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Peptider med formel (I)

U-AI-A2~A3-A4-A5-X (I)

hvor U er en urethanbeskyttelsesgruppe, Al er Trp eliler
D-Trp, Az er Ser, Ala eller Thr, A" er Tyr eller Phe,

A4 er Gly eller en rest af en D-aminosyre eller et derivat
deraf, As er Leu, N-methyl-Leu, N-ethyl-Leu, Ser(But),
Cys(Bu%), Asp(0Bu®), Glu(0oBu®), Orn(Boc) eller Lys(Boc),

X er OBut eller AG-Pro-Y, AG
homoarginin, og Y er Gly-NHz. NH-NH-CO-NHZ, alkylamino,
cyclepropylamino eller OH- eller F-substitueret alkyl-

er Arg, Orn, Lys eller

amino eller cycloalkylamino, fremstilles ved omsetning
af et tripeptid med formel (II)
U-Al-AZ-Aa-OH (11)

med et peptid med formel (IIT)

forisettes



1370-85

H-a%-a%.x (111)
Fremgangsmdden giver praktisk taget racematfrie
produkter med formel (I), og den er problemfri sdvel ud
fra praktisk-kemiske synspunkter som ud fra sikkerheds-
og miljgmessige synspunkter. Derfor kan den gennemfgres
i stor mdlestok.
Tripeptiderne med formel (II) er hidtil ukendte

mellemprodukter.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade

til fremstilling af peptider med den almene formel (I)

1 2 3 4 5

U-A"-A"-2A"-A" -A" -X (I)
hvor
U er en urethanbeskyttelsesgruppe,
Al er Trp eller D-Trp,
A2 er Ser, Ala eller Thr,
Az er Tyr eller Phe,

A" er Gly, en rest af en D-aminosyre eller en rest af
et D-aminosyrederivat,

A5 er Leu, N-methyl-Leu, N-ethyl-Leu, Ser(But), Cys (Bu
Asp(OBut), Glu(OBut), Orn (Boc) eller Lys(Boc), og

X er OBut eller A6-Pro—Y,

idet a®
Y stdr for Gly-NH

Y,

stdr for Arg, Orn, Lys eller homoarginin, og
o NH—NH-CO—NHZ, (Cl—C3)-alkylamino,
cyclopropylamino, med hydroxy eller fluor substitueret
(Cl-C3)—alkylamino eller med hydroxy eller fluor substi-
tueret cycloalkylamino, hvilken fremgangsmade er ejen-
dommelig ved, at man omsatter et tripeptid med den almene

formel (II)
U-A" -A" - A" - OH (I1)

hvor
U, Al, A2 og A3 er som defineret ovenfor, med et peptid

med den almene formel (III)

H-a%-a-x (III)

hvor A4, AS og X er som defineret ovenfor,
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Peptider med den almene formel (I) er mellemprodukter
ved syntesen af gonadorelin (Biochem. Biophys. Res.
Commun. 43 (1971) 1334-1339) eller analoge deraf, som
f.eks. er kendt fra US-patentskrift nr. 4.024.248.

Gonadorelin (LHRH) er som bekendt et hormon fra

hypothalamus med formel (IV)
Pyr-—His—Trp—Ser—Tyr—Gly—Leu—Arg—Pro—Gly—NH2 (IV)

som i hypofysen udlgser de gonadotrope hormoner LH og
FSH. I betragtning som gonadorelin (LHRH)-analoge kommer
peptider, hvor enkelte eller flere aminosyrer i LHRH

er byttet uq)og/eller hvor peptidkaden er varieret ved
forkortning, forlangelse og/eller derivatisering. Af
se@rlig betydning er derved substitutioner af glycin

i stilling 6 med D-aminosyrer og i stilling 10 med
grupper som alkylamino. Der skal f.eks. navnes buserelin
med formel (V)

Pyr-His—Trp—Ser-Tyr—D—Ser(But)—Leu—Arg—Pro-NHEt (V)

Fra litteraturen kendes fremgangsmdder til frem-
stilling af forbindelser med formel (I) (Biochem. Biophys. Res.
Commun. 45 (1971), 767; US-patentskrift nr. 4.024.248), hvor
syntesen altid sker ifglge azidmetoden, der er kendt som
en fremgangsmidde med ringe racemiseriny ved sddanne fragment-
synteser (J. Chem. Soc. (London) 1960, 3902; Helv. Chim.
Acta, 44 (l961b 1991).

Dog skal der ved anvendelsen af azidsyntesen regnes
med talrige sidereaktioner. Sdledes kan 1,2-diacyl-
-hydraziner opsta, fgrst og fremmest, hvis syreunderskud
er fremherskende under aziddannelsen.

Ved tyrosin i det foreliggende tilfalde kan fore-
komme nitrering i o-stilling til den phenoliske hydroxygruppe,
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og ved tryptophan kan forekomme N-nitrosering. Ogsé
omdannelsen af peptidazider til de tilsvarende amider
er blevet iagttaget (sammenfattende litteratur: Liebigs
Ann., 659 (1962) 168, Synthesis (1974) 549).

En graverende mangel er instabiliteten af peptid-
aziderne, som allerede ved en let forhgjet temperatur
ved en Curtius-nedbrydning kan omlejres til isocyanater
og som fplge deraf danne urinstoffer og andre bipro-
dukter (Helv. Chim. Acta, 44 (19615 1991, side 1997,
Synthesis (1974) 549).

Under efterbearbejdningen kan ligeledes iagttages
denne sidereaktion under dannelse af isocyanatet og
viderereaktion til urinstof (se eksempel 4.1 og 4.2).
Biproduktet (urinstofderivat) er meget vanskeligt at
skille fra det tilsvarende peptid og kan kun pévises
ved hjalp af HPLC. Omfanget af denne sidereaktion kan
andrage indtil 15% (se eksempel 4.2).

Udbyttet af azidsyntesen er sjzldent hgjere end
70-80% af teorien. Arsag dertil er de navnte sidereaktioner.

Azidfremgangsm&den er ubrugelig set ud fra et produk-
tionsmé&lestokssynspunkt. Det under fremgangsmaden optrea-
dende hydrogenazid eller dets salte udge¢r imidlertid over
en bestemt mangde en teknisk svart overvindelig
sikkerhedsrisiko. S3ledes optrader f.eks. ved omsatning
af ca. 25 kg tripeptidazid i lgbet af oparbejdningen
f.eks. ved en sur ekstraktion mindst 1 kg
hydrogenazid der kan fgre til kraftige eksplosioner
(RSmpps Chemie Lexikon, 7. oplag. Frankh'sche Verlags-
handlung, Stuttgart 1975, side 3348).

For at beherske detne risiko skal der udvikles og
installeres talrigé dyre maletekniske proceskontrolsystemer.
Desuden skal modervasker og vandige ekstraktionsoplgs-
ninger fgr deres bortskaffelse befries for
hydrogenazid og dets salte, hvilket ligeledes kraver

en stgrre analytisk indsats.
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Hydrogenazidet m& desuden med hensyn til
aspektet arbejdshygiene betragtes som betankeligts
dette udtrykkes ved en meget lav MAK-verdi. MAK-verdien
for NH3 andrager 0;1 ml/m3 henholdsvis 0,27 mg/m3

(TRgA 900, 1982).

Disse kendte grunde forbyder en forstgrrelse af
azidfremgangsmdden udover laberatoriemdlestokken.

Det har nu vist sig, at man ved at g& ud fra det
ved metoden med ringe racemisering fremstillede, beskyttece
tripeptid med formel (II) ved hjalp af de fem neden-
nevnte koblingsfremgangsm&der pa overraskende praktisk
méde kommer frem til racematfri produkter med formel (I).

Den her omhandlede fremgangsmd&de f.eks. under an-
vendelse af PPA-metoden har i modsa@tning til azidfrem-
gangsmaden ingen sikkerhedstekniske begra@nsninger. Der-
udover har fremgangsmdden ud fra det praktisk-kemiske
standpunkt ligeledes vist sig at vere problemlgs. Over-
gangen til produktionsmdlestok fgrer hverken til tab i
udbyttet eller renhed af produkterne i forhold til labo-
ratoriemdlestokken (se eksempel 6.1).

Omsa@tningen af tripeptid med formel (II) med det
tilhgrende peptid med formel (III) med en fri amino-
gruppe og en beskyttet carboxylgruppe udfgres fortrinsvis
i et i peptidkemien gangs oplgsningsmiddel eller ogsé&

i vand/oplgsningsmiddelblandinger i narvarelse af et

egnet kondensationsmiddel, som f.eks.

1. Dicyclohexylcarbodiimid under tilsatning af l-hydroxy-
benzotriazol (DCCI/HOBt-metode, Chem. Ber. 103
(19705 788).

2. Dicyclohexylcarbodiimid under tilsatning af 3-hydroxy-
-4-0x0-3,4-dihydro-1,2,3-benzotriazin (DCCI/HOOBt-
-metode, Chem. Ber. 103 (1970% 2034) ,
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3. Dicyclohexylcarbodiimid under tilsztning af N-
~hydroxysuccinimid (DCCI/HONSu-metode, Z. Natur-
forsch. 21b (1966))426).

4. Alkanphosphonsyreanhydrid, sdsom n-propylphosphon-
syreanhydrid (PPA-metode, Angew. Chemie, Int. Ed.

19 (1980))133).

5. Dialkylphosphinsyreanhydrid, sésom methylethyl-
phosphinsyreanhydrid (MEPA-metode, US-patentskrift nr.
4.426.325).

Hvis aminosyren i stilling 6 i den gonadorelinanalog,
der skal syntetiseres, skal vare et syrelabilt aminosyre-
derivat, sé&som f.eks. D-Ser(But), D-Glu(But), L-Lys (Boc) ,
er mellemproduktet med formel (I), hvor X er lig OBut
ikke hensigtsmassigt; syntesevejen md sd fgre over mellem-
produkter med formel (I), hvor X #* OBut.

Som egnede oplgsningsmidler anvender man ved den
her omhandlede fremgangsméde af oplgselighedsgrunde
for det meste polare oplgsningsmidler, som f.eks. dimethyl-
acetamid, dimethylformamid, dimethylsulfoxid, phosphor-
syre-tris-(dimethylamid) , N-methylpyrrolidon, vand eller
blandinger af de navnte oplgsningsmidler med vand. Sidst-
nevnte gazlder fgrst og fremmest for MEPA-fremgangsméden.
Imidlertid kommer ogsd chloroform, methylenchlorid ellex
ethylacetat til anvendelse. Syntesen kan gennemfgres
mellem -10°C og stuetemperatur. Fortrinsvis begynder man
ved ca. 0°C og forhgjer senere til stuetemperatur.

En foretrukket fremgangsmddevariant er ejendommelig
ved, at
Al betyder Trp, A2 betyder Ser, A3 betyder Tyr, A4
betyder Gly, D-Ala, D-Leu, D—Ser(But), D-Trp, D-Phe,
D-Gln(cyclohexyl), D-naphthylalanin, D-benzylhistidin,
D-Thr (But), D-Cys (Bu®), D-asp(oBu®), D-Glu(oBu%),

D-Orn(Boc) eller D-Lys(Boc), AS betyder Leu, og X betyder
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oBu®, Arg-Pro-NHC,H, Arg-Pro-Gly-NH, eller Arg-Pro-NH-
-NH—CO-NHZ.

Serligt foretrukket er fremgangsmdder til frem-
stilling af U-Trp-—Ser—Tyr—Gly—Leu-Arg-Pro—Gly—NH2 og

U—Trp—Ser—Tyr-D-Ser(But)—Leu-Arg-Pro—NHC H

oHe hvor U

er som defineret ovenfor.

Foretrukket er s&danne urethanbeskyttelsesgrupper U
(se Kontakte Merck 3/79, side 14, 16), der er hydrogenolytisk
fraspaltelige, s&som Z (dvs. benzyloxycarbonyl), Z(NOZ),
Pyoc, Z(Haln), Dobz eller Moc, iszr 2.

Den overraskende lave racemiseringsgrad ved anven-
delse af den her omhandlede fremgangsmide er blevet bevist ved
hj®lp af hgjtryksveskechromatografi (HPLC) péd de ube-
skyttede peptider med formel (I) (U = hydrogen) . Frem-
stilles et tilsvarende hepta- eller octapeptid med formel
(I) som beskrevet ovenfor, der i stilling A3 har indbygget
D-Tyr i stedet for Tyr, opndr man det produkt, som i
tilfelde af en racemisering af forbindelsen med A3 lig
Tyr, m& optrade under koblingen. Da disse to diastereo-
mere kan adskilles som ubeskyttede peptider ved hjelp
af HPLC, kan man s&ledes konstatere udstrzkningen af
racemiseringen ved de enkelte koblingsmetoder.

Tabel I Racemiseringsgrad
Eksempel : Z—Trp-Ser—Tyr-D-Ser(But)—Leu—Arg-Pro-NHEt

Syntesen af den navnte forbindelse gennemfgres ved
hjelp af forskellige metoder, reaktionsproduktet under-
kastes i hvert tilfelde hydrogenering uden mellemrensning og karak-
teriseres som H-Trp-Ser—Tyr—D—Ser(But)—Leu-Arg-Pro-NHEt
ved hjalp af HPLC.

HPLC-Metode

Sgjle: "NucleosLP@DSSA (4 x 300 mm), elueringsmiddel:
40% puffer/60% acetonitril (puffer: 1l%'s KH2P04, pH-
-verdi 5,8), strgmning: 1 ml/min, detektor: UV - 220 nm.
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+)

Syntesemetode Procentvise andel af D-isomeren

DCCI/HOBt
DCCI/HOOBt
DCCI/HONSu
PPA

MEPA

Azid

HOH - H H W
1

+)Retentionstiden for D-isomeren H-Trp-Ser-D-Tyr-D-

—Ser(But)—Leu-Arg—Pro-NHEt bestemmes efter mdlrettet
fremstilling af forbindelsen ved hjalp af PPA-metoden.

Det er bemazrkelsesvardigt, at udover det ringe
omfang af racemisering ved anvendelse af PPA-metoden,

er udbyttet og renheden af produkterne sarligt hgje.

Tabel II Sammenligning: renhed/udbytte

Eksempel: Z—Trp-Ser-Tyr-D—Ser(Bu“)—Leu-Arg—Iro-NHEt

Reaktionsproduktet vejes efter isolering, derudfra
beregnes det teoretiske udbytte, og ved hjzlp af HPLC
opstilles et relativt renhedskriterium.

HPLC-Metode

Sgijle: “NucleosilJ:DSSA (4 x 300 mm), elueringsmiddel:
40% puffer/60% acetonitril (puffer: 1l%'s KH2PO4, pH-verdi
5,8), strgmning 1 ml/min, detektor: UV- 220 nm,
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+

Syntesemetode Udbytte (% af teori) Renhed, flade-% )
DCCI/HOBt 69 73
DCCI/HOOBt 72 75
DCCI/HONSu 75 77
PPA 85-88 80
MEPA 63 76
Azid 70-80 55

+) Relativt renhedskriterium ifglge HPLC; summen af

spids-flader af alle UV-absorberende stoffer (ved
220 nm) 1 reaktionsproduktchromatogrammet sattes
lig med 100. x flade-% tilfalder det g¢nskede stof

(100%-metode) .

Den foreliggende opfindelse angdr endvidere tri-
peptider med den almene formel (II)

U - Al - A2 - A3 - OH (I1)

hvor U, Al, A2 og A3 er som defineret ovenfor,

iser
Z - Trp - Ser - Tyr - OH

Disse tripeptider fremstilles ved i peptidkemien gangs
fragmentkondensation af peptidbrudstykker ifplge kondensa-
tionsskemaet (1-2) + 3 eller 1 + (2-3), hvorved andre
funktionelle grupper eventuelt blokeres eventuelt inter-
medizrt med beskyttelsesgrupper, der er fraspaltelige i
alkalisk eller surt medium.

Syntesen af tripeptiderne med formel (II) sker
fortrinsvis pd en mdde med ringe racemisering, dvs. ved at

undgd syntesetrin, der indeholder en forsabningsreaktion,
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som f.eks. den i efterfglgende skema beskrevne syntese

af Z-Trp-Ser-Tyr-OH.

Skema
Trp Ser Tyr
| | |
| H—————0H H——4—OH
] ! |
H—4—0H Z————0CH H——4—ONb*Tos-0H
I [ ¢ PPA [
z—4 OH Z —4 {— ONDb
{! DCCI/HONSu [ J,Pd/H2 |
Z—~4———0ONSu H i —OH
| (VI/N)i | |
| | |
7z —+ } {— OH

Forbindelserne II, VI/2 og VI/3 er ikke beskrevet
i litteraturen. Forbindelse VI/1 fremstilles ifglge
Shields, McGregor & Carpenter: J. Org. Chem., 26 (1961%
1941, og forbindelse VI/4 fremstilles ifglge E. Wiinsch &
K.H. Deimer, Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem., 353
(197Zb 1246.

Det har vist sig, at fremstillingsm&den (over VI/1
—1>VI/4) us@dvanligt hurtigt og let fgrer til malet,
idet de enkelte mellemtrin fremkommer krystallinske,
med godt udbytte og hgj renhed. Hydrogeneringstrinnet, der
befrier dipeptidet for beskyttelsesgrupperne, er bemar-
kelsesverdig let at gennemfgre (eksempel 5.2).

B1

(Vi/1)

(Vvi/2)

(V1i/3)

(I1)
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De anvendte forkortelser betyder:

Boc
DCCI
DMF
Et
HOBt
HONSu
HOOBt
MEPA
ONb
ONSu
OBu
PPA
Bu
Tos-0OH

NEM

tert.-butyloxycarbonyl
dicyclohexylcarbodiimid
dimethylformamid

ethyl

l-hydroxybenzotriazol
N-hydroxysuccinimid
3-hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-1,2,3-benzotriazin
methylethylphosphinsyreanhydrid
p-nitrobenzylester
N-hydroxysuccinimidester
tert.-butylester
n-propylphosphonsyreanhydrid
tert.-butylether
p-toluensulfonsyre
benzyloxycarbonyl
N-ethylmorpholin.

De efterfplgende eksempler skal belyse den her om-

handlede fremgangsmdde samt fremstilling af de omhandlede

mellemprodukter. En del af eksemplerne, nemlig eksemplerne

nr. 1.6, 2.2, 4.1 og 4.2, beskriver sammenligningsforsgg

med fremgangsmader ifglge teknikkens stade.
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Eksempel 1.1
Fremstilling af Z—Trp—Ser—Tyr-D-Ser(But)-Leu—Arg—Pro—
-NHEt & Tos-OH med DCCI/HOBt

29,4 g (0,05 mol) Z-Trp-Ser-Tyr-OH, 44,7 g (0,05 mol)
H-D-Ser(But)-Leu—Arg-Pro-NHEt #2 Tos-OH og 6,75 g l-hydroxy-
benzotriazol oplgses i 250 ml DME, og oplgsningen afkgles

til +5°%c. Til oplgsningen sattes 6,4 ml N-ethylmorpholin
og 11,3 g DCCI, og efter afsluttet tilsatning forhgjes
temperaturen til ca. 20°c. Efter omrgring natten over
frasuges fra det udfaldede dicyclohexylurinstof)og £fil-
tratet inddampes til remanens. Denne optages i 600 ml
butanol og ekstraheres 2 gange med en 5%'s sodaopl@sning,
hver gang med 150 ml, med 150 ml af en 13%'s kogsaltop-
lgsning, 150 ml af 10%'s KHSO4-opl¢sning og 150 ml af en
5%'s kogsaltoplgsning. Den organiske fase koncentreres,
filtreres fra det udfaldede kogsalt, og 200 ml af den
koncentrerede oplgsning rgres i 1,5 liter diisopropylether.
Efter filtrering og vask med 200 ml diisopropylether

tgrres stoffet over P,O_ i wvakuum.

275
Udbytte: 44,8 g (69% af teorien).
[a]g2 = -31,6O (c = 1, dimethylacetamid) .

Eksempel 1.2
Fremstilling af Z-Tgp-Ser-Tyr—D-Ser(But)—Leu-Arg—Pro—NHEt
* Tos-OH med DCCI/HOOBt

Der gds frem som beskrevet i eksempel 1.1, i stedet

for l-hydroxybenzotriazol anvendes imidlertid 8,15 g
3-hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-1,2,3-benzotriazin (HOOBt) .
Udbytte: 46,7 g (72% af teorien).

[a]22 _ _310

D (c = 1, dimethylacetamid).
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Eksempel 1.3
Fremstilling af Z-Trp;Ser—Tyr-D-Ser(But)-Leu—Arg-Pro—NHEt
* Tos-OH med DCCI/HONSu

Der gas frem som beskrevet i eksempel 1.1, i stedet

for l-hydroxybenzotriazol anvendes imidlertid 5,75 g
N-hydroxysuccinimid (HONSu). Udbytte: 48,7 g (75 af
teorien). [0.]12)2 = -32° (¢ = 1, dimethylacetamid).

Eksempel 1.4

Fremstilling af Z-Tgp—Ser-Txr-D-Ser(But)—Leu—Arg-Pro-NHEt
* Tos-OH med PPA

I 65ml DMF oplgses 6,8 g (11,5 mmol) Z-Trp-Ser-Tyr-
-OH og 10,3 g (11,5 mmol) H-D-Ser(But)-Leu-Arg-Pro—NHEt*’
2 Tos-0H ved stuetemperatur)og oplgsningen afkgles til

+5°C. Fra to drébetragte tildryppes derefter samtidigt
i lgbet af 20 minutter 11,1 ml N-ethylmorpholin og
11,1 ml n-propylphosphonsyreanhydrid (50 vagt% i methylen-
chlorid). Reaktionsoplgsningen omrgres natten over (ved
stuetemperatur) , koncentreres i vakuum til ca. 20 ml
og optages i 150 ml n-butanol. Butanoloplgsningen vaskes
2 gange med en 5%'s sodaoplgsning, hver gang med 30 ml,
med 30 ml af en 13%'s kogsaltoplgsning, 150 ml af en
10%'s KHSO4—opl¢sning og 150 ml af en 5%'s kogsaltoplgs-
ning, koncentreres i vakuum, filtreres fra det udfal-
dede kogsalt, og den koncentrerede oplgsning dryppes i
ca. 250 ml diisopropylether. Efter filtrering og vask
med 30-40 ml diisopropylether tg¢grres stoffet over P20
i vakuum. Udbytte: 13,1 g (88% af teorien).

[“152 = -33,7° (c = 1, dimethylacetamid).

5
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Eksempel 1.5
Fremstilling af Z-Trp—Ser—Tyr—D—Ser(But)—Leu—Arg—Pro-NHEt
#* Tos-OH med MEPA

I det vesentlige gds frem som beskrevet i eksempel

1.4 med undtagelse af fglgende afvigelser:

De peptider, der skal koble§'0p1¢ses hver iser i
30 ml DMF og vand. 2,3 g MEPA fortyndes i 5 ml DMF og
tildryppes. Der indstilles en pH-vardi pa 7,5 med ca.
3 ml N-ethylmorpholin. Udbytte: 9,4 g (63% af teorien).

[a]gz = -30,4° (c = 1, dimethylacetamid) .
Eksempel 1.6

Fremstilling af Z—Trp—Ser-Tyr-D-Ser(But)-Leu-Arg—Pro—NHEt

*HCl ifglge azidfremgangsm&den

50 g (83 mmol) Z-Trp-Ser-Tyr-N,H, oplgses i 350 ml
DMF, oplgsningen afkgles til -30°C, i lgbet af 20 minutter
f&r 45 ml 8 N HCl1l i dioxan lov til at 1lgbe til, 12,5 ml
t-butylnitrit (oplgst i 100 ml dioxan) tildoseres i lgbet
af 20 minutter ved mindst -2OOC, derefter omrgres ved -20°¢
i 20 minutter, afkgles til -30°C og blandes med 45,7 ml
N-ethylmorpholin. Til den sdledes tilberedte azidoplgsning
s@ttes 55 g (61 mmol) H—D—Ser(But)—Leu—Arg-Pro-NHEt X
2 Tos-0H, der er oplgst i 150 ml DMF og blande& med
15,2 ml N-ethylmorpholin. Reaktionstemperaturen forgges
£il 5°€,

Derefter fordeles reaktionsoplgsningen mellem 400 ml

og blandingen viderergres i 20 timer.

n-butanol og 4 liter af en 25%'s kogsaltoplgsning. Den
vandige fase ekstraheres endnu tre gange med hver isear
200 ml n-butanol, og de kombinerede organiske faser

ekstraheres tre gange med hver is@r 200 ml af en 6,7%'s
KHSO4/3,3%'S K,
200 ml af en 25%'s kogsaltoplgsning sker ekstraktionen

SO4-opl¢sning. Efter ekstraktion med

med 200 ml af en 5%'s bicarbonatoplgsning. Butanolfasen

inddampes i vakuum, og det endnu flydende koncentrat
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indfgres i 1 liter ethylacetat under kraftig omrgring.
Det udfeldede bundfald frafiltreres, vaskes med 200 ml
ethylacetat og tg¢rres i vakuum. Udbytte: 51,7 g (73%
af teorien). [a]g2 = -31,8O (c = 1 i methanol).

Eksempel 2.1
Fremstilling af Z-T;p—Ser—gyr—G;y—Leu-Arg—Pro—Gly—NHz_
¥ Tos-OH med PPA

29,4 g (0,05 mol) Z-Trp-Ser-Tyr-OH og 42,08 g
(0,05 mol) H-Gly—Leu-Arg—Pro—Gly-NH2a(2 Tos-OH oplgses
i 200 ml DMF, oplg¢sningen afkgles til ca. +50C) og 48,6 ml
NEM tilszttes. Derefter tildryppes i lgbet af 20-30 minutter
47,3 ml PPA (50%'s i methylenchlorid), temperaturen af
reaktionsblandingen bringes p& stuetemperatur og omrgres

natten over. Omsatningsovervagningen sker ved hijzlp af
DC-kontrol i lgbemidlet butanol:iseddike:vand (3:1:1).

Efter koncentration af oplgsningen til ca. 100 ml optages
den i 600 ml butanol og ekstraheres 2 gange med hver isar
150 ml af en 5%'s sodaoplg¢sning, med 150 ml af en 13%'s keg-
saltoplgsning, 150 ml af en 10%'s KHSO4—0pl¢sning og

150 ml af en 5%'s kogsaltoplgsning. Den organiske fase
koncentreres, filtreres fra det udfazldede kogsalt, og den
koncentrerede oplgsning (200 ml) rgres ind i 1,5 liter
diisopropylether. Efter filtrering og vask med 200 ml
diisopropylether tgrres stoffet over P205 i vakuum.

Udbytte: 55,2 g (89% af teorien).

22

= -30,1° (¢ = 1, methanol).

[a]
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Eksempel 2.2
Fremstilling af Z—Trp-Ser-’Iyr-Gly-Leu—Arg;Pro-Gly-NH2

* Tos-OH ifplge azidfremgangsmdden

57,7 g (95,8 mmol) Z—Trp-Ser-Tyr—N2H3 oplgses i
400 ml DMF, oplgsningen afkgles til —3OOC, i lgbet af
20 minutter tilsattes 43,5 ml 8N HCl i dioxan, 13,9 ml
t-butylnitrit (oplgst i 125 ml dioxan) tildoseres i
lpbet af 20 minutter ved mindst -ZOOC, derefter omrgres
ved -20°C i 20 minutter, der afkgles til -30°C og blandes
med 50 ml N-ethylmorpholin. Til azidoplg¢sningen sattes
70 g (83 mmol) H-Gly—Leu-Arg—Pro-Gly—NH2i‘2 Tos-0OH, der
er oplgst i 400 ml DMF og blandet med 30 ml N-ethyl-
morpholin. Reaktionstemperaturen forhgjes til +50C)og

blandingen omrgres videre i 20 timer.

Derefter fordeles reaktionsoplgsningen mellem
400 ml n-butanol og 5 liter af en 25%'s kogsaltoplgsning.
Den vandige fase ekstraheres endnu to gange med hver gang
200 ml n—butanol,og de kombinerede organiske faser ekstra-
heres to gange med hver cang 250 ml af en 8%'s bicarbonatoplgsning _
og fire gange med hver gang 150 ml af en 13%'s kogsalt-
oplgsning. Butanolfasen tgrres over natriumsulfat og fil-
treres. Derefter rgres butanoloplgsningen ind i 6 liter
ethylacetat, det udfezldede bundfald frafiltreres, vaskes
med 500 ml ethylacetat og tgrres i wvakuum.

Udbytte: 73 g (71% af teorien). [a]g2 = =31,8

O(c=1,

methanol).
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Eksempel 3
Fremstilling af Z—Trp-Ser—Tyr-Gly—Leu—OBut med PPA

58,9 g (0,1 mol) Z-Trp-Ser-Tyr-OH og 41,7 g (0,1 mol)
H—Gly-Leu-OButALTos—OH oplgses i 400 ml CH2C12, 0g oplgs-
ningen afkgles til 0 til 5°C. Fra to drdbetragte tildryppes

samtidigt 96,5 ml N-ethylmorpholin og 96,5 ml n-propyl-
phosphonsyreanhydridoplgsning (50 vegt% i methylenchlorid)
under afkgling i lgbet af 20-30 minutter. Derefter op-
varmes til stuetemperatur, og reaktionsoplgsningen
ekstraheres efter 3-20 timer 2 gange med hver gang 150 ml
af en 5%'s sodaoplgsning, med 150 ml af en 13%'s kogsalt-
oplgsning, 150 ml af en 10%'s KHSO4—opl¢sning og en

5%'s kogsaltoplgsning. Methylenchloridfasen inddampes i
vakuunbog den forblivende remanens krystalliseres fra
ethylacetat/ligroin. Efter filtrering og vask med 100 ml
ligroin te¢rres stoffet i vakuum. Udbytte: 70 g (86% af

22

p = -25,8o (c = 1, methanol).

teorien). [a]

Eksempel 4.1
Fremstilling af Z-Trp-Ser-Tyr-N

3—
6 g (10 mmol) Z-Trp-Ser—Tyr-N2H3 oplgses i 40 ml

DMF, oplgsningen afkgles til —300C, 52,5 ml (42 mmol)

8 N HCl/dioxan tilsattes i lgbet af 20 minutter, 1,4 ml

t-butylnitrit (oplgst i 12 ml dioxan) tildoseres i lgbet

af 20 minutter ved -ZOOC, der omrgres ved -2OOC i 20 minut-
ter, afkples til -30°C og blandes med 5,3 ml N-ethyl-
morpholin. Den kolde oplg¢gsning indfgres i 650 ml kold
diethylether, og bundfaldet befries ved dekantering for
ovenstaende vaske, anrgres pad ny med kold ether og dekanteres.
Remanensen optages i 40 ml methylenchlorid, ekstraheres

3 gange med ca. 25 g isvand) og oplgsningen tgrres over
natriumsulfat. Indtil optagelse af IR-spektrerne opbevares
den saledes opnaede oplgsning i kpleskab. Den friske op-
lgsning viser i IR et skarpt b&nd ved 4,7 o, efter ca.
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1l time opstdr ved 4,5 jm et fornyet signal, som efter
24 timer er stgrre end signalet ved 4,7 um. Ifglge
Schwyzer et al., Helv. chim. Acta, 44 (19615 l99l)skal
denne iagttagelse tydes som en omlejring ifglge Curtius
af et syreazid til det tilsvarende isocyanat.

Eksempel 4.2
Omsatning af en @ldet azidoplg¢gsning med H—D—Ser(But)—
-Leu-Arg-Pro-NHEt X2 Tos-OH

En ifplge eksempel 4.1 fremstillet oplgsning oplagres

1 dag ved kgleskabstemperatur og blandes med en oplgsning
af 5 g (5,6 mmol) H—D—Ser(But)—Leu—Arg—Pro-NHEt7‘2 Tos-0OH
i 15 ml DMF sammen med 1 ml N-ethylmorpholin og opbevares
pé ny ved +5°C natten over. Produktet isoleres ifplge
oparbejdningsfremgangsmaden ifglge eksempel 1.6 og
underkastes hydrogenering i en methanolisk opl@sning
i nerverelse af palladium p& aktivt kul. Det efter hydro-
genering opndede reaktionsprodukt undersgges ved hjalp
af HPLC (system: sgjle: "Nucleosil™ 5SA (4 x 300 mm);
elueringsmiddel: 40% puffer/60% acetonitril (puffer:
1%'s KH2P04; pH-verdi 5,8), strgmning: 1 ml/minut;
detektor: UV - 220 nm). Derved viser der sig udover hoved-
produktet H—Trp-Ser-Tyr—D-Ser(But)—Leu-Arg-Pro—NHEt med
en retentionstid pad ca. 25 minutter en yderligere inten-
siv biprodukttop med en retentionstid p& ca. 30 minutter.
En sammenlignende undersggelse af de tilsvarende produkter,
der er fremstillet ifglge eksempel 1.1-1.6, viser)at
kun produktet ifglge eksempel 1.6 indeholder biprodukt-
toppen med en retentionstid p& ca. 30 minutter pé& ca.
15 flade%, medens produkterne ifglge den her omhandlede,
hidtil ukendte fremgangsmdde ikke indeholder denne bi-
komponent.

Abenbart drejer det sig ved biproduktet med en reten-
tionstid p& ca. 30 minutter i HPLC om et urinstofderivat,

der skal ses som fglgeprodukt af den ifglge eksempel 4.1

iagttagede omlejring ifplge Curtius af azidet til isocyanatet.
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Eksempel 5.1
Fremstilling af Z-Ser-Tyr-ONb

I en 4-halset kolbe p&d 4 liter oplgses ved stuetem-
peratur i 1,8 liter dimethylformamid 244,0 g tyrosin-p-
-nitrobenzylester-toluensulfonat og 119,6 g benzyloxy-

carbonyl-serin, og oplgsningen afkgles til 0-5°C. ved

ca. 5° tildry;pes 300,0 ml N-ethylmorpholin og i lgbet
af 20 minutter 275,0 ml af en propanphosphonsyreanhydrid/-
methylenchloridoplgsning.

Derefter forpges temperaturen i lgbet af 1/2 time
til stuetemperatur.

Efter ca. 4 timer pabegyndes destillering af DMF
under vakuum (p& en rotationsfordamper). S& snart destil-
leringen ©r afsluttet, oplgses remanensen i ethylacetat
og der udrgres med vand til en klar oplgsning. pH-Vardien
af den vandige fase skal andrage ca. 6. Ethylacetatfasen
fraskilles i en skilletragt, den vandige fase
omrgres Pa Ny med ethylacetat, de to organiske faser kom-
bineres, og den resterende vandige fase kastes bort
efter DC-kontrol. Den organiske fase omrgres
separat med en KHSO4—opl¢sning og NaHCO3-opl¢sning og
vand og adskilles. Ethylacetatoplgsningen inddampes i
vakuum til tg¢rhed, den olieagtige remanens omrgres med
diethylether, hvorved olien gennemkrystalliserer. Pro-
duktet frasuges og tgrres i vakuum. Udbytte: 17,48 g

(65% af teorien). Smp. 202-208°C (spnderdeling), [a]22 =

D
-13,2° (¢ = 1, dimethylacetamid) .
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Eksempel 5.2
Fremstilling af seryl-tyrosin (H-Ser-Tyr-OH)

I en 4-halset kolbe pd 4 liter oplgses ved stuetem-
peratur 177,0 g benzyloxycarbonyl-seryl-tyrosin-p-nitro-
benzylester (Z-Ser-Tyr-ONb) i 2,0 liter methanol og
1,0 liter dimethylformamid. Oplgsningen blandes med 10,0
af en katalysator (Pd/aktivt kul) fugtet med vand og
hydrogeneres under omrgring ved stuetemperatur i 2 timer.

Derefter filtreres og eftervaskes to gange med
methanol/DMF (2:1). Filtratet inddampes i vakuum til
tgrhed. Remanensen indrgres i diisopropylether, hvorved
produktet udfazlder som et fnugget bundfald, der hurtigt
sedimenterer) og som kan frasuges. Produktet tgrres i
vakuum. Udbytte: 100,3 g (87% af teorien).

22

of = +33,2° (c = 1, methanol).

[a]

Eksempel 5.3
Fremstilling af Z-Trp-Ser-Tyr-OH

100,3 g seryl-tyrosin (indhold: 77%) suspenderes i
500 ml DMF. Til suspensionen sattes 249 g af en 50%'s ‘
oplgsning af Z-Trp-ONSu i DMF og 35 ml N-ethylmorpholin.
Efter ca. 2 timer er suspensionen oplgst under omrgring
ved stuetemperatur. Oplgsningsmidlet fjernes i vakuum, og
remanensen optages i 500 ml ethylacetat. Ethylacetatfasen
udrgres med 1 liter af en 85%'s natriumbicarbonatoplgs-
ning, den organiske fase kastes bort efter DC-kontrol, o¢ der
blandes pd nymed 1 liter ethylacetat og Jg¢res forsigtigt
surt med 1,4 liter af en 10%'s KHSO4-opl¢sning. Den or-
ganiske fase fraskilles, vaskes med 1 liter vand og
koncentreres i vakuum til ca. 300 ml, hvorved produktet
allerede begynder at udkrystallisere. Krystallisationen
fuldstandigggres ved tilsztning af 1,5 liter diisopropyl-
ether. Bundfaldet frafiltreres og tgrres ved 40°c i vakuum.
Udbytte: 126,7 g (75% af teorien), smp. 165-172°C.

22

D = +6,2O (c = 1, methanol).

[a]
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Eksempel 6.1
Fremstilling af Z-Trp-Ser—Ty;—D-Ser(But)-Leu—A;g-Pro—NHEt
* Tos-0OH

I en omrgringsbeholder pad 100 liter fyldes 60 kg

(63 liter) DMF, derefter oplgses successivt 10,34 kg
(11,5 mol) H-D-Ser(But)-Leu-Arg-Pro-NHEtwKZ Tos-OH og
6,77 kg (11,5 mol) 2-Trp-Ser-Tyr-OH deri, og oplgsningen
afkgles til 5°9C. I tillgbsbeholderen fyldes 10,13 kg
(11,12 liter) N-ethylmorpholin, og 1,5 liter deraf f&r
til at begynde med lov til at flyde ind i reaktionsop-
lgsningen.

I lgbet af ca. 1 time indpumpes ved meilem ca. 5 og 10°C
15,3 kg (11,1 liter) n-propylphosphonsyreanhydrid (50%'s
i methylenchlorid) sammen med den restende mengde N-ethyl-
morpholin. Efter afsluttet tilsatning, forgges reaktions-
temperaturen til ca. 250C)og blandingen omrgres i 5 timer.
Reaktionsoplgsningen koncentreres til et restvolumen pa
ca. 25 liter ved vakuumdestillation. Den koncentrerede
remanens overfgres med 150 liter n-butanol i en omrgrings-
beholder p& 250 liter med en lige s§ stor fraskillelses-
beholder, derefter ekstraheres butanolfasen successivt
med fglgende vandige oplgsninger: 1) sodaopl@gsning,

2) kogsaltoplgsning, 3) sodaoplgsning, 4) vand, 5) KHSO , -
-oplgsning og 5) kogsaltoplgsning.

Den organiske fase koncentreres til ca. 50 liter,
koncentratet overfgres til omrgringsbeholderens tillgbs-~
beholder, omrgringsbeholderen fyldes med 165 kg
(230 liter) diisopropylether, og i denne omrgrte vaske
inddoseres i lgbet af 1 time 25 liter af butanolkoncen-
tratet. Det opstdede bundfald efteromrgres i endnu 1 time
og fracentrifugeres slutteligt. Der g&s frem pé& samme méde
med den anden halvdel af butanolkoncentratet. Tgrringen
af produktet sker i vakuum ved 35-40°C. Udbytte: 13,5 kg
(90% af teorien). [a]g2 -33,7OC (c = 1, dimethylacetamid).
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Patentkrav
l. Fremgangsmdde til fremstilling af peptider med
den almene formel (I)

1 2 3 4 5

U-A"-A"-A"=-A2A -A -X (1)
hvor
U er en urethanbeskyttelsesgruppe,
A” er Trp eller D-Trp,

1
A2 er Ser, Ala eller Thr,
3 er Tyr eller Phe,

A4 er Gly, en rest af en D-aminosyre eller en rest af et
D-aminosyrederivat,

A5 er Leu, N-methyl-Leu, N-ethyl-Leu, Ser(But), Cys(But),
Asp(OBut), Glu(OBut), Orn(Boc) eller Lys(Boc), og

X er OBut eller A6-Pro-Y,

idet A6 stér for Arg, Orn, Lys eller homoarginin, og

Y stdr for Gly—NHZ, NH-NH-CO-NH,, (Cl—C3)-alkylamino,
cyclopropylamino, med hydroxy eller fluor substitueret
(Cl-C3)-alky1amino eller med hydroxy eller fluor substi-
tueret cycloalkylamino,

kendetegnet ved, at man omsatter et tripeptid

med den almene formel (II)
Uu-A" - A" - A" - OH (II)

hvor
U, Al, A2 og A3 er som defineret ovenfor,

med et peptid med den almene formel (III)

H-atoa’-ox (III)

hvor

A4, A5 og X er som defineret ovenfor.
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2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k en d e t e gnet
ved, at U betyder benzyloxycarbonyl (2Z).

3. Fremgangsmdde ifglge krav 1 eller 2, k end e-
t egnet ved, at

Al betyder Trp,

A2 betyder Ser,

A3 betyder Tyr,
4

A" betyder Gly, D-Ala, D-Leu, D-Ser(Bu®), D-Trp, D-Phe,
D-Gln(cyclohexyl), D-naphthylalanin, D-benzylhistidin,
D-Thr(But) ’ D—Cys(But) , D-Asp(OBut) . D-Glu(OBut) , D-0Orn (Boc)
eller D-Lys (Boc), AS betyder Leu, og
X betyder OBut, Arg-Pro—NHCZHS, Arg—Pro-Gly—NH2 eller
Arg—Pro-NH-NH—CO—NHz.

4. Fremgangsmdde ifglge et af kravene 1-3 til frem-
stilling af
U—Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly—NH2

eller
U-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(But)-Leu-Arg—Pro—NHCsz.

5. Fremgangsmide ifglge et af kravene 1 til 4,
kendeteonet ved, at den gennemfgres i nar-
verelse af dicyclohexylcarbodiimid under tilsetning af
l-hydroxybenzotriazol eller 3-hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-
-1,2,3-benzotriazin eller N-hydroxysuccinimid.

6. Fremgangsmide ifglge et af kravene 1 til 4,
kendetegnet ved, at den gennemfgres i narvarelse
af anhydrider af alkanphosphonsyrer eller dialkylphosphin-
syrer.

7. Fremgangsm&de ifplge kravé, k ende t e gnet
ved, at den gennemfgres i narvarelse af n-propylphosphon-
syreanhydrid eller methylethylphosphinsyreanhydrid.
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8. Tripeptid, k e nd e t e g n e t ved, at det
har den almene formel (II)

u-al-a%2_-a3_on (11)

hvor
1 2 3 . .
U, A, A" og A” er som defineret i krav 1.
9. Tripeptidet Z - Trp - Ser - Tyr - OH.
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