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- Spesob wytwarzania nowego polipeptydu
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Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania nowe-
go tetrakozapeptydu 1-serylo-l-tyrozylo-l-serylo-1-
-norleucylo - 1 - glutamylo - 1 - histydylo - 1 - fe-
nyloalanilo - 1 - arginilo - 1 » tryptofanylo - glicy-
lo - 1 - lizylo - 1 - prolilo - 1 - walilo - glicylo - 1-
-lizylo - 1 - lizylo - 1 - arginilo - 1 - arginilo - 1-
-prolilo - 1 - walilo - 1 - lizylo - 1 --walilo -1 - tyro-
zylo - 1 - proliny i jego soli addycyjnych z kwa-
sami.

Polipeptyd ten mozna otrzymaé metodami zna-
nymi przy syntezie polipeptydéw, przy czym ami-
nokwasy mozna laczyé pojedynczo w kolejnosci
podanej w wymienionym wzorze lub po uprzed-
nim utworzeniu peptydéw o mniejszych czgstecz-
kach.

Wedlug wynalazku nowy tetrakozapeptyd mozna
otrzymaé na przyklad w tenj"sp‘oséb, Ze  pochodng
heptapeptydu N - karbobenzoiloksy - 1 - walilo-
-glicylo - ¢ - N - formylo - 1 - lizylo - ¢ - N - for-
mylo -1 - lizylo - N - tozylo - 1 - arginylo - N - to-
zylo - 1 - arginylo - 1 - proline traktuje sie sodem
w roztworze suchego cieklego amoniaku otrzyma-
ng 1 - walilo - glicylo - ¢ - N - formylo - 1 - lizylo-
- - N - formylo - 1 - lizylo - 1 - arginilo - 1 - ar-
ginilo - 1 - proline kondensuje z N - R - 1 - serylo-
-1 - tyrozylo - 1 - serylo - 1 - norleucylo - y - O-
-III-rzed. butylo.- 1 - glutamylo - 1 - histydylo - 1-
-fenyloalanilo - 1 - arginilo - 1 - tryptofanylo - gli-
cylo - € = N - formylo - 1 - lizylo - 1 - proling, w
ktorej R oznacza odpowiednia grupe ochronng, naj-
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lepiej grupe karbobenzoiloksylowsg, acetylows, for-
mylowa, karbo-III rzed. butoksylowa, p-nitrokar-
bobenzoiloksylowg lub tréjfenylometylows, po czym
powstatag R - serylo - 1 - tyrozylo - 1 - serylo - 1-
-norleucylo - y - O - III rzed. butylo - 1 - glutamy-
lo - 1 - histydylo - 1 - fenyloalanilo - 1 - arginilo-
-1 - tryptofanylo - glicylo - ¢ - N - formylo - 1 - li-
zylo - 1 - prolilo - 1 - walilo - glicylo - ¢ - N - for-
mylo -1 - lizylo - ¢ - N - formylo - 1 - lizylo - 1-
-arginilo - 1 - arginilo - 1 - proline, w ktérej R po-
siada wyzej podane znaczenie, poddaje sie reakecji
z estrem III rzed. butylowym 1 - walilo - ¢ - N -
-formylo - 1 - lizylo = 1 - walilo - 1 - tyrozylo - 1-
-proliny, a nastepnie w jednym lub w kilku stop-
niach odszczepia sie w kwasnym Srodowisku wszy-

. Stkie grupy ochronne nowego zabezpieczonego te-

trakozapeptydu o wzorze ‘estru IIT ried. butylowe-
go R -1 - serylo - 1 - tyrozylo - 1 - serylo - 1 - nor- '
leucylo - y - O - III rzed. butylo - 1 - glutamylo - 1-
-histydylo - 1 - fenyloalanilo - 1 - arginylo - 1 =
-tryptofanylo - glicylo - ¢ - N - formylo - 1 - lizy-
lo - 1 - prolilo - 1 - walilo - glicylo - ¢ - N - for-
mylo - 1 - lizylo - ¢ - N - formylo -1 - lizylo - 1 -
arginilo - 1 - arginilo - 1 - prolilo - 1 - walilo - ¢~
-N - formylo -1 - lizylo - 1 - walilo - 1 - tyrozylo-
-1 - proliny, w ktérym R posiada wyzej podane
znaczenie. . Ny
Produkty wyjSciowe do wytworzenia nowej po-
chodnej tetrakozapeptydu o wyzej podanym wzo-
r¥¢; o ile dotychczas nie byly‘znane, mozna otrzy- -



3 .
maé mietodami znanymi w chemii peptydéwy przy

czym aminokwasy laczy sie ze sobg pojedynczo lub
pc uprzednim utworzeniu peptydéw o mniejszych

czasteczkach Otrzymany- sposobem -wedlug wyn@-- --- -

lazky mowy tetrakozopeptyd mozna przeprowadzié¢
w sole. Jako sole wchodzg w rachube sole z kwa-
sami organicznymi takimi jak kwas octowy, pro-
pionowy, - glikolowy,. mlekowy, pirogronowy, malo-
nowy, bursztynowy, maleinowy, fumarowy, wino-
wy, cytrynowy, benzoesowy, cynamonowy, salicylo-
wy, 2-fenoksy- lub 2-acetoksybenzoesowy, mig-
dalowy, metanosulfonowy, hydroksyetanosulfono-
wy, benzeno- lub toluenosulfonowy, naftalenosulfo-
nowy, Sulfanilowy oraz kwasy wysokoczgsteczko-
we Jak kwas wbnﬁ:owx alginowy, poligalakturo-
nowy lub karboksymetyloceluloza, a takzs sole

. z kwasami nieorganicznymi jak kwas chlorowco-

wodarowy, na przyklad golny lub bromowodorowy,
siarkewy,. azatowy,  tigcyianowy i fosforowy. _

Otrzymany wedlug wynalazku tetrakozapeptyd
i jego sole posiadaja takie same biologiczne i tera-
peutyczne wlaSctwosci jak naturalna kortikotropi-
na (ACTH). Mozna go wiec na przyklad stosowaé
przy leczeniu goSéca stawowego, astmy oskrzelo-
wej, zapalenia staw6w, alergii, skazy moczanowej,
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pokrzywki, wstrzasu. anafilaktycznego, wrzodzieja-. .

cego zapalenia jelita grubego, tocznia rumieniowa-
tego, oparzen, zluszczajgcego zapalenia skéry, bia-
taczki limfatycznej, twardziny skéry, egzemy, sta-
néw zatrucia, przy chronicznym alkoholiZmie oraz
do zapobiegania atrofii kory nadnerczy przy stoso-
waniu pochodnych kortizonowych. Posiada on te
samg sile dzialania jak naturalna kortikotropina
(pomiar metoda Sayera).

‘Podczas gdy naturalng kortikotropine mozna
oczySci¢ tylko uciazliwymi i drogimi metodami
i praktycznie zawsze jeszcze zawiera wysokocza-
steczkowe bialkowe zanieczyszczenia, ktére mogag
'spov"vodowaé grozne reakcje anatfilaktyczne, to no-
‘'wy syntetyczny zwiazek moze byé otrzymany bez-
poérednio w stanie bardzo czystym bez jakichkol-
wiek zanieczyszczenl cialami o charakterze bialko-
Wym. Poza tym wytwarzanie nowego syntetycznge-
go zwigzku jest niezalezne od dysponowania gru-.
czolgmi przysadki mézgowej, ktérych otrzymanie
jest ograniczone i drogie.

Szczegblng zaleta jest fakt, ze nowy tetrakoza-
peptyd w pozycji 4 nie zawiera reszty metioniny
tak jak znany juz zwiazek 1 - serylo - 1 - tyrozylo-
1 - serylo - 1 - metionylo - 1 - glutamylo - 1 - hi-
stydylo - 1 - fenyloalanilo - 1 - arginilo - 1 - trypto-
fanylo - glicylo - 1 - lizylo - 1 - prolilo = 1 - walilo-
-glicylo - 1 - lizylo - 1 - lizylo - 1 - arginilo - 1 - ar-
ginilo - 1 - prolilo - 1 - walilo -1 - lizylo - 1 - wa-
lilo - I - tyrozylo - 1 - prolina i naturalne ACTH.

Reszta metioniny jak wiadomo latwo sie utlenia
i wskutek fego wymienione substancje przeksztal-
caja sie w postaé nieaktywng. Nowy polipeptyd
otrzymany wedlug wynalazku zawiera reszte nor-
leucyny, ktéra posiada te same steryczne -wlaSci-
‘woSci jak reszta metioniny, natomiast jest odpor-
na na utlenienie. Nowy zwigzek moze byé podob-
nie jak naturalne ACTH podany w postaci prepa-
ratu o przediuzonym dzialaniu, na przyklad z ze-
1atyna, karbometoksyceluloza, kwasem” poligalak-
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turonowym lub innymi wysokoozgsteeakowymi
zwigzkami, zawierajgcymi grupy l;_\vgl_awpa
W ponizszych przykladach objadniajgeych spo-

-s6b wedlug.. wynalaku zastosowano nastgpujace

skréty:

cbo = karbobenzoiloksy

trityl = tréjfenylometyl :

({cr) = formyl (przy grupie a-armnowej ‘lizyny)

(toz) = tozyl = p-toluenosulfonyl (przy grupie gua-
nidynowej argininy) .

ctb = III rzed. butyloksy

ocp = 2, 4, 3-tréjchlorofenoksy

arg = l-arginil

glu = l-glutamyl

gli = glicyl

his = 1-histydyl
= l-lizyl ;

nle = l-norleucyl

. fe = 1-fenyloalanil

pro = l-prolil
ser = l-seryl

_ try =l-tryptofanyl

tyr = l-tyrozyl
wal = l-walil -
leu = l-leucyl
ala = l-alanil

Przyktad I. Synteze objasniono na rysunku
a) H-wal-gli-(for) liz-(for) liz-arg-arg-pro-OH

12 g cbo-wal-gli-(for) liz-(for)liz-(toz)arg-(toz)
arg-pro-OH rozpuszcza sie w 5 litrach suchego cie-
klego amoniaku i podczas silnego mieszania dodaje
kawalki sodu az do trwalego, ciemnoniebieskiego
zabarwienia. Nastepnie dodaje sie 2 g chlorku
amonowego, odparowuje amoniak, ~suszy pozosta-
loé¢ w wysokiej prézni i rozpuszcza w 250 ml 0,2 n
kwasu octowego. Nieorganiczne sole usuwa sie we-
diug Dixona (Biochem. Biophys. Acta 34, 251 (1959)),
odparowuje uwolniony od soli roztwér, rozpuszcza
pozostato§¢é w metanolu i wytrgea przy pomocy ete-
ru etylowego. Otrzymuje si¢ octan H-wal-gli-(for)

22
liz-(for)liz-arg-arg-pro-OH [¢] D = — 49 w 1-n
kwasie octowym.

* b) H-glu-(otb)-his-fe-arg-try-gli-(for) liz-pto-OH
10 g cbo-hls-fe-(toz)arg-try-gh-(for) hz-pro-OH

rozpuszcza si¢ w 5 litrach’ suchego, cleklego amo-
niaku, dodaje kawatki sodu az do trwatego niebie-
skiego zabarwienia. Nastepnie zadaje sie calo§é
chlorkiem amonowym, odparoque roztwor, roz-
puszcza pozostato§é w 0,2 n kwasie octowym, usu-
wa nieorganiczne sole wedtug Dixona (Biochem.
Biophys. Acta 34, 251 (1959)), . odparowuje pozba-
wiony soli roztwér, rozpuszcza pozostalo§¢ w mata-
nolu i wytraca za pomocs eteru etylowego. Otrzy-
muje sie jednooctan H-his- -fe-arg-try- gli-(for) liz-

-pro-OH (temperatura topnienia 180°C; [a] D =
~—25° w 1 n kwasie octowym), ktéry rozpuszcza sie
2 4 g cbo-glu-(otb)-ocp w 50 ml- dwumetyloforma-
fidu. Pozostawia sie przez dwa dni-w temperatu-
rze pokOJowe], zadaje eterem  etylowym, sqczy

i otrzymuje 7,1 g cbo-glu-(otb)-hxs-fe-arg-{:ry gli-

-(for)liz-pro—OH ktéra rozpuszeza - sie w 200 ml
‘dwumetylofdrmamidu i uwodornia w obecno$ci
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katalizatora palladowego. Po odsaczeniu i przemy-
ciu eterem etylowym otrzymuje sie octan H-glu
(otb)-his-fe-arg-try-gli-(for) liz-pro-OH (tempera-

tura topnienia 190°C; [a}) g =.~19° w 1 n kwasie
octowym).

¢) tri-sér-tyr-ser-nle-glu- (otb)-his-fe-arg-try-gli-
~(for) lz-pro-wal-gli-tfor)liz-(for) liz-arg-arg-pro-
-OH. 8 g octanu H-glw(otb)-his-fe-arg-try-gli-(for)
liz-pro-OH i 6 g tri-ser-tyr-ser-nle-N; rozpuszcza
sie w 50 ml dwumetyloformamidu, pozostawia w
ciggu 16 godzin, odparowuje i. krystalizuje pozo-
stalo§é z gorgcego metanolu. Otrzymujz sie 5,1 g
octanu tri-ser-tyr-ser-nle-glu(otb)-his-fe-arg-try-
-gli-(for)liz-pro-OH (temperatura topnienia 220°C;

[a] 12)’ =—23° w dwumetyloformamidzie), ktéry
rozpuszcza sie w 50 ml dwumetyloformamidu i za-
daje 1 g kwasu tréjmetylooctowego. ) )
W wysokiej pr6zni odparowuje sie do polowy
objetosci, chtodzi do —5° i zadaje 0,36 g chlorku
tré6jmetyloacetylu i 0,3 g tr6jetyloaminy. Po 10 mi-
nutach zadaje sie roztworem 2,8 g octanu H-wal-
-gli-(for) liz-(for) liz-arg-arg-pro-OH i 0,3 ml tr6j-
etyloafniny w 200 ml dwumetyloformamidu.

. Pozostawia sie w ciggu 4 godzin i wytraca ace-
tonem. Otrzymuje sie tr6jmetylooctan tris-ser-tyr-
-ser-nle-glu-(otb)-his-fe-arg-try-gli-(for)  liz-pro-
-wal-gli-(for)liz-(for) liz-arg-arg-pro-OH, ktéry
mozna oczy$cié przez saczenie przez kolumne z Ze-
lem krzemionkowym w 50% wodnym roztworze
metanolu.

Przyktad ‘Il 4 g tri-ser-tyr-ser-nle-glu(otb)-
-his-fe-arg-try-gli-(for) liz-pro-wal-gli-(for) liz-
-(for)-liz-arg-arg-pro-OH rozpuszcza sie w 40 ml
dwumetyloformamidu, dodaje 40 ml pirydyny i 0,6
g kwasu toluenosulfonowego, odparowuje w wWy-
sokiej prézni do potowy objetosci, chlodzi do —5°
i zadaje roztworem 4 réwnowaznikéw H-wal-(for)-
-liz-wal-tyr-pro-otb i 1 g dwucykloheksylokarbo-
dwuimidu. Pozostawia sie przez noc i zadaje ace-
tonem.

Nastepnie saczy sie, suszy w wysokiej prézni
i otrzymuje 4 g tri-ser-tyr-ser-nle-glu-(otb)his-fe-
-arg-try-gli-(for)liz-pro-wal-gli-(for) liz-(for) liz-
arg-arg-pro-wal-(for)liz-wal-tyr-pro-otb, ktére o-
grzewa si¢ w 3 litrach 0,1 n kwasu solnego pod-
czas 3 godzin w temperaturze 100° bez dostepu
tlenu.

Odparowuje sie w prézni, przemywa sie pozosta-
losé acetonem i eterem etylowym i suszy w proézni.
Po rozdziale przeciwpradowym w ukladzie kwas
tréjfluorooctowy (II rzedowy butanol) woda (1:120:
:160) otrzymuje sie 2,5—3,0 g gléwnej frakcji, kt6-
ra wykazuje aktywno$é kortikotropiny i ktéra za-
chowuje sie jak substancja jednorodna przy chro-
matografii i elektroforezie. Migracja przy elektro-
forezie bibulowej przy pH 5,8 i 40 v/cm wynosi
60 mm (uzyta jako substancja wzorcowa histydy-
na wedruje 70 mm).

Migracja przy elektroforezie bibutowej przy pH
1,9 i 40 v/em wynosi 93 mm (uzyty jako substan-
cja wzorcowa kwas glutaminowy wedruje w tych
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samyeh warunkach 81 mm). Otrzymuje $ig poli~
peptyd o wzorze H-ser-tyr-ser-nle-glu-his-fe-arg-
try - gli - Hz - pro = wal - gli - Hz - liz - arg - arg-
=pro - wal - Hz - wal - tyr - pro - QH. Po kwasnej hy-
drolizie w temperaturze 110° podczas 16 godzin
daje on nastepujaey sklad antinokwaséw: ser,,
tyro nle,; gl his,, fe;, arg,, gl lizy,
pro; 4 walg ;. o '
~ Otrzymany produkt moze byé uzywany jako taki
lub po przeprowadzeniu w inng $61. Ptzechowywa-
ny moze byé w stanie stalym w roztworze lub ja-
ko adsorbat.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania nowego polipeptydu 1-se-
rylo - 1 - tyrozylo - 1 - serylo - 1 - norleucylo -
1 - glutamylo - 1 - histydylo - 1 - fenyloalanilo -
1 - arginilo - 1 - tryptofanylo - glicylo - 1 - li-
zylo - 1 - prolilo - 1 - walilo - glicylo - 1 - lizy-
lo - 1 - lizylo - 1 - arginilo - 1 - arginilo - 1 -
prolilo - 1 - walilo - 1 - lizylo -1 - walilo -1 -
tyrozylo - 1 - proliny, znamienny tym, ze od
‘estru IIT rzed. butylowego R -1 - serylo -1 -
tyrozylo - 1 - serylo - 1 - norleucylo - y - 0 -III
rzed butylo - 1 - glutamylo - 1-- histydylo -1 -
fenyloalanilo - 1 - arginilo - 1 - tryptofanylo -
glicylo - ¢ - N - formylo - 1 - lizylo - 1 - pro-
lilo - 1 - walilo - glicylo - ¢ - N - formylo -1 -
lizylo - € - N - formylo - 1 - lizylo - 1 - arginilo -
1 - arginilo - prolilo - 1 - walilo - ¢ - N - for-
mylo - 1 - lizylo - 1 - walilo - 1 - tyrozylo -1 -
proliny, w ktérym R oznacza grupe zabezpie-
czajacg wolng grupe aminowas, odszczepia sie
grupy ochronne w kwasnym $§rodowisku w jed-
nym lub kilku stopniach.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
grupy ochronne odszczepia sie od pochodnej,
w ktérej grupe ochronng R stanowi grupa kar-
bobenzoiloksylowa, acetylowa, formylowa, kar-
bo- III rzed.butoksylowa, p-nitrokarbobenzoilo-
ksylowa lub tr6jfenylometylowa.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, 3ze
grupy ochronne odszczepia sie od estru III rzed.
butylowego N - R -1 - serylo - 1 - tyrozylo -1-
serylo - 1 - norleucylo - y - o - III rzed. buty-
lo - 1 - glutamylo - histydylo - 1 - fenyloalani-
lo - 1 - arginilo - 1 - tryptofanylo - glicylo - -
N - formylo - 1 - lizylo - 1 - prolilo - 1 - walilo-
glicylo - ¢ - N - formylo - 1 - lizylo - 1 - argi-
nilo - 1 - arginilo - 1 - prolilo - 1 - walilo - ¢ -
N - formylo - 1 - lizylo - 1 - walilo - 1 - tyro-
zylo - 1 - proliny, w ktérym R ma wyzej poda-
ne znaczenie, wytworzonego na drodze reakcji
estru III rzed. butylowego 1 - walilo - ¢ - N -
formylo - 1 - lizylo - 1 - walilo - 1 - tyrozylo-1-
proliny z N - R -1 - serylo - 1 - tyrozylo -1 -
serylo - 1 - norleucylo - y - o - III rzed. buty-
lo - 1 - glutamylo - 1 - histydylo - 1 - fenylo-
alanilo - 1 - arginilo - 1 - tryptofanylo - glicy-
lo - € =N - formylo -1 - lizylo - 1 - prolilo - 1-
walilo - glicylo - ¢ - N - formylo - 1 - lizylo -
e - N - formylo - 1 - lizylo - 1 - arginilo - 1 -



52722

7
" arginilo - 1 - proling, w ktérej R ma wyzej po-
dane znaczenie, otrzymang na drodze konden-
sacji N.- R - 1 -.serylo - 1 - tyrozylo - 1 - sery-
lo - 1 - norleucylo - y - o - III rzed. butylo - 1.-
glutamylo - 1 - histydylo - 1 - fenyloalanilo - 1 -
arginilo - 1 - tryptofanylo - glicylo - ¢ - N - for-
mylo - 1 - lizylo - 1 - proliny, w ktérej R ozna-
cza grupe ochronng, korzystnie grupe benzoilo-
ksylowg, acetylowa, formylowg, karbo - III -
rzed. butoksylowa p - nitrokarbobenzoiloksylo-

10-

8

wa lub tréjfenylometylows, z 1 - walilo - glicy-
lo - € - N - formylo -1 - lizylo - ¢ - N - formy-
lo -1 - lizylo - 1 - arginilo - 1 - arginilo - 1 -
proling, ktérg z kolei wytwarza sie przez reak-
cje pochodnej heptapeptydu o wzorze N - kar-
bobenzoiloksy - 1 - walilo - glicylo - ¢ - N -
formylo - 1 - lizylo - ¢ - N - formylo - 1 - lizy-
lo - N - tozylo - 1 - arginilo - N - tozylo -1 -
arginilo - 1 - proliny z sodem w suchym ciek-
tym amoniaku.
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