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Fremstilling af tripeptidamider med den almene formel
Glp-X-¥-NH-A, hvor enten X betegner L-norleucyl, L-leucyl,
L-norvalyl, D-leucyl, L-prolyl, L-2-aminobutyryl, L-valyl,
L-treonyl, L-isoleucyl, L-2-amincdekanoyl, L-cyklohexylalanyl
eller L-t-butylseryl og ¥ L-prolyl, eller X betegner L-histi-
dyl og Y L-homoprolyl eller D-pipekolyl, og hvor A betegner
hydrogen, Cl_m_a.fl.kyl eller dimetylaminosubstitueret c1_3
alkyl, dog siledes at X ikke kan vare L-leucyl hvis A er hy-
drogen, ved i og for sig velkendte peptidkemiske metoder.

Disse tripeptidamider er analoger til det kendte tyro-
pinfrigivende hormon {(TRH; Glp—His-Pxo—NHz) , hvor L-histidyl-
gruppen i stilling 2 eller L-prolylgruppen i stilling 3 er
erstattet med en anden aminosyre; i disse analoger er hormon-
virkningen starkt nedsat eller helt bortfaldet, mens de har
TRHs virkninger pd centralnervesystemet, i mange tilfalde i
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Den foreliggende opfindelse angdr en analogifrem-
gangsmdde til fremstilling af hidtil ukendte TRH-analoge
tripeptidamider som virker pé& det centrale nervesystem
og som har den i indledningen til krav 1 viste almene for-
mel I, hvor X og A har de sammesteds angivne betydninger,
eller terapeutisk acceptable komplexer eller salte deraf.
Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved det
i krav 1's kendetegnende del angivne.

Disse nye tripeptidamider med den almene formel
I er analoger til det sdkaldte tyrotropinfrigivende hormon
(TRH), der erxr L—pyroglutamyl—L-histidyl—L—prolinamid4
(Glp—His—Pro—NHz), idet en aminosYre, nemlig den i stilling
2 st8ende L-histidylgruppe er udskiftet med en anden amino-

syre svarende til foranstaende definitioner.
Eksistensen af TRH kendtes allerede i 1960erne, men hoxr-

monets struktur blev fgrst opklaret i &rene 1969 og 1970, nem-
lig na@sten samtidig af to forskergrupper omkring henholdsvis
R. Guillemin og A Schally, se C.Y. Bowers et al. Endocrinology
86, 1143 (1970) og R. Burgus et al., C.R. Acad. Sci. (Paris)
269, 1870 (1969).

Tripeptidet TRH blev oprindelig beskrevet som en faktor
der regulerer friggrelsen af TSH (det tyreotrope hormon) i
hypofysen hos pattedyr; den forskning der beskaftigede sig med
dette hormon blev imidlertid drejet i en ny retning da det er-
kendtes at dette tripeptids biologiske funktion ikke var begran-
set til regulering af friggrelsen af det tyreotrope hormon,
men ogsd har en virkning p& det centrale nervesystem, se N.P.
Plotnikoff et al.,Science 178, 417 (1972) og A.J. Prange et al.,
Lancet 2, 999 (1972) . Det blev da fastsldet at TRH foruden den
nzvnte hormonfunktion ogsd nedsatter varigheden af den af barbi-
turater eller alkohol fordrsagede sgvn vaesentligt og desuden
nedsatter den af forskellige lagemidler bevirkede hypotermi og
gger den lokomotoriske aktivitet. En yderligere vigtig faktor
blandt de virkninger der udgves pa det centrale nervesystem af
TRH er h@mning af katalepsi forarsaget af haloperidol. Det fo-
rekom herefter gnskverdigt til brug i terapeutisk praksis at
fremstille TRH-analoger som kun virker svagt p& hypofysen, men

som derimod udviser virkninger p& det centrale nervesystem som
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stdr pa hojde med eller endog overstiger virkningen derpa af
TRH. Til dette formdl er der fremstillet en rakke saddanne for-
bindelser som er beskrevet i de tyske offentligggrelsesskrif-
ter nr. 2 343 035, 2 343 037, 2 449 167, 2 514 381, 2 609 154
og 2 639 393 samt belgisk patentskrift nr. 819 198. Den forsk-
ning pd& disse omrdder, hvis resultater og erfaringer er sammen-
fattet af A.J. Pranne et al. ("The Role of Hormones in
Depression", Life Sciences 20, 1305, 1977) og af A.V. Schally
et al. ("Hypothalamic Regulatory Hormones", Ann. Rev. Biochem.
47, 89, 1978) har imidlertid ikke hidtil kunnet tilfredsstille
de af den terapeutiske praksis stillede behov i alle henseen-

der.
‘Som sazrligt eksempel pa den kendte teknik skal navnes

at der fra tysk offentliggerelsesskrift nr. 26 39 393 ken-
des TRH-analoge hvor den midterste aminosyregruppe His

er udskiftet med Ser eller Bz-Ser. Det fremgdr af skriftet
at disse forbindelser udmzrker sig ved betydelig antidepres-—
siv virkning, mens hormonvirkningen - dvs. TSH-virkning,
der er en ugnsket bivirkning - er nedsat i forhold til

TRH. I forhold til de fra dette tyske skrift kendte forbin-
delser udmzrker de ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen
fremstillede forbindelser sig ved at hormonvirkningen er
elimineret eller praktisk taget elimineret, hvilket fremgar
af omstdende tabeller 1-3.

Fra dansk patentansegring nr. 1195/77 kendés der

forbindelser der médske kan anses for TRH-analoger.

Disse kendte forbindelser differentierer ifelge skrif-

tets tabel 1 i mindre grad mellem hormonvirkningen og CNS-
virkningen end de ved den foreliggende opfindelse fremstil-
lede forbindelser. Blandt virkningerne pd det centrale
nervesystem synes blot den dopaminpotentierende virkning

at vare betydelig.

Fra dansk patentansegning nr. 4522/74 kendes deriva-—
ter af TRH der er substitueret pd aminogruppen i C-terminal
stilling. Derved adskiller de ved fremgangsmaden ifglge
opfindelsen fremstillede forbindelser sig fra de kendte
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3

ved at TRHs aminosyresekvens er andret. De fra DK 4522/74
kendte forbindelser har praktisk taget samme prolaktinud-
skillende og antidepressiv virkning som TRH og adskiller
sig herved fra de ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen
fremstillede.

Det skal endelig navnes at der fra svensk patent-
skrift nr. 425 659, som svarer til bl.a. dansk patentanseg-
ning nr. 994/75, kendes nogle tilsvarende TRH-analoge tri-
peptider, der dog ogsad udviser vasentlige afvigelser fra
de ved fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse
fremstillede forbindelser. S3ledes er i de kendte forbin-
delser N-terminalen Kic, Kpc eller Pca (om betydningen
af disse forkortelser, i det omfang de ikke fremgdr af
IUPAC-reglerne, se senere i beskrivelsen), mens den midter-
ste aminosyrerest er His som i TRH og C-terminalen er Pip,
Pro eller Tca. Det menes at denne strukturforskel betinger
den bedre virkning af de ved den foreliggende fremgangsma-—
de fremstillede forbindelser end af de kendte i henseende
til undertrykkelse af hormonvirkningen. Disse forskelle
er anskueliggjorte i omstdende tabeller 1 og 2.

Det skal i ovrigt bemezrkes at de i tabel 2 fra SE
425659 gengivne data vedrgrende de derfra kendte forbindel-
ser synes at bevise den fra faglitteraturen [Acta Pharm.
Suec. 16, 95 (1979] stammende urigtige oplysning, ifplge
hvilken hormonvirkningen og CNS-virkningen af TRH-analoger
ikke kan skille fra hinanden. De i tabel 2 og i tabel 3
gengivne data vedrgrende de ved fremgangsmaden ifglge opfin-
delsen fremstillede forbindelser viser i modsatning hertil
tydeligt den vardifulde og overraskende egenskab ved disse
forbindelser, at man ved hensigtsmessigt valg af aminosyre-
enheder kan fremstille TRH-analoger der i sammenligning
med "grundmolekylet" har vasentlig sterkere virkning pa
nervesystemet, mens deres hormonvirkning er lav.

Det har nu vist sig at man ved udskiftning af hi-
stidylgruppen i 2-stilling i det af tre aminosyrer opbyg-
gede TRH-molekyle kan opnd at tripeptidets hormonvirkning
nedsattes vasentligt samtidig med at virkningen pad det
centrale nervesystem bibeholdes eller endog forhsjes

betydeligt. S®rlig fordelagtige har i disse
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henseender sadanne TRH-analoger vist sig, som i 2-stillingen
i stedet for L-histidylgruppen indeholder en alifatisk amino-
syregruppe med lige eller grenet kulstofkade. S&danne TRH-ana-
loger udviser ved nasten fuldstendigt fraver af hormonvirknin-
gen en virkning péd det centrale nervesystem som overstiger TRHs
flere gange.

Til fremstilling af de omhandlede tripeptidamider
med den almene formel I kan man 1fglge opfindelsen hensigts-

messigt g& frem som angivet i krav 2.
De p& den foran beskrevne mide fremstillede tripeptid-

amider med den almene formel I kan isoleres fra reaktionsblan-
dingen ved krystallisation eller lyofilisering; om gnsket kan
de vundne produkter pd sadvanlig mdde omdannes til komplexer.

Ved den trinvise opbygning af tripeptidmolekylet omsat-
tes udgahgsforbindelsen med den almene formel Pro-NH-A, der for-
delagtigt bruges i overskud, med et aktiveret derivat, fortrins-
vis med pentafluorfenylesteren eller eventuelt med et blandet
anhydrid af en et beskyttet L-aminosyre med den almene formel
Boc~X-0H. Ved anvendelse af pentafluorfenylesteren vindes det
tilsvarende beskyttede dipeptidderivat med den almene formel
Boc~-X-Pro-NH-Ap& yderst kort reaktionstid, i lgbet af nogle mi-
nutter, hvorved produktet let kan isoleres, i de fleste tilfal-
de i en form som ikke kraver yderligere rensning. Fra det pd
denne mé&de vundne beskyttede dipeptidderivat kan man derpa ved
acidolyse vinde de tilsvarende dipeptider, hvor endegruppen er
fri og som har den almene formel H-X-Pro-A; dette dipeptid omsat-
tes derefter med en pentafluorfenylester af den beskyttede L~
pyroglutaminsyre med den almene formel Z-Glp—~OPFP, hvorved man
vinder det beskyttede tripeptid med den almene formel
Z-Glp-X-ProNH-A, hvorfra beskyttelsesgruppen Z med fordel kan
fjernes ved katalytisk hydrogenering.

Rensning af det dannede slutprodukt kan ske ved simpel
krystallisation eller omfaldning, om ngdvendigt eventuelt og-
sé& ved sgjlekromatografi. I nogle tilfzlde kan slutproduktet
udpraparareres ved simpel lyofilisering efter fjernelse af
biprodﬁkter.
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Dﬁ ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen fremstillede
tripeptidderivater med den almene formel I er afprgvet for far-
makologiske virkninger ved de i det fglgende beskrevne biologi-
ske metoder.

1) Hemning af haloperidol-katalepsi hos rotter (se J.
Delay og P. Deniker: Compt. Rend. Cong. Med. Alenistes Neuro-
logistes, 19, 497, Luxemburg 1952)

40 mg/kg haloperidol, dvs. 4~ (p-klorfenyl)-1-[3-(p-
fluorbenzoyl)-propyl] -piperidin-4-ol blev indgivet subkutant
til dyrene og efter 120 minutter blev katalepsiens indtraden
kontrolleret; derefter inddeltes rotterne i grupper pa hver 10
dyr og de behandledes med intravengst indgivne doser af TRH el-
ler af de til afprgvning varende TRH-analoge tripeptider. Kon-
trolgruﬁpernes dyr behandledes med fysiologisk kogsaltoplgs-
ning. 15, 30, 90 og 120 Minutter efter behandlingen undersgg-
tes de enkelte forbindelsers katalepsiophevende virkning. De
dyr blev anset for kataleptiske, som efter at vare blevet an-
bragt med forfgdderne pa en 7 cm hgj s¢gjle ikke har korri-
geret deres position i lgbet af 30 sekunder.

Ud fra antallet af dyr der ikke udviste kafalepsi
fandt man ved probit-analyse frem til EDso-vardierne for de
enkelte virksomme stoffer. )

Disse forsgg gennemfgrtes med hanrotter af stammen

Wistar og med en vagt pd hver 160 til 180 g.
2) Potentiering af den af L-Dopa forérsagede lokomoto-
riske aktivitet hos mus lse The Thyroid Axis, Drugs and Be-
havior, side 116, af A. J. Prage Jr., Raven Press, New York
1974). ’

Dyrene fik fgrst interperitonealt indgivet 40 mg/kg
N-metyl-N-propargylbenzylamin (pargyline) og derefter pad sam-
me mide 20 mg/kg enten TRH eller det til undersggelse varende
tripeptid, og til slut ligeledes intraperitonealt 100 mg/kg
L-dopa. 30, 60 og 90 Minutter efter denne behandling miltes
dyrenes lokomotoriske aktivitet; de fundne vardier er i om~
st3ende tabel angivet i procent af de vardier der opniedes
hos de med TRH behandlede dyr. Til hvert af disse forsg¢g brug-
tes der 15 hanmus med en vagt pad hver 18 til 22 g.
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S 3) Reserpin-hypotermi-reverserende virkning hos mus (se

B.M. Askew, Life Sci., 2, 725-730, 1963).

Der anvendtes hanmus med en vagt pd hver 18 til 22 g
og inddelt i grupper pa hver 10 dyr. Hvert dyr fik intraperi-
tonealt indgivet 5 mg/kg reserpin, og efter 16 timer behand-
ledes dyrene med doser pa 20 mg/kg TRH eller det til under-
sggelse verende tripeptid.

' Dyrenes rektale temperatur médltes fgr behandlingen
med reserpin (i omstdende tabel betegnet "norm.") og 16 timer
efter behandlingen med reserpin (i tabellen betegnet "res.")
og yderligere 1 eller 2 timer efter indgiften af det til un-

dersggelse varende tripeptid (i tabellen betegnet "efter behandl.").

I tabellen er der angivet gennemsnitsverdier for rektaltempera-
turerne hos de 10 mus i gruppen.

4) Pavirkning af varigheden af den af hexobarbitalfrem-
kaldte sgvn.

Der anvendtes hanmus inddelt i grupper pé& hver 10 mus,
og hver mus fik intravengst indgivet 60 mg/kg hexobarbital-
natrium (natrium-enhexymal; natriumsaltet af 5-(l-cyklohexen-
1-yl)-1,5~dimetylbarbitursyre). Efter 10 minutter blev dyrene
behandlet intraperitonealt med en dosis p& 20 mg/kg TRH eller
det til undersggelse varende tripeptid. Sgvntiderne angives i
omstdende tabel i vardier der udtrykkes i procent af sgvnti-
den for dyrene i kontrolgruppen (idet der er tale om gennem—
snitsvaerdier for 10 dyr).

5) Etanolnarkose (se J. M. Cott et al., J. Pharmacol.
Exp. Ther. 196, 594, 1976).

Der anvendtes grupper pa 20 mus af begge k¢n,
hver med en vagt p& 18 til 22 g. Til hvert dyr.
blev der intraperitonealt indgivet 4,5 g atangi/o%ge¥%%%mi%agt

- minutter behandledes derpa dyrene intraperitonealt med doser

p& 20 mg/kg af det til undersggelse varende tripeptid. Sgvn~
tiderne er i omstdende tabel angivet i procent af sgvntiden
for dyrene i kontrolgruppen (gennemsnitsvardier for 20 dyr).
6) Hormonaktivitet (TSH-virkning) hos rotter.
Wistar-hanrotter med hver en vagt pa ca. 200 g inddel-
tes i grupper p& 7 til 8 dyr og behandledes intravengst med
en dosis pd 20 mg/kg TRH eller det til undersggelse varende
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tripeptid. Dyrenes TSH-reaktion blev fastsldet 15 minutter
efter behandlingenlgggaTRH eller med den TRH-analoge forbind-
delse, idet dyrets/underkastedes radioimmun-undersggelse. De
relative virkningsgrader blev beregnet ved firpunktsmetoden
ved hjelp af en TPA l0l-computer, hvorved virkningshgjden af
TRH arbitrart sattes til 100.

De pd de foran beskrevne farmakologiske mider fundne
data for de biologiske virkninger er sammenfattet 1 nedensta-

ende tabel 1 for en del af de omhandlede forbindelser med den

almene formel I.
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Af de i foranstdende viste data ses det at man ved ud-
skiftning af His med en alifatisk aminosyre med lige eller
grenet kulstofkade i TRH-molekylet opndr ophgr eller i det
mindste vasentlig nedsattelse af udskillelsen af TSH, hvorved
fx hazmningen af den af haloperidol bevirkede katalepsi bliver
2 til 7 gange starkere. Nogle nye TRH-analoger udviser ogsa
vasentlig potentiering af den lokomotoriske aktivitet eller
nedsazttelse af hexobarbital- eller @tanol-sgvntiden.

Som navnt foran er der foretaget sammenligningsforseg
med forbindelser kendt fra SE 425659. De fremgdr af nedenstd-
ende tabel 2, der er omtalt foran. I tabel 3 er CNS-virknin-
gerne nazrmere specificeret pd fire af de virkningskategorier
der er narmere belyst foran, og for hvis vedkommende forsegs-
teknikken ligeledes er beskrevet foran. I bade tabel 2

og 3 er virkningen af TRH arbitrart ansat til vardien 1.

Tabel 2
Stof Hormonvirkning CNS-virkning
Naturligt TRH 1 1
Kendt fra SE 425_659
Kpc-—His-—Tca—NH2 1 8
Kpc—His—Pro-—NH2 1 4
DL-Kpc-His—Pro—NH2 0,2 3
Kic-—His-—Pro—NH2 0,1 1
Kic—His-—Pro—OCH3 0,001 0
Fremstillet ifg¢lge_ opfindelsen
Glp-Nva—Pro-NH2 0
Glp—Nle—Pro-NH2 0,038

Glp—Abu—Pro—NH2 0
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10
Tabel 3

Stof Hormonvirkning CNS-virkning

A B C D
TRH 1 1 1 1 1
Fremstillet ifglge
opfindelsen _____
Glp—Nva—Pro—NH2 0 7 2,5 svag 0,35
Glp—Nle—Pro—NHz 0,038 5 2,5 0,5 0,4

O O w @
1

It

I

Hemning af haloperidol-katalepsi
Potentiering af den lokomotoriske aktivitet af DOPA

Antagonisering af hexobarbitalnarkose

I

Antagonisering af @tanolnarkose
De ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen fremstillede

tripeptider savel som deres farmaceutisk acceptable salte el-
ler komplexer kan anvendes i terapien i form af sadvanlige la-
gemiddelprzparater. Disse lagemiddelprzparater indeholder et af
de omhandlede virksomme stoffer sammen med uorganiske eller
organiske barestoffer som egner sig til enteral eller parenteral
indgift. Lagemiddelpraparaterne kan f£x fremstilles i form af
faste lyofilisater, sammen med hvilke der kan bruges barestof-
fer, fx kulhydrater, der ikke reagérer med med peptiderne; de
kan imidlertid ogsa foreligge i form af koncentrerede eller

'fbrtyndede suspensioner eller emulsioner eller tabletter el-

ler injektionspraparater.

Den praktiske udfgrelse af fremgangsmdden ifglge opfin-
delsen belyses nazrmere ved de efterfglgende eksempler. De i
disse eksempler anvendte forkortelser svarer til de i peptid-
kemien sadvanligt anvendte, se J. Biol. Chem. 247, 977 (1972).
Herudover er der anvendt fglgende forkortelser:

Ada L-2-aminodekansyre

Abu L-2-aminosm@grsyre

Cha L-cyklohexylalanin

DAE 2-dimetylaminoatyl

DCC dicyklohexylkarbodiimid

PFPOH pentafluorfenol

DCU  dicyklohexylurinstof

DMFA dimetylformamid
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De i eksemplerne angivne smeltepunkter for forbindel-
serne bestemtes med et smeltepunkt-mdleapparat efter Dr.
Tottoli (Biichi). De optiske rotationer miltes ved hjalp af
et polarimeter af typen Perkin-Elmer 141. I de tyndlagskromato-
grafiske undersggelser eller adskillelser anvendtes der silika-
plader af "Kieselgel G efter Stahl" fra E. Merck i Darmstadt.
7il fremkaldelse af kromatogrammerne anvendtes fglgende oplgs-
ningsmiddelblandinger:

(1) kloroform/metanol 9:1

(2) atylacetat/(pyridin/eddikesyre/vand 20:6:11) 9:1
(3) @tylacetat/(pyrdidin/eddikesyre/vand 20:6:11) 8:2
(4) atylacetat/(pyridin/eddikesyre/vand 20:6:11) 3:2

Til fremkaldelse af pletterne anvendtes en ninhydrinop-
lgsning; efter sprgjtningen tgrredes pladerne ca. 5 minutter
ved 105°C. Derefter anbragtes kromatogrammet i klorgas og ef-
ter luftning med o-tolidin-kaliumjodidoplgsning fremkaldtes
der.

Til sgjlekromatografisk rensning af produkterne anvend-
tes "Kieselgel G" fra E. Merck, nemlig silikagel med patikel-
stgrrelsen 0,062 til 0,2 mm.

Til inddampning af oplgsningen i vakuum anvendtes der
en "Rotavapor R" (Biichi) vakuum-evaporator og inddampningen
gennemfgrtes ved temperaturer der ikke overskred 50°C.

Pentafluorfenylestrene af BOC-beskyttede aminosyrer frem-
stilledes efter den af Kisfaludy et al. (Ann. 1973, 1421) an-
givne metode.

De n@rmere enkeltheder ved fremstillingen af TRH-analo-

gerne fremgdr af efterfglgende eksempler.

Eksempel 1

L-Pyroglutamyl-L-norleucyl-L-prolinamid

Trin 1l: L-norleucyl~L-prolinamid-hydrokloxid
2,28 g (20 mmol) H-Pro—NH2 og 3,97 g (10 mmol) BOC-Nle-
OPFP (se Kisfaludy et al, Hoppe-Sayler's Z. Physiol. Chemie

359, 887, 1978) oplgses i 40 ml DMFA og efter 5 minutters hen-

stien inddampes oplgsningen i vakuum. Den som-remanens vundne olie

oplgses i 50 ml kloroform og oplgsningen udrystes med 3 x 10 ml
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N saltsyreoplgsning, 3 x 10 ml N natriumhydrogenkarbonatoplgs-
ning og til sidst 10 ml vand, t@grres med vandfrit natriumsul-
fat og inddampes. Fordampningsremanensen oplgses i 5 ml atyl-
acetat og til oplgsningen sattes der 10 ml 5N saltsyreoplgs-

ning i @tylacetat. Efter 30 minutter fortyndes reaktionsblan-
dingen med ater og det dannede bundfald frafiltreres og tgrres

i vakuum over vandfrit natriumhydroxyd. Der vindes p& denne md-

de 2,48 g H-Nle-Pro-NHZ,HCl svarende til 94% af det teoretiske
udbytte beregnet pd& BOC-Nle-OPFP. Rf(4) = 0,20.

Trin 2: Benzyloxykarbonyl-L-pyroglutamyl-L-norleucyl-L-prolin-~

amid
- 1,05 g (4 mmol) H—Nle-Pro-NHz,Hcl oplgses i 10 ml DMFA
og til oplgsningen sattes under isafk¢ling og omrgring 0,56 ml
(4 mmol) tristylamin og 1,89 g (4,4 mmol) Z-Glp-OPFP. Efter 5
minutters omrgring tilsattes yderligere 0,56 ml (4 mmol) tri-
atylamin; blandingen omrgres i 20 minutter og derefter inddam-
pes den i vakuum til tgrhed. Fordampningsremanensen oplgses i

40 ml kloroform og oplgsningen udrystes med 2 x 10 ml N salt-

syre, 3 x 10 ml N natriumhydrogenkarbonatoplgsning og til sidst
10 ml vand, tgrres derpd med vandfrit natriumsulfat og inddam-
pes i vakuum. Den som remanens vundne olie bringes til krystal-
lisation under ater og det pd denne mdde vundne raprodukt

(1,52 g) omkrystalliseres fra 8 ml atylacetat. Der vindes

1,36 g (72%) Z-Glp-Nle-Pro-NH, med smp. 146-148°C. R;(3) =
0,32. [a]2® = -79,8° (c = 1 i eddikesyre).

Beregnet for C24H3206N4 (472,55): C 61,00 H 6,83 N 11,86
Fundet: ' c 60,90 H 7,04 N 11,87%.

“Trin 3: L-pyroglutamyl-L-norleucyl-L-prolinamid

1,16 g (2,46 mmol) Z-Glp-Nle-Pro-NH, oplgses i 25 ml
metanol, der sa&ttes 0,2 g katalysator af 10%s palladium pd ak-
tive kul til oplgsningen og der ledes i 30 minutter hydrogen-
gas igennem den. Katalysatoren frafiltreres derefter og fil-

tratet inddampes. Den faste, amorfe remanens rives med zter

og frafiltreres. Det p& denne mdde vundne raprodukt (0,72 g)
oplgses i vand, oplgsningen klares med aktivt kul og den vand-
klare oplgsning frysetgrres. Der vindes 0,66 g (79,5%)
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Glp-Nle-Pro-NH,. Rg(4) = 0,43. (125 = -77,1° (c = 1 i eddike-
syre) .

Aminosyreanalyse: Glu 0,96 (1,0), Nle 1,00 (1,0), Pro
1,00 (1,0).

Eksempel 2

L-Pyroglutamyl—L-norvalyl—L-prolinamid
Trin 1: L-Norvalyl—thro1inamid—hydroklorid

2,2 g (20 mmol) H-Pro-NH, og 3,83 g (10 mmol) BOC-Nva-
OPFP (se L. Kisfaludy et al, Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chemie
395, 887, 1978) oplgses i 40 ml DMFA og oplgsningen henstér i
5 minutter og inddampes derefter i vakuum. Den som remanens
vundne olie oplgses i 50 ml klordform og oplgsningen udrystes
med 3 x 10 ml N saltsyre, 3 x 10 ml N natriumhydrogenkarbonat-

oplgsning og til sidst 10 ml vand, tgrres over vandfrit natri-

umsulfat og inddampes. Fordampningsremanensen oplgses i 5 ml
atylacetat og der tilsattes 10 ml 5N saltsyreoplgsning i atyl-
acetat. Efter 30 minutter fortyndes reaktionsblandingen med
ater og det dannede bundfald frafiltreres og tgrres i vakuum
over vandfrit natriumhydroxyd. P& denne made vindes der 1,83 g
H-Nva-Pro-NHz,HC1, gvarende til 73% af det pad BOC-Nva-OPFP
beregnede teoretiske udbytte. Rf(4) = 0,10.

Trin 2: Benzyloxykarbonyl—L—pyrog1utamyl—L-norvalyl-L-prolinamid
1,25 g (5 mmol) H-Nva—Pro—NHz,HCl opslammes i 15 ml

DMFA og under isafkgling og omrgring tilsattes der 0,7 ml

(5 mmol) triztylamin og 2,15 g (5 mmol) Z-Glp-OPFP. Efter 5 mi-

nutter tilsattes der yderligere 0,7 ml (5 mmol) triztylamin,

blandingen omrgres i yderligere 20 minutter og inddampes deref-

ter i vakuum. Fordampningsremanensen oplgses i 50 ml kloroform
og oplgsningen udrystes med 3 x 10 ml N saltsyre, 3 x 10 ml1 N
natriumhydrogenkarbonatoplgsning og til sidst 10 ml vand, tg¢r-—
res med vandfrit natriumsulfat og inddampes. Den som remanens
vundne olie bringes til krystallisation under zter og det pa
denne made vundne réprodukt (1,80 g) omkrystalliseres fra en
blanding af =ztanol og ater. Der vindes 1,66 g (72%) Z-Glp-Nva-
Pro-NH, med smp. 166-167°C (Rg(3) = 0,29. (0125 = -87,5° (c =
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- 1 i eddikesyre).

Beregnet for C23H3006N4 ( 458,52): C 60,25 H 6,59 N 12,22
Fundet: - C 60,08 H6,70 N 12,15%.

Trin 3: L-Pyroglutamyl-L-norvalyl-L-prolinamid

1,42 g (3,1 mmol) Z—Glp-Nva—Pro—NH2 oplgses i 30 ml
metanol, der sattes 0,2 g 10%s palladium-pd-kul-katalysator
til oplgsningen og der ledes hydrogengas igennem den i 30 mi-
nutter. Derefter frafiltreres katalysatoren og filtratet ind-

dampes. Den faste, amorfe remanens rives med azter og fraskil-

les. Det pa denne mdde vundne rdprodukt oplgses i vand. Oplgs-—
ningen klares med aktive kul og den vandklare oplgsning fryse-
tgrres. Der vindes 0,95 g (94%) Glp—Nva—Pro-NHz. Rf(4) = 0,36.
[a]é5 = -87,0o (c = 1 i eddikesyre).

Aminosyreanalyse: Glu 0,97 (1,0), Nva 1,09 (1,0), Pro

1,00 (1,0).

Eksempel 3

| L-Pyroglutamyl-L-prolyl-L-prolinamid

Trin l: L-Prolyl-IL-prolinamid-hydroklorid

' 2,28 g (20 mmol) H—Pro-NH2 og 3,81 g (10 mmol) BOC-Pro-
OPFP oplgses i 40 ml DMFA og oplgsningen udrystes med 3 x 10
ml N saltsyre, 3 x 10 ml N natriumhydrogenkarbonatoplgsning og
10 ml vand, tgrres med vandfrit natriumsulfat og inddampes.

- Fordampningsremanensen oplgses i 5 ml atylacetat og der tilsat-

tes 10 ml 5N saltsyreoplgsning i atylacetat. Efter 30 minutter
fortyndes reaktionsblandingen med zter og det dannede bundfald
frafiltreres og tgrres i vakuum over vandfrit natriumhydroxyd.
Der vindes p& denne mide 2,06 g H—Pro-Pro-NHz,HCI (83% af det

. pa@ BOC-Pro-OPFP beregnede teoretiske udbytte). Rf(4) = 0,05.

,rTrin 2:'Benzyloxykarbonyl—L-pyroglutémyl—L—prolyl-L:Erolinamid

0,75 g (3 mmol) H-Pro—Pro-NHz,HCl opslammes i 10 ml DMFA
og under isafkgling og omrgring tilsamttes der 0,42 ml (3 mmol)
triztylamin og 1,35 g (3,15 mmol) Z-Glp-OPFP. Efter 5 minutter
tilsattes der yderligere 0,42 ml (3 mmol) triztylamin og efter
yderligere 10 minutters omrgring inddampes den dannede tykke
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suspension i vakuum. Den krystallinske fordampningsremanens ri-
ves med 8 ml ®tanol og henstdr 3 timer i kg¢leskab. Det danne-
de bundfald filtreres derefter og tgrres. Der vindes pa denne
mdde 1,0 g (73%) Z-Glp-Pro-Pro-NH, med smp. 247-248°C (sgnder-

deling). Rf(3) = 0,19. [a]é5 = -82,8O (c = 1 i eddikesyre).
Beregnet for C23H2806N4 (456,50): C 60,52 H 6,18 N 12,27
Fundet: C 60,03 H 6,20 N 12,20%.

Trin 3: L-Pyroglutamyl-L-prolyl-L=prolinamid

1,0 g (2,2 mmol) Z--Glp—Pro-Pro—NH2 oplgses i 50 ml eddi-
kesyre, der tilsattes 0,2 g 10%s palladium-pa-kul-katalysator
og der ledes hydrogengas gennem blandingen i 1 time. Katalysa-
toren frafiltreres derefter og filtratet inddampes hvorefter
remanensen rives med ater. Det pd denne mide vundne amorfe ra-
produkt (0,60 g) oplgses i vand, oplgsningen klares med aktive
kul og den vandklare oplgsning frysetgrres. Der vindes herved
0,50 g (70%8) Glp-Pro-Pro-NH,. R.(4) = 0,10. (123 = -223,1°
(c = 1 i eddikesyre).

2

Eksempel 4

IL-Pyroglutamyl-L-valyl-L-prolinamid
Trin l: L-Valyl-L-prolinamid-hydroklorid

0,49 g (4,2 mmol) H~Pro-NH, og 0,82 g (2,14 mmol) BOC-
Val-OPFP oplgses i 10 ml DMFA og efter 30 minutters henstand

inddampes oplgsningen i vakuum. Den som fordampningsremanens
vundne olie oplgses i 10 ml kloroform og oplgsningen udrystes

med 2 x 3 ml N saltsyre, 3 x 3 ml N natriumhydrogenkarbonatop-
lgsning og til sidst 3 ml vand, hvorpd den tgrres ved hjalp af
vandfrit natriumsulfat og inddampes. Fordampningsremanensen
oplgses i 3 ml atylacetat og der tilsattes 3 ml 5N saltsyreop-
lgsning i atylacetat. Efter 1 times henstand fortyndes reakti—
onsblandingen med @ter, bundfaldet frafiltreres og det t¢r£é§akuum
over vandfrit natriumhydroxyd. Der vindes pd denne méde 0,51 g
H—Val—Pro-NHz,HCl (95% af det pa BOC-Val-OPFP beregnede teore-

tiske udbytte). Rf(4) = 0,10.
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Trin 2: Benzyloxykarbonyl-L-pyroglutamyl-L-valyl-L—prolinamid
0,38 g (1,52 mmol) H—Val—Pro-NHZ,HCl opslammes i 10 ml

DMFA og under isafkgling og omrgring tilssttes der 0,22 ml

(1,52 mmol) triztylamin og 0,69 g (1,6 mmol) Z-Glp-OPFP. Efter

10 minutter tilssttes der yderligere 0,22 ml (1,52 mmol) tri-

étylamin og efter yderligere 30 minutters omrgring inddampes
reaktionsblandingen i vakuum. Fordampningsremanensen oplgses

i 15 ml kloroform og oplgsningen udrystes med 2 x 5 ml N salt-
syre, 3 x 5 ml N natriumhydrogenkarbonatoplgsning og 5 ml
vand, tgrres ved hjzlp af vandfrit natriumsulfat og inddampes
i vakuum. Den olieagtige remanens bringes til krystallisation
med ater; der vindes pd denne mdde 0,54 g (77%) Z-Glp-Val-Pro-
NH, med smp. 116-118°C. R.(3) = 0,30. [e12® = -100,5° (c = 1

i eddikesyre) .

Trin 3: L-Pyroglutamyl-L-valyl-L-prolinamid

- 9,65 g (21,2 mmol) Z--Glp-Val-Pro—NH2 oplgses i 300 ml
vand og efter tilsaztning af 2 g 10%s palladium-pd-aktive-kul-
kaﬁaleator ledes der hydrogengas gennem oplgsningen i 5 timer.
Katalysatoren frafiltreres derefter oé filtratet inddampes.

Den som remanens vundne olie oplgses i @tanol, oplgsningen ind-
dampes og denne operation gentages yderligere to gange. Den
til sidst vundne amorfe, faste remanens rives med &zter; der
vindes pé denne made 4,47 g (65%) Glp-Val-Pro-NH, . Rf(4) =
0,34. [a12% = -104,9° (¢ = 1 i eddikesyre).

Aminosyreanalyse: Glu 1,03 (1,01), val 1,00 (1,0), Pro
0,94 (1,0). '

Eksempel 5

L-Pyroglutamyl-L-isoleucyl-L-prolinamid
Trin 1: Behzyloxykarbonyl—L—isoleucyl—L-prolinamid

51,4 g (0,1 mol) Z-Ile-OPFP og 12,5 g (0,11 mol) H-Pro-
NH2 oplgses i 250 ml DMFA og til oplgsningen sattes 14,0 ml
(0,1 mol) triztylamin. Reaktionsblandingen henstdr natten over
og inddampes nazste dag i vakuum. Den som remanens vundne olie
oplgses i 500 ml kloroform og oplgsningen udrystes successivt
med 2 x 100 ml N saltsyre, 2 x 100 ml N natriumhydrogenkarbo-
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natoplgsning og 1 x 100 ml vand, tgrres ved hjelp af vandfrit
natriumsulfat og inddampes. Den olieagtige remanens bringes

til krystallisation med en blanding af 100 ml ater og 100 ml
n-hexan. Det pa denne m&de vundne rdprodukt (31,7 g) omkrystal-
liseres fra en blanding af 60 ml atylacetat og 60 ml n-hexan.
Der vindes 30,32 g (84%) Z-Ile~Pro-NH, med smp. 127-128%C.
Rf(z) = 0,54.

Trin 2: L-Isoleucyl-L-prolinamid-hydroklorid

24,0 g (66,5 mmol) Z—Ile—Pro—NH2 oplgses i 470 ml meta-
nol, der tilssttes 30 ml 2,4N metanolisk saltsyreoplgsning og
4 g 10%s palladium—pd-aktiv-kul-katalysator og der ledes hydro-
gengas gennem blandingen i 1 time. Derefter frafiltreres kata-

lysatoren og filtratet inddampes. Fordampningsremanensen rives

med ater og det pd denne mdde vundne rdprodukt (20 g) omkrystal-
liseres fra en blanding af metanol og @ter. Der vindes 16,05 g
(818) H-Ile-Pro-NH,,HCL med smp. 135-140°C. R.(4) = 0,15.

Trin 3: Benzyloxykarbonyl~L-pyroglutamyl-L—isoleucyl-L—prolin—
amid ' , - :
0,90 g (3,5 mmol) H-Ile-Pro-NHz,HCl opslammes i 20 ml
DMFA og der tilsattes under isafkgling og omrgring 0,49 ml
(3,5 mmol) triztylamin og 1,57 g (3,7 mmol) Z%-Glp-OPFP. Efter
5 minutter tilsazttes der yderligere 0,49 ml (3,5 mmol) trietyl-

amin og efter yderligere 20 minutters omrgring inddampes reak-

tionsblandingen i vakuum. Fordampningsremanensen oplgses i 30
ml kloroform og oplgsningen udrystes successivt med 3 x 7 ml

N saltsyre, 3 x 7ml N natriumhydrogenkarbonat og 1 x 7 ml
vand, hvorpd den tgrres med vandfrit natriumsulfat og inddampes.
Den som remanens vundne olie behandles flere gange med &ter og
mteren dekanteres; til sidst bringes rdproduktet til krystal-
lisation under ater, fraskilles, oplgses i atylacetat og ud-
fzldes pd ny ved tilsatning af ®ter. Der vindes pa denne made
1,18 g (71,5%) 2Z-Glp-Ile-Pro-NH, med smp. 87-89°C. RL(3) =
0,36. [a]§5 = -91,4° (c = 1 i eddikesyre) .

Beregnet for C24H3206N4 (427,55): ¢ 61,00 H 6,83 N 11,6
Fundet: ¢ 59,19 H 6,88 N 11,16%.
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Trin 4: L-Pyroglutamyl-L-isoleucyl-L-prolinamid
4,72 g (10 mmol) Z—Glp—Ile-Pro-NH2 oplgses i 100 ml me~
tanol, der tilsattes 1 g 10%s palladium-pd-aktivt-kul-katalysa-—

tor og der fgres hydrogengas gennem blandingen i 1 time. Der-
effer frafiltreres katalysatoren, filtratet inddampes og re-
manensen rives med ater. Det pd denne mdde vundne riprodukt
(3,22 g) oplgses i vand og oplgsningen klares med aktivt kul.
Den vandklare oplgsning frysetgrres og der vindes 3,03 g
(98%) Glp-Tle-Pro-NH,. R (4) = 0,45. [al® = -100,7° (c =1 i
eddikesyre).

: 7 Aminosyreanalyse: Glu 0,95 (1,0), Ile 1,00 (1,0), Pro
1,02 (1,0).

2

Eksempel 6

L-Pyroglutamyl-L-a-aminobutyryl-L-prolinamid
Trin 1l: t-Butyloxykarbonyl-L~a-aminosmgrsyre-pentafluorfenyl-

ester

7,7 g (20 mmol) BOC-Abu-OH,DCHA opslammes i 60 ml =ter,
der tilsattes 20 ml 2N svovlsyre og rystes indtil der er ind-
traddt oplgsning af den suspenderede substans. Derefter fra-
skilles aterfasen, udrystes med 20 ml 2N svovlsyre og derefter
20 ml vand, tgrres med vandfrit natriumsulfat og inddampes.

Den som remanens vundne olie (4,14 g) og 3,7 g (20 mmol)
PFPOH oplgses i 25 ml atylacetat, oplgsningen afkgles til under
5% og der tilszttes 3,92 g (19 mmol)?ggder omrgring. Reaktions-

blandingen omrgres i 1 time i isbad og derefter frafiltreres

pCu og filtratet inddampes. Den som remanens vundne olie oplg-

ses i n-hexan og oplgsningen henst8r i 1 time i k¢leskab. Det
herefter yderligere udskilte DCU frafiltreres og filtratet ind-
dampes til et rumfang pd 20 ml. Efter begyndelsen af krystal-
udskillelsen anbringes suspensionen i kgleskab og henstdr der
natten over; naste dag fraskilles krystallerne ved filtrering.
Der vindes pd denne méde 5527 g (76%) BOC-Abu-OPFP med smp.

83-84°¢c. Rf(l) = 0,86. [a]D = -32,8O (c = 1 i ®tylacetat).

Beregnet for C15H1604NF5 (369,29): C 48,79 H 4,37 N 3,79 F 25,72

Fundet: C 48,55 H 4,28 N 3,70 F 25,44%.
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Trin 2: L-g-Aminobutyryl-L-prolinamid-hydroklorid

3,2 g (28 mmol) H-Pro-NH, og 5,16 g (14 mmol) BOC-Abu-
OPFP oplgses i 60 ml DMFA og efter 5 minutters henstden ind-

dampes oplgsningen i vakuum. Den som remanens vundne olie op-
1gses i 100 ml kloroform og oplgsningen udrystes med 2 x 20 ml
N saltsyre og med 2 x 20 ml N natriumhydrogenkarbonatoplgsning,
tgrres med vandfrit natriumsulfat og inddampes. Den som rema-
nens vundne olie oplgses i 20 ml atylacetat og der tilsattes

20 ml 6N saltsyreoplgsning i atylacetat. Efter 1 time fortyn-
des reaktionsblandingen med ater og det dannede bundfald fra-
filtreres og tg¢rres i vakuum over vandfrit natriumhydroxyd.

Det p& denne mi&de vundne réprodukt (3,86 g) rives med 20 ml
kold DMFA. Der vindes 2,40 g H—Abu-Pro-NHz,HCl svarende til

73% af det p& BOC-Abu-OPFP beregnede teoretiske udbytte. Rf(4) =
0,10.

Trin 3: Benzyloxykarbonyl—L—pynglutamylfL—a-aminobutyryl—L—
prolinamid . L o o
2,13 g (9 mmol) H-Abu—Pro-NH2
DMFA og under isafkg¢ling og omrgring tilsettes der 1,26 ml
(9 mmol) triatylamin og 3,95 g (9,2 mmol) Z-Glp-OPFP. Efter
5 minutter tilsattes der yderligere 1,26 ml (9 mmol) triaetyl-
amin og efter 20 minutters yderligere omrgring inddampes reak-
tionsblandingen i vakuum. Den krystallinske remanens rives med
20 ml @tanol, henstdr natten over i kgleskab og frafiltreres
derefter. P3 denne mide vindes der 3,30 g (82%) Z-Glp-Abu-Pro-
2 med smp. 175-176°¢. Rf(3)'= 0,28. [a]é5 = --99,6o (c=11
eddikesyre).

,HC1 opslammes i 30 ml

NH

Trin 4:'L-Pyroglutamyl—L-a-aminobutyryl—L-prolinamid

2,67 g (6 mmol) Z-Glp-Abu-Pro-NH, oplgses i 100 ml eddi-
kesyre, til oplgsningen sattes der 0,5 g 10%s palladium-pa-kul-
katalysator og derefter ledes der hydrogengas gennem blandin-
gen i 1 time. Efter frafiltrering af katalysatoren inddampes
filtratet og remanensen rives med ®ter. Det pd denne made vund-
ne amorfe riprodukt (1,82 g) oplgses i vand og oplgsningen kla-
res med aktive kul hvorpd den vandklare oplgsning frysetgrres.
Der vindes 1,70 g (91%) Glp-Abu-Pro-NHZ. Rf(4): 0,24. [a];5'=
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--102,5O (c = 1 i eddikesyre).

Eksempel 7

L-Pyroglutamyl-L-a—aminodekanoyl-L-prolinamid
Trin 1:.L-a-Aminodekanoyl-L-prolinamid~hydroklorid

1,37 g (12 mmol) H—Pro—NH2 og 2,72 g (6 mmol) BOC-Ada~
OPFP oplgses i 20 ml DMFA og efter 5 minutters henstand ind-
dampes oplgsningen i vakuum. Den som remanens vundne olie op-

lgses i 50 ml kloroform og oplgsningen udrystes med 3 x 10 ml
N saltsyre, 3 x 20 ml N natriumhydrogenkarbonatoplgsning og

til sidst 2 x 10 ml vand, tdrres med vandfrit natriumsulfat

og inddampes. Den som remanens vundne olie oplgses i 3 ml =atyl-
acetat og til oplgsningen sattes 5 ml 6N saltsyreoplgsning.
Efter 1 times henstand fortyndes reaktionsblandingen med zter
og det dannede bundfald frafiltreres og tgrres i vakuum over
vandfrit natriumhydroxyd. Der vindes p& denne mdde 1,75 g
H—Ada—Pro—NHz,HCl, svarende til 91% af det p& BOC-Ada-OPFP be-
regnede teoretiske udbytte. Rf(3) = 0,11.

Trin 2: Benzyloxykarbonyl-L-pyroglutamyl-L-a-aminodekanoyl-L-
prolinamid S
1,75 g (5,5 mmol) H—Ada—Pro-NHz,HCl og 2,58 g (6 mmol)
Z-Glp-OPFP oplgses i 30 ml DMFA og til oplgsningen s=zttes der
0,77 m1 (5,5 mmol) trisztylamin. Efter 5 minutter tilsattes der
yderligere 0,77 g (5,5 mmol) tristylamin og efter 20 minutters

yderligere omrgring inddampes reaktionsblandingen i wvakuum.
Fordampningsremanensen oplgses i 50 ml kloroform og oplgsnin-
gen udrystes med 3 x 20 ml N saltsyre, 3 x 20 ml N natriumhy-
drogenkarbonatoplgsning og til sidst 2 x 20 ml vand, t@drres med
vandfrit natriumsulfat og inddampes.

Den som remanens vundne opskummende olie rives med zter,
den dannede gelagtige suspension henstar i ca. 2 timer i kgle-
skab og derefter frafiltreres bundfaldet og tgrres. Det pd den-
ne mdde vundne raprodukt (2,6l g) omkrystalliseres fra 20 ml
atylacetat. Der vindes 2,45 35(84%) Z-Glp-Ada—Pro-NH2 med smp.

103-105°C. R.(2) = 0,19. [al;” = -63,7° (¢ =14 eddikesyre) .
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Beregnet for 028H4006N4 (528,65): C 63,62 H 7,63 N 10,60
Fundet: C 63,24 H 7,81 N 10,57%.

Trin 3: L-Pyroglutamyl-L-o-aminodekanoyl-L-prolinamid

1,9 g (3,6 mmol) Z—Glp-Ada-—Pro—NH2 oplgses i 40 ml eddi-
kesyre og til oplgsningen sattes der 0,2 g 10%s palladium-péa-
kul-katalysator hvorpd der i 1 1/2 time ledes hydrogengas gen-
nem blandingen. Katalysatoren frafiltreres derefter, filtratet

inddampes og fordampningsremanensen oplgses i vand. Den vandi-
ge oplgsning klares med aktivt kul og inddampes. Den som rema-
nens vundne olie oplgses i 30 ml kloroform og oplgsningen tgr—
res med vandfrit natriumsulfat og inddampes. Den opskummende,
amorfe faste remanens rives med ater, frafiltreres og tgrres.
Der vindes p& denne mide 1,20 g (82%) Glp-Ada-Pro-NH,. Re (4)

0,55. [a]12)5 = -66,2° (c = 1 i eddikesyre).

Eksempel 8

L—Pyroglutamyl—L—cyklohexy1alany1—L—pralinamid
Trin 1l: t—Buty1oxykarbonyl—L—cyklohexylalanin-pentafluorfenyl-

‘ester

9,04 g (20 mmol) BOC-Cha-OH,DCHA opslammes i 80 ml ater
og til suspensionen sattes der 20 ml 2N svovlsyre. Blandingen
rystes til oplgsning af den faste substans og derefter fraskil-
les aterfasen og vaskes med 20 ml 2N svovlsyre og derefter 20
ml vand, hvorpd den tgrres med natriumsulfat og inddampes. Den
som remanens vundne olie (5,7 g) oplgses i 30 ml atylacetat og
der tilsattes 3,7 g (20 mmol) PFPOH hvorpd blandingen afkgles
til en temperatur pa hgjst 5°C og der tilsattes 4,12 g (20
mmol) DCC. Reaktionsblandingen omrgres ved denne temperatur i
1 time og derefter frafiltreres det udskilte DCU, filtratet
inddampes og den som remanens vundne olie oplgses i 30 ml n-he-
xan. Oplgsningen henstdr 1 time i kgleskab og derefter frafil-
treres det yderligere udskilte DCU og filtratet fortyndes med
70 ml n-hexan. Den fortyndede oplgsning udrystes med 5 x 40 ml
N natriumhydrogenkarbonatoplgsning og derefter 2 x 40 ml vand,
tgrres med vandfrit natriumsulfat og inddampes. Den som rema-=

nens vundne olie krystalliserer ved henstden. Der vindes pa
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denne mide 8,48 g (97%) BOC-Cha-OPFP med smp. 75-77°C. Rg(1) =

0,88.
Beregnet for 020H24O4NF5 (437,41): C 54,92 H 5,53 N 3,20 F 21,72
Fundet: C 54,67 H 5,66 N 3,11 F 21,43%.

Trin 2: L-Cyklohexylalanyl-L-prolinamid-hydroklorid
2,28 g (20 mmol) H—Pro-—NH2 og 4,37 g (10 mmol) BOC-Cha-
OPFP oplgses i 40 ml DMFA og efter 5 minutters henstden inddam-

pes oplgsningen i vakuum. Den som remanens vundne olie oplgses

i 80 ml kloroform og oplgsningen udrystes med 3 x 20 ml N salt-
syre, 3 x 20 ml N natriumhydrogenkarbonatoplgsning og til sidst
1 x 20 ml vand, tdrres med vandfrit natriumsulfat og inddampes.
Den som remanens vundne olie oplgses i 8 ml =tylacetat og der
tilsattes 10 ml 5N saltsyre i =tylacetat, hvorpd reaktionsblan-
dingen efter 1 times forlgb fortyndes med ater. Det udskilte
bundfald frafiltreres og tgrres i vakuum over vandfrit natrium-
hydroxyd. Der vindes pa denne made 2,98 g H—Cha—Pro—NHz,HC1
svarende til 97% udbytte beregnet pd BOC-Cha-OPFP. Rf(4) = 0,33.

Trin 3: Benzyloxykarbonyl-L-pyroglutamyl-L-cyklohexylalanyl~-
prolinamid )

2,43 g (8 mmol) H—Cha-Pro-NHz,H01 og 3,60 g (8,4 mmol)
Z-Glp-OPFP oplgses i 25 ml DMFA og der tilsattes 1,12 ml (8
mmol) triztylamin. Efter 5 minutters forlgb tilsattes der yder-
ligere 1,12 ml (8 mmol) triztylamin og efter yderligere 20 mi-

nutters omrgring inddampes reaktionsblandingen i vakuum. For-
dampningsremanensen oplgses i 80 ml kloroform og oplgsningen
udrystes med 3 x 20 ml N saltsyre, 3 x 20 ml N natriumhydrogen-
karbonatoplgsning og til sidst 1 x 20 ml vand hvorpad den tgrres
med vandfrit natriumsulfat og inddampes. Den som remanens vund-
ne olie bringes til krystallisation med ater; det vundne
rdprodukt (3,88 g) omkrystalliseres fra 30 ml =tylacetat. Der

"~ vindes 3,32 g (81%) Z-Glp—Cha—Pro—NH2 med smp. 165-166°C.

R (2) = 0,17. [a]§5 = -67,3° (c = 1 i eddikesyre).

Beregnet for C27H3606N4 (512,61): C 63,26 H 7,08 N 10,93
Fundet: C 63,15 H 7,04 N 10,91%.
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Trin 4: L-Pyroglutamy1-L—cyklohexylalanyl-L—prolinamid

3,07 g (6 mmol) Z-Glp-Cha-Pro-NH, oplgses i 60 ml ata-
nol og til oplgsningen sattes der 0,6 g 10%s palladium~-pa-ak-
tive-kul-katalysator hvorpd der i 2 timer ledes hydrogengas
gennem oplgsningen. Efter frafiltrering af katalysatoren ind-
dampes filtratet og remanensen rives med ater. Der vindes pa
denne mdde 2,15 g (95%) amorft, fast Glp-Cha-Pro-NH,. Rf(4) =
0,50. [oc]g5 = --70,9O (c = 1 i eddikesyre).

Eksempel 9

L-Pyroglutamyl-L-treonyl-L-prolinamid

Trin 1: O-Benzyl-L-treonyl-L-prolinamid-hydroklorid
1,43 g (12,5 mmol) H-Pro-NH2 og 2,98 g (6,27 mmol) BOC-
Thr (Bz1) -OPFP oplgses i 20 ml DMFA og efter 5 minutters hensta-

en inddampes oplgsningen i vakuum. Den som remanens vundne olie
oplgses i 30 ml kloroform og oplgsningen udrystes med 2 x 10 ml
N saltsyre og derefter 3 x 10 ml N natriumhydrogenkarbonatop-

1gsning, tgrres med vandfrit natriumsulfat og inddampes. Den

som fordampningsremanens vundne olie oplgses i 4 ml atylacetat
og der tilsattes 5 ml 5N saltsyreoplgsning i atylacetat. Efter
1 times henst8en fortyndes reaktionsblandingen med ater og det
dannede bundfald frafiltreres og tgrres i vakuum over vandfrit

natriumhydroxyd. Der vindes p& denne made 2,05 g (95%) H~-Thr (Bzl) -

Pro-NHz,HCl. Rf(4) = 0,40.

Trin 2: Benzyloxykarbonyl-L-pyroglutamyl-L-O-benzyltreonyl-L-
prolinamid ) ’ )
2,05 g (6 mmol) H—Thr(le)—Pro—NHz,HCl og 2,69 g (6,27
mmol) Z-Glp~OPFP oplgses i 21 ml DMFA og til oplgsningen sattes
dribevis 0,84 ml (6 mmol) triatylamin og efter 5 minutters hen-

st&ende yderligere 0,84 ml (6 mmol) trisztylamin. Efter 20 minut-

ters omrgring inddampes reaktionsblandingen i vakuum og rema-
nensen oplgses i 50 ml kloroform, hvorpad oplgsningen udrystes
med 2 x 10 ml N saltsyre og 3 x 10 ml N natriumhydrogenkarbo-
natoplgsning, tgrres med vandfrit natriumsulfat og inddampes.
Den som remanens vundne olie behandles med =ter og afkgles
hvorved produktet stgrkner i amorf tilstand. Det pa denne made
vundne réprodukt (2,76 g) oplgses i atylacetat og klares med
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aktive kul. Efter filtrering inddampes filtratet og den faste,
amorfe, opskummende remanens rives med ater. Der vindes 2,47 g
(75%) Z-Glp-Thr (Bzl)-Pro-NH,.

Trin 3: L—Pyrog1utamyl-L—treonyl-L-prolinamid

2,04 g (3,7 mmol) Z-Glp—Thr(le)-Pro-NH2 oplgses i 40 ml
eddikesyre, der sattes 0,4 g 10%s palladium~-pd-kul-katalysator
til oplgsningen og der ledes hydrogengas gennem blandingen i

4 timer. Efter frafiltrering af katalysatoren inddampes filtra-

tetvdg remanensen rives med zter. Det pd denne made vundne
amorfe riprodukt (1,31 g) overfgres pd en kolonne indeholdende
30 g silikagel (partikelstgrrelse 0,063 +il 0,2 mm) og elueres
med oplgsningsmiddel (3). De eluatfraktioner som indeholder det
rene produkt forenes og inddampes, og det som remanens vundne
réprodukt behandles med ater. 2§r vindes 0,72 g (59,5%) Gip-

Thr—Pro-NHz. Rf(4) = 0,16. [a]D = —90,0o (c = 1 i eddikesyre).

Aminosyreanalyse: Glu 1,00 (1,0), Thr 0,99 (1,0}, Pro

-1,03 (1,0).
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Patentkrayv

1. Analogifremgangsméde til fremstilling af TRH-analoge

tripeptidamider med den almene formel
Glp-X-Pro-NH-A I

hvor

X betegner en L-norleucyl-, L-norvalyl-, L-prolyl-, L-2-
aminobutyryl-, L-valyl-, L-treonyl-, L-isoleucyl-, L-2-
aminodekanoyl- eller L-cyklohexylalanylgruppe, og

A betegner hydrogen, en alkylgruppe med 1-10 kulstofatomer
eller en med en dimetylaminogruppe substitueret alkylgruppe
med 1-3 kulstofatomer i alkyldelen,

eller terapeutisk acceptable komplexer eller salte af disse
forbindelser,

kendetegnet ved at man opbygger tripeptidamiderne
med den almene formel I, hvor X og A har de angivne betyd-
ninger, af de indgdende aminosyrer eller aminosyrederivater
ved inden for peptidkemien sazdvanligt anvendte peptiddannen-
de kondensations-reaktioner og fjernelse af eventuelle
beskyttelsesgrupper fra den dannede forbindelse) hvorpa
man om gnsket omdanner det vundne produkt i et terapeutisk
anvendeligt komplex eller salt.

2. Fremgangsmdde ifelge krav 1, k endetegne t
ved at man N-acylerer et aminosyreamid med den almene for-
mel H-Pro-NH-A, hvor A har de i krav 1 angivne betydninger,
med en eventuelt beskyttet L-aminosyre H-X-OH, hvor X har
den i krav 1 angivne betydning, og derefter N-acylerer

det herved dannede dipeptidamid med L-pyroglutaminsyre
eller et beskyttet og/eller aktiveret derivat deraf og
fraspalter eventuelt tilstedevzrende beskyttelsesgrupper.

Fremdragne publikationer:

DK anseggninger nr. 1195/77 (freml.skrift 149111), 4522/77
DE offentliggerelsesskrift nr. 2639393.

ACT4 Polon.Pharm, XXXIIT, nr. 1 (1976) side 81-86
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