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Den foreliggende opfindelse angdr en analogifremgangs-
made til fremstilling af et hidtil ukendt LH-RH-analogt nona-
peptidamidderivat med kraftig ovulationsfremkaldende virkning,

0g med den almene formel
(Pyr)Glu-His—Trp—Ser-Rl-RZ-R3-Arg—Pro-NH-R4 I

hvor Rl er Tyr eller Phe, R2 er D-Leu, D-Ile, D-Nle, D-Val,
D-Nva, D-Abu, a-Aibu, D-Phe, D-Phg, D-Ser, D-Thr eller D-Met,
R3 er Leu, Ile eller Nle og R4 er en alkylgruppe med 1-3 kul-

stofatomer som kan vzre substitueret med en hydroxylgruppe,
eller et salt eller metalkompleks deraf.
I nzrverende beskrivelse Og krav er aminosyrer

og peptider betegnet med forkortelser som er almindeligt an-
vendte inden for det serlige fagomrdde eller som er vedtaget
af Committee on Biochemical Nomenclature of IUPAC-IUB. Amino-
syrer er i L-konfiguration med mindre andet er angivet.

Der anvendes s&dledes folgende forkortelser:

Abu: a-Aminosmersyre

a-Aibu: a-Aminoisosmersyre

Arg: Arginin

BOC: t-Butoxykarbonyl

Bzl: Benzyl

DCC: N,N'-Dicyklohexylkarbodiimid
Gly: Glycin

His: Histidin

HONB: N—Hydroxy—S—norbonen—Z,3-dikarboximid
HOSu: N-Hydroxysuccinimid
IBOC: Isobornyloxykarbonyl

Ile: Isoleucin

Leu: Leucin

Nle: Norleucin

Nva: Norvalin

Met: Metionin

OMe : Metylester

0Bzl: Benzylester

ONB: N-hydroxy-S-norbonen-Z,3-dikarboximidester

OSu: N-hydroxysuccinimidester
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Phe: Fenylalanin
Phg: a-fenylglycin
Pro: Prolin
(Pyr)Glu: Pyroglutaminsyre
Ser: Serin
Thr: Treonin
Tos: Tosyl
Trp: Tryptofan
Tyr: Tyrosin
Val: Valin
Z: Benzyloxykarbonyl

Den ovenfor nezvnte substituent Rh der er en lige-
kzdet eller forgrenet alkylgruppe med 1-3 kulstofatomer som
kan vere substitueret med en hydroxylgruppe kan fx vere metyl,
®#tyl, n-propyl, isopropyl, hydroxymetyl, l-hydroxy=tyl, 2-
hydroxyatyl, 2-hydroxy-n-propyl eller 3-hydroxy-n-propyl.

Det har vazret kendt i mange &r at hypotalamus inde-
holder faktorer som pd et heojere niveau kontrollerer sekretio-
nen af tropiske hormoner fra hypofysen. For nylig er der efter
isoleringen af et tyrotropi-stimulerende hormon (TRH) ekstra-
heret et hormon (LH-RH) som fremmer sekretionen af luteiniseren-
de hormon i ren form fra svin og far, og det har vist sig at

vere et dekapeptid med strukturen:

(Pyr)Glu-His-Trp—Ser—Tyr—Gly-Leu—Arg—Pro—Gly—NH2

(A.V. Schally et al, Biochem. Biophys. Res. Commun., 43, 1334,
1971; R. Guillemin et al, Proc. Nat. Acad. Sci., U.S.A., 69
278, 1972).Denne opdagelse er blevet fulgt af syntesen af et
tilsvarende antal peptider og der har ogs& veret udfert biolo-
giske prover pd disse analoge peptider. Imidlertid formindsker
selv en lille modifikation i den ovenfor viste aminosyresammen-
setning i alvorlig grad den fysiologiske virkning af peptidet
og den ovenfor viste kemiske struktur har vsret anset som es-
sentiel til frembringelse af maksimal fysiologisk virkning.
(A.V. Schally et al, Biochem, Biophys. Res. Commun., &4, 366,
1972).
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Fra Biochem. Biophys. Res. Commun., Bind 49, nr. 3,
side 863-869 (1972) kendes LH-RH-analoge nonapeptidamidderi-
vater med en ovulationsfremkaldende virkning pd op til 5 gange
virkningen af LH-RH.

Det har p& denne baggrund imidlertid vist sig at nona-
peptidamidderivaterne med formel I har en overraskende krafti-
gere ovulationsfremkaldende virkning bade i sammenligning
med det naturligt forekommende dekapeptid LH-RH 0g i sammen-
ligning med de ovennavnte kendte nonapeptidamidderivater.

Det har ogsd vist sig at disse forbindelser virker pa
hypofysen ved at fremme sekretionen af savel luteiniserende
hormon og follikelstimulerende hormon. Det har desuden vist
sig at disse forbindelser ikke blot er nyttige som lagemidler
til mennesker, fx midler til behandling af amenoré, men ogsi
Som veterinart lagemiddel. Den foreliggende opfindelse byager
va disse uventede opdagelser.

Det er saledes formalet med den foreliggende opfindelse
at tilvejebringe en analogifremgangsmade til fremstilling
af nonapeptidamidderivaterne med den almene formel I.

Dette opnas ved en fremgangsmdde, der er ejendommelig
ved det i kravets kendetegnende del angivne,

Nonapeptidamidderivatet med formel I fremstilles sdledes
ved at et reagens A - L-pyroglutaminsyre eller et peptidfrag-
ment som har en L-pyroglutaminsyreenhed (dvs. (Pyr)Glu) i dets
N-terminale ende 0g som indeholder 1-9 aminosyrer af den oven-
for viste aminosyresekvens, regnet fra den N-terminale ende -
kondenseres med et reagens B - en aminoforbindelse som svarer
til den resterende del af nonapeptidamidderivatet med formel
I -, hvilke to reagenser A og B eventuelt er beskyttet med én
eller flere beskyttelsesgrupper, hvorefter eventuelt tilstede-
varende beskyttelsesgrupper fjernes.

Sdledes er reagens A L—pyroglutaminsyre eller et peptid-
fragment som har en L-pyroglutaminsyreenhed i sin N-terminale
ende og som indeholder 1-9 aminosyrer af aminosyresekvensen
med formel I, regnet fra den N-terminale ende, og reagenset B
som kondenseres med reagenset A er en aminoforbindelse som
svarer til den resterende del af nonapeptidamidderivatet I,
reagenserne A og B er eventuelt beskyttede.
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De grundliggende kombinationer af reagens A og
reagens B er eksemplificeret i fglgende tabel I.

Tabel 1
Reagens (A) (B)
Kombination
. 1 .2
1 (Pyr)Glu-OH H-His-Trp~-Ser-R™-R“-
RO -Arg-Pro-NH-R™
i 1,253
2 (Pyr)Glu-His-OH H-Trp-Ser-R -R“-R”-
Arg-PrOaNH-RQ
. 1.2 .3
3 (Pyr)Glu-His- H-Ser-R™-R“-R”“-Arg-Pro-
Trp-OH NH-R™
4 (Pyr)Glu-His- H—Rl-RZ-RB-Arg-Pro—
Trp-Ser-0OH NH—RQ
. 2 53
5 (Pyr)Glu-His- H-R“-R-“-Arg-Pro-
Trp-Ser-RY-0H NH-R®
6 (Pyr)Glu-His- H-R’-Arg-Pro-NH-R%
Trp—Ser-Rl—RZ—
OH
7 (Pyr)Glu-His- H—Arg—Pro—NH—Ra
Trp-Ser-Rl-RZ-
RO-OH
8 (Pyr)Glu-His- H-Pr‘o-NH—RL+
Trp-Ser-RI-R-
RB-Arg-OH
9 (Pyr)Glu-His- NHZ-R4
Trp-Ser-RT-R%-
RB—Arg—Pro-OH
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Kondensationsreaktionen ifelge den foreliggende op-
findelse kan gennemfores ved kendte kondenseringsmetoder for dan-
nelse af peptidbindinger. Blandt sddanne kondensationsmetoder er
DCC/HONB-processen (belgisk patentskrift nr. 796.399), azidpro-
cessen, kloridprocessen, Syreanhydridprocessen, blandet syrean-
hydridprocessen, DCC-processen, aktiv ester Processen, Woodward
reagens K processen, karbodiimidazolprocessen, oxydations-re-
duktionsprocessen og andre metoder (The Peptides, Vol. 1, 1966,
Schrdder og Lubke, Academic Press, New York, USA).

For kondensationsreaktionen kan man bedytte & kar-
boxyl- og aminogrupper der ikke skal involveres i den pétenkte
reaktion eller man kan aktivere de karboxyl- og/eller aminogrup-
per der skal tage del i reaktionen pd i og for sig kendt mi&de.
Karboxylgrupperne i udgangsmaterialet kan beskyttes i form af
metalsaltet (fx natrium- 0g kaliumsaltet) eller estere (£fx
metyl-, etyl-, benzyl-, p-nitrobenzyl-, t-butyl- eller t-amyl-
estere.

Beskyttelsesgrupper for aminogrupper i udgangsmate-
rialerne kan vzre en hvilken som helst konventionel beskyttelses-
gruppe for aminogrupper ved peptidsyntese, fx benzyloxykarbonyl,
t-butyloxykarbonyl eller isobornyloxykarbonyl. Hydroxylgruppen
1 serin kan beskyttes med en konventionel beskyttelsesgruppe
sdsom benzyl, t-butyl eller andre @terdannende grupper. Hydroxyl-
gruppen i tyrosin kan beskyttes med benzyl, t-butyl eller andre
®terdannende grupper. Guanidingruppen i arginin kan beskyttes med
sddanne grupper som nitro, tosyl, karbobenzoxy, isobornyloxykar-
bonyl eller adamantykoxykarbonyl. Som eksempler Pd aktiverede
karboxylgrupper i udgangsmaterialerne kan nevnes det tilsvarende
Syreanhydrid, azid, aktive estere (estere med alkoholer, fx
pentaklorfenol, 2,A,S-triklorfenol, Z,A—dinitrofenol, cyano-
metylalkohol, p-nitrofenol, N-hydroxy—S-norbonen-2,3-dikarbox-
imid, N—hydroxysuccinimid, N-hydroxyftalimid eller N-hydroxy-
benztriazol). De aktiverede aminogrupper i udgangsmaterialerne
kan fx vzre tilsvarende fosforsyreamider.

Felgende tabel viser nogle eksempler pd kombinatio-
ner af sddanne former af karboxyl- og aminogrupper i materialer-
ne A og B.
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Tabel 2
Kombina- Reagenser
tionsek-
sempler (4) (B)
COCH NH2 COOH NH2

1* fri beskyttet beskyttet fri

2 aktiveret beskyttet fri fri

3 fri beskyttet beskyttet aktiveret
NB: I tilfeldetbetegnet med x, er der fortrinsvis

et dehydreringsmiddel til stede i reaktionssy-
stemet (fx et karbodiimidreagens s&som diecyklo-
hexylkarbodiimid.En praktisk udferelsesform for
denne opfindelse kan skrives p& felgende made
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Denne reaktion kan gennemfores i nazrverelse af et
oplesningsmiddel. Oplesningsmidlet kan velges blandt dem der er
kendt som nyttige til peptidkondensationsreaktioner. Sdledes
kan der som eksempel nzvnes vandfrit eller vandigt dimetylform-
amid, dimetylsulfoxyd, pyridin, kloroform, dioxan, diklormetan,
tetrahydrofuran og passende blandinger af sddanne oplesnings-
midler.

Reaktionstemperaturen valges inden for det omrdde
der er kendt som anvendeligt for reaktioner der ferer til dannel-
se af peptidbindinger, dvs. normalt inden for omridet ca. -20 og
ca. 30°C. Desuden kan prekursormaterialerne (beskyttede peptider)
af de eonskede forbindelser ifplge opfindelsen let fremstilles
ved fastfasesynteser.

Efter den enskede kondensationsreaktion er tilende-
bragt kan beskyttelsesgrupper, dersom produktet bzrer sddanne,
fjernes ved kendte metoder. Blandt s&danne kendte metoder er ka-
talytisk reduktion i nervezrelse af en katalysator sdsom palla-
diumsort, palladium-pd-kulstof, platin eller lignende, solvolyse
ved hjelp af hydrogenfluorid, trifluoreddikesyre eller lignende,
0g reduktion med metallisk natrium i flydende ammoniak.

Det sdledes fremstillede peptid med formel I kan
udvindes fra reaktionsblandingen ved kendte metoder til udvin-
ding af peptider, fx ved ekstraktion, fordelingskromatografi el-
ler sgjlekromatografi.

Peptidet med formel I kan ogsi udvindes i form af
et salt eller en metalkompleksforbindelse.

Som syre der er i stand til at danne salte med pep-
tider med formel I kan navnes uorganiske syrer sdsom saltsyre,
brombrintesyre, perklorsyre, salpetersyre, tiocyansyre, svovl-
Syre og fosforsyre, og organiske syrer sdsom myresyre, eddike-
syre, propionsyre, glykolsyre, melkesyre, pyrodruesyre, oxalsyre,
malonsyre, ravsyre, @blesyre, fumarsyre, antranylsyre, kanelsyre,
naftalensulfonsyre eller sulfanylsyre.

De metaller der er i stand til at danne metalkom-
pleksforbindelser med peptidet med formel I indbefatter bl.a.
zink, nikkel, kobolt, kobber 0g Jern. Sddanne metalkompleksfor-
bindelser kan fremstilles ved konventionelle metoder, fx ved at
omsette peptidet med formel I med hydroxydet eller oxydet af et
metal af den ovennzvnte art ved en pH-verdi p& ca. 6-8.

De ifglge opfindelsen fremstillede forbindelser med
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formel I har en LH-RH-(luteiniserende hormon-stimulerende hormon) -
virkning og de er sdledes i stand til at fremme sekretionen af
LH(luteiniserende hormon) og FSH(follikelstimulerende hormon). Po-
lypeptider med formel I er s&ledes nyttige som lagemidler til
fremkaldelse af ovulationer hos kvinder og hundyr (fx rotter, fér,
svin, kger, hopper vagtler eller hgns) . Peptiderne kan 0ogsad anven-
des til andre farmaceutiske formidl hvortil der har varet anvendt
konventionelle praparater af LH-RH, LH og FSH.

Eftersom LH-RH-virkningen af polypeptiderne med
formel I er ca. 5 til 80 gange sd stor som for naturligt fore-
kommende LH-RH kan den anvendte dosis ved hver indgift bestem-~
mes p& grundlag af det nzvnte forhold mens man ogsa tager andre
faktorer i betragtning (fx det under behandling vmrende individ
og arten af sygdommen). Fx kan en passende dosis velges inden
for omrddet ca. 2 ng til 2 k€ per dag per kg legemsvagt.

Polypeptiderne med formel I indgives forst og frem-
mest ad ikke-oral vej (fx ved injektion eller ad rektal eller
vaginal vej) selv om de indgives oralt i visse tilfslde.

De anvendelige dosisformer indbefatter fx injek-
tionsblandinger, Suppositorier, pessarer 0g pulvere. Injektions-
blandingerne kan fremstilles ved at man opleser ca. 10 mikrogram
til 100 mikrogram af polypeptid I i 1 ml fysiologisk saltoplgsning.
Polypeptiderne med formel I kan ogsd tilberedes i form af frysetgr-
rede ampulprodukter med mannitol tilsat som excipiens sdledes at
man kan indgive dem i form af pd stedet fremstillede injektions-
blandinger.

De peptidudgangsmaterialer der kan anvendes ved
fremgangsmdden ifelge opfindelsen kan fremstilles enten pad kendt
madde for peptidsyntese eller ved at anvende sddanne metoder som
médtte vare nedvendige.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen illustreres narme-
re i det fglgende ved hjalp af nogle eksempler.

I disse eksempler betegner fplgende forkortelser
Rf-verdien ved tyndlagskromatografi P4 silikagel med felgende
oplesningsmiddelsystem.

rRel: kloroform/metanol/eddikesyre, 9:1:0,5

RE%; atylacetat/pyridin/eddikesyre/vand, 30:10:3:5

RED: n-butanol/atylacetat/eddikesyre/vand, 1:1:1:1.

I eksemplerne nzvnes folgende varemzrker hvoraf
"Sephadex" og "Amberlite" er indregistreret i Danmark mens
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"Biogel" ikke er indregistreret i Danmark.
"Biogel" P-2: materialer til gelfiltrering frem-
stillet af BIO-RAD, USA.
"Sephadex" LH-20: forestret dextrangel.
"Amberlite" XAD-2: polystyrenharpiks.
"Amberlite" IR-45: svagt basisk anionbytter.
"Amberlite" IRA-410: sterkt basisk anionbytter.
"Amberlite" CG-410: sterkt basisk anionbytter.
"Amberlite" CG-45: svagt basisk anionbytter.
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Eksempel 1

(Pyr)Glu-His-Trp—Ser-Tyr-D—Leu-Leu—Arg-Pr‘o-NH—CHZCH3

a) Z-D-Leu—Leu-Arg(N02)—Pro—NH--CHz-CH3

I 50 ml diklormetan opleses 1,58 g 2-D-Leu-OH (olie)
og 1,2 g HONB efterfulgt af tilsatning af 2,8 g H-Leu-Arg(NOz)-
Pro-NH-CHZ-CHB. Blandingen afkgles til 0Q°C hvorefter der tilsattes
1,4 g DCC og blandingen omreres ved stuetemperatur i 8 timer.

Det som biprodukt fremstillede dicyklohexylurinstof fjernes ved
filtrering og filtratet koncentreres til terhed under nedsat

tryk. Remanensen opleses i 150 ml @tylacetat, vaskes 2 gange med
en 4%s vandig oplesning af natriumhydrogenkarbonat og 2 gange

med vand, terres over natriumsulfat og koncentreres til sidst

til terhed under nedsat tryk. Remanensen genudfzldes fra etyl-
acetat/petroleumsbenzin. Den beskrevne procedure giver 3,6 g

af den eonskede forbindelse. Smp. 134°C (senderdeling). a§5 = -47,3°
(¢ = 0,54 1 metanol), Rfl = 0,57.

Beregnet for C33H5308N9:

C 56,31, H 7,59, N 17,91
Fundet: C 56,08, H 7,82, N 17,69%.

b) (Pyr)Glu-His-Trp-Ser—Tyr-D—Leu-Leu—Arg(N02)-Pro—NH—CHZ—CH3

I 30 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre opleses
3,6 g Z-D—Leu—Leu—Arg(N02)—Pro-NH—CHZ-CH3 08 oplesningen hvirv-
les rundt ved stuetemperatur i 50 minutter. Til oplesningen szttes
300 ml mter og det resulterende bundfald fjernes ved filtrering.
Efter terring opleses bundfaldet i 50 ml vand og feres gennem en
kolonne p& 2,5 x 20 cm af "Amberlite" CG-410 (fri base). Kolon-
nen vaskes grundigt med 30%s vandigt metanol. Effluenten og va-
skeveskerne forenes 0g koncentreres under nedsat tryk til fjer-
nelse af metanolen efterfulgt af frysetorring. Den beskrevne
procedure giver 3,1 g af den frie base af H-D-Leu—Leu-Arg(NOZ)—
Pro-NH—CHZ-CH3.2 3
Rf™ = 0,24, Rf” = 0,68. I 4 ml dimetylformamid op-
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lpses 228 mg af det ovenfor vundne produkt og 290 mg (Pyr)Glu-
His-Trp-Ser-Tyr-OH efterfulgt af tilsztningen af 144 mg HONB.
Blandingen afkeles til -10°C og der tilsattes 90 mg DCC. Blan-
dingen omregres ved -10°C i 2 timer, ved 0°C i 4 timer og ved
stuetemperatur i 4 timer. Reaktionsblandingen filtreres til
fjernelse af dicyklohexylurinstoffet. Efter at der er sat atyl-
acetat til filtratet opsamles det resulterende bundfald ved
filtrering. Bundfaldet terres og opleses i 20%s vandig =tanol.
Oplesningen feres gennem en kolonne af "Amberlite" XAD-2 (20
mesh, 3 x 20 cm) og der foretages gradienteluering med 20%s
@tanol og absolut ztanol (300 ml af hver).

Det onskede produkt kommer frem i fraktionerne
fra 260 ml til 360 ml. Disse fraktioner koncentreres under ned-
sat tryk og fryseterres. Proceduren giver 346 mg af det enskede
produkt.

2

«5’ = 38,28° (c = 0,1 i 0,5% metanol); Rf2 = 0,235, RE> = 0,765

c) (Pyr)Glu—His—Trp—Ser—Tyr'—D—Leu—Leu—Arg—Pro—NH-CHZ-CH3

I 20 ml 60% vandig myresyre opleses 300 mg af den
i eksempel 1 b) vundne NOZ—forbindelse hvorefter der tilszttes
600 mg SnClZ,HZO. Blandingen opvarmes til 80-85°C i 2 timer
hvorefter den koncentreres til terhed under nedsat tryk. Rema-
nensen ekstraheres med 50 ml varmt vand (80°C). Ekstrakten fil-
treres og filtratet fores gennem en kolonne (3 x 20 cm) af
"Amberlite" XAD-2 (200 mesh). Efter vask med vand gennemfares
gradienteluering med vand og absolut =tanol (400 ml af hver).
Det onskede produkt fremkommer i fraktionerne 150 ml til 260 ml.
Disse fraktioner forenes og koncentreres under nedsat tryk til
fjernelse af ztanolen. Koncentratet fores gennem en kolonne
(2 x 33 cm) af karboxymetylcellulose og der gennemferes gradi-
enteluering med 0,005M til 0,2M ammoniumacetat (pH = 6,8). Det
enskede peptid fremkommer i fraktionerne 330 ml til 520 ml. Dis-
se fraktioner forenes og fryseterres hvorved der vindes 284 mg
af et hvidt fnugget pulver.
o2"
RE>

= 32,66° (¢ = 0,545 i 5%s vandig eddikesyre); sz = 0,10,

0,75
Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i nervszrelse af tiogly-
kolsyre): His 1,00, Arg 0,96, Trp 0,96, Ser 1,00, Glu 1,00,
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Pro 1,04, Leu 2,00, Tyr 1,00.

Eksempel 2

a) Z—a—Aibu-Leu—-Arg(N02)-Pro-NH—CHZ-CH3

I 7 ml dimetylformamid oplegses 0,6 g Z-a-Aibu-OH
0g 0,9 g H-Leu-Arg(N02)—Pro-NH-CHZ-CH3. Oplesningen afkeles
til 0°C og der tilsattes 0,71 g l-ztyl-3-(3-dimetylaminopropyl)-
karbodiimid, et vandopleseligt karbodiimid, hvorefter det omreres
i 12 timer. Oplesningsmidlet afdestilleres og remanensen opleses
i 100 ml kloroform. Oplesningen vaskes med 4%s natriumhydrogen-
karbonat og 1N saltsyre, skylles med vand og terres over mag-
niumsulfat. Oplesningsmidlet afdestilleres under nedsat tryk
og remanensen behandles med azter hvorved der vindes et pulver
som opsamles ved filtrering.

Pulveret genudfzldes fra ztylacetat/=ter hvorved
der vindes 473 mg af den enskede forbindelse. Smp. 104-107°C.
2" = _45,8° (c = 0,55 1 DMF), RE = 0,50.

Beregnet for C31H5008N9,O,5H20:
C 54,28, N 7,50, N 18,38
Fundet: C 54,32, N 7,32, N 17,97%.

b) BOC-Tyr‘(le)-a—Aibu-Leu—Arg(NOZ)-Pro-NH—CHZ—CH3

I 3 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre opleses
423 mg Z-a-Aibu—Leu—Arg(N02)—Pro—NH-CHZ-CH3 og blandingen hvirv-
ledes rundt ved stuetemperatur i 40 minutter hvorefter der til-
settes 50 ml ter =zter.

Det resulterende bundfald opsamles ved filtrering
0og terres under nedsat tryk over natriumhydroxyd i en exsikkator
Det vundne pulver opsamles i 3 ml DMF og oplesningen neutrali-
seres med 0,24 ml N-ztylmorfolin og afkeles til 0°C. Derefter
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settes 557 mg BOC-Tyr(Bzl)-OH 0g 298 mg HONB til oplesningen
hvorefter der tilsmttes 280 mg DCC. Blandingen omrgres ved
Stuetemperatur i 6 dage. Dicyklohexylurinstoffet filtreres
fra og DMF destilleres af under nedsat tryk. Remanensen op-
leses i 100 ml kloroform, vaskes med 1N saltsyre og 4%s na-
triumhydrogenkarbonat, skylles med vand 0g terres over mag-
niumsulfat hvorefter der koncentreres til terhed under nedsat
tryk. Remanensen krystalliseres fra ®tylacetat. Udbytte 275 mg,
Smp. 227-229°C. o2 = 27,69 (¢ = 0,54 1 DMF), Rf! = 0,60.
Beregnet for 044H67010N10.H20:

C 57,82, H 7,61, N 15,32
Fundet: C 58,32, H 7,51, N 15,10%.

c) BOC—Ser—Tyr(le)-a—Aibu—Leu—Arg(N02)-Pro-NH-CHZ-CH3

I 3 m1 trifluoreddikesyre indeholdende 0,1 ml
anisol opleses 250 mg BOC-Tyr(le)-a—Aibu-Leu-Arg(N02)-Pro-
NH-CHZ-CH3 Og oplesningen hvirvles rundt ved stuetemperatur
i 30 timer. Der tilsettes 30 ml tor eter og det resulterende
bundfald fjernes ved filtrering og terres. Det vundne pulver
opleses i 5 ml DMF 0g oplesningen neutraliseres med 0,08 ml
N-etylmorfolin. Derefter sattes 150 mg BOC-Ser-triklorfenyl-
ester til oplesningen som omrsres i 2 dage. DMF afdestilleres
Og remanensen behandles med eter hvorved der vindes et pulver.
Pulveret opsamles ved filtrering 0g genudfzldes 2 gange fra
®tylacetat. Udbytte 100 mg; smp. 140-142°C (sznderdeling);
o5’ = 34,8° (¢ = 0.4 1 DMF); RfL = 0,74,

Beregnet for C47H72012N11.3HZO:

C 54,43, H 7,58, N 14,84
Fundet: C 54,66, H 7,45, N 14,91%.

d) (Pyr-)Glu-His-Trp—Ser—Tyr—a--Aibu--Leu-Arg-Pro-NH—CHz-CH3

I3 m trifluoreddikesyre indeholdende 0,1 ml ani-
sol opleses 77 mg BOC—Ser-Tyr(le)-a—Aibu-Leu-Arg(NOZ)-Pro-NH—
CHZ—CH3 ©g oplesningen hvirvledes rundt ved stuetemperatur i
30 minutter. Der tilsettes 30 ml tgr eter og det resulterende
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bundfald opsamles ved filtrering og terres. Det resulterende
pulver opleses i 3 ml DMF og oplesningen neutraliseres med
0,21 ml 10%s oplesning af N-ztylmorfolin i DMF. Hertil sattes
37 mg krystaller af (Pyr)Glu-His-Trp-OH og blandingen afkeles
til -10°C hvorefter der tilszttes 21 mg HONB og 30 mg DCC.
Blandingen omreres ved 0°C i 12 timer. Dicyklohexylurinstof-
fet frafiltreres og filtratet koncentreres til terhed under
nedsat tryk. Remanensen oplgses i 20%s ®tanol og adsorberes
P& en kolonne (1 x 10 cm) af "Amberlite" XAD-2. Der gennemfg-
res eluering ved gradientmetoden under anvendelse af fra 20%s
til absolut ztanol (200 ml af hver). De fraktioner der er
rige pd den gnskede forbindelse, svarende til koncentrations-
omrddet for mtanol pd 40% til 80%, forenes, koncentreres under
nedsat tryk og fryseterres. Den beskrevne procedure giver 30 mg
beskyttet nonapeptid (Rf° = 0,31). Ved tilsstning af 0,1 ml
anisol og 0,1 ml merkaptomtanol behandles dette beskyttede
nonapeptid med 3 ml vandfrit hydrogenfluorid og blandingen
omrgres ved 0°C i 60 minutter. Hydrogenfluoridet afdestille-
res under nedsat tryk og remanensen opleses i 10 ml vand. Op-
lesningen ekstraheres 3 gange med 2 ml zter og vandlagene for-
enes og feres gennem en kolonne (2 x 4 cm) af "Amberlite" CG-
410 (acetatform) som vaskes med vand. Effluenten og vandige
vaskevesker forenes og fgres gennem en kolonne af karboxy-
metylcellulose og en kolonne af "Amberlite" XAD-2 som beskre-
vet i eksempel 1. Efter fryseterring vindes 14 mg af et hvidt
fnugget pulver.

a§7 = =54,1° (¢ = 0,31 i 5%s vandigt eddikesyre), Rf? = 0,99,
RE2 = 0,715.

Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i nmrverelse af tio-
glykolsyre): His 0,49, Arg 0,97, Trp 0,81, Ser 1,06, Glu 0,97,
Pro 0,97, Leu 1,03, Tyr 1,03, a-Aibu 1,00.

Eksempel 3

a) (Pyr)Glu-His-Trp-Ser—Phe—OH

I 100 ml metanol opleses 4,0 g Z-Ser-Phe-OMe og det
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reduceres ved atmosferisk tryk under anvendelse af 500 mg
palladiumsort som katalysator i 1 1/2 time. Katalysatoren
fjernes ved filtrering og metanolen afdestilleres straks
under nedsat tryk. Remanensen oplegses i 25 ml DMF og der
tilszttes 4,1 g krystaller af (Pyr)Glu-His-Trp-OH. Blan-
dingen keles til -5°C hvorefter der tilsmttes 3,8 g HONB
og 3 g DCC. Blandingen omrgres ved -5°C i 2 timer, ved 0°C
i 2 timer og til sidst ved stuetemperatur i 8 timer. Det
som biprodukt dannede dicyklohexylurinstof filtreres fra

og filtratet koncentreres til terhed under nedsat tryk. Re-
manensen behandles med atylacetat og det vundne pulver op-
samles ved filtrering (6,7 g). Dette pulver opleses i 30 ml
15%s metanol/kloroform 0g oplesningen feores gennem en kolon-
ne (6 x 12 cm) af silikagel prezpareret med 15% metanol/klo-
roform.

Der gennemferes eluering under anvendelse af
600 ml 15% metanol/kloroform, 1 1 25% metanol/kloroform og
1 1 30% metanol/kloroform. Fraktionerne mellem 400 ml 25%s
metanol/kloroform og 700 ml 30%s metanol/kloroform forenes
0og koncentreres til terhed under nedsat tryk. Remanensen be-
handles med ztylacetat og det fremkomne pulver opsamles ved
filtrering. Proceduren giver 4,2 g af den onskede forbindel-
se. Rf% = Q,29.

I 20 ml metanol suspenderes 3,5 g af denne me-
tylester og ved 0°C tilssttes 8 ml 1N natriumhydroxyd. Blan-
dingen omreres i en time hvorefter den neutraliseres med
8 ml 1N saltsyre. Metanolen afdestilleres under nedsat tryk
og der tilsmttes 20 ml koldt vand. Det resulterende bund-
fald opsamles ved filtrering, vaskes med afkelet vand og
derpd med mtanol/azter i forholdet 4:6 hvorp& det terres.
Proceduren giver 2,32 g af den gnskede forbindelse.

a§6’5 = =3,3° (¢ = 0,55 i iseddikesyre), RfZ = 0,61.
b) (Pyr)Glu—His—Tr‘p-Ser—Phe-D—Leu-Leu-Arg—Pro—NH-CHZ-CH3

I 4 ml DMF opleses 290 mg (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-
Phe-OH og 228 mg H-D-Leu-Leu—Arg(N02)—Pro-NH-CHz-CH3 hvorefter
der tilsmttes 140 mg HONB. Blandingen afkeles til -10°C hvor-
efter der tilszttes 90 mg DCC. Blandingen omreres ved -10°C i



148305

17

2 timer, ved 0°C i 3 timer og til sidst ved stuetemperatur i 5
timer.

P& nejagtig samme mdde som beskrevet i eksempel 1
under kastes denne reaktionsblanding sejlekromatografi pd
"Amberlite" XAD-2. Den beskrevne procedure giver 342 mg af den
onskede forbindelse.
ag’ = -41,74° (¢ = 0,115 i metanol); Rf2 = 0,265, RS < 0,78

I 20 ml 60%s vandig oplesning af myresyre oplgses
300 mg af det ovenfor vundne produkt hvorefter der tilsazttes
600 mg SnClZ,HZO. Blandingen henstir ved 80-85°C i 2 timer
hvorefter den koncentreres til terhed under nedsat tryk. Der-
efter bliver koncentratet pa ngjagtig samme mdde som beskrevet
i eksempel 1 renset ved hjelp af en sgjle af "Amberlite" XAD-2
0g en sejle af karboxymetylcellulose. Proceduren giver 211 mg
af et hvidt fnugget pulver.
agh -38,49° (c = 0,53 1 5% vandigt eddikesyre), Rf2 =0,12,
RE2 = 0,74,

Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HC1 i nerverelse af tiogly-
kolsyre): His 1,00, Arg 1,04, Trp 0,98, Ser 0,92, Glu 1,00,
Pro 1,00, Leu 1,98, Phe 1,00

1

Eksempel 4

(Pyr)Glu-His-Trp--Ser-Tyr—D—Phg—Leu-Arg—Pro—NH-CHZCH3

a) Z-D-Phg-Leu—Arg(N02)-Pro—NH-CHZ—CH3

I en blanding af 10 ml dimetylformamid og 20 ml
diklormetan opleses 580 mg Z-D-Phg-OH og 1,14 g H—Leu-Arg(NOz)-
Pro-NH-CHZ-CHB.

Til denne blanding szttes 400 mg HONB og under af-
keling med is tilszttes 500 mg DCC. Blandingen omrgres ved stue-
temperatur i 4 timer. Det som biprodukt dannede dicyklohexylurin-
stof frafiltreres og filtratet koncentreres til torhed. Remanen-
Sen opleses i 100 ml atylacetat. Oplesningen vaskes med 4%s na-
triumhydrogenkarbonat og vand, terres over natriumsulfat og
destilleres til afdampning af =tylacetat. Remanensen genudfzl-
des fra @tylacetat/petroelumsster hvorved der vindes 1,4 g af
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et pulver Rf™ = 0,65, Rf° = 0,83, ap” = -80,2 (¢ = 0,5 i me-
tanol).
b) (Pyr)Glu-His-Trp—Ser-Tyr-D-Phg-Leu—Arg—Pro-NH-CHZ-CH3

I 20 ml eddikesyre opleses 150 mg Z-D—Phg-Leu-Arg(NOz)-
Pro-NH—CHZ-CHB. Med tilsetning af 100 mg palladiumssort bobles
hydrogengas gennem oplesningen ved atmosfzrisk tryk til fremkaldelse
af reduktion.

Efter 4 timer filtreres katalysatoren fra og der til-
settes 0,4 ml 1IN saltsyre. Oplesningen koncentreres til terhed
under nedsat tryk og koncentratet opleses i 20 ml vand og fryse-
terres. Det fremkomne pulver opleses i 8 ml dimetylformamid 0g
der tilssttes drdbevis 0,25 ml af en 10%s oplesning af N-ztyl-
morfolin i dimetylformamid. Derefter tilsmttes der 141 mg (Pyr)Glu-
His-Trp-Ser-Tyr-OH hvorefter der tilszttes 50 mg l-hydroxybenzo-
triazol og derp& 40 mg DCC ved -5°C.

Blandingen omreres ved -5°C i 2 timer, ved 0°C i
2 timer og ved stuetemperatur i 8 timer. Der settes azter til reak-
tionsblandingen og det resulterende bundfald opsamles ved filtre-
ring og oplegses i 20 ml vand. De uopleselige bestanddele filtre-
res fra og filtratet fares gennem en kolonne af "Amberlite"
IRA-410 (acetatform) som derefter vaskes med vand. Effluenten
0g de vandige vaskevasker forenes og fores gennem en kdlonne pa
1,5 x 25 ¢cm af karboxymetylcellulose 0g der gennemfores gradient-
eluering under anvendelse af 300 ml 0,005M ammoniumacetat og
300 ml 0,175M ammoniumacetat (pH 6,8). Det onskede produkt frem-
Lommer i fraktionerne fra 170 ml til 240 ml. Disse fraktioner
forenes og fores gemnem en kolonne pd 2 x 20 cm af "Amberlite"
XAD-2. Den adsorberede forbindelse elueres ved gradientmetoden
under anvendelse af 250 ml vand 08 280 ml @tanol hvorpad den rene
forbindelse fremkommer i fraktionerne fra 190 ml til 240 ml.
Eluatet koncentreres under nedsat tryk og fryseterres. Den be-
skrevne metode giver 110 mg af det enskede produkt. Rf2 = 0,098,
RED - 0,73, aga = ~57,0° (¢ = 0,56 i 5% vandigt eddikesyre)
Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HC1 i nerverelse af tioglykol-
syre): His 0,96, Arg 1,04, Trp 0,92, Ser 0,93, Glu 1,00, Pro 1,00,
Leu 1,01, Phg 0,98, Tyr 1,01.
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Eksempel 5

a) Z-D—Ser‘-—Leu—Arg(NOZ)—Pro—NH—CHZ—CH3

I en blanding af 10 ml dioxan 0g 10 ml dimetylform-
amid opleses 955 mg Z-D-Ser-OH, 1,82 g H—Leu-Arg(NOZ)-Pro—NH—
CHZ—CH3 0g 788 mg HONB. Oplesningen afkeles til 0°C og der til-
sgttes 907 mg DCC. Blandingen omresres ved 0°C i 2 timer og ved
stuetemperatur i 5 timer. Det som biprodukt dannede dicyklo-
hexylurinstof frafiltreres og filtratet koncentreres til terhed
under nedsat tryk. Remanensen opleses i 100 ml kloroform. Op-
losningen vaskes med 0,5N saltsyre og 4% natriumhydrogenkarbo-
nat i den nzvnte rekkefglge, terres over magniumsulfat og kon-
centreres til terhed under nedsat tryk. Remanensen behandles
med petroleumszter og det resulterende pulver opsamles ved fil-
trering og genudfzldes fra ®tanol/=mter. Udbytte 2,4 g; smp.

123-126°C (senderdeling), a%7 = -49,8° (¢ = 0,5 i metanol)

Beregnet for C30H4709N9,H20:
C 51,79, H 7,09, N 18,12

Fundet: C 52,01, H 6,96, N 18, 04%
Rf1 = 0,40
b) (Pyr)Glu—His-Trp-Ser-Tyr—D—Ser-Leu-Arg—Pro-NH-CHZ—CH3

I en blanding af 20 ml metanol 0g 1 ml iseddikesyre
opleses 334 mg Z—D-Ser-Leu-Arg(NOZ)—Pro-NH-CHZ—CH3 og med palla-
dium-sort som katalysator gennemfgres katalysereduktion ved stue-
temperatur og atmosferisk tryk i 4 timer. Katalysatoren frafiltre-
res og filtratet koncentreres til terhed under nedsat tryk. Re-
manensen oplegses ved tilsztning af 9,6 ml 0,1N salsyre hvorpa
den frysetegrres.

Det terre pulver og 280 mg (Pyr)Glu—His-Trp-Ser—Tyr-
OH opleses i 3 ml DMF og der tilsazttes 100 mg l-hydroxybenzotria-
zol og 0,615 ml af en 10%s oplesning af N-atylmorfolin i DMF .
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Blandingen afkeles til -5°C hvorefter der til-
settes 165 mg DCC. Blandingen omreres ved -5°C i 4 timer og
ved stuetemperatur i 8 timer. Det som biprodukt dannede urin-
stofderivat frafiltreres og filtratet koncentreres til terhed
under nedsat tryk. Remanensen opleses i 20 ml vand og de uop-
loselige bestanddele frafiltreres. Filtratet fores gennem en
kolonne (10 ml) af "Amberlite" IRA-410 (acetatform) og efflu-
enten og vaskevaeskerne forenes og fores gennem en kolonne pa
1,5 x 27 cm af karboxymetylcellulose. Der gennemferes elue-
ring ved gradientmetoden under anvendelse af 300 ml 0,005M
ammoniumacetatpuffer og 300 ml 0,15M ammoniumacetat. Den on-
skede forbindelse fremkommer i fraktionerne fra 280 til 322 ml.
Disse fraktioner forenes og fryseterres hvorved der vindes
135 mg rdprodukt. Dette opleses i en lille msngde vand og an-
bringes pd en kolonne pd 1,5 x 17 cm af "Amberlite" XAD-2. Der
gennemfores eluering ved gradientmetoden under anvendelse af
300 ml 5%s vandigt @ztanocl og 330 ml 60%s vandigt =ztanol. Frak-
tionerne fra 196 ml til 231 ml forenes og efter fjernelse af
®tanolen ved destillation fryseterres remanensen. Udbytte
62 mg.

Dette produkt opleses i 0,1N vandig eddikesyre
0g underkastes gelfiltrering pd en kolonne P4 1 x 54 cm af
"Sephadex" LH-20. Efter fryseterring vindes 40 mg af det en-
skede produkt i ren tilstand.

a5’ = -46,4° (¢ = 0,5 1 vandigt eddikesyre), Rf2 = 0,055,
Rf? = 0,70 :

Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i nzrverelse af tio-
glykolsyre) His 1,00, Arg 1,04, Trp 1,00, Ser 1,81, Glu 1,00,
Pro 1,00, Leu 1,04, Tyr 0,96, ®tylamin 1,04

Eksempel 6

—--—————--—————-———-———---—--——————-——————u—-—————-——

a) Z-D—Abu—Leu—Arg(N02)—Pro-NH-CH CH

2773

I 5 ml dimetylformamid opleses 0,3 g Z-D-Abu-0OH
og 0,45 g H-Leu—Arg(NOz)-Pro-NH-CHZ-CHB.
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Oplesningen afkeles til 0°C og der tilszttes 0,25 g
HONB og 0,29 g DCC. Blandingen omreres ved 0°C i en time og ved
stuetemperatur i 5 timer. Urinstofderivatet frafiltreres og fil-
tratet koncentreres til terhed under nedsat tryk. Remanensen op-
leses 1 80 ml kloroform, vaskes med 1N saltsyre og 4%s natrium-
hydrogenkarbonat.

Efter vask med vand terres over magniumsulfat og
der koncentreres til terhed under nedsat tryk. Remanensen be-
handles med ®=ter og det resulterende pulver opsamles ved fil-
trering og genudfzldes fra ®@tylacetat/petroleumsbenzin. Udbytte
489 mg, smp. 11-114°C. a§6 = -51,2° (¢ = 0,6 i metanol), Rl = 0,66

b) (Pyr)Glu—His-Trp-Ser-Tyr-D-Abu-—Leu—Ar‘g-—Pro-NH-CHZ-CH3

Z-D-Abu—Leu-Arg(N02)—Pro-NH—CHZ-CH3 behandles med
25%s hydrogenbromid/iseddikesyre 0g udfeldes med m=ter. Bund-
faldet fores gennem en kolonne af "Amberlite" CG-410 (fri base)
til fjernelse af hydrogenbromidet. I 3 ml DMF opleses 220 mg
af den sdledes vundne frie base af H-D-Abu-Leu—Arg(NOZ)-Pro-NH-
CHZ—CH3 og 290 mg (Pyr)Glu—His-Trp—Ser-Tyr-OH hvorefter der til-
settes 150 mg HONB. Blandingen afkeles til -10°C og der tilssttes

85 mg DCC. Blandingen omreres ved -10°C i 2 timer, ved 0°C i

4 timer og ved stuetemperatur i 7 timer. Til reaktionsblandingen
settes mtylacetat og det resulterende bundfald opsamles ved fil-
trering. Bundfaldet opleses i 20%s vandigt metanol under opvarm-
ning og oplesningen afkgles hvorpd der udskiller sig et bund-
fald. Dette bundfald opsamles ved filtrering 0g terres. Udbytte
284 mg, Rf% = 0,240, RE3 = 0,772 (1 begge oplesningsmidler inde-
holder produktet ca. 10%s urenheder som giver en lille Rf-verdi).

I 15 ml 60%s vandigt myresyre opleses 200 mg af det
ovenfor vundne produkt hvorefter der tilssttes 400 mg SnClz,HZO.
Blandingen opvarmes til 80-85°C i 2 timer. Derefter koncentreres
blandingen til terhed under nedsat tryk og remanensen ekstrahe-
res med 50 ml varmt vand.

De uopleselige bestanddele fjernes ved filtrering
og filtratet feres gennem en kolonne af "Amberlite" XAD-2, kar-
boxymetylcellulose "Sephadex" LH-20 i den navnte rzkkefoglge
hvorefter der fryseterres. Den beskrevne procedure giver 104 mg
af et hvidt fnugget pulver.



148305

22
2
a%h = -43,6° (¢ = 0,50 i 5% vandigt eddikesyre), Rf° = 0,08.
Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i nzrverelse af tio-
glykolsyre): His 0,98, Arg 0,96, Trp 0,94, Ser 0,92, Glu 1,00,
Pro 1,00, Leu 0,98, Abu 1,00, Tyr 1,00, @tylamin 1,02.

Eksempel 7

(Pyr')Glu-His—Trp—Ser-Tyr-D-Nva—Leu-Arg—Pro-NH—CHZ-CH3

- ————— - ——— - - - v — - —— W > M= - — - o — - - - - —

a) Z-D-Nva-0H

P& den rutinemsssige m&de oms®zttes H-D-Nva-OH med
karbobenzooxyklorid i 2N natriumhydroxyd og den resulterende
forbindelse omkrystalliseres fra stylacetat/petroleumsbenzin.
Proceduren giver ndle med smp. 83-84°C.
02® = +12,1° (c = 1,0 i metanol)

Beregnet for C13H17OQN:
C 62,14, H 6,82, N 5,57
Fundet: C 62,17, H 6,88, N 5,62%.

b) Z—D—Nva—Leu—Arg(N02)—Pro—NH-CH -CH

2773

I 5 ml DMF opleses 376 mg Z-D-Nva-OH, 685 mg H-Leu-
Arg(NOZ)—Pro-NH—CHZ—CH3 0g 295 mg HONB og derefter ved 0°C
340 mg DCC. Blandingen omregres ved 0°C i 2 timer og ved stuetem-
peratur i 8 timer. Det som biprodukt dannede urinstofderivat fra-
filtreres og der szttes 10 ml ®tylacetat til filtratet. Blan-
dingen vaskes med 0,5N saltsyre og 4%s natriumhydrogenkarbonat.
Der vaskes med vand og terres over natriumsulfat. Oplgsningen
koncentreres til terhed under nedsat tryk og behandles med mter.
Det resulterende pulver opsamles ved filtrering og renses ved
genudfeldning fra ®tylacetat/zter. Udbytte 900 mg, smp. 105-107°C
(senderdeling), a§6 = =51,2° (¢ = 1 i metanol), Rfl = 0,60

Beregnet for C32H5108N9:
C 55,71, H 7,45, N 18,27
Fundet: C 55,54, H 7,62, N 18,09%.
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c) (Pyr‘)Glu-His—Trp—Ser-Tyr-D-Nva—Leu—Arg-Pro-NH—CHZ-CH3

Ud fra det i eksempel 7 b) vundne Z-D-Nva-Leu-
Arg(NOZ)-Pr'o-NH-CHZ—CH3 og (Pyr)Glu-His-Trp-Ser—Tyr-OH
folges de samme reaktions-og rensningsmetoder som beskrevet
1_eksempel 6 b) hvorved man vinder den enskede forbindelse.
ap- = =39,8° (¢ = 0,51 i 5% vandigt eddikesyre), sz = 0,094,
RE2 = 0,74
Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HC1 i nervaerelse af tiogly-
kolsyre) His 1,00, Arg 0,98, Trp 0,93, Ser 0,94, Glu 1,08,

Pro 1,02, Nva 0,98, Leu 1,00, Tyr 0,98, ®tylamin 1,04,

Eksempel 8

_————_—_——-——-———_—————_——--—_—-——_———-__——..-——-__-—__-——

a) Z-D-Nva-Leu-Arg(N02)-Pro—NH-CHZ—CHz—CH3

I 2 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre opleses
720 mg Z-Leu—Arg(N02)—Pro-NH—CHz-CHz—CH3 0g oplesningen rystes
i 40 minutter. Til oplesningen szttes 20 nl tert ater og det
resulterende bundfald Opsamles ved filtrering. Bundfaldet va-
skes grundigt med ter ®ter. Derefter terres det over natrium-
hydroxyd under nedsat tryk i en exsikkator.

der tilsmttes 250 ng Z-D-Nva-OH hvorefter der tilsattes 0,15 m1

i 8 timer. Der tilszttes 80 ml @tylacetat og de uopleselige
bestanddele frafiltreres. Filtratet vaskes med 1IN saltsyre,
4%s natriumhydrogenkarbonat og vand og terres over natrium-

Sulterende pulver renses ved genudfzeldning fra etylacetat/pe-
troleumsater. Udbytte 718 mg, a%ﬁ = -51,0° (¢ = 1,0 i metanol),
ret = 0,64,
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Beregnet for C33H5308N9:
C 56,23, H 7,58, N 17,89
Fundet: C 56,14, N 7,70, N 17,58%.
b) (Pyr)Glu—His—Trp-Ser'-Phe--D—Nva-Leu-Arg-Pro-NH—CHZ-CHZ-CH3

I 3 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre opleses
500 mg Z-D—Nva-Leu—Arg(N02)-Pro-—NH-CHz-CHZ-CH3 og oplgsningen
rystes i 50 minutter. Til oplesningen szttes 60 ml teor ater og
det resulterende bundfald opsamles ved filtrering og opleses i
40 ml vand. Oplesningen fgres gennem en kolonne p& 1 x 14 cm af
"Amberlite" CG-410 (fri base) som derefter vaskes med 30%s van-
digt metanol. Effluenten og vaskevasker forenes og metanolen
afdestilleres under nedsat tryk. Remanensen fryseterres hvorved
der vindes 320 mg af den frie base af H-D—Nva-Leu-Arg(NOz)—Pro-
NH-CHZ—CH2—CH3. I 2 ml DMF opleses 225 mg af det ovenfor vundne
produkt og 280 mg (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Phe-OH hvorefter der til-
settes 130 mg HONB. Blandingen afkeles til -10°C og der tilsazt-
tes 87 mg DCC. Blandingen omrgres ved -10°C i 60 timer. Ved 0°C
i 2 timer og ved stuetemperatur i 6 timer. Til denne reaktions-
blanding sattes 40 ml ®tylacetat og det resulterende bundfald
opsamles ved filtrering og opleses i 30%s vandigt stanol under
opvarmning. De uopleselige bestanddele frafiltreres og filtra-
tet afkeles hvorved der vindes et bundfald. Bundfaldet opsamles
ved filtrering, vaskes med koldt vand og terres. Udbytte 340 mg.
I 20 ml 60%s vandig myresyre opleses 300 mg af det ovenfor vundne
produkt hvorefter der tilszttes 580 mg SnClZ,HZO. Blandingen op-
varmes til 85°C i1 2 timer. Reaktionsblandingen koncentreres til
terhed under nedsat tryk og ekstraheres med varmt vand.

Ekstrakten renses ved kromatografi p& "Amberlite"
XAD-2, karboxymetylcellulose og "Biogel" P-2. Proceduren giver
170 mg af det enskede produkt.
ag; -37,7° (c= 0,505 i 5% vandig eddikesyre), ReZ = 0,13,
RF- = 0,76
Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i nerverelse af tiogly-
kolsyre): His 1,02, Arg 0,98, Trp 0,97, Ser 0,98, Glu 1,02,
Pro 1,00, Leu 1,00, Nva 1,02, Phe 0,98.

1]
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Eksempel 9

a) Z-D-Abu-Leu-Arg(N02)-Pro-NH—CH(CH3)2

I 3 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre opleses 700 mg
Z-Leu-Arg(NOz)-Pro-NH—CH(CH3)2 0g oplssningen omrystes i 60 minut-
ter hvorefter der tilszttes 50 m1l ter zter. Det resulterende bund-
fald opsamles ved filtrering og terres. Det terrede produkt op-
leses i 6 ml DMF. Til denne oplesning sattes 240 mg Z-D-Abu-OH
0g oplesningen neutraliseres med 0,15 ml trigetylamin.

Derefter tilsazttes 200 mg HONB og blandingen afkeg-
les til 0°C hvorefter der tilszttes 230 mg DCC. Blandingen omrg-
res ved stuetemperatur i 6 timer. Til blandingen sattes 100 ml
e@tylacetat og de uopleselige bestanddele frafiltreres. Filtratet
vaskes med O, 5N saltsyre og 4%s natriumhydrogenkarbonat hvorefter
det terres over natriumsulfat. Derefter koncentreres det til tgr-
hed under nedsat tryk og behandles med ster. Det resulterende pul-
ver genudfzldes fra atylacetat/mter. Udbytte 725 mg.
a5’ = -52,0° (c = 0,5 ; metanol), Rfl = 0,62
Beregnet for C32H5108N9:

C 55,71, H 7,45, N 18,27
Fundet: C 55,42, H 7,59, N 18,01%

b) (Pyr)Glu-His-Trp—Ser-Tyr-D—Abu—Leu—Arg-Pro-NH—CH(CHB)2

Ud fra det i eksempel 9 a) vundne Z-D-Abu—Leu-Arg(NOz)-
Pro—NH-CH(CH3)2 og (Pyr)Glu-His-Trp—Ser-Tyr—OH vindes den i over-
skriften angivne forbindelse ved nejagtig samme procedure som
den der er beskrevet i eksempel 5.
a3® = ~41,0° (¢ = 0,62 1 5% vandigt eddikesyre), RfZ = 0,11,
RF> = 0,74,

Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i nzrvsrelse af tiogly-
kolsyre): His 1,00, Arg 0,90, Trp 0,87, Ser 0,97, Glu 1,00,
Pro 0,94, Abu 1,00, Leu 1,02, Tyr 0,96
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Eksempel 10

(Pyr)Glu-His—Trp—Ser-Tyr-D-Leu—Leu-Arg—Pro—NH—CHZ-CH3, fremstilling
i fast fase

a) BOC-Pro-harpiks

I 50 ml DMF anbringes 15 g klormetyleret harpiks
(Cl-indhold 9,45 mmol) hvorefter der tilszttes 6,1 g BOC-Pro-0OH
08 3,33 ml trietylamin. Blandingen rystes i1 5 dage. Harpiksen
opsamles ved filtrering og vaskes grundigt med DMF, =tanol, vand,
®tanol og ®ter i den nevnte razkkefslge hvorpd den terres. Udbytte
17,55 g. Aminosyreanalyse afslerer at denne harpiks indeholder
0,314 mmol/g BOC-Pro.

b) (Pyr)Glu-His(Tos )-Trp-Ser(Bzl)-Tyr(Bzl)-D-Leu-Leu-
Arg(Tos)-Pro-harpiks

Reaktionsbeholderen til et a%f?matisk peptidsyntese-
apparat (Simadzu Seisakusho model "APS-800" R;fyldes med 3,145 g af
den i eksempel 10 a) vundne BOC-Pro-harpiks. Harpiksen kvazldes
med diklormetan i 12 timer hvorefter hver aminosyre tilfertes i
den felgende cyklus.

Diklormetan (3 minutter x 3)—> 50%s trifluoreddi-
kesyre/diklormetan (10 minutter og 30 minutter) —s diklormetan
(3 minutter x 3) — @®tanol (3 minutter x 3) —> diklormetan —
(3 minutter x 3) —» 10% triztylamin/kloroform (10 minutter) —
kloroform (3 minutter x 3) —s diklormetan (3 minutter x 2) —>
BOC-aminosyre-anhydrid (syntetiseret fra BOC-aminosyre og DCC
pd konventionel mdde)(30 minutter og 60 minutter) — acety-
lering (diklormetan, trimtylamin og eddikesyreanhydrid) (en time)
——> diklormetan (3 minutter x 3) /{Pyr)Glu-OH kondenseres
direkte med DCC i DMF7.

Til sidst vaskes harpiksen med =®tanol, kloroform,
dimetylformamid og @ter hvorpd den terres. Udbytte 3,89 g.

c) (Pyr)Glu-His(Tos)-Trp-Ser-(Bzl)-Tyr(Bzl)-D-Leu-Leu-
Arg(Tos)—Pr‘o—NH—CHZ-CH3
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I 20 ml metanol suspenderes 3,52 g af den i eksem-
pel 10 b) vundne harpiks og suspensionen afksles til 20°C. Etyl-
aminen der er vundet ved opvarmning af 80%s vandigt etylamin i
et varmt vandbad bobles ind i Suspensionen gennem natriumhydroxyd.
Efter tilstrekkelig metning omreres blandingen ved stuetemperatur
i 40 timer. Harpiksen opsamles ved filtrering og filtratet kon-
centreres til terhed under nedsat tryk. Remanensen behandles med
zter hvorved der vindes 835 mg af et rdt pulverformet produkt.
Dette produkt indeholder en stor del urenhed som sandsynligvis er
metylester. Derfor opleses 503 mg af dette produkt i metanol/DMF
(8 m1/8 ml) og pA samme made som beskrevet ovenfor bobles der
etylamin ind i oplesningen. Oplesningen omreres i 34 timer hvor-
ved metylesteren forsvinder.

Derefter koncentreres oplesningen til terhed under
nedsat tryk og remanensen behandles med zter. Det resulterende
pulver opsamles ved filtrering. Udbytte 465 mg.

d) (Pyr)Glu—His-Trp—Ser-Tyr-D—Leu—Leu—Arg—Pro-NH—CHZ—CH3

I nerverelse af 0,4 ml anisol 0g 0,4 ml merkapto-
®tanol oplgses 327,8 mg af det i eksempel 10 c) vundne rédprodukt
i 8 ml vandfrit hydrogenfluorid. Oplesningen omreres ved 0°C i
en time hvorefter den koncentreres til torhed under nedsat tryk.
Remanensen opleses i 20 m1l vand og de uopleselige bestanddele
frafiltreres. Filtratet fores gennem en kolonne pd 1,5 x 20 cm
af "Amberlite" IRA-410 (acetatform) 0g renses derpd ved kroma-
tografi p& karboxymetylcellulose 0g "Amberlite" XAD-2. Derefter
underkastes produktet gelfiltrering p& en kolonne af "Sephadex"
LH-20. Den beskrevne procedure giver 98 mg af det onskede pro-

dukt.
26
a

1l

5 -32,0° (C = 0,52 i 5% vandigt eddikesyre), Rf° = 0,10,
RFZ = 0,75.

Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCL i nerverelse af tiogly-
kolsyre): His 0,98, Arg 1,00, Trp 0,87, Ser 0,90, Glu 1,02,

Pro 1,02, Leu 2,01, Tyr 0,98, @tylamin 1,10.
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Eksempel 11

(Pyr')Glu—His-Trp-Ser-Tyr-D-Nle—Leu—Arg-Pro-NH—CHZ-CH3

a) BOC—D—Nle-Leu-Arg(N02)-Pro—NH—CHZ-CH3

I 10 ml DMF opleses 346 mg BOC-D-Nle-OH og 820 mg
H-Leu—Arg(N02)-Pro-NH-CHZ—CHB. Blandingen afkeles til 0°C hvor-
efter der tilsazttes 322 mg HONB og 371 mg DCC. Blandingen omrgres
ved 0°C 1 2 timer og ved stuetemperatur natten over. Den som bi-
produkt dannede urinstofforbindelse fjernes ved filtrering og
filtratet ekstraheresmed 10 ml kloroform. Ekstrakten vaskes med
0,1N saltsyre, 5%s natriumhydrogenkarbonat og vand, hvorefter den
torres over vandfrit natriumsulfat.

Kloroformen afdampes og remanensen tritureres med
#ter hvorved man vinder den onskede forbindelse. Udbytte 811 mg,
smp. 124-126°C (senderdeling), agz = -46,2° (¢ = 0,5 i metanol)
Beregnet for CBOH5508N9‘1/2H20:

C 53,08, H 8,31, N 18,57
Fundet: C 53,07, H 8,27, N 19,05%.

b) (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Nle-Leu-Arg-Pro-NH-CH,-CH

2 73

Det i eksempel 11 a) wvundne BOC-D-Nle-Leu-Arg(NOZ)-
Pro-NH-CHZ—CH3 behandles med trifluoreddikesyre og bundfzldes
med zter og opsamles ved filtrering. Produktet fores gennem en
kolonne af "Amberlite" CG-45 (fri base) til fjernelse af tri-
fluoreddikesyren. I 2 ml DMF opleses 190 mg af forbindelsen H-D-
Nle-Leu—Arg(NOZ)—Pro—NH-CHZ—CH3 0og 168 mg (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-
Tyr-OH. Blandingen afkeles til 0°C hvorefter der tilszttes 65 mg
HONB og 75 mg DCC. Blandingen omreres ved 0°C i 2 timer og ved
stuetemperatur natten over. Den som biprodukt dannede urinstof-
forbindelse fjernes ved filtrering og der sattes etylacetat til
filtratet. Det resulterende bundfald opsamles ved filtrering og
behandles med 4 ml vandfrit hydrogenfluorid i nszrverelse af 0,1 ml
anisol og 0,1 ml 2-merkaptoztanol ved 0°C i en time. Hydrogen-
fluoridet afdampes under nedsat tryk og remanensen terres grundigt
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0g opleses i 10 ml vand. Oplesningen fores over en kolonne af
"Amberlite" IRA-410 (acetatform) og effluenten adsorberes pé

en kolonne af karboxymetylcellulose (1,2 x 22 cm) og der gen-
nemferes gradienteluering med 200 ml 0,005M ammoniumacetat og
200 ml1 0,15M ammoniumacetat. Fraktionerne fra 147 ml til 168 ml
forenes og fryseterres hvorved det onskede produkt vindes i fin-
delt form. Udbytte 40 mg. a§2 = =42,2° (¢ = 0,5 i 5% vandigt
eddikesyre), RfZ = 0,11, R = 0,755.

Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HC1 i nerverelse af tiogly-
kolsyre): His 1,05, Arg 1,00, Trp 0,93, Ser 0,89, Tyr 1,00,

Glu 1,00, Pro 1,02, Leu 1,00, Nle 1,00, ®tylamin 1,05.

Eksempel 12

(Pyr)Glu—His-Trp-Ser—Phe-D-Phe—Leu—Arg—Pro—NH-CHZ—CH3

_---—--—————--—-.——-_—-——————-—————-—-———-——-—-————..———

a) H-D-Phe—Leu-Arg-(NOZ)-Pro-NH—CHz-CH3

Til en blanding af 10 ml diklormetan og 1 ml DMF
szttes 600 ml Z-D-Phe-OH, 500 mg HONB og 950 mg H-Leu-Arg(NO,)-
Pr‘o—NH-CHZ—CH3 og blandingen opvarmes. Blandingen afkeles til
0°C og der tilszttes 500 mg DCC. Blandingen omreres i 4 timer
ved stuetemperatur og det som biprodukt dannede dicyklohexyl-
urinstof fjernes ved filtrering. Filtratet koncentreres til ter-
hed under nedsat tryk 0g remanensen oplegses i kloroform. Oples-
ningen vaskes 2 gange med 4%s natriumhydrogenkarbonat og 2 gange
med vand og terres over vandfrit magniumsulfat 0g koncentreres
til terhed under nedsat tryk. Remanensen opleses sjeblikkeligt
i 2 ml iseddikesyre. Efter tilsetning af 2 ml 25%s hydrogen-
bromid/iseddikesyre omrgres blandingen ved stuetemperatur i en
time hvorefter der tilsattes 50 ml ter mter. Det udskilte bund-
fald opsamles ved filtrering, vaskes grundigt med =zter 0g terres.
Bundfaldet opleses i 10 ml 30%s vandig metanol. Oplesningen fegres
gennem en kolonne af "Amberlite" IRA-410 (fri form) som elueres
med 100 ml 30%s vandig metanol. Effluenten opsamles og koncentre-
res til fjernelse af metanol.

Fryseterring af remanensen giver den onskede for-
bindelse H—D-Phe—Leu-Arg(N02)_pro_NH_CHZ_CH3 i form af et hvidt
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pulver. Udbytte 1,67 g. a§6 = =94,26° (¢ = 1,01 i metanol)

Beregnet for C23HA506N9.H20:

C 54,09, H 7,62, N 20,28
Fundet: C 53,84, H 7,79, N 19,91%.

b) (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Phe—D—Phe-Leu—Arg-Pro—NH-CHZ-C§§

I 6 ml DMF opleses 290 mg (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-
Phe-OH og 240 mg H-D-Phe-Leu-Ar'g(NOZ)-Pr'o-NH-CHZ—CH3 hvorefter
der tilsmttes 150 mg HONB. Blandingen afkeles til -10°C og der
tilsettes 90 mg DCC. Blandingen omreres ved -10°C i 2 timer,
ved 0°C i 2 timer og ved stuetemperatur i 6 timer. Den som bi-
produkt dannede urinstofforbindelse fjernes ved filtrering og
der szttes 40 ml ®ter til filtratet. Det udskilte bundfald op-
samles ved filtrering. Genudfeldning fra mtanol og atylacetat
giver et rdt beskyttet peptid. Udbytte 510 mg. Det ré peptid
opleses i 40 ml 60%s vandig myresyre. Efter tilsmtning af 1 g
SnCl,,H,0 til oplesningen henstdr blandingen ved 80-85°C i
2 timer. Blandingen koncentreres til terhed under nedsat tryk.
Efter tilsetning af 50 ml vand til remanensen indstilles blan-
dingen til pH 7,0 med vandig ammoniakoplesning. Det udskilte
bundfald fjernes ved filtrering. Filtratet renses pd en kolonne
af "Amberlite" XAD-2 og karboxymetylcellulose og fryseterres pa
samme m8de som beskrevet i eksempel 1 hvorved den enskede for-
bindelse vindes som et hvidt fnugget pulver. Udbytte 392 mg.

a§6 = -71,8° (c = 0,195 i 5% vandigt eddikesyre), Rf2 = 0,14,
R = 0,76.

Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i nzrverelse af tiogly-
kolsyre)

His 0,98, Arg 1,00, Trp 0,97, Ser 0,93, Glu 1,00, Pro 0,98,
Leu 1,00, Phe 1,96.

Eksempel 13

a) BOC-D-Thr-Leu-Arg(N02)—Pro—NH-CHZ—CH
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I 10 ml acetonitril opleses 438 mg BOC-D-Thr-0H
(et olieagtigt stof) 0g 418 mg HONB hvorefter der tilsettes
912 mg H-Leu-Arg(N02)-Pro-NH—CHZ—CH3. Blandingen afkeles til
0°C og derefter tilsattes 494 mg DCC. Blandingen omreres ved
stuetemperatur i 10 timer 0g de uopleselige bestanddele fjer-
nes ved filtrering. Filtratet koncentreres til terhed under
nedsat tryk og remanensen ekstraheres med 100 ml etylacetat.
Ekstrakten vaskes med 5%s natriumhydrogenkarbonat, 10%s van-
dig citronsyreoplzsning 0g vand i den nzvnte rekkefelge og
terres over vandfrit natriumsulfat. Derefter koncentreres
den til terhed under nedsat tryk og remanensen genudfeldes
fra ®tanol/=ter. Proceduren giver 900 mg af den enskede for-
bindelse. Smp. 119-121°C (senderdeling), a§4 = -38,6° (¢ = 0,5
i metanol), Rf! = 0,45,

Beregnet for C28H5109N9,H20:

C 49,76, H 7,90, N 18,65
Fundet: C 49,64, H 7,70, N 18, 46%.

b) (Pyr')Glu—His—Tr'p-Ser-Tyr-D--Thr—Leu—Arg-Pro-NH—CHZ-CH3

I 10 ml trifluoreddikesyre opleses 657 mg BOC-D-
Thr-Leu—Arg(NO2)—Pro—NH—CHZ-CH3 0g oplesningen rystes i 40 mi-
nutter. Til oplesningen szttes 60 ml eter og det resulterende
bundfald opsamles ved filtrering og opleses i 30 ml vand. Den
vandige oplesning fgres geénnem en kolonne pd 1 x 10 cm af
"Amberlite" IR-45 (fri base) som derpd vaskes med 30%s vandig
metanol. Effluenten 0g vaskevaskerne forenes og koncentreres
til fjernelse af metanol under nedsat tryk. Remanensen fryse-
terres. Proceduren giver 471 mg D-Thr—Leu—Arg(N02)-Pro-NH-CHZ—
CH3. I 2 ml DMF oploses 167 mg af dette produkt og 175 mg (Pyr)Glu-
His-Trp—Ser—Tyr-OH hvorefter der tilsettes 67 mg HONB. Blan-
dingen afkeles til -5°C og der tilsettes 77 mg DCC. Blandingen
omreres ved -5°C i 3 timer 0g derefter ved stuetemperatur i 10
timer. De uopleselige bestanddele frafiltreres 0g der szttes
50 ml =tylacetat til filtratet. Det resulterende bundfald op-
samles ved filtrering og genudfeldes fra DMF/stylacetat. Ud-
bytte 290 mg. En portion p& 160 mg af dette produkt oplgses i
10 ml 60%s vandig myresyre 0g med tilsatning af 400 mg SnClz,HZO
behandles oplesningen ved 80°C i 2 timer. Reaktionsblandingen
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koncentreres til terhed under nedsat tryk. Derpd tilszttes 10 ml
vand og de uopleselige bestanddele filtreres fra. Filtratet ren-
ses ved kromatografi pad "Amberlite" XAD-2, karboxymetylcellulose
og "Biogel" P-2. Proceduren giver 65 mg af den onskede forbin-
delse.

a%z = =37,4° (c = 0,5 i 5% vandig eddikesyre), Rf2 = 0,12,

Rf® = 0,68.

Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i nzrverelse af tiogly-
kolsyre):

His 1,00, Arg 0,97, Trp 0,94, Thr 1,03, Ser 0,90, Glu 1,00, Pro 1,06,
Leu 1,06, Tyr 1,00, stylamin 1,10.

Eksempel 14

a) Z-Ile—Arg(N02)-Pro-NH-CHZ-CH3

I 12 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre opleses
1,43 g Z-Arg(NOZ)—Pro-NH-CHZ-CH3 0g blandingen rystes i 40 mi-
nutter ved stuetemperatur. Til denne oplesning szttes 300 ml
ter =ter og det resulterende bundfald opsamles ved filtrering
0g terres i en exsikkator over natriumhydroxyd. Det vundne pul-
ver opleses i 25 ml DMF og oplesningen neutraliseres med 0,84 ml
trietylamin og afkeles til 0°C. Derefter tilszttes 795 mg Z-Ile-
OH, 590 mg HONB og 680 mg DCC og blandingen omrgres ved 0°C i
5 timer og ved stuetemperatur i 8 timer. Reaktionsblandingen
filtreres og filtratet inddampes. Remanensen opleses i 100 ml
kloroform, vaskes med 0,1N saltsyre, 5%s natriumhydrogenkarbonat
og vand hvorefter den terres over magniumsulfat. Efter afdampning
af oplesningsmidlet udfzldes remanensen fra etylacetat/=ter. Gen-
udfeldning fra etanol/mter giver 1,1 g af det enskede produkt
med smp. 103-105°C.
a§3 = =-58,1° (¢ = 1,0 i metanol), Ret = 0,48

Beregnet for C27H4207N8,1/2H20:

C 54,08, H 7,23, N 18,68
Fundet: C 53,80, H 7,15, N 18,84%.
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b) Z-D-Leu-Ile-AI‘g(N02)-Pro—NH—CHZ-CH3

I 4 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre oplsses
590 mg Z-Ile-Arg(N02)-Pro—NH—CHZ-CH3 0g blandingen omrystes ved
stuetemperatur i 40 minutter. Til denne oplesning szttes 50 ml
tor zter og det resulterende bundfald opsamles ved filtrering
0g terres i en exsikkator over natriumhydroxyd. Det wvundne pulver
opleses i 8 ml DMF og oplesningen neutraliseres med 0,14 ml
trietylamin og afkeles til 0°C. Derefter tilszttes 264 mg Z-D-
Leu-OH, 216 mg HONB 0g 247 mg DCC og blandingen omrgres ved 0°C
i 2 timer og ved stuetemperatur i 12 timer. Derefter behandles
reaktionsblandingen p& samme made som beskrevet i eksempel 14 a)
hvorved der vindes 620 mg af det eonskede produkt med smp. 112-113°C
0t = -47,8° (c = 0,5 i metanol), Rf! = g,53.

Beregnet for C33H5308N9,H20:

C 54,91, H 7,68, N 17,47
Fundet: C 54,72, H 7,52, N 17,19%.

c) (Pyr)Glu—His-Trp—Ser-Tyr-D-Leu—Ile—Arg—Pro—NH-CHZ-CH3

I 3 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre opleses
220 mg Z-D—Leu-Ile—Ar‘g(N02)-Pro-H-CHZ-CH3 0g oplesningen omry-
stes ved stuetemperatur i 50 minutter. Til denne oplegsning szt-
tes 50 ml tor zter 0g det resulterende bundfald Oopsamles ved fil-
trering og terres i en exsikkator over natriumhydroxyd. Dette ma-
teriale opleses i en lille mengde vand og fores gennem en kolon-
ne pd 1,2 x 7 cm af "Amberlite" IR-45 (fri form). Effluenten og
vaskeveskerne forenes og frysetorres. Materialet Opleses i 5 ml
DMF sammen med 230 mg (Pyr)Glu-His-Trp—Ser—Tyr-OH og 108 mg
HONB. Blandingen afkgples ti] -10°C og der tilsmttes 124 mg DCC.
Blandingen omrgres ved -10°C i 2 timer, i 2 timer ved 0°C og
i 10 timer ved Stuetemperatur hvorefter den filtreres. Filtratet
koncentreres Og remanensen renses pad en kolonne p& 1,8 x 20 cm
af "Amberlite" XAD-2 (200-300 mesh) med gradienteluering med
250 ml 5%s vandig ®tanol og 250 ml 80%s vandig ®tanol. Det on-
skede produkt fremkommer i fraktionerne fra 150 ml til 300 ml.
Disse fraktioner koncentreres under nedsat tryk og fryseterres.
Det sdledes vundne materiale opleses i 7 ml 60%s vandig myre-
syre og der tilszttes 450 mg SnCl,,H,0. Blandingen opvarmes til
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80-85°C i 2 timer. De uopleselige bestanddele filtreres fra og
filtratet inddampes til terhed under nedsat tryk. Remanensen
ekstraheres med 30 ml varmt vand (80°C). Ekstrakten filtreres

og filtratet fores pd en kolonne pd 1,8 x 15 cm af "Amberlite"
XAD-2 (200-300 mesh) og kolonnen vaskes grundigt med vand. Til
eluering anvendes en linegr gradient af vandig stanol (20-80%,
250 m1-250 ml). Den enskede forbindelse fremkommer i fraktionerme
fra 100 ml til 230 ml. Disse fraktioner forenes og koncentreres
under nedsat tryk til fjernmelse af mtanol. Koncentratet fores gen-
nem en kolonne pd 1,2 x 40 cm af karboxymetylcellulose og der-
efter elueres produktet ved linemr gradienteluering (0,005M -
0,2M ammoniumacetat, pH 6,8, 200 ml1-200 ml). Det onskede pep-

tid fremkommer i fraktionerne fra 180 ml til 280 ml. Disse frak-
tioner forenes og fryseterres. Udbytte 130 mg.

a5 = -39,2° (¢ = 0,5 i 5% vandig eddikesyre), RE? = 0,11.
Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i narverelse af tiogly-
kolsyre).

His 0,97, Arg 1,02, Trp 0,92, Ser 0,94, Glu 1,00, Pro 1,05,

Ile 1,00, Leu 1,00, Tyr 0,97.

2

Eksempel 15

a) Z-—Nle-—Arg(NOz)-Pro-NH-CHZ-CH3

I 10 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre opleses
715 mg Z-Arg(NOz)-Pro-NH-CHz—CH3 og blandingen omrystes ved stue-
temperatur i 30 minutter. Til denne oplesning szttes 250 ml tor
®ter og det resulterende bundfald opsamles ved filtrering og
torres i en exsikkator over natriumhydroxyd. Det sdledes vundne
pulver oplegses i 15 ml DMF sammen med 400 mg Z-Nle-OH og oples-
ningen afkeles til 0°C. Til denne oplegsning sattes 0,45 ml tri-
®tylamin og derefter 295 mg HONB og 340 mg DCC. Blandingen om-
reres ved 0°C i 3 timer og i 10 timer ved stuetemperatur. Der-
efter behandles reaktionsblandingen som beskrevet i eksempel 1l4-a)
hvorved man vinder det snskede produkt. Udbytte 824 mg, smp.
109-110¢°C.
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at? = -50,4° (c = 0,5 i metanol), RfY = 0,41

Beregnet for C27HQ207N8,1/2H20:

C 54,08, H 7,23, N 18,68
Fundet: C 53,79, H 7,09, N 18, 34%.

b) Z-D-Leu-Nle—Arg(N02)—Pro—NH—CHz—CH3

I 5 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre opleses
590 mg Z—Nle-Arg(N02)-Pr‘o—NH-CHZ-CH3 0g blandingen rystes i
40 minutter ved stuetemperatur. Til denne oplesning szttes
200 ml tor =mter 0g det resulterende bundfald opsamles ved fil-
trering og terres i en exsikkator over natriumhydroxyd. Produktet
opleses i 5 ml DMF Og oplesningen neutraliseres med 0,14 ml
trietylamin ved 0°C. Der tilsettes 264 mg Z-D-Leu-OH, 216 mg
HONB og derefter 247 mg DCC ved 0°C. Blandingen omreres i 2
timer ved 0°C og i 10 timer ved stuetemperatur 0g behandles
derefter som beskrevet i eksempel 14-b) hvorved der wvindes
594 mg af det onskede produkt. Smp. 101-103°C.
% = -45,2° (c = 0,5 i metanol), Rel = 0,55
Beregnet for 033H5308N9,H20:

C 54,91, H 7,68, N 17,47

Fundet: C 54,63, H 7,54, N 17,08%.

c) (Pyr‘)Glu—His-Trp-Ser-Tyr'—D-Leu-—Nle-Arg—Pro—NH—CHZ—CH3

I 4 ml 25%s hydrogenbromid/iseddikesyre opleses
350 mg Z-D—Leu—Nle—Arg(NOZ)—Pro—NH-CHZ—CH3 0g blandingen omry-
stes i 40 minutter ved stuetemperatur. Til blandingen szttes
300 ml tor =ter 0g det resulterende bundfald opsamles ved fil-
trering og terres i en exsikkator over natriumhydroxyd.

Det sdledes vundne materiale oplgses i 200 ml vand
0g oplesningen fgres gennem en kolonne pd 1,2 x 7 cm af "Amber-
lite" IR-45 (fri form). Kolonnen vaskes grundigt med vand.
Effluenten 0g vaskeveskerne forenes 0g fryseterres. Dette pro-
dukt kobles med 345 mg (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr-OH i 6 ml DMF
1 naerverelse af 180 mg HONB og 206 mg DCC. Blandingen oparbejdes
og det vundne produkt renses ved kKromatografi P& "Amberlite™
XAD-2 som beskrevet i eksempel l4-c). Fjernelse af nitrogruppen
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og rensning af den enskede peptid kan ogsd gennemferes pd en made
svarende til den der er beskrevet i eksempel lh-c). Udbytte 213 mg.
aSB = -38,6° (¢ = 0,5 i 5% vandig eddikesyre), R = 0,10.
Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i nervaerelse af tiogly-
kolsyre): His 0,98, Arg 1,00, Trp 0,91, Ser 0,95, Glu 1,00, Pro 1,08
Leu 1,00, Nle 1,00, Tyr 0,96.

Eksempel 16

(Pyr)Glu-His—Trp—Ser-Tyr-D-Val-Leu—Arg-Pro-NH-CHZ—CH

a) BOC—D—Val-Leu-—Arg-(NOz)-Pro—NH—CHZ-CH3

Til en oplesning af 540 mg BOC-D-Val-OH (olie) og
1,14 g H-Leu—Arg(N02)—Pro-NH-CHZ-CH3 i 10 ml DMF szttes 537 mg
HONB og 620 mg DCC ved 0°C. Blandingen omrsres i 3 timer ved 0°C
og 1 10 timer ved stuetemperatur hvorpd den filtreres. Filtratet
inddampes under nedsat tryk til terhed 0g remanensen opleses i
100 ml =tylacetat. Oplesningen vaskes med 0,1N saltsyre, 5%s na-
triumhydrogenkarbonat, terres over vandfrit natriumsulfat og ind-
dampes. Remanensen tritureres med petroleumseter hvorved der vin-
des et rdprodukt som derefter genudfeldes fra sztylacetat/ater.
Udbytte 1,1 g, smp. 144-146°C (senderdeling).
aSB = -43,7° (¢ = 1,0 i metanol), Rel = 0,55

Beregnet for 029H5308N9,1/2H20:

C 52,39, H 8,18, N 18,96
Fundet: C 52,40, H 8,32, N 18,52%.

b) (Pyr)Glu-His-Trp-Ser'-Tyr'-D-Val-Leu-Arg-Pro-NH-CHZ-CH3

I 5 ml trifluoreddikesyre opleses 300 mg BOC-D-Val-
Leu-Arg(N02)-Pro-NH-CHz--CH3 0g blandingen omrystes i 30 minutter
ved stuetemperatur. Til oplesningen szttes 50 ml tor ater og det
resulterende hvide faste stof opsamles og terres under nedsat
tryk i en exsikkator over natriumhydroxyd. Dette materiale opleses
i 20 ml 20%s vandig metanol 0g oplesningen fgres til en kolonne
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P& 1 x 5 cm af "Amberlite" IR-45 (fri form). Kolonnen vaskes
med det samme oplesningsmiddel. Effluenten og vaskevaeskerne
forenes, koncentreres til et lille rumfang og fryseterres. Ud-
bytte 165 mg. Dette materiale (150 mg) opleses i 2 ml DMF sam-
men med 168 mg (Pyr)Glu-His-Trp—Ser—Tyr—OH 0g 65 mg HONB og
blandingen afkegles til 0°C. Derefter tilszttes 75 mg DCC og
blandingen omreres i 2 timer ved 0°C og i 12 timer ved stuetem-
peratur. Reaktionsblandingen filtreres 0g fortyndes med 50 ml
etylacetat. Bundfaldet opsamles ved filtrering, terres 0g ren-
ses ved sejlekromatografi P& silikagel (4 g). Til eluering an-
vendes sz—oplasningsmiddelsystemet. De fraktioner der inde-
holder det beskyttede nonapeptid forenes og oplesningsmidlet
afdampes til terhed. Udbytte 140 mg. Dette beskyttede nonapep-
tid (110 mg) behandles med 4 ml vandfrit hydrogenfluorid i nzr-
verelse af 0,1 ml anisol 08 0,02 ml merkaptoztanol ved 0°C i

en time. Hydrogenfluoridet fjernes under nedsat tryk og rema-
nensen ekstraheres med 20 ml vand. Ekstrakten vaskes med mter
og fores gennem en kolonne P& 1,5 x 3 cm af "Amberlite" IRA-400
(acetatform) 0g kolonnen vaskes med vand. Effluenten og vaske-
veskerne forenes og fryseterres. Materialet opleses 1 en lille
mengde vand og oplesningen feres til en kolonne pd 1,2 x 30 cm
af karboxymetylcellulose. Til eluering anvendes en linezr gra-
dient af ammoniumacetat (0,00SM, 150 m1-150 ml). Det gnskede
produkt fremkommer i fraktionerne p& 110 ml ti1l 130 ml. Disse
fraktioner forenes og frysetorres. Udbytte 87 mg.

@52 = -40,8° (¢ = 0,5 1 5% vandig eddikesyre), Rf2 = 0,12,

RE> = 0,66.

Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HC1 i nervarelse af tiogly-~
kolsyre): His 1,00, Arg 1,02, Trp 0,85, Ser 0,95, Glu 0,98,

Pro 1,02, Vval 0,91, Leu 0,95, Tyr 1,00, mtylamin 1,01.

Eksempel 17

——— e - - ———

——————_——-———-——__——-_———-——————.._——-——-———_.—-.——_—-_—

a) BOC-D-Met—Leu-Ar‘g(NOZ)-Pr‘o-NH—CHZ—CH3

BOC-D-Met-Leu-Arg(N02)—Pr‘o-NH—CHZ-CH3 fremstilles
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pd en mdde svarende til den der er beskrevet i eksempel 16-a)
ud fra 623 mg BOC-D-Met-OH, 114 g H-Leu—Arg(NOZ)-Pro-NH-CHZ—CH3,
537 mg HONB og 620 mg DCC. Udbytte 1,1 g, smp. 125-130°C
(senderdeling)

a5’ = -51,5° (¢ = 1,0 i metanol), Rf! = 0,59

Beregnet for C29H5308N95:

C 50,64, H 7,77, N 18,32, S 4,65
Fundet: Cc 50,51, H 7,52, N 18,54, S 4,30%.

b) (Pyr)Glu—His—Trp—Ser—Tyr—D-Met—Leu-Arg-Pro-NH-CHZ-CHi

I 3 ml trifluoreddikesyre opleses 300 mg BOC-D-
Met-Leu-Arg(NOZ)-Pro-NH—CHZ-CH3 og blandingen omrystes i 20 mi-
nutter ved stuetemperatur. Til denne blanding szttes 40 ml ter
#ter og det resulterende hvide bundfald opsamles ved filtrering
0og terres. Dette materiale omdannes til den frie form ved at
fore igennem en kolonne p& 1 x 5 cm af "Amberlite" IR-45 (fri
form) som beskrevet i eksempel 16-b). Det resulterende delvis
beskyttede tetrapeptid, H-D-Met-Leu—Arg(N02)—Pro-NH—CHZ-CH3
(147 mg) f&r lov til at reagere med 171 mg (Pyr)Glu~His-Trp-Ser-
Tyr-OH i nazrverelse af 57 mg HONB og 77 mg DCC hvorved der vin-
des et delvist beskyttet nonapeptid. Denne forbindelse renses
P4 en kolonne af "Amberlite" XAD-2 og behandles derefter med
SnClZ,HZO i 60%s vandig myresyre i 2 timer ved 80-85°C. Det
sdledes vundne slutprodukt renses ved kromatografi p& "Amber-
lite" XAD-2 og karboxymetylcellulose. Alle disse procedurer
er magen til dem der er beskrevet i eksempel 16-b). Udbytte 79 mg.
a5’ = -39,6° (c = 0,5 i 5% vandig eddikesyre), Rf2 = 0,16,
Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HC1l i nerverelse af tiogly-
kolsyre): His 1,02, Arg 1,00, Trp 0,90, Ser 0,89, Glu 1,00,

Pro 1,00, Met 0,91, Leu 0,98, Tyr 1,02, mtylamin 1,00.

Eksempel 18

———-—-—-—————————-—_—-——--—_——__————-_——-—-—-—-—_———--

a) BOC-D-Ile—Leu-Arg(N02)-Pro-NH—CHZ-CH
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BOC-D—Ile-Leu—Arg(N02)—Pro-NH—CHZ—CH3 fremstilles
p& en mdde svarende til den der er beskrevet i eksempel 16-a)
ud fra 579 mg BOC-D-Ile-OH, 1,14 g H—Leu-Arg(NOZ)-Pro—NH—CHZ-CH
537 mg HONB og 620 mg DCC. Udbytte 0,9 g, smp. 127-131°C
(senderdeling).
aD3 = - 48,3° (¢ = 1,0 i metanol)
Beregnet for CBOH5508N9:

C 53,79, H 8,27, N 18,18

Fundet: C 53,81, H 8,31, N 18,65%.

3’

b) (Pyr)Glu—His—Trp-Ser—Tyr-D-Ile-Leu—Arg—Pro-NH—CHz-CH3

I 3ml trifluoreddikesyre opleses 300 mg BOC-D-Ile-
Leu-Arg(N02)-Pro-NH~CH2-CH3 0g blandingen rystes i 25 minutter
ved stuetemperatur. Til denne blanding s®ttes 40 ml tor mter og
det resulterende bundfald opsamles ved filtrering og terres. Dette
materiale omdannes til den frie form ved at fore det gennem en
kolonne pd 1,5 cm af "Amberlite" IR-45 (fri form) som beskrevet
i eksempel 16-b). Det resulterende delvis beskyttede tetrapep-
tid, H-D-Ile—Leu-Arg(Noz)-Pro-NH-CHZ-CH3 (145 mg), fiAr lov til
at reagere med 171 mg (Pyr)Glu-His-Trp—Ser-Tyr—OH, 67 mg HONB
0g 77 mg DCC hvorved der vindes et delvis beskyttet nonapeptid.
Denne forbindelse renses Péd en sejle af "Amberlite" XAD-2 og
behandles derefter med SnClZ,HZO 1 60%s vandig myresyre i 2 ti-
mer ved 80-85°C. Det s&ledes vundne produkt renses ved kromato-
grafi pd "Amberlite" XAD-2 0g karboxymetylcellulose. Alle disse
procedurer svarer til dem der er beskrevet i eksempel 16-b).
Udbytte 93 mg.
a5’ = - 41,5° (c = 0,5 i 5% vandig eddikesyre), Rf2 = 0,13
RE> = 0,66.

Aminosyreanalyse (hydrolyse med 6N HCl i nzrvsrelse af tiogly-
kolsyre): His 0,98, Arg 1,00, Trp 0,89, Ser 0,91, Glu 0,95,
Pro 1,00, Ile 1,00, Leu 1,00, Tyr 1,00, etylamin 1,01.
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Biologisk forsggsrapport

Der er foretaget en bestemmelse af de ifglge opfindel-
sen fremstillede forbindelsers ovulationsfremkaldende virkning
ved anvendelse af den metode, der er beskrevet i J. Med. Chem.
16, 1144-1147, (1973), idet virkningen sammenlignes med virk-
ningen af LH-RH = (Pyr)Glu—His-Trp-Ser—Tyr-Gly—Leu—Arg—Pro-Gly—
NH2 og af en nart beslagtet, kendt LH-RH-analog.

Resultaterne fremgdr af fglgende tabel:

(Pyr)Glu—His-Trp—-Ser—Rl—R2-R3—Arg—Pro—NH-R4

Ovulationsfremkalden-
de virkning (%)

Rl R2 R3 R4
(LH-RH = 100)
Tyr D-Abu Leu etyl 6520
Tyr D-Nva Leu etyl 5810
Tyr D-Leu Leu etyl 8270
Tyr D-Leu Leu metyl 1525
Tyr D-Leu Leu propyl 3644
Phe D~-Leu Leu atyl 4580
Tyr D-Leu Leu isopropyl 2756
Ty D-Thr Leu 2tyl 4135
Phe D-Phe Leu etyl 5400
Tyr D-Ser Leu etyl 6140
Tyr D-val Leu 2tyl 3525
Tyr D-Ser Nle @etyl 2760
Tyr D-Leu Ile etyl 4250
() ( Pyr)Glu—His—Trp—Ser-Tyr—Gly-Leu—Arg-Pro—NH—CHz—CH3 500

Nva = norvalin, Nle = norleucin, Abu = aminosmgrsyre,
(x) kendt forbindelse, Biochem.Biophys.Res.Commun. Bind 49, nr. 3,
side 863-869 (1972).
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Patentkravw

Analogifremgangsmdde til fremstilling af et LH-RH~-
analogt nonapeptidamidderivat med den almene formel

(Pyr)Glu-His—Trp—Ser—Rl—Rz-R3—Arg-Pro—NH—R4 I

hvor R1 er Tyr eller Phe, R2 er D-Leu, D-Ile, D-Nle, D-val, D-Nva,
D-Abu, a-Aibu, D-Phe, D-Phg, D-Ser, D-Thr eller D-Met, R3 er Leu,
Ile eller Nle og R4 er en alkylgruppe med 1-3 kulstofatomer som
kan vare substitueret med en hydroxylgruppe, eller et salt eller
metalkompleks deraf, k e n 4 e tegnet ved at man kondenserer
et reagens A - L-pyroglutaminsyre eller et peptidfragment som in-
deholder fra 1 til 9 aminosyrer af den ovennavnte aminosyrese-
kvens, regnet fra den N-terminale ende, ©g som har en L-pyrogluta-
minsyreenhed (dvs. (Pyr)Glu-) i sin N-terminale ende - med et rea-
gens B - en aminoforbindelse som svarer til den resterende del af
det ovennamte nonapeptidamidderivat -, hvilke reagenser A og B even-
tuelt er beskyttede, hvorefter man fjerner eventuelt tilstede-
verende beskyttelsesgrupper O0g om ¢nsket omdanner det dannede
produkt til et salt eller et metalkompleks deraf.

Fremdragne publikationer:
Biochem.Biophys.Res.Commun., bind 49, nr, 3, 1972, side 863-869,
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