kondensuje sie¢ z nastepnymi aminokwasami
heptapeptydu lub heksapeptydu az do 10 amino-
kwas6w, korzystnie stosujgc metode azydowsa, a
nastepnie otrzymany dekapeptyd kondensuje sie z
amidem oktapeptydowym do aminokwaséw 11—18.
Przy tej kondensacji stosuje sie jako metode sprze-
gania korzystnie metode karbodwuimidowg lub
metode uaktywnionego estru, przede wszystkim za
pomocg estru p-nitrofenylowego. W ostatnim przy-
packu ester p-nitrofenylowy dekapeptydu nie mu-
si byé wyizolowany, lecz moze sie tworzyé sam w
etapie kondensacji z dekapeptydu posiadajgcego
wolng grupe karboksylowg, p-nitrofenolu i dwu-
cykloheksylokarbodwuimidu.

Dekapeptyd przedstawia sie wiec jako a-amino
chroniony peptyd posiadajgcy wolng grupe karbo-
ksylowg lub grupe p-nitrofenyloestrowg. Boczno-
lancuchowe grupy aminowe znajdujace sie w pep-
tydach przeznaczonych do kondensowania sg prze-
‘waznie chronione przez grupe III-rzed.-butyloksy-
karbonylowa, a grupa karboksylowa przez grupe
III-rzed. butyloestrowg. Grupy ochronione moga
byé odszczepione w ostatnim stopniu procesu ‘za
pomocg kwasu tréjfluorooctowego.

" W zalezno$ci od sposobu postepowania otrzymu-
je sie nowe zwigzki w postaci zasad lub ich soli.
Z soli mozna otrzymaé w znany sposéb zasady.
Z tych ostatnich mozna otrzymaé ponownie sole
przez reakcje z kwasami stosowanymi do wytwa-
rzania soli o dziataniu terapeutycznym np. przez
reakcje z kwasami nieorganicznymi jak kwasy
chlorowcowodorowe, np. kwas solny, kwas bro-
mowodorowy, kwas nadchlorowy, kwas azotowy,
kwas tiocyjanowy, kwasy siarkowe, lub fosforowe,
lub z kwasami organicznymi jak kwas mréwkowy,
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kwas octowy, kwas propionowy, glikolowy, mlekowy,
pirogronowy, szczawiowy, malonowy, bursztynowy,
maleinowy, fumarowy, jabtkowy, winowy, cytryno-
wy, askorbinowy, hydroksymaleinowy, dwuhydro-
ksymaleinowy, benzoesowy, fenylooctowy, kwas 4-
-aminobenzoesowy, 4-hydroksybenzoesowy, antra-
nilowy, cynamonowy, kwas migdatowy, salicylowy,
4-aminosalicylowy, 2-fenoksybenzoesowy, 2-aceto-
ksybenzoesowy, metanosulfonowy, etanosulfonowy,
hydroksyetanosulfonowy, benzenosulfonowy, p-to-
luenosulfonowy, naftalenosulfonowy lub kwas sul-
fanilowy. ’

Otrzymane wedlug wynalazku peptydy moga
znalezé zastosowanie w postaci preparaté6w farma-
ceutycznych. Preparaty te zawierajg peptydy w
mieszaninie z farmaceutycznymi, organicznymi lub
nieorganicznymi substancjami bedgcymi no$nika-
mi nadajgcymi sie do stosowania ustnego lub po-
zajelitowo.

Do tego samego celu mogg stuzyé réwniez sub-
stancje nie reagujgce z polipeptydami jak na przy-
ktad zelatyna, cukier mlekoWy, glukoza, s61 ku-
chenna, skrobia, stearynian magnezu, talk, oleje
roslinne, alkohole benzylowe, guma ro$linna, poli-
alkilenoglikole, wazelina, cholesteryna, lub inne
znane nos$niki lek6w. : .

Preparaty farmaceutyczne mogg wystepowaé na
przyklad jako liofilizaty lub w postaci ptynnej jako
roztwory, zawiesiny -lub emulsje. Ewentualnie sg
one réwniez sterylizowane i/albo zawieraja $rodki

pomocnicze, jak Srodki konserwujgce, stabilizujace, .

zwilzajgce lub emulgujgce. Moga one zawieraé
réwniez inne terapeutycznie cenne substancje.
Mozna je np. laczyé z dodatkami uzywanymi w
terapii ACTH w celu przediuzenia dzialania, jak
np. oksypolizelatyng, fosforanem polifloretyny, kar-
boksymetylocelulozg lub z wyzej wspomnianymi
trudno rozpuszczalnymi zwigzkami metali, w szcze-
gélnosci fosforanami, pirofosforanami lub wodoro-
tlenkiem cynku.

W celu przediuzenia aktywno$ci, nowe peptydy
mozna przeprowadzi¢é w ich kompleksy z polimera-
mi lub kopolimerami aminokwaséw, zwlaszcza ta-
kich, ktére wykazujg przewazajacy udzial kwa$-
nych a-aminokwaséw jak kwas glutaminowy lub
asparaginowy o konfiguracji L-, D- lub D, L-.
Wspomniane polimery lub kopolimery wykazujg w
faficuchach bocznych wolne grupy karboksylowe,
podczas gdy koncowa grupa karboksylowa jest
wolna lub funkcjonalnie zmieniona i moze np. wy-
stepowaé jako grupa estrowa lub jako niepodsta-
wiona lub podstawiona przez reszty weglowodoro-
we, przede wszystkim nizsze grupy alkilowe, grupa
amidowa. ’

Ciezar czgsteczkowy polimeréw moze wahaé sie
w granicach 10000—100000, przewaznie jednak wy-
nosi 20000—80000. Do wytwarzania preparatéw sto-
suje sie korzystnie rozpuszczalng w wodzie, fizjo-
logicznie przyswajalng s6l, np. s61 sodowg lub amo-
nowa, lub s6l z jedng organiczng zasadg jak tr6j-
etyloamina, prokaina, dwubenzyloamina, lub inny-
mi trzeciorzedowymi zasadami zawierajgcymi azot.

Polimery sa znane lub mozna je wytworzyé zna-
nymi sposobami, np. wedlug metod opisanych przez
M. Idelsona i wspoétautoré6w (J. Am. Chem. Soc. 80,
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4631 [1958]). Mozna np. poddaé reakcji ester III-
-rzed.-butylowy- lub ester y-benzylowy-a-karbo-
ksybezwodnika kwasu glutaminowego, w $rodowis-
ku dioksanu z amoniakiem lub aming, wystepujg-
cych w okreSlonym stosunku molowym, np. 100:1
(w zaleznoSci od zadanego stopnia polimeryzacji)
i po zakonczeniu procesu polimeryzacj,i odszczepié
grupy ochronne, np. grupe benzyloksylowa za po-
mocg bromowodoru w lodowatym kwasie octowym,
grupg III-rzed.-butyloksylowg kwasem tréjfluoro-
octowym.

W celu wytworzenia polimeré6w o _jednolitej,
okreSlonej dlugoéci lancucha, mozna je réwniez
syntetyzowaé znanymi w chemii peptydéw metoda-
mi (metoda karbodwuimidowa, metoda azydowa i
tym podobne). Stezenie polimeréw w preparatach
farmaceutycznych zalezne jest od rozpuszczalnosci
odpowiednich soli oraz od lepko$ci. Polimer powi-
nien wystepowaé¢ w preparatach w formie rozpusz-
czonej (odpowiedniej do podawania w postaci za-
strzykéoéw).

Sposéb wedlug wynalazku opisano w ponizszym
przyktadzie. Temperatury podane s w stopniach
Celsjusza.

Chromatograficzne cienkowarstwowe uklady o-
znaczone nastepujgco:

Uktad 43 A: III-rzed.-alkohol amylowy — izo-
propanol-woda (67:26:7)

Ukltad 43 C: III-rzed.-alkohol amylowy — izo-
propanol-woda (51 : 21 : 28)

Uklad 52: n-butanol — lodowaty kwas octowy-
-woda (100 : 10 : 30) '

Uktad 52 A: n-butanol — lodowaty kwas octo-
wy-woda (67:10: 23)

Uklad 100: octan etylu-pirydyna
kwas octowy-woda (62:21:6:11)

Uklad 101: n-butanol-pirydyna — lodowaty kwas
octowy-woda (38:24:8:30)

Zastosowano nastepujgce skréty:
Z = grupa karbobenzoksylowa
BOC = grupa III-rzed.-butyloksykarbonylowa
tBu = grupa III-rzed.-butylowa

Przyktad. 1) H-norleu-OCHj,

Tworzy sie zawiesine z 18,4 g L-norleucyny i
57 g metanolu i dodaje w ciggu 30 minut w tem-
peraturze —15°C podczas mieszania 11 ml chlorku
tionylu. Miesza sie jeszcze przez dalsze 30 minut
w temperaturze —15°C, a nastepnie prowadzi sie
je w temperaturze 0°C i pokojowej, po 90 minut
w kazdej temperaturze. Po 3 godzinach stania w
temperaturze 40°C roztwér odparowuje sie do su-
cha w temperaturze 35°C, a pozostato$é krystalizu-
je z mieszaniny aceton-heksan (2:1). Temperatura
topnienia uzyskanego zwigzku wynosi 140—141°C.

18,1 g chlorowodorku otrzymanego w wyzej po-
dany sposéb rozpuszcza sie w 20 ml wody, przy-
krywa 200 ml warstwa eterowg i zadaje w tempe-
raturze 0°C 40 ml zimnego nasyconego roztworu
weglanu wapnia. Faze wodng ekstrahuje sie kilka-
krotnie eterem, nastepnie wszystkie ekstrakty ete-
rowo zlewa sie razem, -osusza bezwodnym siarcza-
nem sodu i odparowuje pod wysokg prézniag w
temperaturze 0°C. Otrzymany wolny ester ma po-
staé przezroczystego oleju

lodowaty
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2) BOC-ser-norleu-OCHjg

Roztwér skladajacy sie z 22,3 g wodzianu BOC-
-L-seryny w 270 ml acetonitrylu zadaje sie roz-
tworem skladajgcym sie z 14,3 g estru metylowe-
go L-norleucyny w 65 ml acetonitrylu. Mieszanine
oziebia sie do —5°C, dodaje 22,7 g karbodwuimidu
dwucykloheksylowego w 35 ml acetonitrylu, mie-
sza jeszcze godzine w temperaturze —5°C, a na-
stepnie przez noc w temperaturze 0°C, uwalnia od
dwucykloheksylomocznika i odparowuje roztwor
w temperaturze 35°C. Pozostalo§¢ przenosi sie do
octanu etylu, roztwér przemywa 1 n roztworem
kwasu solnego, 1 n roztworem kwasnego weglanu
sodu i nasyconym roztworem chlorku sodu, a na-
stepnie odparowuje. Krystaliczny dwupeptyd top-
nieje w temperaturze 69—71°C.

3) H-ser-norleu-OCHj,

28,0 g BOC-ser-norleu-OCH; rozpuszcza si¢ w
320 ml 90"/o kwasu tréjfluorooctowego i pozostawia
na 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po za-
geszczeniu roztworu do polowy jego pierwotne)
objeto$ci, zadaje sie go 500 ml eteru, przy czym
wykrystalizowuje tréjfluorooctan.

24,2 g trojfluorooctanu rozpuszcza sie w 35 ml
wody, roztwor zadaje sie 700 ml chloroformu i
mieszajgc w temperaturze 0°C dodaje 210 ml na-
syconego roztworu weglanu potasu. Z fazy chloro-
formowej uzyskuje 16,1 g krystalicznego estru dwu-
peptydu posiadajgcego temperature topnienia 84—
—385°C.

4) BOC-tyr-ser-norleu-OCH;

196 g BOC-tyr-OH i 16,1 H-ser-norleu-OCHj;
rozpuszcza ‘sie w mieszaninie sktadajgcej sie z 350
ml acetonitrylu i 17,5 ml dwumetyloformamidu, za-
daje sie w temperaturze —5°C roztworem zawie-
rajacym 15,9 g karbodwuimidu dwucykloheksylu
w 175 ml acetonitrylu, a nastepnie miesza sie w
ciggu 1 godziny w temperaturze —5°C, potem przez
calg noc w temperaturze 0°C. Mieszanine uwalnia
sie od dwucykloheksylomocznika, przemywa poda-
nym wyzej sposobem i roztwér odparowuje. O-
chraniany ester tréjpeptydowy po przekrystalizo-
waniu topnieje w temperaturze 143—145°C.

5) H-tyr-ser-norleu-OCH;

27,3 g chronionego estru tréjpeptydowego roz-
puszcza sie w metanolowym roztworze zawieraja-
cym 82,5 ml ln-kwasu solnego, pozostawia na 2
godziny w temperaturze pokojowej, a nastepnie
zadaje sie eterem w objetosci 1,5 litra. Otrzymuje
sie ‘chlorowodorek wolnego estru tréjpeptydowego,
ktéry po przekrystalizowaniu topi sie w tempera-
turze 218—220°C (rozktad).

14,2 g otrzymanego chlorowodorku rozpuszcza
sie w 20 ml wody zawierajgcej warstwe eterowg w
objetoSci 400 ml i zadaje, w temperaturze 0°C,
100 ml nasyconego roztworu weglanu potasu. Wol-
na zasada po przekrystalizowaniu topnieje w tem-
peraturze 84—86°C.

6) BOC-D-ser-tyr-norleu-OCHj,

134 g H-tyr-ser-norleu-OCH, rozpuszcza si¢ w
250 ml acetonitrylu i po dodaniu 15 ml dwumety-
loformamidu zadaje 7,35 g BOC-D-seryny. W tem-
peraturze —5°C dodaje si¢ roztwoér 7,45 g dwu-
cykloheksylokarbodwuimidu w 30 ml acetonitrylu,
nastepnie miesza sie¢ w temperaturze —5°C przez
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1 godzing, a potem przez calg noc w temperaturze
0°C. Roztwér uwalnia sie od dwucykloheksylo-
mocznika i odparowuje. Chroniony ester czteropep-
tydowy topnieje po przekrystalizowaniu w tempe-
raturze 149—151°C (rozklad).

7) BOC-D-ser-tyr-ser-norleu-NH-H-NH,

11,65 g estru czteropeptydowego rozpuszcza sie
w £0 ml metanolu, dodaje do roztworu 4,8 ml wo-
dzianu hydrazyny i pozostawia mieszanine w tem-
peraturze pokojowej na przecigg 24 godzin. Na-
stepnie dodaje sie do mieszaniny 50 ml wody i
miesza tak dlugo, az zelazopodobny produkt w pel-
ni nie przekrystalizuje. Uzyskany prbdukt topnieje
w temperaturze 205—207°C.

8) BOC-D-ser-tyr-ser-norleu-glu- (OtBu)-his-fen-
-arg-try-gli-OH.

8,75 g BOC-D-ser-tyr-ser-norleu-NH-NH, roz-
puszcza sie w 75 ml dwumetyloformamidu i zadaje
podczas mieszania w temperaturze -—15°C, 20 ml
2 n roztworu chlorowodoru w lodowatym kwasie
octowym. Nastepnie dodaje sie 1,65 g trzeciorzedo-
wego azotynu butylu, miesza roztwor w ciggu 10
minut w temperaturze —15°C i zadaje 5,5 ml troj-
etyloaminy. Tak otrzymany roztwér BOC-cztero-
peptydoazydu wprowadza sie kroplami do roztwo-
ru skladajacego sie z 10 g H-glu-(OtBu)-his-fen-
-arg-try-gli-OH, 225 ml dwumetyloformamidu i 12
ml wody, oziebionego do temperatury —10°C.

Mieszanine reakcyjng miesza sie w ciggu 20 go-
dzin w temperaturze 0°C, a nastepnie zadaje 900
m] wody. Bezpostaciowy dekapeptyd odsgcza sie
na nuczy i przemywa roztworem dwumetyloforma-
midu (woda i dwumetyloformamid w stosunku
5:1) i acetonitrylem. Po powtérnym wytrgceniu
z wodnego acetonitrylu i usunieciu wilgoci po-
wietrza otrzymuje sie 12,9 g czystego ochronionego
czterowodzianu dekapeptydu posiadajgcego tempe-
rature topnienia 215—218°C (rozklad); ( ]230 = 18°%
+2°C/c = 0,5 w roztworze pirydyna-woda 1:1).
Cienkowarstwowy chromatogram na silikazelu wy-
kazuje jednolitos¢ zwigzku: Rf (52) = 0,3.

9) BOC-D-ser-tyr-ser-norleu-glu- (OtBu)-his-fen-
-arg-try-gli-liz- (BOC)-pro-wal-gli-liz- (BOC)-liz-
(BOC)-1iz(BOC) -1iz(BOC)-NH,

1 g BOC-D-ser-tyr-ser-norleu-glu(OtBu)-his-fen-
-arg-try-gli-OH i 0,7 g H-liz(BOC)-pro-wal-gli-liz
(BOC)-1iz(BOC)-1iz(BOC)-1iz(BOC)-NH, (poréwnaj
opis patentowy nr 59570), zawiesza si¢ w 20 ml pi-
rydyny i 0,83 ml 1 n roztworu kwasu solnego. Za-
wiesine miesza sie¢ w ciggu 15 minut w temperatu-
rze 50°C, nastepnie dodaje sie 0,4 g dwucyklohe-
ksylokarbodwuimidu i miesza przez dalsze 3 godzi-
ny w temperaturze 50°C. W nastepnej kolejnosci
dodaje sie powtérnie takg samg ilo$¢é dwucyklohe-
ksylokarbodwuimidu i miesza przez dalsze 3 go-
dziny w temperaturze 50°C. Potem usuwa sie pod
préznig glowng cze$¢ pirydyny, pozostalosé zadaje
sie 30 ml gorgcego dwumetyloformamidu, rozciera
i odfiltrowuje nierozpuszczone czesci.

Filtrat zageszcza sie w wysokiej prézni i tempe-
raturze 40°C do objetosci okolo 5 ml i zadaje duzg
iloScig wody. Wydzielony surowy produkt dobrze
sie rozdrabnia, odsgcza na nuczy, przemywa woda
i suszy. W celu dalszego oczyszczenia, produkt wy--
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traca sie powtérnie z mieszaniny dwumetyloforma-
mid-octan etylu, a nastepnie poddaje sie przeciw-
pradowemu rozdzialowi w ukladzie rozpuszczalnika
metanol-bufor-chloroform-czterochlorek wegla (bu-
for = 28,5 ml lodowatego kwasu octowego i 19,3 g
octanu amonu w 960 ml wody). Po 120 operacjach
rozdziatu, otrzymuje sie z elementéw nr 38—54
czystag pochodng amidu oktadekapeptydu o ochro-
nionych grupach (maksymalng wagowsg ilo§é pro-
duktu otrzymuje sie z elementu nr 44, liczba po-
dzialu K = 0,58). Cienkowarstwowa chromatogra-
fia na ptytkach silikazelowych wykazuje dla pro-
duktu nastepujgce wartosci Rf:

Rf w ukladzie chloroform-metanol (75 : 25)
Rf (43 A) . . =

Stosowany jako material wyjsciowy chroniony
amid oktadekapeptydu — H-1iz(BOC)-pro-wal-gli-
-1iz(BOC)-1iz(BOC)-1iz(BOC)-1iz(BOC)-NH,; otrzymu-
je sie metoda azydowa poprzez kondensacje Z-liz
(BOC)-OH z H-1liz(BOC)-OCH; w obecnosci dwu-
cykloheksylokarbodwuimidu, przeprowadzenie chro.
nionego estru dwupeptydowego w amid za pomocg
metanolu nasyconego gazowym amoniakiem, od-
szczepienie grupy karbobenzoksylowej za pomoca
wody w obecnos$ci palladu na weglu i kondensacje
tak otrzymanego H-liz(BOC)-liz(BOC)-NH, z pep-
tydem otrzymanym metodg azydkowsa, o wzorze
Z-1iz(BOC) -pro-wal-gli-liz(BOC)-1iz(BOC)-NH-NH,,
oméwionym w opisie patentowym NRF nr 1214242,

10) H-D-ser-tyr-ser-norleu-glu-his-fen-arg-try-
-gli-liz-pro-wal-gli-liz-liz-liz-liz-NH,.

0,5 g chronionego, oczyszczonego w przeciwpra-
dowym rozdziale amidu oktadekapeptydu rozpusz-
cza sie w 10 ml lodowato zimnego 90°/0 kwasu tréj-
fluorooctowego i pozostawia roztwoér przez 1 godzi-
ne w temperaturze 25°C. Nastepnie roztwér zateza
sie pod pr6znig do niewielkiej objeto$ci i nastepnie
poprzez dodanie duzej iloSei eteru, wolnego od nad-
tlenk6w, wytrgca sie kwasng, tr6jfluorooctanows
s61 wolnego amidu oktadekapeptydu.. Hygroskopij-
ny produkt odsgcza sie na nuczy, przemywa eterem
i suszy. W celu przeksztalcenia w octan produkt
rozpuszeza sie w 1% kwasie octowym, przepuszcza
przez kolumne wypelniong stabo zasadowym wy-
mieniaczem jonowym (Merck Nr II), skad odbiera
sie produkt w postaci octanowej i przemywa pow-
térnie 1°/0 kwasem octowym.

Do eluatu dodaje sie n-oktanol i odparowuje pod
préznia w temperaturze 40°C. Pozostalto$é po od-
dzieleniu oktanolu przemywa sie eterem naftowym
i suszy. W dalszej kolejno$ci produkt rozpuszcza
sie w niewielkiej iloSci wody i liofilizuje. Otrzy-
muje sie octan amidu oktadekapeptydu, amidu D-
-seri-norleu‘-1iz1718_§1—18_kortykotropino-1iz18, w
postaci suchego, prawie bialego proszku. Amid
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oktadekapeptydu wykazuje przy elektroforezie bi-
butowej przy pH 6,3 dilugo$é przesuwu wynoszgca
10 cm (wzgledem katody) (papier: Scheicher i
Schiill 2043)b; mgl; octan pirydyfiy-bufor, 1 godzi-
na, 2000 V). W chromatogramie cienkowarstwowym
na plytkach z tlenku glinu, produkt wykazuje na-
stepujgce wartosci Rf:

Rf (52 A) = 0,18
Rf (101) = 0,25

Wytworzony sposobem wedilug wynalazku pep-
tyd przechowuje sie w warunkach nastepujacych:

Octan amidu D-ser!-norleu-liz!”18-81—18_kortyko-
tropino-liz!8, miesza si¢ w warunkach aseptycznych
z polifloretynofosforanem sodowym:'i chlorkiem so-
du i po wprowadzeniu do fiolek liofilizuje tak aby
otrzymaé suchg ampulke zawierajgca nastepujace
sktadniki: 0,5 mg wyzej wymienionego actanu ami-
du, oraz 23,20 mg 86,5% polifloretynofosforanu so-
dowego i 12,28 mg chlorku sodu.

Otrzymany octan amidu mozna réwniez (po u-
przednim przesgczeniu w warunkach sterylnych)
przechowywaé w postaci ampulek o skladzie: 0,5
mg octanu amidu kortykotropiny, 280,0 mg zelaty-
ny, 5,0 mg fenolu przy uzupelnieniu wymienionych
skladnikéw woda destylowang do objetosci 1,0 m.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania nowego peptydu o dzia-
laniu ACTH, znamienny tym, Zze z amidu D-sery-
lo-L-tyrozylo-L-serylo -L-norleucylo -L-glutamylo-
-L-histydylo-L-fenyloalanilo -L-arginilo -L-trypto-
filo-glicylo -L-lizylo-L-prolilo -L-walilo-glicylo-L-
-lizylo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizyny lub odpowiednie-
go zwigzku, zawierajgcego zamiast reszty gluta-
mylowej — reszte glutaminy, w ktérych to pepty-
dach, chronione sg co najmniej grupa a-aminowa
i grupy aminowe obecne w lancuchach bocznych,
jak tez koncowa grupa karboksylowa i ewentualnie
obecne w lancuchach bocznych grupy karboksylo-
we, odszczepia sie grupy ochronne i otrzymane
zwigzki ewentualnie przeprowadza sie w ich addy-
cyjne sole z kwasami i/lub zwigzki kompleksowe.

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
grupy ochronne odszczepia si¢ z peptydu, w kté-
rym grupy aminowe chronione sg przez grupe III-
-rzed.-butyloksykarbonylowg, a grupa karboksylo-
wa przez grupe III-rzed.-butyloestrows.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, 2, znamienny tym, ze
grupy ochronne odszczepia sie na drodze hydrolizy
kwasnej.

4. Spos6b wediug zastrz. 1—3, znamienny {ym,
Ze grupy ochronne odszczepia sie za pomocg kwa-
su tréjfluorooctowego.
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