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Releasinghormonet LH-RH/FSH-RH, der udlgser det luteotrope
hormon (LH) og det follikelstimulerende hormon (FSH), med strukturen

[;}.u-His-Trp~Ser—Tyr-Gly-Leu-—Arg-Pro—Gly-NH2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(Biochem. Biophys. Res.Commun. 43, 1334 (1971)) er allerede blevet
modificeret i mange positioner. Herved fandt man ud af, at aktivite-
ten blev havet ved erstatning 'af Gly i positionen 6 med D-alanin
(Biochemistry 12, 4616 (1973)) eller ved erstatning af Gly—NH2 i
positionen 10 med ethylamid, propylamid eller isopropylamid (J. Med.
Chem. 16, 1144 (1973)). Kombineres disse to modifikationer, far man
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analoge med endnu starkere virkning (Biochem. Biophys. Res. Commun.
57, 335 (1974)). Det gode resultat af udbytningen af Gly med D-amino-
syrer er f¢rsteréahg blevet vist ved insulin (Scientia Sinica XVI,
71-78 (1973)). , '

Erstatningen af glyc1n i p051t10nen 6 med starkere llpophlle
D—aminosyrer, f.eks. D-valin, D-leucin eller D-prolin, fgrte til
analoge med ringe LH—RH—virknihg (Abstracts of The Endocrine Socie-
ty 55 Annual Meeting, 1973, side A 145). Det var derfor meget over—

raskende, at udbytningen af glycin med sterkt llpophlle unatur-
lige D-aminosyrer, -der 1ndeholder en tertiar butylgruppe eller en:-
benzyloxycarbonylgruppe som beskyttelsesgruppe, giver ‘endnu star- o
kere virksomme analoge end de tilsvaiende allerede kendte i 6- '
-stllllngen ubeskyttede analoge. o

Opflndelsen angar'hldtll ukendte LHRH—analoge nonapeptlder

til dlagnostlsk anvendelse, der er ejendommellg ved, at de har den
almene formel :

I:_-]‘.u—H:Ls-Trp—Ser-Tyr- ~-Leu-Arg-Pro-¥ (D)
1 2 3 4 5 6 7 8 9

hvor X betyder D-Ser(Bu ),VD-Thr(Bu ), D -Asp(OBﬁt), D- Glu(OBut),
D-Orn (Boc) eller D-Lys(Boc), og Y betyder en NH-alkylgruppe, i
hvilken alkylgruppen indeholder 1-3 carbonatomer, eller betyder
en NH-cyclopropylgruppe. o S
De her omhandlede nonapeptlder fremstilles enten
a) ved indenfor peptidkemien szdvanlig. fragmentkondensatlon af
peptldbrudstykker f.eks. efter kondensatlonsskemaet 1-3 + 4-10

Vieller 1-2 + 310 eller
b) ved trinvis opbygnlng,

’hvorved funktionelle grupper, der ikke skal indgd i reaktionen,
eventuelt midlertidigt blokeres med afhydrogenerbare, eller i .
alkalisk eller svagt surt medium fraspaltelige beskyttelsesgrup-
per. "7'7 , 7 - I S 7

Serlig lenge virkende LHQRHvanaloge fés}rnérif iﬂden:ai;'fr

mene formel I betyder en NH—allegruppe'hed 2-3 earbonétomer; '
N Af stgrre betydning er de her omhandlede forblndelser,

i hvilke X betyder D- Ser(But), D-Thr (Bu®), D-Glu- (OBu )

 eller D—Aép(OBut); Disse'fbrblndelser er oralt virksomme. Oralt
Qirksomme'peptider med denne kadelangde har hidtil ikke varet kendt.
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Dette er sarlig overraskende, da de tertizre butylethere og tertiare
butylestere er ustabile i surt medium.

Som forbindelser med den her omhandlede udbytning i positio-
nen 6 kommer f.eks. fplgende LH-RH-analoge i betragtning:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
I:-G".iu-His—Trp-Ser—Tyr- X - Leu —Arg—Pro—NH—CzH5
-NH-CHZ-CHZ-CH3
—NH—CH-—-—CH2
|
CH,

Af de ovenfor navnte forbindelser er sddanne af sarlig be-
tydning, i hvilke X betyder D-Ser(But), D-Glu(OBut) og D-Asp(OBut).

Ved syntesen af de her omhandlede forbindelser skal der kun
anvendes metoder, ved hvilke de surt letfraspaltelige tertizre bu-
tylgrupper i positionen 6 ikke fraspaltes. -

Ved fragmentkoblingen ifglge a) anvender man fortrinsvis
den uden racemisering forlgbende azidkobling eller DCC/l-hydroxy-
benzotriazol- eller DCC/3-hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-1,2,3-benzo~
triazinmetoden. Man kan ogsd anvende aktiverede estere af fragmen-
ter. ,

For den trinvise kondensation af aminosyrer ifglge b) egner
der sig saerlig godt aktiverede estere af benzyloxycarbonylamihosyrer,
f.eks. N-hydroxysuccinimidester eller 2,4,5-trichlorphenylester og
4-nitrophenylester. Aminolysen af de to sidstnavnte aktive estere
kan s@rlig godt katalyseres af N-hydroxyforbindelser, der besidder
omtrent den samme aciditet som eddikesyre, f.eks. l-hydroxybenzo-
triazol. '

Som intermedizre aminobeskyttelsesgrupper anvendes der af-
hydrogenerbare grupper, f.eks. benzyloxycarbonylgruppen (= Z-grup-
pen) eller svagt surt fraspaltelige grupper, f.eks. 2-(p-diphenyl)-
-isopropyloxycarbonyl- eller 2-(3,5-dimethoxyphenyl)-isopropyloxy-
carbonylgruppen.

Guanidofunktionen i arginin kan forblive ubeskyttet eller
kan blokeres af en nitrogruppe, der fraspaltes ved den efterfglgen-
de hydrogenering. Den kan imidlertid ogs& blokeres med surt fraspal-
telige beskyttelsesgrupper, f.eks. carbobenzoxygruppen eller to-
sylgruppen, hvorved beskyttelsesgruppen imidlertid skal fraspaltes
senest pa tetrapeptidtrinnet. I tilfzlde af nitro- eller tosylgrup-
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pen lykkedes dette godt med flydende HF/anisol. Det samme gzlder for
en intermedizr beskyttelse af amidgruppen ved hjalp af den surt fra-
spaltelige 4,4'-dimethoxybenzhydrylgruppe, der ogsd senest skal fra-
spaltes pd tetrapeptidtrinnet enten med trifluoreddikesyre/anisol
eller sammen med en guanidobeskyttelsesgruppe og/eller surt fra-
spaltelig aminogruppe med HF/anisol. '

De her omhandlede forbindelser udviser i forhold til 6-Gly-,
men ogsd overfor 6-D-Ala-analoge ved en ovulationsprgve og ved en
ascorbinsyreformindskelsesprgve en sterkere og lengere varende
virkning. Den overraskende orale virkning (dosis 0,01-0,2 mg/kqg)
af forbindelserne (X = D—Ser(But), D-Thr(But), D-Glu(OBut),
D—Asp(OBut)) sbner for disse virksomme stoffer et bredere an-
vendelsesomride end det hidtil kun parenteralt eller nasalt ind-

givelige LH~RH. De her omhandlede forbindelser anvendes til fast-
lzgningen af ovulationstidspunktet hos kvinder. Kort fgr det
forventede ovulationstidspunkt kan en ovulation med sikkerhed
udlgses ved indgivelse af de nye forbindelser. Dette er af be-

. tydning ved familieplanlagning bade efter Knaus-Ugino-metoden
og ved den kunstige insemination.

De her omhandlede forbindelser kan oplgst i en fysiologisk
kogsaltoplgsning anvendes intravengst, intramuskulart ellexr sub-
cutant, men kan ogs& anvendes intranasalt i form af nasedrédber el-
ler nesespray og ogsd oralt.

De forskellige anvendelsesmidders fortrinsvis anvendte do-
seringer er:

intravengst 20 - 1000 ng/kg

~ subcutant 20 ~ 2000 ng/kg
intramuskular 20 - 10 000 ng/kg
intranasalt 100 - 50 000 ng/kg

peroralt 10 000 200 000 ng/kg

Den biologiske aktivitet af de her omhandlede forbindel=-
ser i forhold til forbindelser ifplge kendt teknik hhv. peptider,
der i position 6 har en D-aminosyre uden But eller Boc, er vist
ved de nedenfor beskrevne forsggsmetoder.

Materialer og metoder

Peptiderne, der er anfgrt i tabellen nedenfor, afprgves
ved to forskellige biologiske forsggsmetoder:



Prgve 1l:

Prgve 2:
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Fremkaldelse af ovulation med LH-RH eller LH-RH-analoge
hos ikke-kgnsmodne rotter, der i forvejen er behandlet
med serum-gonadotropin fra dragtige hopper (PMSG) (hvil-
ket er en forudsatning for, at der kan fremkaldes ovula-
tion).

Formindskelse af ovarie-ascorbinsyre hos pseudo-drazgtige
rotter, der i forvejen er behandlet med PMSG og humant
chorion-gonadotropin. Baggrunden for denne prgve er, at
ascorbinsyre er en co-faktor for steroid-biosyntesen og
derved omdannes til dihydroascorbinsyre. Nar der synteti-
seres meget steroid, forbruges der ogsa meget ascorbin-
syre, hvorved koncentrationen deraf falder. LH-RH-Analoge
intensiverer steroid-biosyntesen (via friggrelsen af LH

og FSH) og sanker derfor ascorbinsyreniveauet.

LH-RH anvendes som sammenligningspraparat (rent syntetisk

peptid) og har en aktivitet p& 400 ng ved prg¢ve 1 (minimal virk-
som dosis defineret som ED25) og 600 ng ved prgve 2 (EDSO). Resul-
taterne i tabellen viser de relative aktiviteter i forhold til
LH-RH, idet aktiviteten af LH-RH er sat til 1. Alle peptider prg¢-

ves ved to eller flere dosisniveauer.

prgvet)

Tabel
position 6 position 10 Prgve 1 Prgve 2
LHRH 1 1
Her omhandlede forb.:
D-Ser (Bub) ethylamin 133 130-150
D-Lys (Boc) " 45 92
D-Glu (0Bu®) " 40 79
D-Asp (0Bu‘) " 47 40
D-Ser (But) cyclopropylamin 40 65
Kendte eller beslag-
tede forb.:
D-Lys (Ref.A+) ethylamin (20) (50)
D-Ala (Ref.R') " 44 38
D-Ser " 20 21
D~Glu " 12 28
" D-Asp " (ikke af- 8
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6
*) Ref.A = US-patent nr. 3.896.104 (tilhgrer ikke kendt teknik)
Ref.R = Biochem. and Biophys. Res. Comm. 57,
1248 - 1256 (1974).
Resultater

Det viser sig, at peptider, der er beskyttet med tert.-
butyl-holdige beskyttelsesgrupper i sidekaden af en D-aminosyre
i position 6, alle er mere aktive end de tilsvarende ikke-beskyt-
tede forbindelser eller beslagtede LH-RH-forbindelser, der har
en D-aminosyre i position 6 og ethylamin i position 10.
Fremstillingen af de her omhandlede forbindelser med
formlen I kan illustreres pd fglgende mdde, nér der er tale om
fremstillingsvariant a) og kondensation efter skemaet 1-3 + 4-10:

Reaktionsskema:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
EEiu His Trp Ser Tyr X Leu Arg Pro Y
Z40Tcp H
Z
Z+0TcpH
Bzl z
z OH H
Bzl
Z
H

-
w

Y = NH-—C2H5 (eksempel 1 og 2)
NH-Cyclopropyl (eksempel 3)

o
Il
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Forkortelser: !
Bzl Benzyl
Boc Tert.butyloxycarbonyl
Bu® Tert.butyl
DCC Dicyclohexylcarbodiimid
Eaiu Pyroglutaminsyre
HOBt 1-Hydroxybenzotriazol
Mbh 4,4'-Dimethoxybenzhydrol
OBut Tert.butylester
ONb p-Nitrobenzylester
"ONSu N-Hydroxysuccinimidester
OTcp 2,4,5-Trichlorphenylester
0OO0Bt 3—Hydroxy-4-oxo—3,4-dihydro-1,2,3-benzotriazinester
Z Benzyloxycarbonyl

Eksempel 1 (analogt med reaktionsskemaet)

EEiu—His-Trp-Ser-Tyr-D—Ser(But)—Leu-Arg-Pro-NH-Czﬂs

a) Z-Arg(Zz)-Pro-NH-C2H5

Til en oplgsning af 8,9 g (50 mmol) H—Pro-NH—CZHS-HCI, 28,9 g
(50 mmol) Z—Arg(Z )-OH og 6,75 g (50 mmol) HOBt i 150 ml methylen—
chlorid satter man ved 0 °c 6,5 ml N-ethylmorpholin og 11 g DCC, og
der omrgres i 1 time ved 0 °c og henstilles natten over ved stuetem-
peratur. Bundfaldet fraskilles ved sugning, og filtratet koncentre-
res. Remanensen fordeles mellem eddikeester og vand. Eddikeesterfa-
sen udrystes efter hinanden med en mattet natriumhydrogencarbonat-~
oplgsning, 2N svovlsyre, en mattet natriumhydrogencarbonatoplgsning
og med vand, tgrres over natriumsulfat og koncentreres. Remanensen
6p1¢ses i isopropanol. Herfra fazldes en olie med petroleumsether,
hvilken olie krystalliserer i lgbet af natten. Udbytté 27,8 g (80%),
smp. 82-85°¢ [alg2 = -30,0° (c=1, methanol).

b) H-Arg-Pro-NH- CZHS -2HC1

39,7 g (56,7 mmol) Z-Afg(Zz)-Pro-NH-CZHS oplgses i 200 ml
methanol. Hertil sattes en spatelspids Pd/BaSO4—katalysator, og
der hydrogeneres, idet man under omrgring leder hydrogen gennem
oplgsningen. pH-vardien af oplgsningen holdes ved hjzlp af en auto-
titrator ved tilsatning af 1N methanolisk saltsyre pa 4,5. Kataly-

satoren fraskilles ved sugning efter endt hydrogenering, og filtra-
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tet koncentreres. Remanensen udrives med ether og fraskilles ved
sugning. Udbytte 17,9 g amorft stof (85%), [a]go = -26,0° (c=1,

methanol)

¢) Z-Ser-Tyr(Bzl)-OH

Til en suspension af 5,52 g (20 mmol) H-Tyr(Bzl)-OH i 60 ml
dimethylacetamid sattes 7,68 g Z-Ser-OOBt, og der omrgres i 6 timer
ved stuetemperatur. Der fraskilles ved sugning fra uoplgste bestand-
dele, og til det til 0°c afkplede filtrat settes 300 ml vand. Bund-
faldet fraskilles ved sugning, vaskes med dimethylacetat/vand-blan=-

ding (1:10) og vand og sammenrgres med 1N svovlsyre. Nu fraskilles
der igen ved sugning og vaskes med vand og tgrres. Der omkrystalli-
seres fra eddikeester/petroleumsether. Udbytte 7,35 g (75%), smp.
166°C, [a]%o = 20,9o (c=1, methanol).

d) Z—D—Ser(But)-Leu—Arg—Pro-NH—C2H5

Til en oplgsning af 11,2 g (30 mmol) H-Arg—Pro-NH—CZHS-ZHCl
i 50 ml dimethylformamid sattes ved 0° 7,8 ml N-ethylmorpholin og
8,25 g Z-Leu-ONSu. Blandingen henstilles natten over ved stuetem-
peratur og koncentreres, og remanensen udrives en gang med eddike-
syreester og en gang med ether. Oplgsningsmidlet afdekanteres, og
olien tgrres i'h¢jvakuum. Remanensen (20,0 g) oplgses i methanol
og hydrogeneres katalytisk analogt med eksempel 1lb. Remanensen
udrives med ether og tgrres i hgjvakuum. Der fas 16,1 g amorft
7H-Leu—Arg-Pro—NHCZHS'ZHCl, der er forurenet af salte (14,5 g = 100%
~ henfgrt til H-Arg-Pro-NH-C, H «2HC1). 2,45 g af dette stof oplgses
sammen med 675 mg HOBt, 1,3 ml N-ethylmorpholin og 2,4 g Z-D-Ser(But)-
-OTcp i 20 ml dimethylformamid. Blandingen henstilles natten over
ved stuetemperatur og koncentreres den efterfgplgende dag. Remanen-
sen udrives to gange med en mattet natriumhydrocarbonatoplgsning,
oplgses i methylenchlorid, tgrres over natriumsulfat og koncentre-
res, og remanensen sammenrives med ether. Udbytte 2,3 g (71% hen-
fort til'H-Arg—Pro-NH—C2H5-2HC1), smp. 85-116°C. -

e) H—Ser—Tyr—D-Ser(But)-Leu-Arg-Pro-NH-C2H5-2 HC1

2,3 g (3,33 mmol) Z-D-Ser(But)-Leu—Arg-Pro-NH-CzH5 oplgses
i methanol og hydrogeneres katalytisk analogt med eksempel 1lb. Rema=~
nensen udrives med ether og tgrres i hgjvakuum. Udbytte 1,93 g
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amorft materiale (93%).

Ovennavnte 1,95 g (3,1 mmol) H-D-8 er(But)-LeurArg-Pro—NH-
-C,Hg" 2HC1 suspenderes sammen med 1,53 g (3,1 mmol) Z-Ser-Tyr(Bzl)-
-OH, 420 mg HOBt og 0,8 ml N-ethylmorpholin i 7 ml dimethylform-
amid. Ved 0 Oc tilsazttes 680 mg DCC, og blandingen omrgres i 1 time
ved 0°C og henstilles natten over ved stuetemperatur. Bundfaldet
fraskilles ved sugning den pafglgende dag, og filtratet koncentre-
res. Remanensen udrives to gange med en mattet natriumhydrogencar-
bonatoplgsning og oplgses i methylenchlorid, og oplgsningen tgrres
over natriumsulfat og koncentreres. Remanensen udrives med ether og
frasuges. Der f&s 2,65 g (= 2,57 mmol Z-Ser- Tyr (Bzl)-D- Ser(Bu ) ~Leu-
-Arg-Pro-NH—CzH af et amorft stof, der hydrogeneres katalytisk
analogt med eksempel lb. Remanensen udrives med ether og tgrres i
hgjvakuum.

Udbytte 2,2 g amorf H-Ser-Tyr-D- Ser(Bu )Leu-Arg—Pro-NH-
-CZH5 2HC1 (= 2,5 mmol = 75% henfgrt til Z-D- Ser(Bu ) -Leu-Arg-Pro=-
-NH-C HS).

Til en analytisk prgve renses 1,3 g pad den i det fglgende
beskrevne fordelingschromatografi-sg¢jle. Opbygning af spjlen: 400 ml
iseddike, 800 ml n~butanol og 4 liter vand udrystes. 300 ml af den
gvre fase sammenrgres med 204 g "Sephadex"LH 20 . Herved opsuges
det samlede oplgsningsmiddel. Den séledes forbehandlede sgpjlefyld-
ning suspenderes i en tilsvarende mangde af den underste fase. Der
opkvaldes i 3 timer, og sgjlen fyldes (1 m x 4 cm). Der elueres med
den underste fase. Udbyttet af chromatografisk rent stof er 562 mg.

[a]é2 = -43,9O (c=1, i methanol).

£) I-—--C;}.u-His-‘I‘rp—Ser—'l‘yr-—D—Ser(But)-Leu—Arg-Pro-NH-C2}15-diacetat

Til en oplgsning af 500 mg LGlu-His-Trp-NH-NH, i 6 ml dime-
thylformamid sattes ved -30°C 0,66 ml af en 6,05 N HCl/dioxanoplgs-
ning og 1,2 ml af en 10%'s tertiar butyln1tr1topl¢sn1ng i absolut
dioxan. Der omrgres i 20 mlnutter ved -10°C og tilsattes ved -40°¢
877,8 mg rit H-Ser-Tyr-D-Ser (Bu )—Leu-Arg—Pro-NH-C2H5 2HC1 og 0,78 ml
N-ethylmorpholin. Blandingen henstilles natten over i et kglerum
ved 4°C og koncentreres, og remanensen udrives med ether. Stoffet
oplgses i vand og chromatograferes over "Dowex" ® 1x2 (acetatform).
Eluatet koncentreres og renses over en carboxymethylcellulosesgjle
(90 x 1,5 ecm), der er indstillet til ligevagt med 0,002 M NH4-ace-
tatoplgsning. Stoffet tilsattes oplgst i den 0,002 molere ammonium-
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acetatoplgsning. Der elueres med en 0,002 molar ammoniumacetatop-
1gsning, der pdlagges en gradient af 0,01M NH4-acetatopl¢sning
(blandingsvolumen 250 ml).

De fraktioner, der indeholder det gnskede peptid, fryse-
tgrres to gange. Udbyttet er 401 mg chromatografisk rent stof. Ind-
holdet af peptidbase er ifglge UV-spektret 76% (udbytte 25%).

20

[al® = -40,4° (c=1, i dimethylacetamid).

1
g) LGlu-His-Trp-Ser-Tyr—D-Ser-Leu—Arg-Pro-NH—C2H5-diacetat

(som sammenligningsstof)

200 mg [Elu-His—Trp-Ser-Tyr—D-Ser(But)-Leu-Arg-Pro-NH—C2H5-diacetat
oplgses sammen med 0,1 ml mercaptoethanol i 2 ml trifluoreddikesyre.
Blandiﬁgen henstilles i 1 time ved stuetemperatur og koncentreres,
og remanensen udrives med ether. Stoffet fraskilles ved sugning og
vaskes med ether, oplgses i vand og chromatograferes over Dowex 1x2
(acetatform). Eluatet koncentreres, og remanensen renses analogt med
eksempel le over "Sephadex" LH 20. Udbyttet er 120 mg. Indhodldet

af peptidbase er ifglge UV-spektret 77,5%. [algo = -43,7° (e=1, HZO)

Eksempel 2 (analogt med reaktionsskemaet

EE?Lu—His--Trp-Ser—Tyr--D—Glu(OBut)-Leu—Arg—Pro-NH-CZH5

a) Z-D-Glu—(OBut)-Leu—Arg—Pro-NH-C2H5

2,45 g med salte forurenet H—Leu-Arg‘Pro-NH-Csz-2HCl
omsattes analogt med eksempel 1d med 2,6 g Z—D-Glu(OBut)-OTcp,
675 mg HOBt og 1,3 ml N-ethylmorpholin i 20 ml dimethylformamid.
Udbytﬁe 2,75 g (81% henfgrt til H—Arg—Pro-NH-CzHS'ZHCl), smp. 83-100°C

b) H-Ser-Tyr-D-GluiOBut)-Leu-Arg-Pro-NH-c2H5-2Hc1

1,85 g (2,53 mmol) Z-D-Glu(OBut)-Leu-Arg-Pro-NH-CzH5 hydro-
_generes katalytisk analogt med eksempel 1b i methanol. Remanensen
udrives med ether og frasuges. Udbyttet er 1,7 g (99,5%).
Ovennavnte 1,7 g (2,5 mmol) H—D—Glu(OBut)-Leu-Arg—Pro-NH—
—C2H5-2HC1 omsattes analogt med eksempel le med 1,23 g Z-Ser-Tyr-
(Bz1)-0H, 340 mg HOBt, 0,65 ml N-ethylmorpholin og 550 mg DCC i

5 ml dimethylformamid. Udbytte 2,8 g let forurenet Z-Ser-Tyr(Bzl)-
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—D-Glu(OBut)—Leu-Arg—Pro—NH—Csz, der hydrogeneres katalytisk ana-
logt med eksempel 1lb i methanol. Ristoffet renses analogt med ek-
sempel 2e ved fordelingschromatografi. Udbyttet er 1108 g chroma-
tografisk ensartet produkt (47% henfgrt til Z- D-Glu(OBu )-Leu-Arg-
-Pro-NH—CzHS)..[a]S2 = 42,3O (c=1, i methanol).

c) l:E1lu--His-Trp-Ser-—'I‘yr-D-Glu(OBut)—Leu—Arg—Pro—NH—C2HE.)-ch.ac:etat

Analogt med eksempel 1f omsattes 500 mg |:_.Z‘Lu-H:Ls-Trp-NH—NH
med 920 mg (1 mmol) H-Ser-Tyr-D- Glu(OBu ) -Leu-Arg-Pro-NH-C,H* 2HC1
og renses chromatografisk. Udbytte 491,5 mg chromatografisk rent
materiale. Indholdet af peptidbasen er ifglge UV-spektret 74% (ud-

bytte 30%).
[a]SZ = -31,3° (c=1, dimethylacetamid)

d) l:-C-}mi.u—His—Trp-Ser-T_yr—D—G]_u-Leu—Arg-1>rc>-NH—C2H5-diaceta1:

(som sammenligningsstof)

190 mg Eaiu-His-Trp—Ser—Tyr-D-Glu(OBut)-Leu-Arg-Pro—NH-C2H54diacetat
omszttes og renses analogt med eksempel lg. Udbytte 148,9 mg. Ind-
holdet af peptidbasen er ifglge UV-spektret 85%. [a]g2 = —47,8o
(c=1, i HZO)'

Eksempel 3 (analogt med reaktionsskemaet

l:E-]‘.u—His—’J‘.‘rp-ser-Tyr-D—Ser(But)--Leu--Arg—Pro—cyclopJ:'opylam:V'Lél

a) Z-Pro-cyclopropylamid

Til en oplgsning af 25 g (0,1 mol) Z-prolin, 13,5 g (0,1 mol)
HOBt og 5,71 g (0,1 mol) cyclopropylamin i 200 ml absolut tetrahydro-
furan sattes ved 0% 22 g DCC, oplgst i 50 ml kold absolut tetrahydro-
furan. Blandingen omrgres i 1 time ved 0% og i 3 timer ved stue-
temperatur. Bundfaldet fraskilles ved sugning, og filtratet koncen-
treres. Den olieagtige'remanens oplgses i eddikeester og udrystes
efter hinanden med en mattet natriumhydrogencarbonatoplgsning, 2N
saltsyre, en mattet natriumhydrogencarbonatoplgsning og vand, t¢r-
res over natriumsulfat og koncentreres. Remanensen udrives med pe-
troleumsether og frasuges. Til rensning omkrystalliseres der fra
eddikeester/petroleumsether. Udbyttet er 23 g (= 80%). Smp. 120-123°,
[u]§4 = -45,5o (c=1, i methanol)
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b) H-Pro-cyclopropylamid-HC1l

Analogt med eksempel 1lb hydrogeneres katalytisk 19 g Z-Pro-
-cyclopropylamid i methanol. Remanensen udrives med ether. Udbyttet
er 11 g (88%) og smeltepunktet er 169-173°C.

c) Z-Arg(ZZ)-Pro-cyclopropylamid

Til en oplgsning af 28,85 g (50 mmol) Z-arg(Z,)-OH, 9,5 g
(50 mmol) H-Pro-cyclopropylamid, HCl og 6,75 g (50 mmol) HOBt i
100 ml methylenchlorid og 25 ml dimethylformamid sattes 6,5 ml
N-ethylmorpholin og ved 0°c en opl¢sning af 11 g DCC i 1lidt methy-
lenchlorid. Blandingen henstilles i 1 time ved 0% og natten over
ved stuetemperatur. Bundfaldet fraskilles ved sugning, og filtra-
tet koncentreres. Remanensen optages i eddikeester og vaskes med
vand, en natriumhydrogencarbonatoplgsning, 1N saltsyre og en na-
triumhydrogencarbonatoplgsning, tgrres med natriumsulfat og kon-
centreres. Remanensen krystallisere fra eddikeester/petroleuﬁs-
ether. R3stoffet (26,3 g) renses chromatografisk med en 250 g kisel-
gelsgjle i methylenchlorid/acetone 9:1 og 8:2. Udbyttet er 22 g
- (62%), og smeltepunktet er 171%. [a]él = =33,0° (c=1, i methanol).
d) H-Arg-Pro-~cyclopropylamid-®2HCl

22 g (30,9 mmol) Z-Arg(Zz)-Pro-cyclopropylamidrhydrogeneres
katalytisk i methanol analogt med eksempel lb. Remanensen tgrres i
hgjvakuum. Der £d8s 11 g (89%) af et amorft stof.

e) Z-D-Ser(But)-Leu-Arg-Pro-cyclopropylamid

"Til en oplgsning af 3,83 g (10 mmol) H-Arg-Pro-cyclopropyl-
amid-2HC1 i 20 ml dimethylformamid sattes ved 0°¢ 2,6 ml N-ethyl-
morpholin og 2,75 g Z-Leu=-ONSu. Blandingen henstilles natten over

ved stuetemperatur og koncentreres, O0g remanensen sammenrives en
gang med eddikeester og en gang med ether. Oplgsningsmidlet afde-
kanteres, og olien tgrres i hgjvakuum. Remanensen oplgses i metha-
hol og hydrogeneres katalytisk analogt med eksempel lb. Remanensen
sammenrives med ether og tgrres i h¢jvakuuﬁ. Der dannes 5,45 g
amorf H-Leu-Arg-Pro-cyclopropylamid-2HCl, der er forurenet af sal-
te. (4,96 = 100% henfgrt til H-Arg-Pro-cyclopropylamid.2HC1l). Det
samlede stof oplgses sammen med 1,35 g HOBt, 2,6 ml N-ethylmor-
pholin og 4,8 g Z-D-Ser(But)—OTcp i 20 ml dimethylformamid. Blan-

dingen henstilles i 2 timer og koncentreres, 0g remanensen sammen-



148906

13

rives to gange med en mattet natriumhydrogencarbonatoplgsning, op-
lgses i methylenchlorid, t¢grres over natriumsulfat og koncentreres,
og remanensen sammenrives to gange med en mattet natriumhydrogen-
carbonatoplgsning, oplgses i methylenchlorid, tgrres over natrium-
sulfat, koncentreres og remanensen sammenrives med ether. Udbyttet
er 4,55 g (65% henfgrt til H-Arg-Pro-cyclopropylamid-2HCl). Stoffet
er amorft og videreforarbejdes uden yderligere rensning.

£) H—Ser—Tyr—D-Ser(But)-Leu—Arg-Pro-cyclopropylamid'2HC1

"3,5 g (5 mmol) Z-D-Ser(But)—Leu—Arg—Pro—cyclopropylamid hy-
drogeneres katalytisk i methanol analogt med eksempel lb. Remanen-
sen sammenrives med ether og tgrres i hgjvakuum. Udbyttet er 3 g

(94%) af et amorft materiale.

De ovennavnte 3 g (4,7 mmol) H-D-Ser(But)-Leu—Arg-Pro—cyclo-
-propylamid-2HCl1 oplgses sammen med 2,32 g (4,7 mmol) Z-Ser-Tyr(Bzl)-
-0H, 635 mg HOBt og 1,22 ml N-ethylmorpholin i 10 ml dimethylform-
amid. Ved 0°C tilsazttes 1,04 g DCC, og blandingen henstilles i 1
time ved 0°C og natten over ved stuetemperatur. Bundfaldet fraskil-
les den fglgende dag ved sugning, og filtratet koncentreres. Rema-
nensen udrives to gange med en mattet natriumhydrogencarbonatopl¢s—
ning, oplgses i methylenchlorid, og oplgsningen tgrres over natrium-
sulfat og koncentreres. Remanensen udrives med ether og frasuges.

Der f&s 3,5 g (71%) Z—Ser—Tyr(le)-D-Ser(But)-Leu—Arg-Pro-cyclo-
propylamid, der hydrogeneres katalytisk analogt med eksempel 1b.
Remanensen udrives med ether og tgrres i hgjvakuum. Udbyttet er

2,92 g (= 70% henfgrt til Z-Ser-Tyr(Bzl)-OH). Det rd stof renses

som beskrevet i eksempel lb chromatografisk med Sephadex LH 20.
Udbyttet af et chromatografisk rent stof er 1,4 g.

[a]§2 = -44,2o (c=1, i methanol).

g) EElu-His-Trp-Ser—Tyr—D—Ser(But)-Leu—Arg—Pro—cyclopropylamid-

diacetat

Analogt med eksempel 1f omsattes 500 mg |-Giu-His--Trp—_NH—NHZ
med 890 mg H—Ser—Tyr—D—Ser(But)—Leu—Arg—Pro~cycloprOpylamid-2HC1,
oparbejdes og renses. Udbyttet er 420 mg chromatografisk rent stof.
Indholdet af peptidbase er ifglge UV-spektret 77% (udbytte 32%).

[“150 = -40,8° (c=1, i dimethylacetamid).
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PATENTEKRAV.
LH-RH-analoge nonapeptidderivater til. diagnostisk anven-

delse, k ende tegnet ved, at de har den almene formel

[Glu-His-Trp-Ser-Tyr-X—Leu-Arg—Pro-Y (1)

hvor X betyder D-Ser(But);rD-Thr(But)} D—Asp(OBut), D-Glu(OBut),
D-Orn(Boc) eller D-Lys{(Boc), og Y betyder en NH-alkylgruppe,

i hvilken alkylgruppen indeholder 1-3 carbonatomer, eller be-
tyder en NH-cyclopropylgruppe.

Fremdragne publikationer:
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