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Foreliggende oppfinnelse angdr fremstilling av nye
decapeptidamidderivater med sterk egglgsningsinduserende aktivi-
tet, og som kan angis ved hjelp av fglgende formel:

(Pyr)Glu~His=~Trp~Ser-R ;~R,~R,~Arg-Pro-Gly-NH

273 2

(1)
hvor R, er Tyr eller Phe; R2 er D-Nle, D-~Nva, D-Abu, D-Phe, D-Ser,
D~Thr eller D-Met og R3 er Leu, Ile eller Nile,

I det nedenstdende er aminosyrer og peptider samt
deres aktiverte karboksyl- eller beskyttende grupper angitt ved
forkortelser som vanligvis brukes ndr det gjelder slike peptider
og som er godkjent av Committee on Biochemical Nomenclature of
IUPAC-IUB. Aminosyrene har L-konfigurasjonen hvis intet annet
er angitt.

De felgende forkortelser er f.eks, brukt,

Abu: geaminospmersyre

Arg: arginin

BOC: t-butoksykarbonyl

Bzl: benzyl

DCC: N,N'-disykloheksyikarbodiimid

Gly: glycin

His: histidin

HONB: N-hydroksy=-5-norbornene~2, 3~dikarboksimid

Leu: leucin

Nle: norleucin
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Nva: norvalin

Met: metionin

OMe: metylester

O0Bzl: benzylester

ONB: N-hydroksy~5-~norbornene~2, 3~dikarboksimidester

0Su: N-hydroksysuccinimidester

Phe: fenylalanin

Pro: prolin

(Pyr)Glu: pyroglutaminsyre

Ser: serin

Thr: treonin

Tos: tosyl

Trp: tryptofan

Tyr: tyrosin,

Det har vert kjent i mange &r at hypotalamus inne-
holder faktorer som pad et heyt nivad regulerer sekresjonen av tro-
piske hormoner fra hypofysen, Etter isolasjonen av et tyrotropine
frigjerende hormon (TRH), har et luteiniserende hormonfrigjerende
hormon (LH-RH) blitt ekstrahert i ren form fra svin og sauer og
vist seg & vere et decapeptid med strukturen: (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-
Tyr-Gly-Leu—Arg—Pro-Gly-NH2. (A.V. Schally et al, Biochem,Bio~
phys. Res, Commun., 43, 1334(1971): R, Guillemin et al,Proc.Nat,
Acad.Sci., U.S.A. 69, 278(1972)). Denne oppdagelse har blitt fulgt
av en syntese av en rekke tilsvarende og liknende peptider, og
man har ogsd utfert geologiske prever med disse analoge peptider.
Det har imidlertid vist seg at selv en meget liten modifikasjon i
ovennevnte aminosyresammensetning i vesentlig grad svekker den fysio-
logiske aktivitet, og man har antatt at ovennevnte kjemiske struk-
tur er nedvendig for at man skal f& maksimal fysiologisk aktivitet.
(A.V. Schally et al, Biochem., Biophys. Res. Commun,, 4, 366 (1972)).

Nylig har Monahan et al i "Biochemistry", vol. 12, nr.
23, sidene 4616-4620 (1973) vist at blant LH-RH-analoger si som
(Ala6)LH-—R.H, (D-—Alaé)LH—RH, (Val6)LH-RH, (D—Val6)LG-R_H, (Proé)LH-RH
og (D—Pro6)LH-RH som alle ble syntetisert av nevnte forskere, si
hadde (D-Ala6)LH-RH den sterkeste aktiviteten, og den var fra
350—&50% i forhold til den opprinnelige LH-RH. Det er videre i
litteraturen angitt at LH-RH-analoger som har en D-aminosyre i 6-

stiilingen og hvor hovedmengden av sidekjedene er forskjellig fra
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D~Ala, er mindre virksomme enn det opprinnelige hormon. Til tross
for det som er nevnt ovenfor, har man n& syntetisert polypeptider
(I) som har D-aminosyre i 6-stilling og hvor stgrstedelen av
sidekjedene er forskjellig fra D-Ala, og man har undersgkt deres
LH-RH-aktivitet og uventet funnet at de foreliggende polypeptider
(I) minst er 1000% mer virksomme enn det opprinnelige LH-RH.
Foreliggende oppfinnelse er basert pd disse oppdagelser.

Hensikten med foreliggende oppfinnelse er & til-
veiebringe nye decapeptidamidderivater med formel I som har
sterk egglgsningsinduserende aktivitet.

Ifplge foreliggende oppfinnelse fremstilles sd-
ledes forbindelsene med formel I ved at man kondenserer en
reagens (A) som er L-pyroglytaminsyre eller en forbindelse som
helt eller delvis omfatter ovennevnte aminosyrefrekvens hvortil
dennes terminale N-atom er bundet en L-pyroglutaminsyrerest
(dvs. (Pyr)Glu-), med en reagens (B) som er et amin tilsvarende
resten av ovennevnte decapeptidamidderivat, og hvor reagensene
(A) og (B) eventuelt er beskyttet, hvoretter man til slutt
fjerner de eventuelt tilstedevarende beskyttende grupper.

Grunnleggende kombinasjoner av reagens (A) og
reagens (B) er angitt i fglgende tabell 1.



In

Tabell 1

Reagens

Kombina=-
sjon

(a)

(B)

1 (Pyr)Glu-OH H-His-Trp-Ser-R -R,-
RB—Arg-Pro-Gly-NH2

2 (Pyr)Glu-His-0OH H~Trp-Ser—Rl—R2—R3—
Arg—Pro—Gly-NH2

3 (Pyr)Glu-His-Trp-0H H-Ser-R;-R,-R,-Arg-
Pro-Gly-NH2

N (Pyr)Glu-His-Trp~Ser-0OH H-R; -R,-R,=Arg-Pro-
Gly-NH2

5 (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Rl-OH H—R2-R3-Arg-Pro—
Gly-NH,

6 (Pyr)Glu—His—Trp—Ser-Rl-Rz—OH H—RB-Arg-Pro-Gly-
NH,

7 (Pyr)Glu—His—Trp-Ser-Rl-Rz— H-Arg-Pro-Gly-NH,

R,-OH
3
8 (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Rl-Rz-RB— H-Pro-Gly-NH,
Arg-~0H '
9 (Pyr)Glu—His-Trp-Ser—Rl—RZ-Rj- H-Gly-NH,
Arg-Pro-OH
10 (Pyr)Glu—His-Trp-Ser-Rl-Rg-Rj- NH 4

Arg-Pro-Gly~0OH
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Det er ogsd kjent at en beskyttet L-glutamylgruppe
med formel (II):

R, CO-CH,CH CH (NH

5CH, CO-~ (11)

2)

(hvor Rh er en alkoksygruppe (f.eks. metoks&, etoksy, n-propoksy,
i-propoksy, n-butoksy etc.) en aralkyloksygruppe {(f.eks. benzyloksy

etc.) eller amino), lett kan omdannes til selve L-pyroglutamyl-

H

ved kontakt med en base (f.eks. ammoniakk etc.) eller en syre (f.eks.

gruppen:

eddiksyre), og at gruppen med formel (II) i s& henseende tilsvarer
selve L-pyroglutamylgruppen. I foreliggende fremgangsmidte er det
underforstdtt at L-pyroglutamyl (f.eks. (Pyr)Glu-) i reagens (A)
ikke bare innbefatter L-pyroglutamylgruppen i seg selv, men ogsd den
beskyttede L-glutamylgruppe med formel (II). I de tilfeller hvor
(Pyr)Glu- i reagéns (A) er representert ved gruppen med formel (II),
sd& kan denne gruppe lett omdannes til selve L-pyroglutamylgruppen
ved hjelp av fremgangsmdter som i seg selv er kjente.
Kondensasjonsreaksjonen ifelge foreliggende oppfinnelse
kan utferes ved hjelp av kondenserende midler som er kjent for dan-
nelse av peptidbindinger. Blant slike fremgangsmidter er DCC/HONB-
prosessen (belgisk patent nr. 796.399), azidprosessen, kloridpro-
sessen, syreanhydridprosessen, blandede syreanhydridprosessen, DCC-
prosessen, aktiv esterprosessen, Woodward reagens K-prosess, karbb-
diimidazolprosess, oksydasjonireduksjonsprosessen og andre (The
Peptides, Vol.l(l966), Schreder og Lubke, Academic Press, New York,
U.S.A. ). : _
For kondensasjonsreaksjonen kan man eventuelt beskytte
karboksylgruppen og aminogrupper som ikke ber inngd i den angitte
reaksjon, eller aktivere karboksylgruppen eller/og aminogrupper som
skal ta del i reaksjonen, f.,eks, ved hjelp av fremgangsmdter som i
seg selv er kjente, Karboksylgrupper i utgangsmaterialet kan f.eks.
beskyttes i form av metallsalter (f.eks. natrium- og kaliumsalter)
eller estere (f.eks. metyl, etyl, benzyl, p-nitrobenzyl, t-butyl eller

t-amylestere).
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Beskyttende grupper for aminogrupper i utgangsmateri- ‘
alene kan vare en hver av hensiktsmessig beskyttende grupper som
brukes for aminogrupper i peptidsynteser, f,eks, benzyloksykarbon&l,
t-butoksykarbonyl, isobornyloksykarbonyl etc, Iminogruppen i histi-
din kan beskyttes ved hjelp av kjente beskyttende grupper, f.eks.
benzyl, tosyl, 2,4-dinitrofenol, t-butoksykarbonyl eller karbo-
benzoksy. Hydroksylgruppen i serin kan beskyttes ved hjelp av van-
lige kjente beskyttende grupper, f.,eks. benzyl, t-butyl eller andre
eter-dannende grupper. Hydroksylgruppen i tyrosin kan beskyttes

.med benzyl, t-butyl og andre eter-dannende grupper; guanidinogruppen
i arginin kan beskyttes ved slike grupper som nitro, tosyl, karbo-
benzoksy, isoBornyloksykarbonyl eller adamantyloksykarbonyl, Som
eksempel pd aktiverte karboksylgrupper i1tgangsmaferiaiene kan
man nevne det tilsvarende syreanhydrid, azid, aktive estere (f.eks.
estere med alkoholer (f.eks. pentaklorfenoi, 2,4,5-triklorfenol,
2,4~dinitrofenol, cyanometylalkohol, p-nitrofenol, N-hydroksy-5-
norbornen—2,3-dikarboksyimid, N-hydroksysuccinimid, N-hydroksy—
ftalimid eller N-hydroksybenztriazol), etc. De aktiverte amino-
grupper i.utgangsmaterialéne kan f,eks, vere det tilsvarende fos-
foréyreamid. .

Den folgende tabell viser noen kombinasjoner av slike
former av karboksyl og aminogrupper i reagensene (A) og (B).

Tabell 2.

Eksempelvise Utgangsmateriale
kombinas joner (a) (B).
COOH NH COOH NH
2 2
1% fri beskyttet beskyttet fri
aktivert beskyttet fri fri
fri beskyttet beskyttet aktivert

(Bemerkning) De tilfeller som er angitt ved hjelp av en *, er det
foretrukket at et dehydreringsmiddel (f.eks; en karbodiimidreagens
sdsom disykloheksyl-karbodiimid) er tilstede i reaksjonssystemet.
Bn fremgangsmite for gjennomfering av foreliggende oppfinmelse i

praksis kan angis pa felgende mate,
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Aw<uvmpc|mwmueaw + Ser-R, -beskyttende gruppe
Kondensasjon (f.eks. DCC/
~- HONB)
A®%HvQHClEHm16Hw|me1wH|dOmW%¢¢mBQm gruppe

Fjerning av beskyttende
V gruppe Aw.me. ved hjelp

av katalytisk reduksjon
med Pd-katalysator)

(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-R

r‘ 1

L4

N

ZON

1
lemleI>H®|wHOIQH%IZEN

Fjerning av en beskyt-
tende gruppe (f.eks.
i nerver av HBr)

ZON
1
wmlwulbﬂmlvHOtOH%|ZmN

Kondensasjon (f.eks. i nervasr av

DCC-HONB eller DCC/l-hydroksybenz-
triazol)

ZON

T
AM%HVQHEIEHmlewvlm@leHlwmlbuanmuwHOIQH<lsz

Awwwvowc-mwm-ewvummuuwpnwmuw

Fjerning av en beskyttende m%ﬂwvam.me.
i narvaer av mHOHN i maursyre-vann, kata-
lytisk reduksjon med Pd-katalysator,
eller HF) .

wlbﬂmlwﬂouﬂH%lzmw_
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Denne reaksjon kan utferes i n®zrver av et opplesnings-
middel. Opplesningsmidlet kan velges fra de som‘er kjent for an-
vendelse under peptidkondensasjonsreaksjoner, Man kan f.eks. bruke
vannfritt eller vandig dimetylformamid, dimetylsulfoksyd, pyridin,
kloroform, dioksan, diklormetan, tetrahydrofuran 6g egnede bland-
inger av slike opplesningsmidler.,

Reaks jonstemperaturen kan velges i det omrdde som er
kjent for reaksjoner som ferer til dannelse av peptidbindinger,
d.v.s. normalt i omrddet fra -20 til +30°C. Videre kan forlgper-
forbindelser (beskyttede peptider) for de her angitte forbindeléer
lett fremstilles ved sdkalt fast-fase-syntetiske prosesser.,

Etter at den utferte kondensasjonsreaksjon er ferdig,
s4 kan beskyttende grupper hvis disse er tilstede fjernes pa vanlig
kjent mdte, Blant slike mdter kan man anvehde katalytisk reduksjon
i nerver av en katalysator sdsom palladiumsvart, palladium-pd-karbon,
platina eller liknende, solvolyse ved hjelp av hydrogenfluorid, tri-
fluoreddiksyre eller liknende, og reduksjon med metallisk natrium
i flytende ammoniakk,

Det s8ledes fremstilte peptid (I) kan innvinnes fra
reaks jonsproduktblandingen ved hjelp av fremgangsmdter som er kjent
for innvinning av peptider, f.eks, ved ekstraksjon, fordeling mellom
flere faser, kolonnekromatografi etc,

Den foreliggende fremgangsmdte kan utferes ved en van-
lig kjent fast-fasemetode.

Peptidet med formel (I) kan ogs& innvinnes i form av
et salt eller en metallkompleksforbindelée.

Blant syrer som kan danne salter med peptider kan nevnes
uorganiske syrer sdsom saltsyre, hydrobromsyre, perklorsyre, sal-
petersyre, tiocyansyre, svovelsyre, fosforsyre etc., og organiske
syrer sdsom maursyre, eddiksyre, propionsyre, glykolsyre, melke-
syre, pyrodruesyre, oksalsyre, malonsyre, ravsyre, maleinsyre, fumar-
syre, antranylinsyre, kanelsyre, naftalensulfonsyre eller sulfany-
linsyre.

Metaller som kan danne metallkomplekser med peptider
med formel (I) innbefatter blant andre sink, nikkel, kobolt, kobber
og jern. Slike metallkompleksforbindelser kan fremstilles pd vanlig
kjent fremgangsmite, f.eks, ved 4 omsette peptidet med formel (I)
med et hydroksyd eller et oksyd av et metall av de ovennevnte typer,
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ved en pH fra 6 til 8.

Polypeptider med formel (I) som fremstilt ifglge opp-
finnelse har LH~-RH (luteiniserende hormonfrigjerende hormon) aktivi-
tet, og er felgelig i stand til & fremme sekresjonen av LH (luteini-
serende hormon) og FSH (follokelstimulerende hormon). Polypeptider
med formel (I) kan sdledes brukes som medisiner for & fremme egg~
lgsning hos kvinner og hos andre dyr (f.eks. rotter, sauer, svin,
kuer, hester, rapphens eller hegner). Peptideﬁe kan ogsd brukes
for andre farmasgytiske formdl av samme type som man bruker vanlig

LH-RH, LH og FSH preparater for,

Ettersom LH-RH aktiviteten for polypeptider med formel
(I) er fra 10 til 25 ganger sterkere enn for kjent naturlig fore-
kommende LH~-RH, kan deres dose bestemmes for hver anvendelse pa basis
av deres ovennevnte effekt samtidig som man tar ;ndre»faktorer
(f.eks. tilferselsmdte og type av lidelse) i betraktning. En egnet
dose kan f,eks, velges i omradet fra 5 ng.v(nanogram) til lO,Pg
daglig pr. kg kroppsvekt.

Polypeptider med formel (I) vil primert bli tilfert
ikke~oralt (f.eks. ved injeksjon eller ved rektal eller vaginal vei),
skjont man kan ogsd tilfere preparatene oralt i visse tilfeller,

Doéeringsformen kan f.eks. innbefatte injeksjoner,
suppositorier, pessarier og pulvere. Injeksjonene kan fremstilles
ved & opplese fra 10y til 500y av et polypeptid (formel I)

i 100 ml fysiologisk saltveske. Polypeptider med formel (I) kan

ogsa fremstilles til lyofiliserte ampulleprodukter med manitol tilm
satt som et fortynningsmiddel, slik at de kan tilferes som injeksjons~
opplssninger., 7

De utgangsmaterialer som brukes i foreliggende frem-
gangsmdte kan enten fremstilles ved hjelp av kjente fremgangsmiter
for peptidsynteser eller ved & bruke andre fremgangsmdter ndr dette
er nedvendig. '

De etterf@glgende eksempler illustrer fremstillingen
av de nye forbindelsene.

I eksemplene har man anvendt fplgende forkortelser
som betyr Rf-verdier pa et tynnsjiktkromatogram som er utfgrt
péd silisiumdioksydgel med fglgende opplgsningsmiddelsystemer:

RfY: kloroform - metanol - eddiksyre, 9:1:0,5
Rf2: etylacetat - pyridin - eddiksyre - vann, 30:10:3:5.-
Rf3: n-butanol - etylacetat - eddiksyre - vann, 1l:1:1:1.
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Eksempel 1
Fremstilling av (Pyr)Glu~His~Trp-Ser-Phe~(D)~Nva=LeumsArg-Pro~
Gly-NH,.
a) Fremstilling av Z=(D)-Nva-Leu-Arg(NO,)-Pro-Gly-NH,.

En opplesning av 380 mg %Z-(D)-Nva-OH, 690 mg H-Leu-
Arg(N()Z)-Pro-Gly.NH2 og 300 mg HONB i 5 ml dimetylformamid ble til~
satt 340 mg DCC ved 0°C under rering. Blandingen ble reort i 2
timer ved 0°c og deretter 10 timer ved romtemperatur. Reaksjons-
blandingen ble filtrert for & fjerne dansdet disykloheksyl-urea,
og filtratet ble fordampet til terrhet, Det resulterende residuum
ble opplest i 100 ml kloroform, og opplesningen ble vasket med en
Q% vandig natriumbikarbonatopplesning og med vann. Den vaskede opp-~
losning ble teorket over vannfritt magnesiumsulfat og fordampet til
terrhet. Residuumet ble sd8 behandlet med en blanding av etylacetat
(25 m1) og eter (25 ml) og dette ga et hvitt pulver som ble oppsamlet
ved filtrering og gjenutfelt fra etanol-eter: utbytte 1,12 g (og)g3 -
50,5%°(c=1,1 i metanol), Rf' =0,32.

Analyse for C,,H.,O0O,N

3275279710
Beregnet C 53,32, H 7,27, N 19,43
Funnet C 53,49, H 7,56, N 19,19,
b) Fremstilling av (Pyr)Glu-~His-Trp~Ser~Phe-(D)~Nva-
Leu-Arg-Pro-Gly-NHz.

1,0 g Z-(D)-Nva-Arg(N02)~Pro-Gly-NH ble opplest i 10ml

25% hydrogenbromid i eddiksyre, og opplesningen bie rort i 50 minut-
ter. Reaksjonsblandingen ble fortynnet med 200 ml terr eter og man
fikk et bunnfall og dette ble oppsamlet ved filtrering og vasket med
terr eter. ‘Pulveret ble terket over natriumhydroksyd under redusert
trykk. Dette pulver ble opplest i 10 ml dimetylformamid sammen med
1,0g (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Phe~OH og 440 mg HONB. Opplesningen ble
avkjelt til 0°c og sd tilsatt 400 mg DCC under rering, Blandingen ble
rert i 6 timer ved 0°C og deretter 16 timer ved romtemperatur. Reak-
sjonsblandingen ble filtrert for & fjerne dannet dicykloheksyl-urea,
og . filtratet ble behandlet ved hjelp av 100 ml eter for & f& dannet
et bunnfall som ble oppsamlet ved filtrering., Bunnfallet ble opplgst
i lo% vandig etanol, og opplesningen ble pdsatt en kolonne av poly=~
styrenharpiks ("Amberlite XAD-2", 150-250 mesh, 3,5 x 25 cm),

og kolonnen ble eluert ved hjelp av en gradienteluerings-

metode med 10% vandig etanocl og 100% etanol (500:550 ml).
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Hovedfraksjonen (380-520 ml) ble oppsamlet og fordampet til terrhet.
Residuumet ble opplest i 5 ml varm metanol og gjenutfelt ved hjelp
av etylacetat, og man fikk det beskyttede decapeptidamid, 1,41 g
(a)§4-35,u° (c=0,12 i metanol), Rf<=0,20, Rf-=0,56.

Det beskyttede decapeptidamid (500 mg) ble opplest i
5 ml vanfritt hydrogenfluorid sammen med 0,5 ml anisol ved ~7OOC.
Etter rering i 30 minutter ved ~5°C ble hydrogenfluoridet fjernet
ved fordamping. Det resulterende residuum ble opplegst i 20 ml vann,
og opplesningen ble ekstrahert to ganger med 10 ml etylacetat., Det
vandige lag ble pdsatt en kolonne av karboksymetylcellulose (2x33 cm),
og kolonnen ble eluert ved hjelp av en gradientelueringsmetode hvor
man brukte ammoniumacetatbuffer som eluat (0,005mol, pH 6,8(500 ml)
-==~ 0,2 mol, pH 6,8(500 ml))., Hovedfraksjonen (420 - 680 ml) ble
oppsamlet og lyofilisert til et hvitt pulver, utbytte 380 mg. (a)gz—
32,4°(c=0,52 i 5% eddiksyre), Rf~=0,05, RfJ=0,68.,

Aminosyreanalyse: His 1,01, Arg 0,98, Trp 0,87, Ser
0,94, Glu.1,00, Pro 1,02, Gly 1,00, Nva 1,01, Leu 1,00, Phe 0,97
(peptidinnhold 84%),

Eksempel 2,
Fremstilling av (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr-(D)-Nle-Leu-

Arg=Pro~Gly~NH, ved fast faseprosess.

a) §remstilling av BOCaGly~harpiks.

I 60 ml kloroform-etanol (2:1) tilsatte man klormetyl-
harpiks (Cl-innhold 2,0 m mol/g) fulgt av 10,5 g BOC=Gly og 8,4 ml
trietylamin, Blandingen ble rert ved romtemperatur i 1,5 time og
deretter oppvarmet‘i 24 timer, Harpiksen ble innvunnet ved filtrering
og vasket med dimetylformamid og videre med etanol, vann, etanol og
eter i denne rekkefslge og deretter terket, Utbytte 17,55 g. En
aminosyreanalyse viste at harpiksen inneholdt 0,88 millimol/g av
BOC~Gly,
b) Fremstilling av (Pyr)Glu-His(Tos)-Trp-Ser(Bzl)-Tyr-
(Bz1)-D-Nle-Leu-Arg(Tos)-Pro-Gly-harpiks.,

Reaks jonstanken i et automatisk peptidsynteseapparat
(Model: APS-800) ble tilsatt 2,177 g BOC-Gly-harpiks som ble
fremstilt som nevnt under avsnitt a) ovenfor, og deretter svellet
med diklormetan i 12 timer. Deretter ble de fglgende aminosyrer
tilfgrt i den cyklus som er angitt nedenfor.
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BOC-Pro, BOC-Arg(Tos), BOC-Leu, BOC=D-Nle, BOC-Tyr
(Bz1), BOC-Ser(Bzl), BOC-Trp, BOC-His(Tos), (Pyr)Glu.

. Diklormetan (3 minutter x 3) — 50% trifluoreddiksyre/
diklormetan (10 minutter og 30 minutter) — diklormetan (3 min x

3) = etanol (3 min. x 3) —» diklormetan (3 min. x 3) — 10%
trietylamin/kloroform (10 min.) —} kloroform (3 min. x 3) — di-
klormetan (3 min., x 2) —) BOC-aminosyre-anhydrid (syntetisert fra
BOC-~aminosyre og DCC ved hjelp av rutineteknikk) (30 min. og 60min.)
—9 acetylering (med eddiksyreanhydrid i diklormetan og trietylamin)
(1 time) =—» diklormetan (3 min. x 3) (bare (Pyr)Glu blir direkte
kondensert med DCC i dimetylformamid).,

Til slutt ble harpiksen vasket med etanol, kloroform
og dimetylformmmid. Den ble sd vasket med eter og terket. Utbytte
var 6,20 g. .

c) Fremstilling av (Pyr)Glu-His(Tos)~Trp-Ser(Bzl)~
Tyr(le)-D-Leu-Leu-Arg(Tos)-Pro-Gly-NHZ.

I 50 ml ammoniakk-mettet metanol ble det suspendert
2,622 g av den harpiks hvis fremstilling er beskrevet under avsnitt
b), og suspensjonen ble rort ved romtemperatur i 70 timer.

Harpiksen ble innvunnet ved filtrering og vasket med
dimetylformamid. Filtratet og vaskeopplegsningen ble sldtt sammen,
konsentrert til terrhet under redusert trykk og behandlet med dter.
Fremgangsmidten gir 1,187 g av et urent pulver.

En 588 mg's porsjon av dette produkt ble renset pd en
torr kolonne av 50 g silisiumdioksydgel idet man brukte som utvikler
en opplesningsmiddelblanding av metanol og kloroform, og man fikk
jalt 186 mg av det angitte produkt.

d) Fremstilling av (Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-
Arg-Pro-Gly-NH,.

I nerver av 0,2 ml anisol og 0,2 ml merkaptoetanol
ble 173,3 mg av det beskyttede peptid hvis fremstilling er beskrevet
under avsnitt c¢) ovenfor, opplest i 5 ml terr hydrogenfluorid, og
opplesningen ble rert ved 0% i1 time. Den ble deretter konsentrert
til torrhet under redusert trykk, og konsentratet ble opplest i 20
ml vann. Ulgselige faste stoffer ble frafiltrert, og filtratet
fort ned en kolonne (1,5 cm dia. x 20 cm i lengde) av en sterk
basisk anjonisk utbytningsharpiks ("Amberlite IRA-410",

acetat-form). Den utstrgmmende vaske ble renset ved hjelp av
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karboksyl-metylcellulose (1,5 x 22 cm; gradientelueringsmetode idet
man brukte 0,005 mol til 0,2 mol ammoniumacetat ved pH 6,8) og poly-
styrenharpiks ("Amberlite XaAD-2", 1,5 x 7,5 cm; gradienteluerings-
metode idet man brukte 5% til 70% vandig etanol). Eluatet ble
ytterligere underkastet en gelfiltreringskromatografi p& "Sephadex
LH~20"; 0,9 x 53,5 cm; 0,1 N eddiksyre). Denne fremgangsmite gir
39 mg av den forgnskede forbindelse. (a)§4 —40,5O (c=0,5 i 5%
vandig eddiksyre) .
Aminosyreanalyse (syrehydrolyse i narver av tioglykolinsyre):
Glu 0,97, His 0,97, Trp 0,94, Ser 0,88, Tyr 1,0, Leu 1,00, Nle 1,06,
Arg 1,03, Pro 1,00, Gly 1,03 (87% innvinning).

FEksemplene 3-173.

Ved & bruke de fremgangsméter som er angitt i eksempel
2 bortsett fra at man brukte de utgangsmaterialer som er angitt i
den feolgende tabell, fikk man fremstilt de decaﬁeptidamider (formel

I) som er angitt i tabellen,



R

14

145691

860 IAL ‘00°T mo
‘660 ATD ‘00°T oag
neI-00d IUL-a-004d (129)xL1-004d ‘00°T n1H ‘T6f0 xS oS LE- ne T  Iyl-aq - I4LL 9
00T auyr ‘¢6‘0 dag
‘86°0 8av ‘10‘1 STH
860 AL ‘Q6°0 mo
fL6°0 BAN ‘TO‘T £ATD
na -504d BAN-A-009 (T2Zd)I4L-00d ‘00°T oag ‘00°‘T nTH o6°8L- neT  BAN-Q@  JILL ¢
T6°0 x5 ‘g6fo dag
‘66°0 8ay ‘00°‘t STH
86°0 4L ‘00°‘T me
: ‘L6°0 nav ‘66°‘0 ATD
ne1-504d nqv-a-o909 (1z4)ILL-504d ‘00T 0ag ‘00°‘T nID oZEn- ney nqv-d, JI4LL i
¢26°0 asg ‘680 dag
‘00‘T Bay ‘96°0 stH
*96‘0 x4
(1za) . fL6°0 meT ‘CO‘T LD
neT-00d Ies-a-ood (Tzd)ILL-00d ‘10°1T oag ‘00°tT nid Q- naT JI98-a  I4AQL €
‘T6T ass ‘L6‘0 dag ° ,
‘TO‘T Bay ‘Z0°T STH
feT-00d °IN-Q-D0d (129)xAL-d08
A.N Wmmsmmxo mMommmxﬁmvw €y 2y Ty
T 73T8uU®e I8 WOS Op JIOJUSPALST tp * : AH H&SHOHV T8d
1pusAUeR JaTeTI8leWS3IURI)N esATeuesddsouTuy maouov:MAav ptuweptiadadeosq -wesiyg

‘ITeq®l



15

145691

8TI~-D0d nqv-a-ood (Tzd)IAL-004d

860 XL ‘Q6°0 o1I
‘96°0 nav ‘00°‘t £19
‘00°‘T oxg ‘Co‘t mIDd
‘ggfo a8s ‘z6fo dar
00T 8av ‘00°T SsTH

05 ‘8C- oTI nqy-g IAL ot

naT=pa@d °ayYd-d-o04d aqd-n04d

86°T aud
‘00¢T na1 ‘00T LT1D
‘g6°0 oxg ‘TO‘T nId
‘g6¢0 x5 ¢/g¢0p dar
‘Q6°0 fav ‘00°fT STH

na1-504d 38W-a-00d (12d)ILAL-004d

00°T IAL ‘00T mnol
‘6L0 319K ‘00°‘T LID
860 0agd ‘66°0 nid
‘260 a8g ‘ggfo dag
‘00°T Bav ‘g6‘0o sTH

ne -00d 9Ud-aA-009 (T12d)I4L-004

96‘0 x4I ‘00°T oud
‘g6°0 o1 ‘TO‘T LT1H
‘660 oxg ‘00°T nIo
‘680 x93 ‘LQ‘0 dag
‘660 B3IV ‘00°‘T STH

naT-00d 9TN-A-D0d (T12d)<XAL-00d
*z Todwmese

T 33T8ue I8 WOS 8P JIOJUOPIIST
1pusAUe JoTeTI9jreWSIUuesin

o9sATeuesafsouTtwy

05 69" nea’ aud-a ayg 6
o,0feh~ me1  31eN-a Il 8
ohfes- mer eug-a JIAL L
eaksytppe  fy 2 Ty
Ftpuea 9%¢ T (I Towaoj) Tod

m.ouov:NAav ptweptidadeoeqg -wosiyy



16

145691

660 2ug ‘z6‘0 STI
‘06°0 BAN ‘Q6°0 LT1H
9TI-0ad eaN-d-20g 8ayg-00d ‘00°T 0ag ‘00T niy oG sE- 8TI ®BAN-A aud C1
‘680 aag ‘9gfo daj
‘00°‘T Bav ‘96°0 sTH
L6°0 oug
‘Co‘z @2IN ‘00°T LD
9IN-D0€ @IN-d-00¢d 9ud-p0d ‘00°‘T oag ‘zo‘t nio oTéSE- 9IN @IN-a ayg A
680 aes ‘Tgfo dag
‘TO‘T 3av ‘00°T.sTH
20¢T ou4
‘96°0 2TN ‘00°T ATD
9TN-D0g IeS-d-004 eyd-009 ‘66°0 oxg ‘00t nro A aIN JI9s-d ayd 1T
/8T aes ‘lg‘o dar °
‘60 Bav ‘96‘0 stH
NaT-50d °IN-0-009 (12d)I4L-D004
*z Tedwesyo (exAsiyTpPe mm 2y Ty
T 33 T3U®e JI9 WOS 9P JIOJUIPSO]RST Frpuea *m T AH Aweaomv Tod

jpusaue JoTeIJIojewsSuedin

osATeuesadsoutury

m.ouov:mﬁav

ptuepridedeosq -wasig



17 145691

Sammenligningsdata (egglgsningsinduserende aktivitet)

Egglgsningsinduserende aktivitet ble bestemt under
anvendelse av Sprague-Dawley hunnrotter med 4-dagers cyklus
og holdt i et belyst miljg fra 7.30 til 21.30. LH-RH-standard
eller de aktuelle peptider ble administrert subkutant k1. 14.30
pd dagen for diestrus, og det dannede egg i ampulla i egglederen
ble innspisert under et differensial-interferencmikroskop om -
morgenen neste dag. ED.,-verdiene ble sammenlignet med de til

50
LH~-RH~standardprepatet. F¢lgende resultater ble oppnadd:

LH-RH-analoger Aktivitet
Rl R2 R3 Relativ virkningsgrad (LH-RH = 1)
Phe (D) -Nva Leu 18
Tyr (D) ~-Nle Leu 22
Tyxr (D) -Ser Leu 27
Tyr (D) -Abu Leu 25
TYyTr (D) =Nva Leu 25
Tyr (D) -Thr Leu 24
TyTr (D) -Phe Leu 28
Tyr (D) -Met Leu 25
Phe (D) -Phe Leu 20
Tyr (D) -Abu Ile 12

LH-RH = pGlu—His—Trp—-Ser—Tyr—Gly—Leu—Arg-—Pro—Gly—NH2

ED for LH-RH standard preparat = 215 % 12 ng/ pr. 100 g legemes-—
50
vekt for rotte.
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Bnalogifremgangsmate ifglge norsk patent nr. 143218,
for fremstilling av ytterligere terapeutisk virksomme forbind-
elser med formelen:

(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-R,~R

~R,-Arg-Pro-Gly-NH

17273 2

hvor R, er Tyr eller Phe, R, er D-Nle, D-Nva, D-Abu, D-Phe,
D-Ser, D-Thr eller D-Met og R3 er Leu, Ile eller Nle,
karakterisert ved at man kondenserer en
reagens (A) som er L-pyroglytaminsyre eller en forbindelse som
helt eller delvis omfatter ovennevnte aminosyrefrekvens hvortil
dennes terminale N-atom er bundet en L-pyroglutaminsyrerest
(dvs. (Pyr)Glu~), med en reagens (B) som er et amin tilsvarende
resten av ovennevnte decapeptidamidderivat, og hvor reagensene
(A) og (B) eventuelt er beskyttet, hvoretter man til slutt fjerner -

de eventuelt tilstedevarende beskyttende grupper.
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