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Opfindelsen angdr hidtil ukendte gastrin-analoge

heptapeptidderivater med den almene formel I
HOOC—(CHZ)3—CO—Ala—Tyr-Gly—Trp-X—Asp—Phe—NH2, (1)

i hvilken X std&r for leucin eller methionin, til anvendelse

som diagnostika.

Der er blevet beskrevet talrige syntetiske pepti-
der fra det C-terminale omr&de af gastrin, der pd lig-
nende méde som det naturlige hormon gastrin bevirker -
stimulation af maven med hensyn til syreproduktion og

volumenudskillelse. Blandt disse syntetiske peptider
udmerker sig pentapeptidet med formlen IV

Boc-B—Ala—Trp—Met—Asp—Phe-NH2, (IV)
i hvilken Boc er en tert.butyloxycarbonylrest (The lancet
1966,s. 993). Pentapeptidet udviser den starkeste sti-
mulerende virkning i sammenligning med andre syntetiske
peptider.

Dette pentapeptid IV er ogsa allerede sammenlignet
med et heptapeptid, der kun adskiller sig fra den her om-
handlede forbindelse med formlen I med X = Met ved, at
glutaroylresten mangler. Det udviser en biologisk virk-
ning, der kan sammenlignes med peptidet IV's.

Derimod har det her omhandlede peptid med formlen I,
i hvilken X star for methionin, en 1,3 gange s& stor
biologisk virkning som peptidet med formlen IV, det her
omhandlede peptid med formlen I, i hvilken X = leucin,
endda en 2,3 gange s& stor virkning som peptidet med form-
len IV, beregnet pa molarbasis.

Den biologiske virkning er bestemt p& perfunderede
rottemaver ifglge Brit. J. Pharmacol. 38 (1970), s. 206~-213.

Til fremstilling af forbindelserne med den almene

formel I omsatter man f.eks. peptider med formlen II

H-Ala—Tyr(But)-Gly-Trp—X-A.sp(OBut)-Phe—NH2 (11)
hvori But betyder en tert.butylgruppe, og X har den ovenfor
angivne betydning, med glutarsyreanhydrid i dimethylform-

amid, idet reaktionstider fra ca. 4 til ca. 20 timer ved
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0 - 5°C er tilstrzkkelige, oplgsningsmidlet afdestilleres
i vakuum, og remanensen udrives med ether. Beskyttelses-
grupperne spaltes fra med 90%'s trifluoreddikesyre ved
stuetemperatur (reaktionstid ca. 1 time). Til rensning
af peptiderne med den almene formel I er det tilstrak-
keligt med for eksempel en omfazldning fra alkohol/ether.
De her omhandlede hidtil ukendte peptider er
diagnostika. De er fri for ikke-fysiologiske komponenter,
stimulerer mavesaftproduktionen og kan derfor anvendes
som diagnostika til unders¢ggelse af mavesakkens funktion.
Anvendelsen af de her omhandlede peptider ved mave-
funktionsdiagnostik sker pd i og for sig kendt méade,
ved titrimetrisk analyse af den udskilte syre efter indgi-
velse af prgveforbindelsen, jf. L. Demling, "Der kranke
Magen", Miinchen 1970, side 64-84, se isar side 67-68.
Peptiderne indgives herved subcutant eller intrayengst. I
undtagelsestilfalde kan peptiderne ogsa indgives ikke-pa-

ranteralt.
Ved parenteral indgivelse anvendes en 0,001 til

0,1%'s oplgsning i vand, eventuelt med tilsetning af
fysiologiske mengder natriumchlorid, eller i en vandig
pufferoplgsning. Som puffer kan for eksempel anvendes
1/15 molar phosphat-puffer (primart kaliumphosphat og
sekundert natriumphosphat ifglge S¢rensen og Clark) med
pH-vardier p& 5,0 til 7,5. Disse oplgsninger tjener til
subcutan og intramuskular anvendelse.

Til nasal anvendelse anvendes ca. 0,1%'s vandige
oplgsninger, 0,1 til 3%'s olieholdige suspensioner eller
et 0,1 til 3%'s, tgrt oulverprzparat med for eksempel
lactose eller mannitol som barer.

Fremstillingen af de her omhandlede peptider
illustreres ved de fgplgende eksempler.

Eksempler

Til renhedsprgvning af de i det fglgende fremstil-

lede forbindelser anvendes tyndtlagschromatografi med

fglgende lgbemiddelsystemer:

‘1) tert.-butanol/pyridin/petroleumsether, 1:1:8

2) methanol/vand 80:20
3) methylethylketon/pyridin/vand/iseddikesyre 70:15:15:2
4) butanol/eddikesyre/vand 2:1:1

147733
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Der anvendes de i peptidkemien sadvanlige forkor-
telser; dicyclohexylcarbodiimid = DCC; dimethylformamid =
DMF. Z betyder benzyloxycarbonyl.

Eksempel 1.
Glutaroyl-Ala-Tyr-Gly-Trp-Leu-Asp-Phe-NH,

a) Z—Tyr(But)-Gly—OCH3

74 g (0,2 mol) Z-Tyr(OBut)-OH og 54 g (0,4 mol) l-hydroxy-
benzotriazol oplgses i 300 ml tetrahydrofuran, der afkg-
les til 5°C, og en oplgsning af 42 g (0,2 mol) DCC i

50 ml tetrahydrofuran szttes til. Derpd efteromrgres i

1 time ved 0°C og 1 time ved stuetemperatur. Sa skilles
det udskilte dicyclohexylurinstof fra ved sugning. Til
den tilbageblivende oplgsning sattes ved 0°C en oplgsning
af 25 g (0,2 mol) glycin-methylester~hydrochlorid og

27 ml (0,2 mol) N-ethylmorpholin i 150 ml tetrahydrofu-
ran. Derpd efteromrgres i endnu 2 timer ved stuetemperatur,
s& afdestilleres oplgsningsmidlet i vakuum ved stuetem-
peratur, remanensen optages i ethylacetat og ethylace-
tatopldsningen rystes med 0,2 N svovlsyre, mettet natri-
umhydrogencarbonatoplgsning og vand. Efter t¢rring af
ethylacetatoplgsningen over magnesiumsulfat fas slutpro-
duktet ved afdampning af oplgsningsmidlet i vakuum som en
svagt gullig olie. Produktet kan ikke adskilles ved
tyndtlagschromatografi i systemerne 1, 2, 3 og 4.

Udbytte: 64 g (73% af teoretisk)

b) H-Tyr(But)—Gly—OCH3, HC1

60 g Z-Tyr(But)-Gly-OMe i 1 liter methanol hydrogeneres
katalytisk ved en pH-vardi pd 3 ved hjzlp af 10 g 10%'s
Pd/BaSO4 under tilsatning af 1 N methanolisk HCl. Efter
fraskillelse af katalysatoren afdestilleres oplgsnings-
midlet. Den tilbageblivende harpiks bliver fast ved

udrivning med ether. Udbytte 45 g, smp. fra 97°C under

20 _ + 27,0o (c = 1 i methanol).
D

opskumning. [a]
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c) Z-Ala—Tyr(But)—Gly,-OCH3

Til en oplésning af 29 g (0,13 mol) Z-Ala-OH og 35 g

_1-hydroxybenzotriazol i 240 ml DMF sattes ved 5% 29 g

DCC. Der omrgres 1 time ved OOCogJ.time ved stuetempera-
tur, det udfzldede dicyclohexylurinstof filtreres fra,

og der tilsattes en oplgsning af 44,8 g (0,13 mol)
H-Tyr(But)-Gly-OCH3, HC1 og 16,5 ml N-ethylmorpholin i
300 ml DMF. Efter en reaktionstid p& 3 timer ved stue-
temperatur afdestilleres oplgsningsmidlet i vakuum, re-
manensen optages i ethylacetat, og ethylacetatoplgsningen
mettes med 1 N HCl. Der vaskes med natriumhydrogencar-
bonat og vand, tgrres over natriumsulfat og inddampes i
vakuum. Det halvfaste produkt bliver fast ved digerering
med ether.

Udbytte: 46,5 g (70%). Smp. 107°C.

[al ;0 =-34,9° (c = 1 i methanol)
C,7H4cN30, (513) beregnet C = 63,1%, H = 6,83%, N = 8,2%.

fundet C = 63,4%, H= 6,9%, N = §,1%.
Kan ikke adskilles ved tyndtlagschromatografi i systemer-
ne 1 og 2.
d) Z-Ala-Tyr (Bu®)-Gly-OH
44,6 g methylester fra c¢) i 150 ml dioxan og 89 ml 1

N natriumhydroxydoplgsning omrgres i 1 time ved stuetempe-
ratur. Der neutraliseres med 1 N HCl, inddampes i wvakuum
til 1/3 af det oprindelige volumen og pH-vardien ind-
stilles til 3 med 1 N HCl. Den udfzldede olie optages i
700 ml ether. Til den over MgSO4 tgrrede oplgsning settes
250 ml petroleumsether. Bundfaldet udkrystalliserer ved
0°c i 1gbet af nogle dage.

Udbytte: 37,4 g (88%) smp. 89°¢.

[a] 20 =-42,7° (c = 1 i methanol)
D
Kan ikke adskilles ved tyndtlagschromatografi i systemerne

1 og 2.
e) Z-Trp-Leu-OH
83 g Z-Trp-Leu-OMe, fremstillet ifglge J. Org. Chem 31

(1966), s. 3400, omrgres i en blanding af 500 ml dioxan
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og 100 ml 2 N NaOH i 100 minutter. pH-vardien indstilles
til 6 med 1 N HCl, der inddampes, tilsattes noget vand,
og pH-vardien indstilles til 3 med 1 N HCl. Det udfaldede
produkt omkrystalliseres fra methanol/vand.

Udbytte: 72,5 g, smp. 70°C,

[algo =a-27,5o (c = 1 i methanol).

£) Z-Trp-Leu-Asp (0Bu®)-Phe-NH,

Til en oplgsning af 23,8 g (52 mmol) Z-Trp-Leu-OH,

19,5 g (42 mmol) H—Asp(OBut)-Phe-NHz,H01, fremstillet
ifglge J. Chem. Soc. (C) 1966, s. 555, 12 g N-hydroxy-
succinimid og 6,65 ml N~ethylmorpholin i 400 ml tetra-
hydrofuran sattes ved -5°C under omrgring en oplgsning af
10,8 g DCC i 18 ml tetrahydrofuran. Under omrgring afkeg-
les frivilligt til stuetemperatur. Efter henstand natten
over frafiltreres det udfaldede dicyclohexylurinstof,

og oplgsningen inddampes til t@¢rhed i vakuum. Den tilba-
geblivende olie mettes med 5%'s citronsyre. Den digereres
med natriumhydrogencarbonat og vand, tgrres i vakuum '

over P,0g og udkoges med lidt ethanol.
Udbytte: 31,5 g, smp. 212°C,

[a]io =--36,7o (¢ = 1 i DMF)

Kan ikke adskilles ved tyndtlagschromatografi i syste-

merne 1, 2, 3 og 4.
g) H—Trp—Leu—Asp(OBut)-Phe—NHZ,HCl

7,68 g Z-Tetrapeptid fra f) hydrogeneres katalytisk i

350 ml methanol analogt med eksempel 1lb). Efter sadvanlig
oparbejdning f&s 6,5 g af et amorft produkt.

(0120 = -22° {c = 1 i methanol).

Kan ikke adskilles ved tyndtlagschromatografi i systemerne
1, 2, 3 og 4.

h) Z—Ala-—Tyr(But)—Gly—Trp—Leu—Asp(OBut)-Phe-NH2

0,5 g (1 mmol) Z-Ala-Tyr(Bub)-Gly-OH, 0,64 g (1 mmol)
H-Trp-Leu-Asp (0Bu®) -Phe-NH, ,HC1, 0,27 g (2 mmol) l-hydro~
xybenzotriazol og 0,13 ml N-ethylmorpholin oplgses i 10 ml
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DMF, dertil sattes wved 0°c 0,24 g DCC, og der omrgres i
15 timer ved stuetemperatur. Det udfazldede dicyclohexyl-
urinstof filtreres fra, og oplgsningen inddampes i vakuum.
Remanensen optages i ethylacetat og ekstraheres ved under
59C med 10%'s citronsyre, hvorefter der vaskes med mattet
natriumhydrogencarbonat og vand. Efter tgrring af ethyl-
acetatoplgsningen over MgSO4 inddampes. Derved udfaldes
450 mg af Z-heptapeptidet. Yderligere 193 mg lader sig
udvinde af moderluden ved fzldning med ether. Smp. 192°C,
[a]]230= 27,8° (¢ = 1 i DMF)
Aminosyreanalyse: Asp 1,0, Gly 0,99, Ala 1,02

Leu 0,98, Tyr 0,90, Phe 0,99 Tyr/Trp = 1,03
Kan ikke adskilles ved tyndtlagschromatografi i systemerne
1, 3 og 4.

i) H—Ala—Tyr(But)-Gly-Trp—Leu—Asp(OBut)'Phe—NHZ,HCl

4 g Z-heptapeptid fra h) hydrogeneres katalytisk i 1,3
liter methanol analogt med eksempel 1b. Efter afdestille-
ring af oplgsningsmidlet digereres remanensen med ether,
og der opnds 2,8 g med et smp. pa 199-200°¢ (dekompone-
ring).

k) Glutaroyl_—Ala—Tyr(But)—Gly-Trp—Leu—Asp(_OBut)—Phe—NH2

Til en oplgsning af 8,8 g (12 mmol) af H-heptapeptid-
hydrochloridet fra i) i 50 ml DMF sattes ved 0% i 1gbet
af 40 minutter portionsvis under omrgring 2,3 g (20 mmol)
glutarsyreanhydrid og 2,56 ml N-ethylmorpholin. Der omrg—
res i 5 timer ved 0°C med péfglgende henstand i 16 timer
ved 4°C, oplgsningsmidlet afdestilleres i vakuum, og rema-
nensen digereres med ether.

Udbytte: 8,8 g, smp. 230-232°C (dekomponering) .

[a12%= -31° (c = 1 i DuF)
D
1) Glutaroyl—Ala-Tyr—Gly-Trp-Leu—Asp-Phe—NH2

1,27 g af det beskyttede glutaroyl-heptapeptid fra k) om-—
rgores i 90 minutter ved stuetemperatur i 5 ml 90%'s tri-
fluoreddikesyre. Derefter afdestilleres trifluoreddikesyren
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i vakuum, remanensen digereres med ether og omfaldes i
ethanol/ether.
Udbytte: 620 mg. Smp. 213°C (dekomponering) .
10120 = -33,8° (¢ = 1 i DMF)
Amigosyreanalyse: Asp 1,09, Gly 1,00, Ala 1,07,

Leu 1,08, Tyr 0,69, Phe 1,02
Tyr/Trp *1,02
Kan ikke adskilles ved tyndtlagschromatografi i systemerne
2, 3 og 4.

Eksempel 2
Glutaroyl—Ala—Tyr—Gly—Trp—Met—Asp-Phe-NH2

a) Z—Ala—Tyr(But)—Gly-Trp—Met—Asp(OBut)-Phe—NH2

17,7 g Z—Ala—Tyr(But)-Gly-OH, fremstillet ifglge eksem-—
pel 1d), 23 g H—Trp—Met-Asp(OBut)—Phe—NHz, fremstillet
ifglge J. Chem. Soc. (C), 1967, s. 2410, og 9,6 g l-hydro-
xybenzotriazol oplgses i 120 ml DMF. Ved 0°c tilsattes

8g DCC, og der omrgres natten over ved stuetemperatur.
Efter frafiltrering af dicyclohexylurinstoffet inddampes
oplgsningen i vakuum, remanensen udrives med vand, 0,2 N
HC1l, mattet natriumhydrogencarbonat og vand og tgrres i
hgjvakuum over P205.

Udbytte: 37,3 g, smp. 228°C.

(0120 =-27,9° (c = 1 i DMF)
D
C59H75N90125 (1133) Beregnet: C=62,5%, H=6,62%, N=11,1%, S5=2,82%,

Fundet: c=62,6%, H=6,7%, N=11,1%, S=2,9%.

b) E-Ala-Tyr (Bu®)-Gly-Trp-Met-Asp (OBu®) -Phe-NH,

37 g af Z-heptapeptidet fra a) hydrogeneres katalytisk i

400 ml DMF under tilsatning af 15 ml cyclohexylamin og
rigeligt Pd. Efter at fraspaltningen af Z-gruppen er sket,
filtreres katalysatoren fra, oplgsningen inddampes til
tgrhed i vakuum, og remanensen udrives med ether. For at
rense produktet yderligere feldes fra DMF/ether/petroleums-—
ether.

Udbytte: 24,3 g, smp. 209°c (dekomponering) ,

[a12% -22,5° (¢ = 1 i DMF)
D
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c) Glutaroyl—Ala—Tyr(Bu,t),—_Gly-:Tr.p—Met—Asp(OBut)—Phe—-NH2

Til en oplgsning af 12 g H-heptapeptidet fra b) i 60 ml

DMF sattes portionsvis under omrgring ved 0% i 1gbet

af 40 minutter 3 g glutarsyreanhydrid og 4,3 ml N-ethyl-
morpholin. Der omrgres endnu 5 timer ved 0°C med pafpl-

gende henstand i 16 timer ved 4%c. s afdestilleres op-—

1gsningsmidlet i vakuum, og remanensen digereres med

ether.
Udbytte: 10,3 g, smp. 231° (dekomponering) .
[012% = =31° (¢ = 1 i DMF)

D

d) G1utaroy1—Ala—Tyr-Gly—Trp.-Me.t--Asp—Phe-NH2

10,1 g af det beskyttede glutaroylheptapeptid fra c) oplg-
ses 1 50 ml 90%'s trifluoreddikesyre. Efter 75 minutters
henstand ved stuetemperatur afdestilleres trifluoreddi-
kesyren i vakuum, remanensen digerergs med 10 ml ethanol,
og derpa tilsattes 100 ml ether.

For at rense produktet omfzldes fra methanol/ether.
Udbytte: 9,65 g, smp. 216°C,

(0129 = -31,2° (¢ = 1 i DMF).
D
Aminosyreanalyse: Asp 0,96, Gly 0,94, Ala 0,93, Met 0,85,

Tyr 0,99, Phe 1,00
Tyr/Trp = 1,04
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Patentkrauvw.
Gastrin-analoge heptapeptidderivater til anven-

delse som diagnostika, k ende t e gne t ved, at de

har den almene formel I
HOOC—(CHZ)3-CO-Ala-Tyr—Gly—Trp-x—Asp-Phe-NH2, (1)

i hvilken X stir for leucin (Leu) eller methionin (Met).

Fremdragne publikationer:




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

