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63 Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden.

@ Polypeptide der Formel:
Ctu-His-Trp-Ser-Tyr-A-B-Arg-Pro-E-F I

und ihre pharmazeutisch und veterinir zulissigen Salze
werden hergestellt durch Entfernung mindestens einer
Hydroxylschutzgruppe aus entsprechenden geschiitzten
Polypeptiden durch Hydrolyse bzw, Hydrogenolyse. Die
Hydroxylschutzgruppen sind Benzyl- und/oder tert.-Bu-
tyldthergruppen. Es kénnen auch Aminoschutzgruppen
vorhanden sein. Diese sind Benzyloxycarbonyl und/oder
tert.-Butoxycarbonylgruppen und werden gleichzeitig
ebenfalls entfernt. Wenn das Produkt in unprotonierter
Form vorliegt, kann man es mit einer Siure, die ein phar-
mazeutisch und veterinir zulissiges Anion liefert, zu ei-
nem Salz umsetzen. In Formel I haben A, B, E und F
die im Patentanspruch 1 angegebenen Bedeutungen.

Die Polypeptide der Formel I setzen das Luteinisie-
rungshormon aus der Hypophyse frei und iibertreffen da-
bei das Luliberin (LH-RF). Sie kénnen zur Behandlung
der Unfruchtbarkeit beim Menschen und bei der Ziich-
tung von grossen Haustieren verwendet werden.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden der For-
mel: :

l---(:lilu-His-Trp-Ser—Tyr-A-B-Arg—Pro-E—F I

worin A fiir D-Tyr, D-Tyr(Me), D-Ser, D-Ser(Bu'), D-Phe,
D-Ala oder D-Trp steht, B fiir Leu oder MeLeu steht, E fiir
Azgly steht und F fiir ein Aminoradikal steht oder A fiir Az-
gly oder Azala steht, B fiir Leu steht, E fiir eine direkte Bin-
dung steht und F fiir ein Athylaminoradikal steht; sowie der
pharmazeutisch zuldssigen Sdureadditionssalze derselben,
dadurch gekennzeichnet, dass man aus einem entsprechen-
den Polypeptid, dessen Hydroxylgruppen durch Benzyl-
und/oder tert.-Butylgruppen geschiitzt sind und dessen Ami-
nogruppen gegebenenfalls durch Benzyloxycarbonyl- und/
oder tert.-Butoxycarbonylgruppen geschiitzt sind, minde-
stens eine Hydroxylschutzgruppe durch Hydrolyse bzw. Hy-
drogenolyse entfernt, wobei anwesende Aminoschutzgrup-
pen gleichzeitig ebenfalls entfernt werden, worauf man das
erhaltene Produkt, wenn es in unprotonierter Form vorliegt,
mit einer Siure, die ein pharmazeutisch zuldssiges Anion lie-
fert, umsetzt, falls man ein Salz herzustellen wiinscht.

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn--
zeichnet, dass man Polypeptide der Formel I herstellt, in
welcher A fiir D-Ser(Bu") steht, B fiir Leu steht, E fiir Azgly
steht und F fiir ein Aminoradikal steht, wobei das Aus-
gangsmaterial auch eine oder mehrere der im Anspruch 1 de-
finierten Schutzgruppen trigt.

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstel-
lung von Polypeptiden, die Luliberinagonisteigenschaften
besitzen. Luliberin ist der international iibliche Trivialname
fiir LH-RF (luteinising hormone releasing factor) (J. Biol. .
Chem., 1975, 250, 3215).

Es ist bekannt (Dutta, Furr, Giles und Morley, Clinical
Endocrinology, 1976, 5, Ergéinzung, S. 2915-298s), dass der
Einbau von a-Azaaminosduren an der 6- oder 10-Stellung
von Luliberin Verbindungen ergibt, die hinsichtlich der Frei-
setzung von Luteinisierungshormon (LH) aus der Hypo-
physe weniger kriftig sind als das Ausgangsmolekiil. Es
wurde nunmehr gefunden, dass der Einbau von Azaglycin
an der 10-Stellung in Verbindung mit dem Einbau ver-
schiedener D-0-Aminoséuren an der 6-Stellung in Luliberin
oder der Einbau von Azaglycin oder Azalanin an der
6-Stellung in Verbmdung mit dem Ersatz des endstidndigen
Glycinamids durch ein Athylaminoradikal in Luliberin Ver-
bindungen ergibt, die hinsichtlich der Freisetzung von Lutei-
nisierungshormon aktiver sind als Luliberin.

Gemdss der Erfindung werden also Polypeptide der For-
mel

[-_IGlu-His-Trp-Ser-Tyr-A-B-Arg-Pro-E-F I

worin A fiir D-Tyr, D-Tyr(Me), D-Ser, D-Ser(Bu'), D-Phe,
D-Ala oder D-Trp steht, B fiir Leu oder MeLeu steht, E fiir
Azgly steht und F fiir ein Aminoradikal steht oder A fiir Az-
gly oder Azala steht, B fiir Leu steht, E fiir eine direkte Bin-
dung steht und F fiir ein Athylaminoradikal steht, sowie die
pharmazeutisch zuldssigen Sdureadditionssalze davon herge-
stellt.

In der obigen Formel I und in der gesamten Beschrei-
bung werden die Aminosdurereste durch ihre Standardab-

kiirzungen (Pure and Applied Chemistry, 1974, 40, 317-331)
bezeichnet. Ein a-Aza-aminosdurerest ist ein solcher, in wel-
chem das a-CH einer Aminoséure durch Stickstoff ersetzt
worden ist. Die Abkiirzung fiir eine a-Aza-aminosiure leitet

s sich von der entsprechenden Aminosiure durch Hinzufii-
gung der Vorsilbe «Az» ab. Somit steht Azgly fiir Azaglycin
und Azala fiir Azalanin.

Wenn die Konfiguration der betreffenden Ammosaure
nicht angegeben ist, dann besitzt diese Aminosiure (ausser

10 der 0-Aza-aminosiuren, die in der Nachbarschaft der Carb-

_oxygruppe kein asymmetrisches Zentrum enthalten) die na-
tiirliche L-Konfiguration.

Spezielle Gruppen von erfindungsgemiss herstellbaren
Verbindungen sind die folgenden:

15 Verbindungen, worin A fiir D-Tyr, D-Tyr(Me), D-Ser,
D-Ser(Bu'), D-Phe, D-Ala oder D-Trp steht, B fiir Leu oder
MeLeu steht, E fiir Azgly steht und F fiir ein Aminoradikal
steht.

Verblndungen worin A fiir Azgly oder Azala steht, B fiir

20 Leu steht, E fiir eine direkte Bindung steht und F fiir ein
Athylaminoradikal steht.

Verbindungen, worin A fiir D-Tyr(Me), D-Ser, D-Ser-
(BuY), D-Phe, D-Ala oder D-Trp steht, B fiir Leu oder Me-
Leu steht, E fur Azgly steht und F fiir ein Aminoradikal

25 steht.

Eine bevorzugte Gruppe von erfindungsgemiss herstell-
baren Verbindungen umfasst diejenigen, worin A fiir D-Tyr-
(Me), D-Ser(Bu') oder D-Phe steht, B fiir Leu oder MeLeu
steht, E fiir Azgly steht und F fiir ein Aminoradikal steht.

30  Die drei bevorzugten erfindungsgemiss erhiltlichen Ver-
bindungen besitzen die folgenden Strukturen:

Izillu-His-Trp—Ser—Tyr-D-l"he-Leu—Arg—Pro-Azgly—NH2
3 I:_|G1u-His-Trp-Sc:r-Tyr-D-Tyr—(Me)-Leu-Arg—Pro-Azgly- NH,
r|Glu-His-Trp-Ser—Tyr-D-Ser(Bu‘)-Leu-Arg—Pro-Azgly-NH2

. Spezielle pharmazeutisch oder veterinir zulissige erfin-
dungsgemiss herstellbare Siureadditionssalze sind beispiels-

. % weise Hydrochloride, Phosphate, Citrate oder Acetate.

Das erfindungsgemésse Verfahren ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass man aus einem entsprechenden Polypeptid,
dessen Hydroxylgruppen durch Benzyl- und/oder tert.-Bu-
tylgruppen geschiitzt sind und dessen Aminogruppen gege-

45 benenfalls durch Benzyloxycarbonyl- und/oder tert.-Butoxy-
carbonylgruppen geschiitzt sind, mindestens eine Hydroxyl-
schutzgruppe durch Hydrolyse bzw. Hydrogenolyse ent-
fernt, wobei anwesende Aminoschutzgruppen gleichzeitig
ebenfalls entfernt werden, worauf man das erhaltene Pro-

56 dukt, wenn es in unprotonierter Form vorliegt, mit einer
Saure, die ein pharmazeutlsch zuléissiges Anion liefert, um-
setzt, falls man ein Salz herzustellen wiinscht.

Beim erfindungsgeméssen Verfahren konnen so viele
Schutzgruppen im Ausgangsmaterial vorliegen, als Radikale

55 yorhanden sind, die geschiitzt werden miissen, beispielsweise
einige oder alle Radikale, die im Produkt als freie Radikale
der Formel OH oder als basische Radikale der Formel NH
vorliegen.

Es sei hier ganz allgemein auf Standardhandbiicher der

60 Peptidchemie verwiesen, insbesondere M. Bodansky und
M. A. Ondetti, «Peptide Synthesis», Interscience, New York,
1966, Kapitel IV; F.M. Finn und X. Hofmann, «The Pro-
teins», Band II, herausgegeben von H. Neurath und R.L.
Hill, Academic Press Inc., New York, 1976, Seite 106; «Ami-

65 no-acids, Peptides and Proteins» (periodische Spezialisten-
berichte), The Chemical Society, London, Binde 1-8.

Eine erfindungsgemiss brauchbare Schutzgruppe fiir NH
ist das Benzyloxycarbonylradikal und eine brauchbare



Schutzgruppe fiir OH das Benzylradikal. Beide diese Grup-
pen konnen leicht durch Hydrogenolyse entfernt werden,
beispielsweise in Gegenwart eines Palladium-auf-Holzkohle-
Katalysators.

Eine weitere erfindungsgemdss geeignete Schutzgruppe
fiir NH ist das t-Butoxycarbonylradikal und eine weitere ge-
eignete Schutzgruppe fiir OH das t-Butylradikal. Beide diese
Gruppen konnen leicht durch Behandlung mit einer Sdure,
wie z.B. Salzsdure oder Trifluoroessigsdure, entfernt werden.

Eine weitere erfindungsgemadss geeignete Schutzgruppe
fiir NH ist das Benzyloxycarbonyl- oder t-Butoxycarbonyl-
radikal, und eine weitere giinstige Schutzgruppe fiir OH ist
das t-Butylradikal. Diese Schutzgruppen konnen leicht
durch Behandlung mit HBr in Essigsdure entfernt werden.

Die Ausgangsmaterialien fiir die Verwendung beim erfin-
dungsgemissen Verfahren konnen aus bekannten Verbin-
dungen durch Standardpeptidkupplungsreaktionen, Stan-
dardpeptidschutzreaktionen und Standardpeptidschutzgrup-
penabspaltungsreaktionen hergestellt werden, wie sie Fach-
leuten auf diesem Gebiet allgemein bekannt sind und wie sie
beispielsweise in den Beispielen 1 und 2 angegeben sind.

Wie bereits oben festgestellt, haben die erfindungsgeméss
erhiltlichen Verbindungen Luliberinagonisteigenschaften,
d.h. dass sie dhnliche Wirkungen wie Luliberin aufweisen,
ein vom Hypothalamus sekretiertes natiirliches Hormon, das
auf die Hypophyse wirkt und diese zur Freisetzung von Lu-
teinisierungshormon (LH) und Follikelstimulierungshormon
(FSH) veranlasst. Diese beiden Hypophysenhormone spielen
bei reproduktiven Prozessen eine Rolle, wobei letzteres,
némlich FSH, in den Ovarien eine Férderung der Reifung
der Follikeln bewirkt und ersteres, nimlich LH, die Ovula-
tion induziert. Die Verbindungen der Formel I sind in uner-
warteter Weise hinsichtlich des Vermdgens der Freisetzung
von LH wesentlich kriftiger als Luliberin und eignen sich
deshalb fiir die Beeinflussung und/oder Verbesserung der
Vermehrung bei Tieren. Es eignet sich insbesondere fiir die
Ziichtung von grossen Haustieren wéhrend eines Andstrus-
ses und bei jeder kiinstlich beeinflussten Ziichtung zur ge-
nauen Bestimmung der Ovulation. Es eignet sich auch fiir
die Heilung von Unfruchtbarkeitszustinden bei Mann und
Frau.

Der Luliberinagonisteffekt der Verbindungen der Formel
I kann beispielsweise durch das Vermdgen demonstriert wer-
den, eine Ovulation bei mit Androgen sterilisierten Ratten
mit konstantem Ostrus zu induzieren oder LH und FSH (ge-
messen durch doppelte Antik6rperradioimmunoassay) in
das Blutplasma von unreifen mannlichen Ratten oder in das
Blutplasma von andstrischen oder didstrischen Mutter-
schafen abzugeben.

Der obige Test an mit Androgen sterilisierten Ratten
wird wie folgt ausgefiihrt:

Mit Androgen sterilisierte weibliche Ratten, die durch
Behandlung am 3., 4. und 5. Tag ihres Alters mit 100 pg Te-
stosteronpropionat pripariert worden sind, zeigen einen be-
standigen strischen Vaginalschleim und zahlreiche priovu-
latorische Follikeln in den Ovarien. Die Verabreichung von
Luliberin und aktiven Analogen verursacht die Abgabe eines
ovulierenden Anstiegs an LH und FSH, der durch die An-
wesenheit von Fiern in den Fallopischen Tuben und frischen
Corpora lutea in den Ovarien bestimmt werden kann.

Alle in dieser Beschreibung genannten beispielhaften
Verbindungen sind hinsichtlich ihres Vermdgens, eine Ovu-
lation bei Ratten mit konstantem Ostrus zu induzieren, ak-
tiver als Luliberin und zeigen ausserdem keine giftigen Wir-
kungen, wenn sie in mindestens der 4fachen Dosis ihrer mi-
nimal aktiven Dosis verabreicht werden. Insbesondere sind
die bevorzugten Verbindungen, die in den Beispielen 6, 8
und 9 beschrieben sind, annihernd 100mal so aktiv als Luli-
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berin. Sie zeigen ausserdem keinerlei toxische Effekte, wenn
sie in der 100fachen Menge ihrer minimalen effektiven Dosis
verabreicht werden.

Die erfindungsgemiiss erhiltlichen Verbindungen kénnen

s in Form von pharmazeutischen oder veteriniren Zusam-
mensetzungen, die als aktiven Bestandteil eine Verbindung
der Formel I gemeinsam mit einem pharmazeutisch oder ve-
terindr zuldssigen Verdiinnungsmittel oder Trigermittel ent-
halten, verwendet werden.

Die Zusammensetzungen konnen die verschiedensten
Formen aufweisen, beispielsweise eine fiir orale oder buccale
Verabreichung geeignete Form, wie z. B. Tabletten, Kapseln,
Losungen oder Suspensionen, eine fiir nasale Verabreichung
geeignete Form, wie z. B. Schnupfmittel, Nasenspray oder
15 Nasentropfen; eine fiir vaginale oder rektale Verabreichung

geeignete Form, wie z. B. Suppositorien; oder fiir eine paren-
terale Verabreichung geeignete Form, wie z.B. sterile in-
jizierbare Losungen oder Suspensionen.

Im allgemeinen werden die obigen Zusammensetzungen

20 in {iblicher Weise unter Verwendung herkdmmlicher Ex-
zipienzien hergestellt. Zusammensetzungen fiir orale Verab-
reichung kdnnen jedoch eine Beschichtung aufweisen, um
den aktiven Polypeptidbestandteil von den Wirkungen von
Enzymen im Magen zu schiitzen.

Die Zusammensetzungen kénnen ausserdem zusatzlich
zu einem Polypeptid der Formel I ein oder mehrere bekannte
Wirkstoffe enthalten, die aus Prostaglandinderivaten ausge-
wiihlt sind, wie z. B. Prostaglandin-F,a, Cloprostinol oder
Fluprostinol, oder einen anderen Wirkstoff, wie z.B. Clomi-
30 phen oder Tamoxifen.

Bevorzugte Zusammensetzungen sind solche, die sich fiir
orale Verabreichung in Einheitsdosierungsform eignen, wie
7.B. eine Tablette, eine Kapsel, ein Trank oder ein Bolus,
wobei dieselben 2,5 bis 500 mg und vorzugsweise 10 bis 100

15 mg eines Polypeptids in jeder Einheitsdosierungsform auf-
weisen, oder solche, die sich fiir parenterale Verabreichung
eignen, welche 5 pg bis 1 mg eines Polypeptids je ml und vor-
zugsweise 10 pg bis 100 pg eines Polypeptids je mi Lsung
enthalten.

Eine parenterale Zusammensetzung ist vorzugsweise eine
Losung in isotonischer K ochsalzlésung oder isotonischer
Dextrose, notigenfalls auf einen pH von 5 bis 9 gepuffert. Al-
ternativ kann die parenterale Zusammensetzung so aufge-
baut sein, dass sie den Wirkstoff langsam abgibt, in welchem
45 Falle die Menge des Polypeptids je Einheitsdosierungsform

im allgemeinen grosser ist, als sie erforderlich ist, wenn eine

herkémmliche injizierbare Form verwendet wird. Eine be-

vorzugte parenterale Formulierung mit langsamer

Wirkstoffabgabe enthilt 100 pg bis 1 mg Polypeptid je Ein-
so heitsdosierung.

Die Zusammensetzungen werden im allgemeinen so ver-
abreicht, dass die tégliche Dosis 50 ug bis 20 mg/kg betrigt.
Eine tigliche parenterale Dosis, beispielsweise durch intrave-
ndse, subkutane oder intramuskulire Injektion oder In-

ss fusion betrigt 0,2 pg/kg bis 100 ug/kg. Bei Menschen ent-
sprechen diese Dosen einer gesamten téglichen Dosis von 3,5
mg bis 1,4 g bei oraler Verabreichung und einer gesamten
taglichen Dosis von 14 pg bis 7 mg bei parenteraler Verab-
reichung. Wenn die Verabreichung iiber die Schleimmem-

6o branen erfolgt, dann liegt die Dosis zwischen den oben ange-
gebenen Bereichen fiir orale und parenterale Verabfolgung.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele niher
erldutert.

In den Beispielen bezieht sich R auf die aufsteigende

¢s Diinnschichtchromatografie (t.1.c.) auf Silicagelplatten (Kie-
selgel G). Die in dieser Chromatografie verwendeten L6-
sungsmittelsysteme waren Butan-1-ol/Essigsiure/Wasser
(4:1:5 V/V) (R¢A), Butan-1-ol/Essigsaure/Wasser/Pyridin

10
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(15:3:12:10 V/V) (R;B), Butan-2-01/3% G/V wissriges Am— )

moniumhydroxyd (3:1 V/V) (R(C), Acetonitril/Wasser (3:1
V/V) (RiD), Aceton/Chloroform (1:1 V/V) (R¢E), Chloro-
form/Athanol (1:4 V/V) (R¢F), Cyclohexan/Athylacetat (1:1
V/V) RiG), Cyclohexan/Athylacetat/Methanol (1:1:1 V/V)
(R¢H), Chloroform/Methanol/Wasser (11:8:2 V/V) (RK),
Chloroform/Methanol (19:1 VV) (RP) und Chloroform/
Methanol (9:1 V/V) (R,Q). In allen diesen Fillen wurden die
Platten unter UV-Licht gepriift und mit Fluorescamin, Nin-
hydrin und Chlor-Stirke-Jodid-Reagentien behandelt.
Wenn nichts anderes angegeben ist, dann bedeuten die ange-
gebenen Ri-Werte, dass ein einziger Fleck durch diese Ver-
fahren bestimmt wurde.

Sdurehydrolysate aller in dieser Beschreibung beschriebe-
nen Produkte wurden dadurch hergestellt, dass das Peptid
oder geschiitzte Peptid mit 6n Salzsdure, die 1% (G/V) Phe-
nol enthielt in einem verschlossenen evakuierten Rohr 16 st
auf 100°C erhitzt wurde. Die Aminosdurezusammensetzung
eines jeden Hydrolysats wurde mit einem LoCarte-Amino-
siure-Analysator bestimmt. Die Zusammensetzung ent-
sprach in jedem Fall der Erwartung. Per Ausdruck «in iibli-
cher Weise aufgearbeitet», der in den Beispiclen verwendet
wird, besagt, dass nach der Umsetzung jeder feste Riick-

4

stand durch Filtration entfernt wurde, das Filtrat unter

40 °C zur Trockne eingedampft wurde, der Riickstand in

Athylacetat mit einer 20%igen Zitronensiurelosung, Was-

ser, geséttigter Natriumhydrogencarbonatldsunig und Was-
s ser gewaschen und liber wasserfreiem Natriumsulfat ge-

trocknet wurde und das Athylacetat im Vakuum einge-

dampft wurde, wobei die Verbindung zuriickblieb. .

: Beispiele 1 und 2 -
Synthese von L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-tryptophyl-
L-seryl-L-tyrosyl-A-B-L-arginyl-L-prolyl-azaglycin-amid.
Allgemeines Verfahren (o) (Schemata 4 und 6).
Eine Losung von 50 mg des geschiitzten Decapeptidderi-
vats, das Ser(Bu') in der 6-Stellung oder Tyr(Bu!) in der
15 5-Stellung aufwies, in 5 ml 90%iger (V/V) wissriger Tri-
fluoroessigsdure wurde hergestellt. Drei Tropfen f-Mercap-
todthanol wurden zugegeben und die Losung wurde 45 min
bei Raumtemperatur stehengelassen. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt, und der Riickstand wurde ein-
20 mal aus Wasser und zweimal aus t-Butanol gefriergetrock-
net. Die Ausbeute war 90 bis 100%.
Die erfindungsgemiss hergestellten Verbindungen sind
als Beispiele 1 und 2 in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

10

Tabelle
I;-(-}Ilu-His-Trp-St:r-Tyr-A-B-Arg—Pro—E-F

Beispiel A B E F Verfahren ' Ausbeute  Papierelektrophorese R Rya
Nr. ' % (relativ zu Luliberin)
pH 2,1 pHG6,5
1 D-Ser Leu Azgly NH, 0 95 0,94 0,96 0,25
2 D-Phe MeLeu Azgly NH, o 46 - 0,84 0,87 -0,35
Die Ausgangsmaterialien fiir die Verwendung in dem : Stufe ® [A=D-Tyr(Me)]
obigen Verfahren kdnnen so erhalten werden, wie es in den Eine Losung von 3,17 g (9,64 mMol) Z-D-Tyr(Me)-OH,

folgenden Schemata 4 und 6 [Verfahren (o)] beschrieben ist.
Bei diesen Schemata wurden die folgenden Konzentra-
tionen verwendet:

OCp = 2,4,5-Trichlorphenylester

Bzl = Benzyl
Z = Benzyloxycarbonyl
Boc = t-Butoxycarbonyl

DMF = Dimethylformamid

Die eingekreisten Zahlen beziehen sich auf die betreffen-
de Stufe.

Stufe @.
Das N-t-Butoxycarbonylderivat wurde in ]ithy_]acetat
aufgelost und mit 3n HCl in Athylacetatiosung (4 Aquiva-
lente) wéihrend 1 st bei Raumtemperatur behandelt.

Stufe ®
Wie Stufe @

Stufe ®

5,4 mMol L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-tryptophyl-L-se-
rin-methylester wurden in 70 ml Dimethylformamid aufge-
18st und mit 100 mMol Hydrazinhydrat 4 st behandelt, Di-
methylformamid wurde im Vakuum entfernt und der Riick-
stand wurde mit Athanol trituriert, gesammelt, mit Athanol
und Ather gewaschen und getrocknet (88,2%), Fp. 184 bis
189°C, RA 0,18, R(B 0,55, RC 0,39, R(D 0,27, RK 0,58.

1,92 g (10,6 mMol) Len-OMe - HCI, 2,6 g (19,2 mMol)

40-1-Hydroxybenzotriazol und 1,6 m! (11 mMol) Trifithylamin
in 30 ml Dimethylformamid wurde auf 0 °C abgekiihlt und-
2,29 g (11,1 mMol) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid wurden
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht bei
4°C geriihrt und in der iiblichen Weise aufgearbeitet. Um-

ss kristallisation aus heissem Cyclohexan ergab das geschiitzte
Dipeptidderivat. Ausbeute 1,41 g (95,2%), RD 0,83, R;E
0,69, R;P 0,72, RQ 0,76.

Stufe ® [A =D-Tyr(Me)]

12,9 mMol Hydrazinhydrat wurden zu einer Losung von
4,59 g (6,4 mMol) Z-Tyr(Bzl)-D-Tyr(Me)-Leu-OMe in 25 ml
Dimethylformamid und 50 ml Methanol zugegeben und das
Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Methanol wurde im Vakuum entfernt und
5s das Produkt wurde mit Wasser ausgefillt, gesammelt, mit

Wasser gewaschen und getrocknet. Fp 212 bis 213 °C, R(E
" 0,49, R¢F 0,66, R;H 0,69, R,Q 6,70.

50

, * Stufen ® und ® [A =D-Tyr(Me)]
3,54 g (5,0 mMol) des Hydrazids aus Stufe ® wurden in
10 ml DMF aufgel6st und die geriihrte Losung wurde auf
- —=20°C abgekihlt. 3,38 ml (20 mMol) 5,92m HCl in Dioxan
wurden zugegeben, worauf sich der Zusatz von 0,6 ml (5,25
mMol) t-Butylnitrit anschloss. Nach 2 min wurde eine vor-
65 gekiihlte Losung von 2,04 g (5 mMol) H-Arg(NO,)-Pro-Az-
gly-NH, - HClund 3,55 ml (25 mMol) Tri4thylamin in 10 ml
DMF zugegeben und das Riihren wurde iiber Nacht bei 4 °C
fortgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde in der iiblichen

60
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Weise aufgearbeitet und das rohe Produkt wurde durch Sili-
cagelkolonnenchromatografie unter Verwendung von Chlo-
roform, 5%igem (V/V) Methanol in Chloroform und
10%igem (V/V) Methanol in Chloroform als Eluierldsungs-
mittel gereinigt. Ausbeute 3,72 g (70,9%), R¢A 0,64, RB
0,72, R,C 0,55, R{D 0,66, R¢F 0,40, R 0,52.

Stufe & [A =D-Ser(Bu')]

Wie Stufe ®. Das Produkt wurde aus wissrigem Me-
thanol kristallisiert. Ausbeute 90,4%, Fp. 107 bis 108 °C,
RD 0,80, R(E 0,68, R;F 0,73, RH 0,72, RP 0,72,

R/Q 0,74.

Stufe ® [A =D-Ser(Bu")]
Katalytische Reduktion iiber 5%igem (G/G) Palladium-
auf-Holzkohle-Katalysator in DMF/Wasser (8:2) wahrend
5st.

Stufe & [A =D-Ser(Bu")]

Eine Losung von 19,17 g (32,7 mMol) Z-Tyr-(Bzl)-OCp
und 32,7 mMol H-Ser-(Bu')-Leu-OMe in 100 ml Dimethyl-
formamid wurde 72 st bei Raumtemperatur stehengelassen.
Ubliche Aufarbeitung ergab einen Feststoff, der gesammelt,

mit Ather gewaschen und getrocknet wurde. Ausbeute 17,6 g
(79,4%), Fp. 135 bis 137°C, R(D 0,80, R;H 0,77, R{Q 0,81.

Stufe ® [A = D-Ser(Bu')]
Wie Stufe ®. Umkristallisation aus wéssrigem Methanol.
Ausbeute 56,2%, Fp. 134 bis 136 °C, R¢D 0,66, R;H 0,64,
R{Q 0,64.

Stufen ® und ® [A =D-Ser(Bu')]

Wie Stufen ® und ®. Das Produkt wurde durch Silica-
gelkolonnenchromatografie unter Verwendung von Chloro-
form und 5%igem (V/V) Methanol in Chloroform als
Eluierldsungsmittel gereinigt. Ausbeute 38,5%, Fp. 142 bis
145°C, RyA 0,64, RB 0,71, RiC 0,55, R(D 0,65, R¢F 0,46,
R:H 0,43, RQ 0,16.

. Swfe®
1,8 ml (18 mMol) Athylchloroformiat wurden zu einer
auf —15 °C abgekiihlten und geriihrten Losung von 5,99 g (20
mMol) Z-Phe-OH und 2,2 ml (20 mMol) N-Methylmor-
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pholin in 60 ml DMF zugegeben. Nach 2 min wurde eine auf
—15°C vorgekiihlte Losung von 4,8 g (20 mMol) H-MeLeu-
OMe - HBr und 2,8 ml (20 mMol) Tridthylamin in 20 ml
DMF zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde 30 min

s bei 0°C und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Es
wurde in der iiblichen Weise aufgearbeitet. Ausbeute 7,54
(90%), OL.

Stufe ®
10 Katalytische Reduktion iiber 5%igem (G/G) Palladium-
auf-Holzkohle-K atalysator in Methanol mit einem Gehalt
an 1 Aquivalent Chlorwasserstoff wihrend 3 st.

Stufe ®
15 Hergestellt durch Kuppeln von 16,02 g (43,2 mMol) Z-
Tyr-(Bu')-OH und 13,15 g (40,0 mMol) H-D-Phe-MeLeu-
OMe - HCl wie in Stufe ®@. Das Produkt wurde durch Silica-
gelkolonnenchromatografie unter Verwendung von Chloro-
form und 5%igem (V/V) Methanol in Chloroform als Lé-
20 sungsmittel gereinigt. Ausbeute 60%, O1, R(G 0,48, R¢P
0,71, RQ 0,73.

Stufe @
Eine Lésung von 6,52 g (9,76 mMol) Z-Tyr-(Bu')-D-Phe-
25 MeLeu-OMe und 97,6 mMol Hydrazinhydrat in 50 ml Me-
thanol wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur stehengelas-
sen. Methanol wurde im Vakuum entfernt und das Hydrazid
wurde aus Methanol/Ather kristallisiert mit Methanol/Was-
ser (1:1 V/V) und Ather gewaschen und getrocknet. Aus-
30 beute 5,2 g (80%), Fp. 135°C, RD 0,75, R{E 0,69, R¢F 0,66,
RH 0,79, RQ 0,73.

Stufen @ und ®
Wie Stufen ® und ®. Wihrenddes Aufarbeitungsverfah-
35 rens fiel das Produkt aus Athylacetat aus. Es wurde abfil-
triert, mit Athylacetat und Ather gewaschen und getrocknet.
Ausbeute 58,5%, Fp. 145 bis 148 °C, R{D 0,72, R(F 0,40, R;
H 0,53, RQ0,18.

Beispiele 3 bis 10
Unter Anwendung der in den Beispielen 1 und 2 be-
schriebenen allgemeinen Verfahren konnen die folgenden
Verbindungen hergestellt werden:

40

|'_'G]u-His-Trp-Ser-A-B-Arg-Pro-E-F

Beispiel A B E F Papierelektrophorese Ry Rpa
Nr. (bezogen auf
Luliberin)
pH 2,1 pH 6,5
3 Azgly Leu - NHC,H; 0,98 1,03 0,28
4 Azala Leu - NHC,H; 0,97 1,0 0,30
5 D-Ala Leu Azgly NH, 0,97 1,0 0,30
6 D-Phe Leu Azgly NH, 1,0 0,71 0,27
7 D-Trp Leu Azgly NH, 0,53 0,37 0,37
8 D-Tyr(Me) Leu Azgly nH, 0,92 0,87 0,25
9 D-Ser(Bu') Leu Azgly NH, 0,94 0,96 0,25
10 D-Tyr(Me) MeLeu Azgly NH, 0,87 0,90 0,34
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