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Fremgangsmide til fremstilling af peptider.
Peptidforbindelse med den almene formel

j\—ju-coua-ca-coua-cu-coxu-cn—co (vu-rt-co) nuﬂcu-coxz
o (cHy), CH, tl:uz (cl:uzu
Coxl COOH SH 1 NHZ

hver R1 er resten af glycin eller D-alanin, og alle andre til-

stedevzrende aminosyrerester er i L-form, xl og xz, der er
ens eller forskellige, hver betegner OH eller NH, og n er tal-
let 0 eller 1, eller fysiolegisk acceptable salte deraf frem-
stilles ved fjernelse af beskyttelsesgrupperne fra et beskyt~
tet derivat af forbindelsen I, navnlig en forbindelse med
formlen

fortsaettes



5394-83

7
R2N-—-CH-CONH-?H-CONH-CH-CONH-?H-CO(NR-RI-CO)n-NH-CH-COR

[} (cay), CH, CH, (CH,),

cor®  cort  sR° nurS

11

hvor Rz ag RG er aminbeskyttelsesgrupper eller hydrogen, R3,
R4 og Rs er NH2, beskyttede aminogrupper eller karboxylbeskyt-
telsesqrupper eller OH og RS en tiolbeskyttende gruppe.

Forbindelserne har evne til selektivt at forhindre hvi-
lende stammeceller for hamopoiese i at blive induceret til
at indtrade i celledelingscyklus og antages at vare analoge
med en naturligt forekommende granulopoiese-inhibitionsfaktor
der er fundet i smd mengder i knoglemarvsekstrakter. De kan
derfor bruges til beskyttelse af stammeceller for hemopoiese
mod angreb af cytotoxiske lagemidler som angriber krzftceller
i mitose eller S~fase,

De kan desuden bruges til fremstilling af materiale til
immunologiske proveteknikker.
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Opfindelsen angdr en analogifremgangsmade til frem-
stilling af hidtil ukendte peptider med den almene formel
I

1 2
HN— CH-CONH-CH-CONH~CH-CONH-CH-CO (NH~-R™-CO) - NHCH-COX
o) (Cle)2 iCH2 C|H2 (<I:Hz)4
coxl COOH SH- NH,
I

hvor Rl er resten af glycin eller D-alanin og alle andre amino-
syrerester er i L-form, og hvor Xl og X2, der er ens eller
forskellige, hver betegner OH eller NH, og n er tallet 0 eller

1, eller fysiologisk acceptable salte deraf, samt mellem-
produkter hertil.

Disse peptider har inhiberende virkning p& hamopoiese.
Mange af de mest effektive kraftbehandlingskure udnyt-

ter cytotoxiske lagemidler som angriber krazftcellerne under
mitosen og i S-fasen. Normale vavsceller der er under celle-
deling pavirkes szdvanligvis samtidig, men hovedparten af sa-
danne celler er i hvile og dermed ikke sarbare for angreb.

Det er imidlertid blevet iagttaget at sadanne cytotoxiske la-
gemidler ikke blot angriber de i formering varende vavsceller,
men ogsa har tendens til at starte en stor andel af normalt
hvilende hazmopoietiske stammeceller i knoglemarven til at ga
igang med celledelingscyklus, hvorved de bliver folsomme for
angreb.

Knoglemarvens celler stammer fra pluripotente stamme-
celler som modner til dannelse af en kompleks population af
morfologisk distinkte celler, namlig megakaryocytter, erytrocyt-
ter, granulocytter og lymfocytter. Kun ca. 10% af de pluripoten-
te stammeceller befinder sig pa et givet tidspunkt i cellede-
ling. Under en indledende fase af modningen bliver hver af
de sig formerende stammeceller "bestemt" til en sarlig morfo-
logisk distinkt form der til sidst fgrer til en af de oven-
nevnte fire modne celletyper. Efterhdnden som cellerne forme-

rer sig taber de gradvist evnen til yderligere formering, og
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de modne celler, fx erytrocytter eller granulocytter, kan ikke
lengere dele sig. Da de modne celler kontinuerlig der er det
derfor afggrende at den proliferative evne hos de mindre mod-
ne celler, navnlig hos de pluripotente stammeceller, oprethol-
des.

Det har nu vist sig at visse peptider har evne til se-
lektivt at forhindre hvilende stammeceller i at blive sat
igang til celledelingscyklus. Peptiderne antages at vare analoge
til en naturligt forekommende granulopoiese-inhibtionsfaktor
som er blevet fundet i ganske sma m@ngder i knoglemarvsekstrak-

ter.

I overensstemmelse hermed er fremgangsmiden ifelge
opfindelsen ejendommelig ved, at beskyttelsen fjernes fra
et beskyttet derivat af forbindelsen med formel I, idet
det beskyttede derivat har formlen II

7
RZN———CH—CONH—?H—CONH—CH—CONH—CH~CO(NH-Rl—CO)n"NH-?H—COR
l l
0] ((ll‘HZ)2 THZ ?HZ (TH2)4
6
COR3 COR4 SR5 NHR

11

2 og R6 er aminbe-

skyttende grupper eller hydrogenatomer, R3, R4 og R7 hver

hvor R1 er som defineret ved formel I, R

er NH2' en beskyttet aminogruppe eller en karboxylbeskyt-
tende gruppe eller OH og R5 er en tiolbeskyttende gruppe,

hvorpd den sdledes dannede forbindelse med formlen
I om ensket omdannes til et fysiologisk acceptabelt salt

heraf.

Fysiologisk acceptable salte af de ifelge opfindel-
sen fremstillede peptider indbefatter syreadditionssalte
sdsom hydroklorider, hydrobromider og sulfater savel som
salte med base sdsom alkalimetalsalte, fx natrium- eller
kaliumsalte, jordalkalimetalsalte, fx kalciumsalte og amin-
salte.
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Aminosyreresten i anden stilling fra den N-terminale
ende synes at vare kritisk eftersom peptidet pyroGlu-Asp-Asp-
Cys-LysOH, der var blevet postuleret at vere den naturligt
forekommende granulopoiese-inhibitionsfaktor, viste sig at
vaere inaktiv. P& grund af de smd bitte til radighed stéende
mengder af den naturlige granulopoiese-faktor er strukturen
af det naturlige stof ikke blevet bestemt. Det er aldrig ble-
vet udvundet i krystallinsk eller fuldstendig ren form og det
vides ikke om en sadan udvinding kunne opnds ved hjzlp af ma-
teriale kun fra naturlige kilder. I modsatning hertil kan
peptiderne med den almene formel I vindes i krystallinsk form
der egner sig til farmaceutisk brug og i forholdsvis store
mengder, fri for forurenende peptider og proteiner af naturlig
oprindelse.

De foretrukne, ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen

fremstillede forbindelser er

1) L-pyroGlutamyl-L~-glutamyl-L-aspartyl-L-cysteinyl-L-ly-
sin,

2) L-pyroGlutamyl-L-glutamyl-L-aspartyl-L-cysteinyl-glycyl-
L-lysin,

3) L-pyroGlutamyl-l-glutaminyl-L-aspartyl-L-cysteinyl-L-
lysin,

4) L-pyroGlutamyl-L-glutamyl-L-aspartyl-L-cysteinyl-D-ala-
nyl-L-lysin og

5) L-pyroGlutamyl-L-glutamyl-L-aspartyl-L-cysteinyl-L-lysin-
amid.

Forbindelserne med den almene formel I har tendens til
at udvise et komplekst aktivitetsmgnster som abenbart er dosis-
afhzngigt. I szrdeleshed udviser forbindelse nr. 1) ved injek-
tion i mus ved forholdsvis lav dosis en selektiv inhibering
af det myelopoietiske system, nemlig inhibering af de morfolo-
gisk genkendelige celler og "formdlsbestemte" stammeceller,
mens andre celle-"slagter" stammende fra de pluripotente stam-
meceller ikke pavirkes. Ved en koncentration pa 10_7M i den
ekstracellulzre vaske er der en udtalt nedgang i antallet af
perifere granulocytter, der er stegrst blandt de modne celler.
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Efter én injektion pa }O_SM synes hovedvirkningen at indtrade
pé de "formalsbestemte" stammeceller. Ved hgojere doser, f£x
injektioner pa lO—SM i seks pd& hinanden folgende dage, sker

der stadig en sterk reduktion i populationen af formdlsbestemte
stammeceller, men ogsd de pluripotente stammeceller og produk-

tionen af erytrocyter er nedsat. Ved 1077

M i tre uger iagtta-
ges der kraftig stimulering af hele det hazmopoietiske system,
herunder produktion af lymfocytter. Lignende resultater udvises
af forbindelser nr. 2)-5) omend der er svagt anderledes styrke-
grader.

Det skal bemzrkes at der ikke er nogen inhiberende virk-
ning pd cellerne i andre vav og speciélt ikke pa svulstceller
med relation til ikke-myelopoietiske vav. Der sker sdledes
en selektiv beskyttelse af det myelopoietiske system. Imidler-
tid udgver peptiderne en beskyttende virkning pd kraftceller
med relation til det myelopoietiske system, fx myeloleukami-
celler, og disse forbindelser kan ikke bruges selektivt
til behandling af sadanne kraftformer.

Peptiderne er uden signifikant toxicitet. Hidtil har
alle iagttagne hamatologiske virkninger varet reversible og
ingen makroskopiske andringer er blevet iagttaget i de andre
organer hos dyr hvori disse peptider er blevet injiceret.

Som nzvnt ovenfor har inhibering af hamopoiese og spe-
cielt granulopoiese tendens til at forhindre hvilende celler
i at indtrade i celledeling og dermed blive fglsomme for angreb
af cytotoxiske anti-cancerlazgemidler, £x cytosinarabinosid.

Det har vist sig at efter behandling med et peptid frem-
stillet ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen sdsom forbindel-
sen nr. 1) er den inhiberende virkning p& de myelopoietiske
celler ikke slet og ret reversibel, men faktisk forgges produk-
tionen af sadanne celler midlertidigt abnormt sdledes at den
normale cellepopulation meget hurtigt retableres og endda
midlertidigt bliver overdreven.

Foruden den ovennavnte beskyttende funktion i terapien
med anvendelse af cytotoxiske lagemidler, kan de omhandlede pep-

tider ogsd bruges til at standse eller bremse formering af
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kraftceller med relation til det myelopoietiske system, £fx
ved behandling af myeloleukami. Peptiderne kan bruges i en
hvilken som helst klinisk situation hvor det er gnskeligt at
@ndre hamopoiesen. I nogle tilfazlde kan de omhandlede pepti-
der ogsd bruges i relative heje doser for at stimulere det
myelopoietiske system hvor dette er utilstrakkelig aktivt.

Eftersom peptiderne med formel I har vist sig at udeve
en vis indflydelse pd beslagtede ikke-myeloide celler sasom
lymfopoiese kan de ogsd bruges til selektiv modifikation af
celleformering i andre organer.

Generelt kan de omhandlede peptider, for at udegve be-
skyttende virkning mod cytotoxiske legemidler, indgives til
mennesker ved injektion i dosisomradet 1-10 mg, £x 4-5 mg pr.
70 kg legemsvagt om dagen. Hvis forbindelserne indgives ved
infusion ved lignende teknik kan dosis vare i omradet 30-300
mg pr. 70 kg legemsvagt, £x ca. 100 mg over seks dage. I prin-

cippet er det onskeligt at frembringe en koncentration af pep-

4

tidet pa omkring 10—9M £il 10 "M i patientens ekstracellulzre

vaske.

I almindelighed fordrer kombineret terapi med cytotoxi-
ske lzgemidler sdsom cytosinarabinosid omhyggelig tidsbereg-
ning for at sikre at det myelopoietiske system beskyttes mens
det cytotoxiske legemiddel stadig er til stede.

Forbindelserne med den almene formel I kan indgd i far-
maceutiske praparater der indeholder mindst én sadan forbin-
delse som virksom bestanddel.eller et fysiologisk kompatibelt
salt deraf sammen med et farmaceutisk barestof eller excipient.
S&danne przparater kan fx oparbejdes i former egnet til oral,
nasal, parenteral eller rektal indgift.

I nerverende beskrivelse indbefatter udtrykket "farma-
ceutisk" veterinzre anvendelser af de omhandlede forbindelser.

Forbindelserne kan foreligge i konventionelle, farma-
kologiske indgiftsformer s3som tabletter, overtrukne tabletter,
nesesprojtepraparater, oplesninger, emulsioner, pulvere, kap-
sler eller former til forsinket frigivelse. Konventionelle

farmaceutiske excipienter savel som de sadvanlige fremstillings-
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mader kan bruges til fremstilling af disse former. Tabletter
kan fx fremstilles ved sammenblanding af den eller de virksom-
me bestanddele med kendte excipienter, fx med fortyndinsmidler
sasom kalciumkarbonat, kalciumfosfat eller laktose, desinte-
greringsmidler sdsom majsstivelse eller alginsyre, bindemidler
sasom stivelse eller gelatine, smgremidler sisom magniumstearat
eller talkum og/eller midler til opndelse af forsinket frigivel-
se sdsom karboxypolymetylen, karboxymetylcellulose, cellulose-
acetatftalat eller polyvinylacetat.

Tabletterne kan eventuelt besta af flere lag. Overtrukne
tabletter kan fremstilles ved overtrazkning af kerner, opndet
pé& lignende mdde som tabletterne, med midler der almindeligt
bruges til tabletovertrazkning, fx polyvinylpyrrolidon eller
shellak, gummi arabikum, talkum, titandioxyd eller sukker.

For at opnd forsinket frigivelse eller undgd uforenelighedspro-
blemer kan kernen ogsd bestd af flere lag. Tabletovertrazkket
kan ogsd bestd af flere lag for at opnd forsinket frigivelse,

i hvilket tilfelde der kan bruges de ovennavnte excipienter

for tabletter.

Injektionsoplesninger kan fx fremstilles pa konventionel
made, fx ved tils®tning af konserveringsmidler sdsom p-hydroxy-
benzoater, eller stabilisatorer sdsom EDTA. Derefter indfyldes
oplgsningerne i injektions-hatteglas eller ampuller.

Nesesprejteprzaprater kan oparbejdes pa tilsvarende
made i vandig oplesning og pakkes i sprgjtebeholdere enten
med et aerosol-drivmiddel eller forsynet med midler til manuel
udstedning. Kapsler indeholdende en eller flere virksomme be-
standdele kan fx fremstilles ved blanding af det virksomme
stof med inerte bazrestoffer sdsom laktose eller sorbitol og
indfyldning af blandingen i gelatinekapsler.

Egnede suppositorier kan fx fremstilles ved sammenblan-
ding af det virksomme stof eller kambinationer af virksomme stof- .
fer med de konventionelle bzrestoffer der bruges til dette
formal, f£x néturlige fedtstoffer eller polyztylenglykol eller

derivater deraf.
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Dosisenheder indeholdende forbindelsen med den almene
formel I indeholder fortrinsvis 1-10 mg, fx 4-5 mg af det om-
handlede peptid.

Inhibering af hazmopoiese ved hjzlp af de omhandlede
forbindelser sker ved at man til en person eller et dyr admini-
strerer en effektiv mengde af et farmaceutisk praparat som
beskrevet foran.

En yderligere vigtig anvendelse af disse peptider er
imidlertid til fremstilling af materiale til immunologisk pre-
veteknik. Peptidet kan herved kovalent bindes til et passende
hpjmolekylaert bzrestof sasom albumin, polysin eller polyprolin
med henblik p& at blive injiceret i antistofdannende dyr, £x
kaniner, marsvin eller geder. Antisera med hej specificitet
opnas ved anvendelse af velkendt absdrptionsteknik ved hijzlp
af den hejmolekylzre barer. Ved at indfere radioaktivitet
(3H, l4C, 18O, 15N) i peptidmolekylet kan der let udformes
en radioimmunologisk bestemmelsesteknik, og den kan anvendes
til bestemmelse af peptid i de forskellige biologiske vasker
sdsom serum (plasma), urin og cerebrospinalvaske.

De omhandlede peptider kan syntetiseres pa en hvilken
som helst hensigtsmassig midde. I almindelighed vil de tilstede-
verende reaktive grupper (amino, tiol og/eller karboxyl) vare
beskyttet under den fulde syntese, og sluttrinnet vil saledes
vare fjernelse af beskyttelsen fra et beskyttet derivat med
formel I. Normalt vil alle -COOH-grupper alle —NHz—grupper,
-NH-gruppen i pyroglutamylresten og -SH-gruppen i cysteinylre-
sten vere beskyttet.

Det beskyttede peptidderivat er ejendommeligt ved, at

det har den almene formel II

- 7
ReN— CH—CONH-CISH-CONH—CH—CONH—CH-CO (NE-RY-CO) n—NH-(IIH—COR

L |
6
COR3 COR4 SR5 NHR
II

hvor
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8
R1 er som defineret ovenfor;
R2 og R6 er, uafhengigt af hinanden, hydrogen eller
en karbobenzoxy-, trityl-, t-butoxykarbonyl-, aretyl- eller
formylgruppe;

R3, R4 0og R7 er, uvafhengigt af hinanden, en amino-,
benzoxykarbonylamino-, tritylamino-, t-butoxykarbonylamino-,
acetylamino-, formylamino-, hydroxy-, benzyloxy-, p-nitro-
benzyloxy~ eller 1-butyloxygruppe; og

R5 er en metoxybenzyl- eller sulfostylgruppe.

Der kendes et stort antal beskyttelsesgrupper for amino-
syrer, og de er bl.a. eksemplificeret i E. Schroder og K. Lubke
"The Peptides", bind 1 og 2, Academic Press, New York og London,
1965 og 1966; G.R. Pettit "Synthetic Peptides", bind 1-4, Van
Nostrand, Reinhold, New York 1970, 1971, 1975 og 1976, Houben-
Weyl "Methoden der Organischen Chemie, Synthese von Peptiden",
bind 15, Georg Thiene Verlag, Stuttgart, 1974; og "Amino Acids,
Peptides and Proteins", bind 4-8, The Chemical Society, London
1972, 1974, 1975 og 1976.

Eksempler pa& aminbeskyttende grupper som kan anvendes
er bl.a. karbobenzoxy (i det fglgende ogs& betegnet z), trityl,
t-butoxykarbonyl (i det fplgende ogsd betegnet Boc) og acyl-
grupper som fx en acetylgruppe eller en formylgruppe.

Eksempler pa karboxylbeskyttende grupper der kan anven-
des er bl.a. let fraspaltelige estergrupper sdsom benzyl (i
det fglgende betegnet Bz), p-nitrobenzyl og t-butyl.

Eksempler pa egnede tiolbeskyttende grupper er p-metoxy-
benzyl og sulfoaztyl.

Det vil forstds at der eksisterer et stort antal andre
sadanne grupper, som fx udferligt omtalt i ovenna:vnte littera-
turreferencer, og anvendelse af alle sddanne grupper i de foran
beskrevne processer ligger inden for opfindelsens rammer.

Karboxylbeskyttende grupper kan indferes ved konventionel-
le metoder, fx ved omsatning med et passende forestringsmiddel
sdsom en alkohol s&som benzyl- eller p-nitrobenzylalkohol i
narverelse af syre, fx p-toluensulfonsyre.

Aminbeskyttende grupper kan indfgres ved konventionelle
metoder, fx ved omsatning med passende syrehalogenider sasom

karbobenzoxyklorid eller pivaloylklorid, eller med syreanhy-
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drider sdsom eddikesyreanhydrid.

Tiolbeskyttende grupper kan indfgres ved omsatning med
passende S-foraztringsmidler sasom p-metoxybenzylklorid eller
sulfoztylbromid.

Der eksisterer mange forskellige fremgangsmader til
fjernelse af amin- og karboxylbeskyttende grupper. Saledes
kan fx en aminbeskyttende gruppe fjernes ved acidolyse, hy-
drogenolyse, behandling med tyndt ammoniumhydroxyd, behandling
med natrium, behandling med natriumamid, behandling med hydra-
zin eller enzymatisk hydrolyse med fx leucinaminopeptidase.
Metoder som er af interesse indbefatter ogsd behandling med
vandfrit hydrogenbromid, f£x i iseddikesyre, behandling med
trifluoreddikesyre, behandling med flydende hydrogenfluorid
og katalytisk hydrogenering.

sdledes kan karbobenzoxygrupper og t-butoxykarbonyl-
grupper fjernes fx ved anvendelse af vandfrit hydrogenbromid,
hensigtsmessigt i nervarelse af iseddikesyre, eller ved hjelp
af trifluoreddikesyre. Acylgrupper kan fx fjernes ved konven-
tionel hydrolyse med syre eller ved enzymatisk hydrolyse som
beskrevet ovenfor.

Fjernelse af karboxylbeskyttende grupper kan udfgres
ved forszbning, acidolyse, hydrogenolyse eller enzymatisk hy-
drolyse. Sdledes kan fx forsabning udfgres med et alkalimetal-
hydroxyd, hensigtsmaessigt i nervarelse af vand, en alkohol
og/eller acetone. Acidolyse kan fx udfgres ved hjalp af vand-
frit hydrogenbromid eller trifluoreddikesyre og hydrogenolyse
kan fx udfgres ved katalytisk hydrogenering, £x ved hjzlp af
palladium p& kul, hensigtsmessigt 10% palladium pd trakul.
Enzymatisk hydroloyse kan fx udferes ved anvendelse af leucin-
aminopeptidase. Sdledes kan fx benzyl- og p-nitrobenzylgrupper
fjernes ved hydrogenolyse og t-butylgrupper fx ved sur hydro-
lyse.

Amin-, hydroxyl- og karboxylbeskyttende grupper kan
fx fjernes samtidig ved acidolyse, alkalisk hydrolyse, hydro-
genolyse, behandling med natrium eller natriumamid eller ved
enzymatisk hydrolyse. Sddanne metoder indebarer behandling
med hydrogenbromid, hensigtsmessigt i nerverelse af iseddike-

syre, og behandling med alkohol, hensigtsm®sssigt indeholdende
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10

tort hydrogenklorid oplest deri.

Tiolbeskyttende grupper sdsom p-metoxybenzylgrupper
kan fjernes ved hjalp af hydrogenfluorid ved lav temperatur,
£x 0°¢, fordelagtigt i narvarelse af et rensende middel sisom
merkaptoztanol, cystein eller metionin. Denne metode kan fijer-
ne amino-, karboxyl- og tiolbeskyttende grupper pa& en gang.

En fremgangsmade til selektiv beskyttelsesfjernelse
bestar fx i katalytisk hydrogenering, hensigtsmzssigt ved
hjelp af palladium pa fx kul som katalysator, og hensigts-
messigt i nerverelse af et oplesningsmiddel sdsom vand,
metanol, dioxan, eddikesyre eller t-butanol. Ved denne frem-—
gangsmade fjernes fx karbobenzoxygruppen, mens t-butoxykarbo-
nylgruppen eller en acylgruppe efterlades intakt.

Generelt kan de beskyttede derivater af forbindelser
med den almene formel I fremstilles ved de teknikker der eg-
ner sig til peptidsyntese. Man kan begynde ved den C-terminale
ende ved omsztning af et passende beskyttet derivat af ly-
sin med et passende beskyttet derivat af cysteih, eller hvis
n=1, forbindelsen NH2R1COOH. Lysinderivatet vil indeholde en
fri e-aminogruppe, mens den anden reaktant vil indeholdende
enten en fri eller en aktiveret karboxylgruppe og en beskyttet
aminogruppe. Efter koblingen kan mellemproduktet renses, fx
ved kromatografering, hvorpd N-beskyttelsesgruppen kan fjernes
for at muligggre addition af yderligere en aminosyrerest. Den-
ne fremgangsmade vil fortszttes indtil hele den udkravede ami-
nosyresekvens er fuldstendiggjort. N-beskyttelsesfjernelse
vil normalt blive udfgrt ved en mild acidolyse; overskydende
syre neutraliseres normalt fgr det na@ste sammenkoblingstrin,
fx ved hjzlp af en base sdsom triztylamin.

Det er ogsa muligt at begynde ved den N-terminale ende
0g omsaztte et passende beskyttet glutaminsyrederivat eller
pyroglutaminsyrederivat, fortrinsvis indeholdende en aktiveret
karboxylgruppe, med et passende beskyttet derivat af glutamin-
syre eller glutamin. Efter koblingen kan produktet renses,
fx ved kromatografering, og den terminale a-karboxylgruppe
befris for beskyttelsesgruppen og aktiveres eventuelt for det
neste koblingstrin. Denne trinfelge gentages indtil det gnskede -

peptid er fuldstendiggjort.
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Karboxylsyreaktiverende substituenter der fx kan anven-
des indbefatter blandede anhydrider, azider og aktiverede estere
som fx p—nitrofenylesterén, 2,4,5-triklorfenylesteren, N-hydro-
xybenzotriazolesteren og N-hydroxysuccinimidylesteren.

I almindelighed er det hensigtsmessigt at udfgre kob-
lingsreaktionerne ved lave temperaturer, fx ved fra -20°% op
til stuetemperatur, hensigtsmessigt i et passende oplesnings-
middelsystem som fx tetrahydrofuran, dioxan, dimetylformamid,
metylenklorid eller. en blanding af to eller flere af disse
oplesningsmidler.

Koblingen af frie amino- og karboxylgrupper kan fx ud-
fores ved hjazlp af dicyklohexylkarbodiimid (DCC). Et andet
koblingsmdidel der fx kan bruges er N-ztoxykarbonyl-2-ztoxy-
1,2-dihydroquinolin.

Det kan vare mere hensigtsmessigt at udfgre syntesen
pd en fastfase-harpiksbarer. Klormetyleret polystyren (tver-
bundet med 1% divinylbenzen) er en nyttig type bearer; i dette
tilfelde vil syntesen begynde ved C-terminalen ved kobling
af N-beskyttet lysin til bareren. Nar X2 skal vere NH, fore-
trazkkes det at bruge en harpiksbarer der indeholder benzhydryl-
amingrupper; disse kobles fgrst til lysinkarboxylgruppen og
den endelige spaltning, f£x med HF, giver det gnskede amid.

De fglgende eksempler tjener til nzrmere belysning af
fremgangsmaden ifelge opfindelsen.

Oplgsningsmidler gendestilleredes fra kommercielt mate-
riale og oplagredes pa& folgende made: dimetylformamid (DMF)
over molekylsigte 4A, diklormetan (DCM) over CaClz, trisetyl-
amin (TEA) over Na/Pb-legering (Baker) og trifluoreddikesyre
(TFA) over molekylsigte 4A.
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Eksempel 1

L-Pyroglutamyl-L-glutamyl-L-aspartyl-L-cysteinyl-L-lysin (for-

bindelse nr. 1)

a) t—Boc—(S—p?Metoxybenzyl)-L—cysteinyl—(e—benzyloxykarbonyl)—

406 mg e-benzyloxykarbonyl-lysin-benzylester-hydroklo-
rid opleses i 3 ml DMF og der tilsazttes TEA indtil der kan
konstateres fri TEA i dampfasen med et fugtigt stykke pH-indi-
katorpapir. Til denne oplgsning sattes der 491 mg t-Boc-(S-
p-metoxybenzyl)-L-cystein-N-hydroxysuccinimidester oplest i
3 ml DMF. Ved passende tiasmellemrum tilszttes der portioner
af TEA for at opretholde svag alkalinitet af oplesningen. Blan-
dingen henstér natten over ved stuetemperatur og efter afprev-
ning for negativ ninhydrinreaktion paferes den direkte pd en
2,5 x 75 cm kolonne af "Sephada#'CDLH—ZO, ekvilibreret med
DMF og kalibreret med standardreaktanter (fx i dette eksempel
t-Boc~-(v-benzyl)-L-glutaminsyre-p-nitrofenylester og p-nitro-
fenol). Strgmmen gennem kolonnen opretholdes som en gravitets-
strom og effluenten overvages ved 280 nm for opsamling af frak-
tioner p& hver ca. 10 ml. Produktet kan identificeres ved TLC
af de enkelte fraktioner og de relevante fraktioner forenes
og inddampes i vakuum. Udbytte 700 mg (100%) af et oliagtigt
produkt som er homogent ved TLC (kloroform/acetone 9:1), Rf =
0,64.

b) t-Boc-(B-Benzyl)-L-aspartyl-(S-p-metoxybenzyl)-L-cysteinyl-

700 mg af det blokerede og beskyttede dipeptid (i), ople-
ses i 25 ml vandfrit DMC og der tilsattes 25 ml vandfrit TFA.
Efter 30 minutter fjernes syre og oplesningsmiddel i vakuum.
Remanensen oplgses i DCM og inddampes pd ny. Til en oplesning
af remanensen i 3 ml DMF, der ggres svagt alkalisk med TEA, til-
settes der en oplgsning af 488 mg t-Boc-(B-benzyl)-L-aspara-
ginsyre-p-nitrofenylester i 3 ml DMF. Alkaliniteten bor afpre-
ves hyppigt og opretholdes ved tilsaztning af smd@ mengder TEA.

Efter af ninhydrinreaktionen er blevet negativ (efter ca. 2
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timer) pafgres reaktionsblandingen péa en "Sephadex"<:)LH—20
kolonne (2,5 x 75 cm) og renses som beskrevet foran. Udbytte
efter inddampning i vakuum ca. 900 mg (100%) af et krystallinsk
produkt, homogent ved TLC (kloroform/acetone 9:1), Rf = 0,70.

c) t-Boc-(Y-Benzyl)-L-glutamyl-(8-benzyl)-L-aspartyl-(S-p-
metoxybenzyl)-L-cysteinyl-(e-benzyloxykarbonyl)-L~lysin-

900 mg af det blokerede tripeptidderivat (ii) afblokeres
med TFA pa den ovenfor beskrevne made, oplgses i 3 ml DMF og
gores svagt alkalisk med TEA. Til denne oplgsning sattes der
504 mg t-Boc-(Y-benzyl)-L-glutaminsyre-p-nitrofenylester i
3 ml DMF. Efter ca. 2,5 timer er ninhydrin-reaktionen blevet
negativ og blandingen anbringes pad en kolonne af "Sephadex"
LH-20 til rensning som beskrevet ovenfor. Adskillelsen af kom-
ponenterne i denne reaktionsblanding og dens overvagning ved
TLC kan udfgres som beskrevet ovenfor. De relevante fraktioner
(nr. 9-15 i dette tilfaelde) forenes, inddampes og terres. Ud-
bytte ~1140 mg (100%) af en lys gullig olie som er homogen
ved TLC (kloroform/acetone 9:1), Rf = 0,53.

d) Benzyloxykarbonyl—L—pyroglutamyl—(Y-benzyl)—L—glutamyl—(B—
benzyl)—L—aspartyl—(S—p—metoxybenzyl)—L—cysteinyl-(e-benzyl—

1140 mg af tetrapeptidderivatet iii afblokeres ved TFA
i DCM som beskrevet for (i) og oplgses i 3 ml DMF. Oplgsningen
gores svagt alkalisk med TEA og der tilszttes 423 mg benzyloxy-
karbonyl-L-pyroglutaminsyre-p-nitrofenylester som en oplesning
i 3 ml DMF. Reaktionsblandingens alkalinitet ber kontrolleres
gentagne gange og om ngdvendigt retableres ved tilsetning af
TEA. Efter ca. 3 timer bliver ninhydrinpreven negativ og penta-
peptidderivatet iv kan renses som beskrevet ovenfor. Udbytte
~1230 mg (96%) lys gullig olie, homogen ved TLC (kloroform/
acetone 9:1), Rf = 0,44 (med "hale").
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50 mg af det beskyttede pentapeptidderivat iv-opl¢ses
i 50 ml flydende hydrogenfluorid ved 0°C under tilsztning af
500 mg metionin som rensningsmiddel, og henstdr i 1 time. Hy-
drogenfluoridet afdampes derpd til torhéd i vakuum ved 0°C
Og remanensen omrgres med ®tylacetat. Etylacetat-vaskevaskerne
dekanteres og kasseres. Det tilbagevaerende materiale oplgses
i tynd eddikesyre og frysetgrres.

Det frysetorrede materiale, 2 mg, kan renses ved revers-
fase-HPLC under anvendelse af en Cl8-kolonne, 10 mm x 10 cm,
med en strgmningshastighed pd 2,8 ml pr. minut under anvendel-
se af gradienteluering med oplgsning A: 0,1% vandig trifluor-
eddikesyre og oplesning B: 0,1% trifluoreddikesyre i acetoni-
tril; der tilsazttes 0,10% oplesning B i lgbet af 30 minutter.
Opdagelse udfgres ved hjalp af ultraviolet absorption ved 214
nm eller ved hijzlp af pyridindisulfidreagens (for SH~grupper).

Samme fremgangsmade kan bruges til fremstilling af oven-
nezvnte forbindelser nr. 2 til 5. Synteserne er anfert i det
folgende i skematisk form og produkternes karakteristika er

givet i efterfglgende tabel. Der bruges fe¢lgende forkortelser:

Boc = t-butoxykarbonyl

Bz = Dbenzyl

Z = benzyloxykarbonyl (karbobenzoxy)
PMB = p-metoxybenzyl

Su = N-hydroxysuccinimyl

PNP = p-nitrofenyl.



10

15

20

25

30

35

Forbindelse 1

Forbindelse 2

DK 166392 B

15
pGlﬁ Glu Asp Cys Lys
SpMB Z
Boc —£ 0Su H-—é/OBz
SpMB Z
Boc 0Bz
OBz SpMB Z
Boc —k OpNP H OBz
OBz SpMB Z
Boc OBz
OBz OBz SpMB Z
Boc _Z OpNP H OBz
OBz OBz SpMB Z
Boc OBz
OBz OBz SpMB Z
7z | OpNP H L~ OBz
OBz OBz SpMB Z
Z OBz
H OH
pGlu Glu Asp Cys Gly Lys
£:Z
Boc—— OH H——O0Bz
Z
Boc OBz
SpMB Z
Boc— 0Su  H 0Bz
SpMB Z
Boc 4 '/OBz
OBz SpMB z
BoclLOpNP H OBz
OBz SpMB Z
Boc 0Bz
OBz OBz SpMB |7
Boc_LOpNP H Z 0Bz
OBz OBz SpMB Z
Boc OBz
OBz OBz SpMB Z
z | opnp H_L OBz
OBz OBz SpMB Z
/ OBz
OH
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Forbindelse 3
pGlu Gln Asp Cys Lys

SpMB Z
Boc £ 0su H— OBz

5 ' SpMB | 3
Boc 0Bz

OBz SpMB z
Boc —OpNP H 0Bz

OBz SpMB z
Boc -t OBz

10 o OBz SpMB z
Boc | OpNP H OBz

OBz SpMB VA
Boc OBz

OBz SpMB Z
Z_| OpNP H 0Bz

15 OBz SpMB yA
Z OBz
H OH

Forbindelse 4

pGlu Glu Asp Cys D-Ala Lys

20 Z
Boc—— OH H"‘éoBz

Z
Boc OBz

SpMB Z
Boc{£0Si H 0Bz

25 SpMB z
Boc—<L 4 OBz

OBz SpMB Z
Boc£OpNP H OBz

OBz SpMB Z
Boc / OBz

30 OBz OBz SpMB Z
Boc_{L0pNP H_L OBz

OBz OBz SpMB Z
Boc 0Bz

OBz OBz SpMB Z
Z_| opNnp H_|S OBz

35 OBz OBz SpMB Z
Z Z / / OBz
H OH
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Forbindelse 5
pGlu Glu Asp Cys Lys
SpMB Z
Boc{Z0su  H— NH,
5
SpMB Z
Boc //NHz
OBz SpMB Z
Boc —}k OpNP H NH,
OBz SpMB Z
Boc NH2
<10
OBz OBz SpMB Z
Boc ZOpNP H NH,
OBz OBz SpMB /
Boc NH2
OBz OBz SpMB yA
Z_| OpNP H |~ NH,
15 OBz OBz SpMB Z
z NH,
H NH
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I1)

III)

TLC (silikagel)
Oplgsningsmiddel

nBuOH/EtOAC/myresyre/vand
l:1:1:1

pyridin/EtOAC/HOAc/vand
5:5:1:3

Aminosyreanalyse
Ala
Asp
Glu
Gly
Cys
Lys

HPLC

OHm 5 pm 125x4mm

DCf:214mm

Flow:1lml/m

A:5mM fosforsyre

B:80% 5mM fosforsyre/20% CH

Tid %B
0 0
18 20

30 100

3

CN

Forb.
(1)

R.=0,21

Wmuo~oq

1,00
1,98

0,98
1,04

RT 15,7

Forb.
(2)

Wm"o~wm

quo~om

1,00
1,91
0,98
0,90
1,09

RT 16,7

Forb.
(3)

WmHO~Hm

Wmno~om

1,00
1,87

0,90
0,98

RT 8,8

Forb.
(4)

WmHO~NN

wmno~om

1,01
1,00
1,94

0,89
1,09

RT 18,3

Forb.
(5)

WWHO~Hm

Wmno~wh

1,00
1,87

0,88
1,00

RT 10,0
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PATENTIEKRAYV
1. Analogifremgangsmade til fremstilling af et peptid

med den almene formel

2
HN—— CH-CONH-CH-CONH~CH-CONH~-CH-CO (NE-RY-CO) NHCH-COX
0 (CH,), THz (!:Hz ‘TH2)4
cox!  Ccoon  sH NH,
I

hvor Rl er resten af glycin eller D-alanin og alle andre amino-

2
syrerester er i L-form, og hvor Xl og X°, der er ens eller
forskellige, hver betegner OH eller NH2 og n er tallet 0 eller

T,

eller fysiologisk acceptable salte deraf, k e n -
detegnet ved at beskyttelsen fjernes fra et beskyt- -
tet derivat af forbindelsen med formel I, idet det beskyt-
tede derivat har formlen II

7
R2N——-CH-CONH—QH—CONH—CH—CONH—CH-CO(NH—Rl—CO)n—NH—?H—COR

| | l
oﬁ’L\//J (CH CH2 ;HZ (¢H2)4

272
| 3 l 4 I 5 l 6
COR COR SR NHR
' IT
hvor R1 er som defineret ved formel I, R2 og R6 er aminbe-

skyttende grupper eller hydrogenatomer, R3, R4 og R7 hver

er NH2,
tende gruppe eller OH og R5 er en tiolbeskyttende gruppe,

en beskyttet aminogruppe eller en karboxylbeskyt-

hvorpa den sédledes dannede forbindelse med formlen
I om onsket omdannes til et fysiologisk acceptabelt salt

heraf.
2. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendetegnet ved

af der fremstilles L-pyroglutamyl-L-glutaminyl-L-aspartyl-L-
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cysteinyl-L-lysin, L-pyroglutamyl-L~glutamyl-L-aspartyl-L-cy-
steinyl-glycyl-L-lysin, L-pyroglutamyl-L-glutamyl-L-aspartyl-
L-cysteinyl-L-1lysin, L-pyroglutamyl-L-glutamyl-L-aspartyl-L-
cysteinyl-D-alanyl-L-lysin eller L-pyroglutamyl-L-glutamyl-
L-aspartyl-L-cysteinyl-L-lysinamid.

3. Fremgangsmdde ifelge krav 1 eller 2, k ende t e g-
n et ved at den fremstillede forbindelse foreligger i kry-
stallinsk form.

4, Fremgangsmdde ifelge krav 1, k en d e t e gnet
ved at beskyttelsesgrupperne fjernes ved sur hydrolyse, hy-
drogenolyse, ammonolyse eller enzymatisk hydrolyse.

5. Beskyttet peptidderivat til brug ved fremgangsmiden
ifelge krav 1, k ende t e g net ved at det har den
almene formel II

1 _ 7
R2N-——CH—CONH—QH—CONH—CH—CONH-CH-CO(NH-R —CO)n—NH—?H COR
|
o) (CH2)2 THZ QHZ (CIEHZ)4
l 6
COR3 COR4 SR5 NHR
II
hvor

R1 er som defineret i krav 1;

R2 og R6 er, uafhengigt af hinanden, hydrogen eller
en karbobenzoxy-, trityl-, t- butoxykarbonyl-, acetyl— eller
formylgruppe;

R3, R4 og R7 er, uafhengigt af hinanden, en amino-,
benzoxykarbonylamino-, tritylamino-, t-butoxykarbonylamino-,
acetylamino-, formylamino-, hydroxy-, benzyloxy-, p-nitro-
benzyloxy~ eller 1-butyloxygruppe; og

R5 er en metoxybenzyl- eller sulfoatylgruppe.
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