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69 Gonadoliberin-Derivate und Verfahren zu ihrer Herstellung.

@ Die neuen Nonapeptid-Ci.4-alkylamide beziehungs-
weise Dekapeptidamide entsprechen der allgemeinen
Formel I

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-X1-X2-X3-Pro-X4 O,

worin :

X; fiir Glycylgruppe oder eine natiirliche oder syntheti
sche D-Aminosduregruppe,

X, fiir L-Phenylalanyl- oder L-Tryptophylgruppe oder
eine L-Aminosiuregruppe mit 1 - 4 Kohlenstoffato-
men in der Seitenkette, 7

X3 fiir eine als Seitenkette eine Alkylgruppe mit 1 - 4 Koh-
lenstoffatomen oder eine Carbamylalkylgruppe mit 2
- 4 Kohlenstoffatomen enthaltende L-Aminoséure-
gruppe und

X4 fiir Glycylamidgruppe oder eine Alkylamidgruppe mit
1 - 4 Kohlenstoffatomen steht

mit der Einschrinkung, dass - falls X; eine andere Bedeu-

tung hat als Glycylgruppe und X» fiir Tryptophylgruppe

steht - X3 eine andere Bedeutung als Leucylgruppe hat.

Die neuen Gonadoliberin-Derivate enthalten in 7-
und 8-Stellung die fiir die Gonadotropine der Fische
charakteristischen Aminosdurekombinationen und koén-
nen deshalb zur Vermehrung dieser Tiergattung eingesetzt
werden.
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PATENTANSPRUCHE
1. Gonadoliberin-Derivate der a]lgemeinen Formel I

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Xi1-X>-X3-Pro-Xa O,

worin

X fiir Glycylgruppe oder eine natiirliche oder synthetische
D-Aminosiuregruppe, ’

Xa fiir L-Phenylalanyl- oder L-Tryptophylgruppe oder eine
L-Aminosduregruppe mit 1-4 Kohlenstoffatomen in der
Seitenkette,

X fiir eine als Seitenkette eine Alkylgruppe mit 1-4 Kohlen-
stoffatomen oder eine Carbamylalkylgruppe mit 2-4 Koh-
lenstoffatomen enthaltende L-Aminosduregruppe und

Xa fiir Glycylamidgruppe oder eine Alkylamidgruppe mit 1-4
Kohlenstoffatomen steht

mit der Einschrinkung, dass - falls X: eine andere Bedeutung

hat als Glycylgruppe und Xo fiir Tryptophylgruppe steht — Xs

eine andere Bedeutung als Leucylgruppe hat, sowie deren
physiologisch vertragliche Séureadditionssalze und/oder

Metallkomplexe.

2. Verbindung nach Anspruch 1, ausgewéhlt unter

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Phe-Leu-Gln-Pro-Gly-NH:

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Trp-Gln-Pro-Gly-NH:

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Trp-Leu-Pro-NHC:H;

Glp-His-Trp-Ser-Typ-Gly-Phe-Gln-Pro-Gly-NH:

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Phe-Leu-Pro~-Gly-NH:

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Phe-Leu-GIn-Pro-NHC:Hs

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Trp-Gin-Pro-NHC:Hs
und ihren physiologisch vertriglichen Séureadditionssalzen
und Metallkomplexen.

3. Verfahren zur Herstellung von Gonadoliberin-Deriva-
ten der aligemeinen Formel I

Glp-His-Trp-Ser-Typ-X1-X2-X3-Pro—Xa O,
worin
X fiir Glycylgruppe oder eine natiirliche oder synthetische

D-Aminoséduregruppe,

Xa fiir L-Phenylalanyl- oder L-Tryptophylgruppe oder eine
L-Aminoséiuregruppe mit 1-4 Kohlenstoffatomen in der
Seitenkette,

X fiir eine als Seitenkette eine Alkylgruppe mit 1-4 Kohlen-
stoffatomen oder eine Carbamylalkylgruppe mit 2-4 Koh-
lenstoffatomen enthaltende L-Aminosduregruppe und

X fiir Glycylamidgruppe oder eine Alkylamidgruppe mit 14
Kohlenstoffatomen steht

mit der Einschrinkung, dass - falls Xi eine andere Bedeutung

hat als Glycylgruppe und X: fiir Tryptophylgruppe steht — X

eine andere Bedeutung als Leucylgruppe hat, und ihren phy-

siologisch vertriglichen Siureadditionssalzen und Metall-
komplexen, dadurch gekennzeichnet, dass man die Verbin-
dungen der Formel [a) unter Anwendung der Methode der

Festphasensynthese aus den entsprechend geschiitzten Ami-

noséuren schrittweise in der gewiinschten Reihenfolge durch

Koppeln mit Carbodiimid oder iiber einen aktiven Ester am

festen Triger aufbaut und das Endprodukt durch saures oder

basisches Abspalten von dem Triger abldst und die Schutz-
gruppen vor, wihrend oder nach dem Abspalten vom Triger
ebenfalls abspaltet, oder )

b) die Verbindung der Formel I aus geschiitzten Amino-
sduren durch entsprechende Kombinationen von schrittwei-
ser Kondensation und Fragmentkondensation aufbaut.

4, Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man als festen Triger Benzhydrylaminharz oder BOC-
Prolinharz verwendet.

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man das geschiitzte Peptid durch Behandeln mit Fluor-

wasserstoff und/oder durch Athylammonolyse vom Harz
ablost.

6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Pentapeptidazid der Formel IT
5

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-N; In

mit einem Tetra- oder Pentapeptid der allgemeinen Formel
11t
10
Xi1-X2-X3-Pro-Xa {1,
worin die Bedeutung von X1, X2, X3 und Xs die gleiche wie in
Anspruch 3 ist, kondensiert.
7. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man ein Hexapeptidazid der allgemeinen Formel IV

15

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Xi~Ns 14%)
20 mit einem Tri- oder Tetrapeptid der allgemeinen Formel V'
X2-X3-Pro-Xs ).

worin die Bedeutung von X1, X2, X3 und X. die gleiche wie in
25 Anspruch 3 ist, kondensiert.
8. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man ein Heptapeptidazid der allgemeinen Formel VI
Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Xi:—-X2>-Ns (VD,
30
worin die Bedeutung von X: und X: die gleiche wie in
Anspruch 3 ist, mit einem Di- oder Tripeptid der allgemeinen
Formel VII
35 X3-Pro-Xa (VID),
worin die Bedeutung von X3 und Xs die gleiche wie in
Anspruch 3 ist, kondensiert.
9. Pharmazeutische Priparate, gekennzeichnet durch
40 einen Gehalt an wenigstens einer Verbindung der allgemei-
nen Formel I, worin die Bedeutung von Xi, X, X3 und X4 die
gleiche wie in Anspruch 1 ist, oder deren physiologisch ver-
triaglichen Siureadditionssalzen oder Metallkomplexen.
10. Verfahren zur Herstellung pharmazeutischer Priparate
45 nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass man Verbin-
dungen der allgemeinen Formel I, worin die Bedeutung von
X1, X2, X3 und X4 die gleiche wie in Anspruch 1 ist, oder ihre
physiologisch vertriglichen Saureadditionssalze und Metall-
komplexe mit pharmazeutischen Triger- und Hilfsstoffen ver-
s0 mischt.

BESCHREIBUNG
Die Erfindung betrifft neue Gonadoliberin-Derivate,
deren Salze und Metallkomplexe sowie ein Verfahren zu ihrer
Herstellung. Die neuen Nonapeptid-Ci-s-alkylamide bezie-
hungsweise Dekapeptidamide entsprechen der allgemeinen
60 Formel I
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Glp-His-Trp-Ser-Tyr-X1-X2-X3-Pro-Xa o,
worin .
g5 X1 fiir Glycylgruppe oder eine natiirliche oder synthetische
D-Aminosduregruppe,

X fiir L-Phenylalanyl- oder L-Tryptophylgruppe oder eine
L-Aminosiuregruppe mit 1-4 Kohlenstoffatomen in der



Seitenkette,

X fiir eine als Sejtenkette eine Alkylgruppe mit 1-4 Kohlen-
stoffatomen oder eine Carbamylalkylgruppe mit 2-4 Koh-
lenstoffatomen enthaltende L-Aminoséduregruppe und

X fiir Glycylamidgruppe oder eine Alkylamidgruppe mit 1-4
Kohlenstoffatomen steht

mit der Einschriankung, dass - falls X1 eine andere Bedeutung

hat als Glycylgruppe und X fiir Tryptophylgruppe steht - Xz

eine andere Bedeutung als Leucylgruppe hat.

Die in der Formel verwendeten Symbole entsprechen der
in der Peptidchemie iiblichen Nomenklatur (s. z.B. J. Biol.
Chem. 241, 527 [1966]).

Das Gonadoliberin (es wird in der Fachliteratur auch als
gonadotropin releasing hormone Gn-RH, luteinisierendes
und Follikel stimulierendes Hormon, releasing hormone,
LH/FSH-RH bezeichnet) und seine bekannten Derivate
haben die allgemeine Eigenschaft, zur Freisetzung der lutein-
isierenden und Follikel stimulierenden Hormone (LH und
FSH) fihig zu sein.

Zu Beginn der achtziger Jahre wurde bekannt, dass sich
die Struktur des Gonadoliberins mancher Fische von der
Struktur des Gonadoliberins der Sdugetiere unterscheidet
(J.A. King und R.P. Millar, J. Biol. Chem. 257, 10722-28
[1982]; South-African Journal of Science 78, 124 [1982]; N.
Sherwood et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 80, 2794-2798 [1983]).
Dieser Unterschied wird von der an 7. beziehungsweise 8.
Stelle befindlichen Aminoséure verursacht.

Aus der Literatur ist ferner bekannt, dass die statt des
Glycins in 6-Stellung gewisse D-Aminosduren enthaltenden
Gonadoliberin-Derivate eine stirkere Wirkung haben als das
Gonadoliberin selbst (J. Sandow et al.: Control of Ovulation,
Butterworth, London 1978, S. 49-70).

Bekannt ist auch, dass durch Austausch der Glycinamid-
gruppe in 10-Stellung gegen Amidgruppen mit aliphatischen
Ketten die biologische Wirksamkeit des Gonadoliberins wei-
ter erhoht werden kann (M. Fujino et al., J. Med. Chem. 16,
1144-1147 [1973]). :

Ziel der Erfindung ist die Herstellung neuer Gonadolibe-
rin-Derivate, die in der Vermehrung von Fischen wirksam
eingesetzt werden konnen. Ein weiteres Ziel der Erfindung
besteht darin, von diesen Verbindungen Derivate herzustel-
len, die vorteilhaftere biologische Eigenschaften zeigen als
die Grundverbindungen.

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, dass durch Aus-
tausch der in 7- und 8-Stellung befindlichen Aminoséduren des
Gonadoliberins beziehungsweise durch gewisse Kombinatio-
nen dieses Austauschs Gonadoliberin-Derivate hergestellt
werden konnen, die zur Vermehrung von Fischen geeignet
sind. Die Erfindung beruht ferner auf der Erkenntnis, dass
die biologische Wirksamkeit der durch Austausch der in 7-
und 8-Stellung befindlichen Aminoséuren des Gonadolibe-
rins entstandenen Gonadoliberin-Derivate durch Austausch
der Glycingruppe in 6-Stellung gegen gewisse D-Aminoséu-
ren beziehungsweise der Glycinamidgruppe in 10-Stellung
gegen Alkylamidgruppen noch erhoht werden kann.

Zum Gegenstand der Erfindung gehort ferner auch ein
Verfahren zur Herstellung der Nonapeptid-Ci—s-alkylamide
beziehungsweise Dekapeptidamide der allgemeinen Formel I

@,
worin die Bedeutung von X1, X2, X3 und X+ die gleiche wie
oben ist, sowie ihrer Salze und Metallkomplexe.

Die Verbindungen der allgemeinen Formel I werden
erfindungsgeméiss hergestellt, indem man

a) unter Anwendung der Methode der Festphasensynthese

aus den entsprechend geschiitzten Aminoséduren schrittweise
in der gewiinschten Reihenfolge durch Koppeln mit Carbo-

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-X1-X>—-X3-Pro-Xas
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diimid oder iiber einen aktiven Ester am festen Tréger auf-
baut und das Endprodukt durch saures oder basisches
Abspalten von dem Tréger ablost und die Schutzgruppen vor,
wiihrend oder nach dem Abspalten vom Triger ebenfalls

5 abspaltet, oder

b) aus geschiitzten Aminosduren durch entsprechende
Kombinationen von schrittweiser Kondensation und Frag-
mentkondensation aufbaut.

Als fester Trager wird zweckmaéssig Benzhydrylaminharz

10 oder BOC-Prolinharz verwendet.

Das Schutzgruppen enthaltende Endprodukt wird zweck-
missig durch Abspalten mit Fluorwasserstoff und/oder
durch Athylammonolyse vom Harz abgespalten.

Von den unter b) genannten Kombinationen sind beson-

15 ders die folgenden bevorzugt: das Pentapeptidazid der For-
mel (II)
Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Ns an
20 wird mit einem Tetra- oder Pentapeptid der allgemeinen For-
mel (III) .

Xi-X2-Xs—Pro-Xs (I

25 kondensiert; oder ein Hexapeptidazid der allgemeinen For-

mel (IV)

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Xi-N: (Iv)

30 wird mit einem Tri- oder Tetrapeptid der allgemeinen Formel

V)

X2-X3-Pro-Xs W%
35 kondensiert; oder ein Heptapeptidazid der allgemeinen For-
mel (VI) }

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Xi-X2-N VD

40 wird mit einem Di- oder Tripeptid der allgemeinen Formel

(V)

X3-Pro—Xa (VII)
45 kondensiert.
In den Formeln (I11) bis (VII) ist die Bedeutung von X1,
X2, X3 und Xu die gleiche wie oben angegeben.
Das gebildete Nona- bezichungsweise Dekapeptidamid
kann gewiinschtenfalls durch Umsetzen mit einer physiolo-
so gisch vertriglichen Sdure zu einem Séureadditionssalz umge-
setzt werden. Aus dem Sdureadditionssalz kann gewiinschten-
falls durch Behandeln mit einer Base die Verbindung freige-
setzt und gewiinschtenfalls das Nona- bezichungsweise Deka-
peptidamid zu einem Metallkomplex umgesetzt werden.

Die Verbindungen der allgemeinen Formel (I) kénnen
gewiinschtenfalls zu Arzneimittelpriaparaten formuliert wer-
den. Zu diesem Zweck werden die Verbindungen der allge-
meinen Formel (I) oder ihre physiologisch vertréglichen Séu-
readditionssalze oder ihre Metallkomplexe zusammen mit
60 den in der Arzneimittelherstellung iiblichen Tréger- und/oder

Hilfsstoffen zu Tabletten, Dragées, Kapseln, Suppositorien,
Injektionslésungen, Nasensprays usw. formuliert.

Die Gonadoliberin-Derivate der allgemeinen Formel (I)
werden den Fischen durch intramuskuldre oder subkutane

65 Injektion appliziert und sind in einem Dosisbereich von 0,1

ug bis 5 mg wirksam.

Der Hauptvorteil der Erfindung besteht darin, dass die
neuen Gonadoliberin-Derivate in 7- und 8-Stellung fiir Fische

55



664 968

charakteristische Aminosdurekombinationen enthalten und
deshalb zur Vermehrung dieser Tiergattung erfolgreich einge-
setzt werden konnen,

Die Erfindung wird an Hand der folgenden Beispiele
néher erldutert. Gemdss den Beispielen 1-5 wurden die Ver-
bindungen mit den allgemein iiblichen Methoden der Peptid-
synthese in der festen Phase (Merrifield, R.B., J. Am. Chem.
Soc. 85, 2149-2151 [1963]) hergestellt. Abhéingend von der
Struktur der herzustellenden Verbindung ging man im Falle
eines Peptidalkylamides von chlormethylierten Polystyrol-
Divinylbenzol-Harzen, im Falle von Peptidsdureamiden von
Benzhydrylaminharzen aus. Die einzelnen Aminosiuren wur-
den mit Hilfe von Diisopropylcarbodiimid (DIC) beziehungs-
weise Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in Form jhrer mit t-
Butoxycarbonyl (BOC) geschiitzten Derivate beziechungsweise
mit der Methode des aktiven Esters schrittweise an das Harz
gekoppelt.

Der Verlauf der Kupplungsreaktion wurde mit dem Nin-
hydrin-Test (Kaiser, E., Colescott, R.L., Bossinger, C.D.,
Cook, P.I., Anal. Biochem. 34, 595-598 [1970]) verfolgt. Bei
Anzeige freier Aminogruppen wurde die Acylierung wieder-
holt. Die Zeitdauer der Kupplungsreaktionen betrigt abhin-
gend von den Aminosduren 1 bis 16 Stunden.

Das Abspalten der Schutzgruppen und das Abspalten des
Peptids von dem Harz kann mit fliissigem, wasserfreiem Flu-
orwasserstoff in einem Schritt erfolgen (Sakakibara S., Shi-
monishi Y., Kishida Y., Okada M., Sugikara H., Bull Soc.
Japan 40, 2164-2167 [1967]). Bei der Verwendung von Nim-
Dinitrophenyl wird die Entfernung der Schutzgruppe noch
vor der mit HF vorgenommenen Abspaltung durchgefiihrt.
Das geschiitzte Peptidharz wird in propylaminhaltigem
Dimethylformamid verriihrt und nach Entfernung des
Losungsmittels in der iiblichen Weise mit HF behandelt. Ist
die hergestellte Verbindung ein Peptidalkylamid, so wird das
Peptid durch Alkylammonolyse von dem Harz abgetrennt
und dann - abhéngend von dem Charakter der Schutzgrup-
pen - katalytisch hydriert und/oder sauer hydrolysiert.

Das rohe Produkt wird nach dem mit HF vorgenomme-
nen Abtrennen durch Gelfiltration gereinigt. Dazu dient eine
Saule aus Sephadex G25, eluiert wird mit essigsauren Losun-
gen.

Zur weiteren Reinigung werden HPLC-Séulen (Hoch-
druckflissigkeitschromatographie) und/oder Silikagelchro-
matographie herangezogen. Die Reinheit der Peptide wird
durch Aminoséureanalyse und mittels Diinnschichtchromato-
graphie untersucht. Die R-Werte der Diinnschichtchromato-
graphie wurden an Kieselgel (DC Alufolie, Merck) mit den
folgenden Losungsmittelgemischen ermittelt:

1. Athylacetat/ Pyridin/Essigsdure/Wasser 30:20:6:11
2. Athylacetat/ Pyridin/Essigsdure/Wasser 60:20:6:11
3. Athylacetat/ Pyridin/Essigsidure/Wasser 120:20:6:11
4. Athylacetat/Pyridin/ Essigsdure/Wasser 240:20:6:11
5. n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Athylacetat 1:1:1:1
6. n-Butanol/Essigsaure/Wasser 4:1:1
7.i-Propanol/1M Essigsdure 2:1
8. Athylacetat/ Pyridin/Essigsdure/Wasser 5:5:1:3
9. n-Butanol/Essigsdure/ Ammoniak (conc.,
Ammoniak und H20 = 1:4)/Wasser 6:1:1:2
10. Methylithylketon/Essigsdure/Wasser 125:15:20

Beispiel 1
D-Phe®, GIn®-Gonadoliberin (M: 1243)

a) Synthese

1,25 g (1 mMol) Benzhydrylaminhydrochlorid-Harz
[0,8 mM/g, Pierce] werden 2 Stunden lang in Dichlormethan
gequellt. Bei der Acylierung mit den Aminosiuren wird
jeweils der folgende Zyklus wiederholt:
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Schritt  Reagens, Arbeitsgang Rithrdauer,
min
J— \1 ALY T )
s 1 CH:Clz, Waschen 3 x 1
2 33% Trifluoressigsdure im Gemisch mit [
67% CH:Clz, Waschen 3 x ,
3 (dito) 25
4 CH2Cl2, Waschen 3 x 1
" 5 CHClIs, Waschen 2 x 1
6 Gemisch aus 10% Tridthylamin 2
und 90% CHCIls, Waschen 2 x
7 CHCls, Waschen 2 x 1
8 Athano] Waschen 2 x 1
5 9 CH-:Cl,, Waschen 2x 1
10 3 mMol BOC-Aminosiure, in 60
Dichlormethan geldst*, und (verschie-
3 mMol DCC oder DIC, in CHzCl2 den)
gelost
" 11 CH:Cl,, Waschen 2 x |
12 Athanol, Waschen 2 x 1

s * Bei Kopplung von Gln wird mit der Methode des aktiven
Esters tiber BOC-GIn-ONP gekoppelt; im Falle von Pyroglu-
taminsdure wurde ohne Schutzgruppe gearbeitet.

Nach dem letzten Schritt betrigt das Gewicht des Glp-
30 His(Tos)-Trp~Ser(OBzl)-Tyr(OBzl)-D-Phe-Leu-Gln-Pro—
Gly-Peptidharzes 2,28 g.
AW: 1a05 g (66%) (Mgesch. Peptid * 1577)

b) Abspalten mit HF
35 Zu dem Harz werden 3 ml Anisol und 100 mg Dithiothreit
gegeben, dann werden in dem Gemisch 30 ml HF konden-
siert. Das Gemisch wird bei 0 °C eine Stunde lang geriihrt.
Anschliessend wird der Fluorwasserstoff im Stickstoffstrom
entfernt, der Riickstand wird in absolutem Ather suspendiert
und dann filtriert. Der feste Riickstand wird in 50%iger Essig-
sdure gewaschen. Das Filtrat wird bei 37 °C eingedampft.
Der Riickstand wurde unmittelbar der Gelchromatographie
zugefithrt (s. folgenden Punkt).

4

<

45 ¢) Gelchromatographie

Die gemdss dem vorhergehenden Punkt erhaltene Sub-
stanz wurde an einer Saule aus Sephadex G25 (2,5 x 100 cm)
mit 50%iger Essigsaure als Elutionsfliissigkeit gereinigt. Die
Elution wurde mittels der Absorption von UV-Licht der Wel-
lenldnge 280 nm sowie mittels Diinnschichtchromatographie
verfolgt. Die Elutionsgeschwindigkeit betrigt 15 ml/h. Die
Fraktionen zwischen 300 ml und 350 ml werden gesammelt
und lyophilisiert. Gewicht: 690 mg (55%).

5

=]

d) Priparative Hochdruckfliissigkeitschromatographie

Es wurde eine priparative HPLC-Séule der Masse
2,5x% 45 cm (Cis-Silikagel LRP-1, 13-24 pm; Whatman) ver-
wendet. Diese wurde mit einem Gemisch aus 25% Methanol
und 75% 30%iger Essigsdure dquilibriert. Nach Einstellen des
Gleichgewichtes werden 230 mg der gelchromatisch gereinig-
ten Substanz, gelost in dem gleichen Losungsmittelgemisch,
auf die Sdule aufgebracht. Eluiert wurde mit einem Metha-
nol/Essigsdure-Gradienten, dessen Zusammensetzung sich
zwischen 25% Methanol/75% 30%ige Essigsdure und 40%

65 Methanol/60% 30%ige Essigsdue linear dndert.

Die Elutionsgeschwindigkeit betrigt 2 ml/min, der Druck
3,5-10° Pa. Die Fraktionen werden mit UV-Licht der Wellen-
ldnge 280 nm detektiert, ihr Gehalt wird diinnschichtchroma-



tographisch kontrolliert. Das Gewicht des reinen Endproduk-
tes D-Phef, GIln3-GnRH betrigt nach dem Lyophilisieren
133 mg. Das entspricht, auf die Gesamtmenge der Substanz
bezogen, 399 mg (32%) an gereinigtem Endprodukt.

R!=0,76 Ri=0,68 Rf{=0,33 R}=093 R}=0,83

Aminosdureanalyse:
Gly: 1,02 Pro: 0,95 Leu: 1,00 Phe: 1,02
Tyr: 1,01 Ser: 0,93 His: 0,99 Glu: 1,96

. Schmp.: 175-178 °C; [0} = — 68° (c=0,1, 0,1 M AcOH)

Beispiel 2
Trp’, Glnt-Gonadoliberin (M: 1226)

a) Synthese

Ausgehend von 2,5 g (1 mM) Benzhydrylaminhydrochlo-
ridharz [0,4 mAqu./g] wird auf die im Beispiel 1 unter Punkt
a) beschriebene Weise das Peptidharz Glp-His(DNP)-Trp-
Ser(OBzl)-Tyr-Gly-Trp-Gln-Pro-Gly-Harz hergestellt. Das
Gewicht des Peptidharzes betréigt 3,62 g

AW 1a12 g (76%) (Mgesch. Peptid * 1468)

b) Entfernung der Schutzgruppen und Abspalten des Pep-
tides vom Harz

Abspalten der Dinitrophenyl-Schutzgruppe (DNP)

Das Peptidharz wird in dem Gemisch aus 20 ml Dimethyl-
formamid und 1 ml Propylamin bei Raumtemperatur eine
Stunde lang geriihrt. Anschliessend wird das Harz abfiltriert
und mit Dichlormethan, dann mit Athanol gewaschen.

Spaltung mit HF

Nach der Entfernung der Dinitrophenyl-Schutzgruppe
werden auf die im Beispiel 1 unter Punkt b) beschriebene
Weise das Peptid vom Harz bezichungsweise die Schutzgrup-
pen vom Peptid abgespalten. Nach Abschluss der beiden
Schritte verbleiben 0,8 g (65%) Substanz.

¢) Gelchromatographie

Man arbeitet auf die im Beispiel 1 unter Punkt c) angege-
bene Weise. Das Gewicht der gesammelten und lyophilisier-
ten Fraktionen betrédgt 520 mg (42%).

d) Priparative Hochdruckfliissigkeitschromatographie

Man arbeitet auf die im Beispiel 1 unter Punkt d) angege-
bene Weise mit dem Unterschied, dass die Aquilibrierung mit
einem Gemisch aus 18% Methanol und 82% 30%iger Essig-
sdure vorgenommen wird. Die gelchromatographisch gerei-
nigte Substanz wird mit einem Methanol/Essigsdure-
Gemisch, dessen Zusammensetzung sich zwischen 18%
Methanol/82% 30%ige Essigsiure und 35% Methanol/65%
30%ige Essigsdure linear éndert, von der Saule eluiert. Die
Fraktionierung sowie die sonstigen Bedingungen stimmen mit
denen in Beispiel 1d) iiberein. Das Gewicht des lyophilisier-
ten Endproduktes betrdgt 380 mg (31%).

R!=0,66 Ri=0,57 R{=0,78

Aminosdureanalyse:
Glu: 1,93 Gly: 2,04 Pro: 1,00 Tyr: 0,98
Ser: 093 Trp: 1,86 His: 1,03 '

Beispiel 3
Trp?, Leus, desGlyNH:!°-Gonadoliberin-dthylamid
(M=1198)

a) Synthese

Als erster Schritt der Synthese wird BOC-Pro in literatur-
bekannter Weise (Merrifield, R.B., J. Am. Chem. Soc. 86, 304
[1964]) an ein chlormethyliertes Polystyrolharz gekoppelt.2 g
- des auf diese Weise erhaltenen BOC-Pro~Harzes [0,5
mAqui./g] werden zwei Stunden lang in Dichlormethan
gequellt, und dann werden auf die unter Punkt a) in Beispiel
1 beschriebene Weise schrittweise die entsprechenden
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geschiitzten Aminosduren an das Harz gekoppelt. Nch dem

letzten Zyklus erhilt man 3,02 g des Peptidharzes Glp-

His(DNP)-Trp-Ser(OBzl)-Tyr(OBzl)-Gly-Trp-Leu-Pro.
AW: 1,02 g (83%) (Mgesch. Peptid + 1486)

(¥

b) Entfernung der Schutzgruppen und Abspalten des Pep-
tids vom Harz

Zuerst wird gemiss Punkt b) des Beispiels 2 die Dinitro-
phenyl-Schutzgruppe von dem Histidin abgetrennt.

10 Anschliessend wird das Peptid in Form des Athylamids vom
Harz abgespalten (Coy, D.H., et al., Biochemistry 13, 323-326
[1974]). Zu diesem Zweck werden auf das geschiitzte Peptid-
harz 15 ml Athylamin aufkondensiert, und das Gemisch wird
bei 0 °C 3 Stunden lang geriihrt. Der Uberschuss des Amins

15 wird mittels Stickstoff ausgetrieben. Dann wird mit Metha-
nol, anschliessend mit Dimethylformamid gewaschen. Die
DMF-Losung wird eingedampft und das als Eindampfriick-
stand erhaltene Ol mit Ather verrieben. Der Niederschlag
wird abfiltriert.

0  Die auf diese Weise erhaltene Festsubstanz wird geméss
Punkt b) des Beispiels 1 zwecks Entfernung der Schutzgrup-
pen mit gasférmigem Fluorwasserstoff behandelt. Man erhilt
710 mg (59%) Nonapeptididthylamid.

25 ¢) Gelchromatographie

Man arbeitet auf die unter Punkt c) des Beispiels 1
beschriebene Weise mit einer Sdule aus Sephadex G25 und
verwendet als Elutionsmittel 30%ige Essigsdure. Das Gewicht
der gesammelten und lyophilisierten Fraktionen betrigt

30 490 mg (41%).

Das rohe Peptid wird an einer Sdule aus Kieselgel 60
(230-400 mesh, Merck) der Masse 2 X 100 cm weiter gereinigt.
Eluiert wird mit einem Gemisch aus Athylacetat, Pyridin,
Essigsdure und Wasser im Verhiltnis 30:20:6:11. Die Durch-

35 flussgeschwindigkeit betréigt 8 ml/h. Fraktionen zu je 4 ml
werden aufgefangen, und die Elution wird diinnschichtchro-
matographisch verfolgt.

Die dem Gonadoliberinithylamid Trp’,Leut,des GlyNH7°
entsprechenden Fraktionen werden auf Grund der Amino-

40 sdureanalyse bestimmt. Man erhilt 320 mg (26%) lyophilisier-
tes Material.

Ri=0,61 R}=042 Rf=075

Aminosdureanalyse:

Glu: 0,96 Gly: 0,97 Pro: 0,95 Leu: 1,00
45 Ser: 0,89 Tyr: 1,02 Trp: 1,88 His: 1,03

Beispiel 4
Phe’,Gln3-Gonadoliberin (M =1187)
a) Synthese

50 1,25 g (1 mMol) Benzhydrylaminhydrochlorid-Harz (0,8
mAqu./g) lisst man zwei Stunden lang in Dichlormethan
quellen. Daraus werden auf die im Beispiel 1a beschriebene
Weise 2,9 g des Peptidharzes Glp-His(Tos)-Trp-Ser(OBzl)-
Tyr(OBzl)-Gly-Phe-Gin-Pro-Gly-Harz hergestellt.

55 AW:1,27 g (83%) (Mgesch. peptia: 1521)

b) Abspalten der Schutzgruppen
Das geschiitzte Peptid wird auf die im Beispiel 1b)
beschriebene Weise mit wasserfreiem HF behandelt. 980 mg
60 (82%) ungeschiitztes Peptid werden erhalten.

¢) Gelfiltration
Das rohe Decapeptidamid wird auf die im Beispiel 1¢)
beschriebene Weise an einer mit Sephadex G-25 gefiillten
65 Saule mit 2 M Essigsiure gereinigt. Ausbeute: 576 mg (49%).

d) Priparative HPL-Chromatographie
Man arbeitet auf die im Beispiel 1d) beschriebene Weise
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mit dem Unterschied, dass das Gel LRP-1 mit einer 10%
Methanol und 20% Essigsdure enthaltenden wéssrigen
Losung dquilibriert wird. Eluiert wird mit einem linearen
Gradienten, der in 20%iger Essigsdure von 10% aus anstei-
gend bis zu 25% Methanol enthélt (2 x 150 ml). Dann wird die
Elution mit einem zwischen 25% und 40% ansteigend Metha-
nol enthaltenden linearen Gradienten (2 x 150 ml) fortgesetzt.
Die das reine Peptid enthaltenden Fraktionen werden gesam-
melt und eingedampft.

Ausbeute: 448 mg (38%)

R}=0,12 R{=07 Rf=024 Rl=

Aminosdureanalyse:
Ser: 0,87 Glu: 2,05 Pro: 1,03 Gly: 2,13
Tyr: 0,92 Phe: 1,00 His: 0,95 Trp: 0,81

Schmp.: 182°C

Beispiel 5
Phe’,Leut-Gonadoliberin (M =1172)

a) Synthese

0,62 g (0,5 mMol) Benzhydrylaminhydrochlorid-Harz (0,8
mAqu./g) lisst man zwei Stunden lang in Dichiormethan
quellen. Dann wird auf die im Beispiel 1a) beschriebene
Weise das Peptidharz Glp-His(Tos)-Trp-Ser(OBzl)-
Tyr(OBzl)-Gly-Phe-Leu-Pro-Gly-Harz hergestellt.

Ausbeute: 1,33 g.

AW: 695 mg (92%) (Mgesch. Peptid + 1506)

0,87

b) Behandeln mit HF

Das geschiitzte Peptid wird auf die im Be1sp1e1 1b)
beschriebene Weise mit wasserfreiem HF behandelt. Man
erhilt 510 mg (87%) rohes Decapeptid.

¢) Gelfiltration

Das gemiss Schritt b) erhaltene rohe Decapeptidamid
wird auf die im Beispiel 1c) beschriebene Weise an einer
Sdule aus Sephadex G-25 mit 2 M Essigsdure gereinigt. Aus-
beute: 363 mg (62%).

d) Chromatographie an Silikagel

Zur weiteren Reinigung des Peptids dient eine mit Kiesel-
gel 60 gefiillte Siule der Masse 2 x 100 cm, die mit einem im
Verhiltnis 1:1:1:1 bereiteten Gemisch aus n-Butanol, Essig-
siure, Wasser und Athylacetat eluiert wird. Der Gehalt der
Fraktionen wird UV-spektroskopisch sowie mittels Diinn-
schichtchromatographie kontrolliert. Man erhélt 299 mg
(51%) des reinen Decapeptidamids.

R}=0,55 R#=039 Ri=0,62 R}=0,73

Aminosdureanalyse:
Ser: 0,91 Glu: 097 Pro: 1,07 Gly: 2,12
Leu: 1,00 Tyr: 1,03 Phe: 0,94 His: 1,05

Beispiel 6
D-Phes,HIn® desGlyNHf-Gonadoliberin-ithylamid
(M=1198)

a) BOC-His(DNP)-Trp-OMe (M =622,52)

21,12 g (50 mMol) BOC-His(DNP)-OH werden in 100 ml
Dimethylformamid geldst. Die Losung wird auf 0 °C gekiihlt
und unter Riihren mit 10,32 g (50 mMol) Dicyclohexylcarbo-
diimid und 7,66 g (50 mMol) N-Hydroxybenztriazol versetzt.
Das Gemisch wird bei 0 °C 10 Minuten lang geriihrt, dann
wird das ausgeschiedene Dicyclohexylkarbamid abfiltriert.

12,74 g (50 mMol) H-Trp-OMe- HCI werden in 70 ml
Dimethylformamid gel6st, und die Losung wird auf 0 °C
gekiihlt. Man gibt 6,94 ml (50 mMol) Tridthylamin zu der
Lésung und filtriert nach 5Sminiitigem Riihren das ausgeschie-
dene Tridthylamin-hydrochlorid ab.

Die beiden Losungen werden vereinigt und iiber Nacht -
bei 0 °C geriihrt. Anderntags wird das ausgeschiedene DCU
abfiltriert und das Filtrat zur Trockne eingedampft. Das

zuriickbleibende Ol wid in 500 ml Athylacetat geldst. Die
Losung wird zuerst mit 3 x 100 ml eiskalter | M KHSO.-
Losung, dann mit 5 x 160 ml gesattigter Natriumhydrogencar-
bonatlgsung und schliesslich mit 2 x 100 ml 10%iger NaCl-

5 Losung ausgeschiittelt. Die organische Phase wird iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und nach dem Filtrieren zur
Trockne eingedampft. Der 6lige Riickstand wird mit Petrol-
dther verrieben, filtriert und dann getrocknet. Die erhaltene
kristalline Substanz wurde in Athylacetat gelost und mit

10 Petroldther ausgefillt.
Ausbeute: 27,70 g (89%)
Schmp.: 119-122°C
[a]# = +14,1° (c=1, in Dimthylformamid)
Rf=0,62 Ri=0,41
15
b) H-His(DNP)-Trp-OMe-2HCI (M = 522,49 [freie Base]
595,41 [-2HCL)
24,9 g (40 mMol) des Dipeptids BOC-His(DNP)-Trp-
OMe werden in 100 ml Methanol gelost. Zu der Losung wer-
20 den 100 ml 4n methanolische Salzsédure gegeben. Das
Gemisch wird bei Raumtemperatur 30 Minuten lang stehen-
gelassen. Das in dieser Zeit auskristallisierende Dipeptid-
esterhydrochlorid wird abfiltriert, mit Ather gewaschen und
dann getrocknet.
Ausbeute: 21,91 g (92%)
Schmp.: 198-202 °C
[a}#=0,49° (c=1, in Dimethylformamid)
R}=046 R{=0,18

25

¢) Glp-His(DNP)-Trp~-OMe (M =633,60)

4,85 g (36,8 mMol) L-Pyroglutaminsiure, 7,58 g Dicyclo-
hexylcarbodiimid und 5,63 g N-Hydroxybenztriazol werden
in 100 ml Dimethylformamid gelost. Das Gemisch wird bei
5-10 °C 10 Minuten lang geriihrt und dann das ausgefaliene
35 DCU abfiltriert.

20,84 g (35 mMol) H-His(DNP)-Trp-OMe-2HCI werden
in 100 ml Dimethylformamid geldst und zu der Lésung
9,72 ml (70 mMol) Tridthylamin gegeben. Nach 5Sminiitigem
Riihren wird das ausgeschiedene Tridthylaminhydrochlorid
4o abfiltriert. Die beiden Losungen werden vereinigt und iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Anderntags wird das
Gemisch mit 90 ml Aceton versetzt, die sich ausscheidende
unlésliche Substanz wird abfiltriert. Das Filtrat wird einge-
dampft. Das zuriickbleibende Ol wird mit Athylacetat verrie-
45 ben und dann getrocknet. Die trockene kristalline Substanz
wird mit 3 x 25 ml Wasser gewaschen und erneut getrocknet.
Die Substanz kann durch kochendes Losen in Athylacetat
und Abkiihlen der Losung umkristallisiert werden.

Ausbeute: 18,42 g (83,1%)

Schmp.: 148-151 °C

[a]5 = +5,2° (c=1, in Dimethylformamid)

Ri=0,53 R¢=0,38

30

50

d) Glp-His-Trp-OMe (M = 466,50)

15,84 g des geschiitzten Tripeptids Glp-His(DNP)-Trp-
OMe werden in einem Gemisch aus 100 ml Dimethylforma-
mid und 40 ml Wasser gelgst. Die Losung wird mit 4 ml Mer-
captoithanol versetzt und dann mit Tridthylamin auf pH 8
gestellt. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur 30 Minuten
60 lang stehengelassen und dann im Vakuum zur Trockne einge-
dampft. Der 6lige Riickstand wird mit Ather verrieben, fil-
triert und getrocknet. Die erhaltene Substanz wird in wenig
Methanol gelost und durch Zusatz von Ather ausgefillt, Die
Kristalle werden abfiltriert und getrocknet.

Ausbeute: 10,92 g (93,6%)

Schmp.: 228-232°C

[0]B = +4,04° (c=0,42, in Dimethylformamid)

R?=0,30

55

65



¢) Glp-His-Trp-N:2H3; (M =466,51)

9,33 g (20 mMol) des Tripeptids Glp-His-Trp-OMe wer-
den in 250 ml Methanol gelost und zu der Losung 20 ml
98%iges Hydrazinhydrat gegeben. Das Reaktionsgemisch
wird 3 Stunden lang bei 40 °C, dann iiber Nacht bei Raum-
temperatur geriihrt. Anderntags wird die ausgeschiedene Sub-
stanz abfiltriert, mit kaltem Methanol gewaschen und dann
getrocknet. .

Ausbeute: 7,58 g (81,2%)

Schmp.: 166-169 °C

[} = —22,3° (¢=0,5, in Dimethylformamid)

R{=0,50 R?=0,14

f) Glp-His~Trp-Ser-Tyr-OMe (M =716,8)

7,0 g (15 mMol) Glp-His-Trp-N2Hs (Produkt des Schrit-
tes €) werden in 60 ml Dimethylformamid geldst. Die Losung
wird auf 0 °C gekiihlt und unter Riihren mit 7,5 ml (45 mMol)
6n HCI versetzt. Dann tropft man langsam die geséttigte
wissrige Losung von 1,035 g (15 mMol) NaNO: zu dem
Gemisch und riihrt weitere 15 Minuten bei 0 °C. Dann ver-
setzt man das Gemisch mit der Losung von 4,78 g (15 mMol)
H-Ser-Tyr-OMe-HCl in 15 ml Dimethylformamid und stellt
den pH-Wert mit 6,25 ml (45 mMol) Tridthylamin auf neutral.
Das Gemisch wird iiber Nacht bei 0—4 °C geriihrt, anderntags
im Vakuum zur Trockne eingedampft und der 6lige Riick-
stand mit Ather verrieben.

Das Gewicht des pulverformigen Produktes betrigt 12,1 g
(100%). Das Chromatogramm zeigt Flecken von zwei gering-
fiigigen Verunreinigungen, jedoch kann das Produkt ohne
zwischenzeitliche Reinigung zum Hydrazid umgesetzt wer-
den, welches gut kristallisiert. Physikalische Daten der zur
Kontrolle aus Methanol umkristallisierten Substanz:

Schmp.: 188-190 °C

[o]F = —3,48° (c=1, Dimethylformamid)

R{=0,58 R}=0,26

g) Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Nz2Hs (M =716,8)

12 g des rohen, pulverisierten Pentapeptidesters Glp-His—
Trp-Ser-Typ-OMe werden in 200 ml Methanol gelost und zu
der Losung 10 ml 98%iges Hydrazinhydrat gegeben. Das
Gemisch wird bei 40 °C drei Stunden lang und dann iiber
Nacht bei Raumtemperatur gerithrt, die ausgefallenen Kri-
stalle werden abfiltriert und im Exsikkator iiber konzentrier-
ter Schwefelsdure getrocknet. Die getrocknete kristalline Sub-
stanz wird in 250 ml 0,5 n HCI gelost, die Losung mit konzen-
trierter Sodalésung auf pH 8 gestellt und bei 0 °C zwei Stun-
den lang stehengelassen. Die ausgefallenen Kristalle werden
abfiltriert, mit eiskaltem Wasser gewaschen und dann
getrocknet.

Ausbeute: 6,12 g (auf beide Schritte bezogen 56,9%)

Schmp.: 205-206 °C

[a]8 = —21,51° (c=1, Dimethylformamid)

R{=0,39 R?=0,14

Hydrazinstickstoff: berechnet: 3,91%, gefunden: 3,79%,
3,76%

h) Z-Glo-Pro-NHEt (M =405,4)

3,242 g Prolinithylamid (hergestellt aus 22,8 mMol Z-
Pro-NHEt durch Hydrieren) werden in 70 ml Tetrahydrofu-
ran gelost und zu der Losung 5,60 g (20 mMol) Z-GIn-OH
und 1,034 g N-Hydroxybenztriazol gegeben. Das Reaktions-
gemisch wird auf dem Eisbad gekiihlt und unter Rithren mit
der Losung von 5,34 g (25,9 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid
in 50 ml Tetrahydrofuran gegeben. Das Reaktionsgemisch
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gelost. Die Losung wird mit 3 x 35 ml mit der fiinffachen
Menge Wassers verdiinntem Ammoniak, dann mit 2 x 20 ml
Wasser, anschliessend mit 3 x 35 ml Salzsdure und schliess-
lich erneut mit 2 x 20 ml Wasser gewaschen. Dann wird die

5 organische Phase iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet
und filtriert. Das Filter wird mit Chloroform nachgewaschen.
Dann wird die Lésung zur Trockne eingedampft. Der dlige
Riickstand wird in einem Gemisch aus 35 ml Tetrahydrofuran
und 50 ml Athylacetat gelést und die Losung filtriert. Nach

10 Abdampfen des Losungsmittels bleibt ein Ol zuriick, das mit
100 ml Ather kristallisiert wird. Die feste Substanz wird auf
dem Filter mit Ather gewaschen und dann im Vakuum
getrocknet. Man erhilt 7,68 g (95%) Produkt.

R§{=0,45 R}=0,73

15

i) Z-Leu-Gin-Pro-NHEt (M = 518,57)

4,5 g (11 mMol) des geschiitzten Dipeptidamids Z-GIn-
Pro-NHEt werden in 30 ml Eisessig gelost. Zu der Losung
werden 55 ml 4n eisessigsaure Bromwasserstoffsidure gege-

20 ben. Das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur 1%
Stunden lang stehengelassen, dann mit 250 ml Ather versetzt
und wieder eine Stunde stehengelassen. Die iiber dem Nie-
derschlag stehende Fliissigkeit wird dekantiert, der Riick-
stand mit 100 ml Ather aufgeschldmmt, nach 15 Minuten

25 abfiltriert und mit reichlich Ather gewaschen. Die hygrosko-
pische feste Substanz wird im Vakuum iiber Phosphorpent-
oxyd und Natriumhydroxyd getrocknet. Ausbeute: 4,9 g
(hygroskopisch).

3,8 g (11 mMol) des erhaltenen Dipeptidithylamidhydro-

3¢ bromids werden in 150 ml Chloroform suspendiert. Zu der
Suspension werden 7,0 ml Tridthylamin gegeben. Dann wird
das Reaktionsgemisch mit der Losung von 6,4 g Z-Leu—pen-
tachlorphenylester in 65 ml Chloroform versetzt und iiber
Nacht geriihrt. Anderntags wird das Reaktionsgemisch mit In

35 Salzsdure, gesittigter Kochsalzlésung, 2n Ammoniak und
schliesslich wieder mit gesittigter Kochsalzlosung extrahiert.
Die organische Phase wird iiber wasserfreiem Natriumsuifat
getrocknet und dann im Vakuum eingedampft. Der Riick-
stand wird mit Ather verrieben, die Festsubstanz abfiltriert,

40 mit Ather gewaschen und dann im Vakuum getrocknet. Man
erhilt 4,6 g (81%) Rohprodukt.

j) GH-Leu-GIn-Pro-NHEt- HBr (M =465,5)
Von dem auf die unter Punkt i) beschriebene Weise herge-
45 stellten Tripeptid Z-Leu-Gln~Pro-NHEt wird die Schutz-
gruppe ohne zwischenzeitliche Reinigung entfernt. Zu diesem
Zweck wird das Produkt in 10 ml eisessigsaurer Bromwasser-
stofflosung gelost. Die Losung wird bei Raumtemperatur eine
Stunde lang geriihrt und dann das Produkt durch Zusatz von
s0 100 ml wasserfreiem Ather ausgefillt. Die Substanz wird
abfiltriert und im Exsikkator getrocknet. Das Produkt ist ein
gelbes hygroskopisches Pulver.
Ausbeute: 3,54 g (76%)
RE=0,42 R{=0,13 R{=0,55 R{=0,1
55

k) BOC-D-Phe-Leu-Gln-Pro-NHEt (M =631,74)

2,33 g (5 mMol) des Tripeptidhydrochlorids H-Leu-Gln-
Pro-NHEt- HBr werden in 5 ml Dimethylformamid geldst.
Die Losung wird auf 0 °C gekiihlt und zuerst mit 0,70 ml (0,5

60 mMol) Tridthylamin und dann mit der Lésung von 2,57 ml
(5 mMol) BOC-D-Phe-pentachlorphenylester in 10 ml
Dimethylformamid versetzt. Der pH-Wert der Losung wird
mit Trimethylamin auf einen Wert zwischen 7 und 8 gestellt.
Das Gemisch wird bei Raumtemperatur 48 Stunden lang

wird auf dem Eisbad 5 Stunden lang, dann bei Raumtempera- , gerithrt. Wahrend dieser Zeit wird der pH-Wert mit Trithyl-

tur noch 20 Stunden lang geriihrt, filtriert und das Filter mit
Tetrahydrofuran nachgewaschen. Das Filtrat wird im
Vakuum eingedampft und der Riickstand in Chloroform

amin auf dem angegebenen Wert gehalten. Dann wird die
Lésung im Vakuum eingedampft, der Riickstand wird in
100 m! Chloroform gelést und die Lésung mit 10 x 10 ml
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0,1 M Ammoniak gewaschen. Dann wird die organische
Phase iiber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und einge-
dampft. Der olige Riickstand kann durch Behandeln mit
Ather in ein Pulver iiberfiihrt werden. Das getrocknete Roh-
produkt wiegt 2,81 g (89%). Die Schutzgruppe wird ohne wei-
tere Reinigung entfernt.

1) H-D-Phe-Leu-Glin-Pro-NHEt- TFA (M = 645,65)

1,26 g (2 mMol) des Tetrapeptids BOC-D-Phe-Leu-Gln-
Pro-NHEt werden in 10 ml Trifluoressigsdure gelost. Die
Losung wird bei Raumtemperatur 20 Minuten lang geriihrt.
Die Triftuoressigsdure wird dann im Vakuum schnell ent-
fernt. Der Riickstand wird an einer Silikagelsdule mit einem
im Verhiltnis 4:1:1 bereiteten Gemisch aus n-Butanol, Essig-
sdure und Wasser chromatographiert. Die Produktfraktionen
werden gesammelt und im Vakuum eingedampft. Der Riick-
stand wird in wenig Wasser geldst und dann lyophilisiert.

Ausbeute: 880 mg (68%)

R7=025 Rf{=035

Schmp.: 142 °C; [a]} = — 66° (c=0,1, Dimethylforma-
mid).

m) Glp-His-Trp-Ser-Ty-D-Phe-Leu-Gln-Pro~-NHEt
M=1199)

286 g (0,4 mMol) des geméss Schritt g hergestellten Penta-
peptidhydrazids Glp-His-Trp-Ser-Tyr-N:H; werden in
10 ml Dimethylformamid gelost. Die Losung wird auf
— 10 °C gekithlt und unter Rithren mit 0,27 ml 6n Salzsdure
und dann mit der gesittigten wéssrigen Losung von 30,2 mg
NaNO: versetzt. Nach 5 Minuten gibt man die mit einem
Gemisch aus | m! Dimethylformamid und 0,27 m! Tridthyla-
min bereitete und auf — 10 °C gekiihlte Lésung von 258 mg
(0,4 mMol) H-D-Phe-Leu-Gln-Pro-NHEt-TFA zu dem
Gemisch. Das Reaktionsgemisch wird eine Stunde lang bei
—5°C, dann eine weitere Stunde lang bei 0 °C geriihrt,
wobei der pH-Wert notwendigenfalls durch Zusatz von Tri-
dthylamin auf einem neutralen Wert gehalten wird. Schliess-
lich lasst man die Temperatur auf Raumtemperatur ansteigen
und dampft das Reaktiosngemisch im Vakuum ein.

Das nach dem Verdampfen erhaltene Ol wird in 5 ml 0,2n
Essigsdure gelost und an einer Sédule aus Sephadex G25
(2 x 95 cm) mit 0,2n Essigsdure chromatographiert. Die ent-
sprechenden Fraktionen werden gesammelt und lyophilisiert.

Ausbeute: 298 mg (62%)

R{=074 Ri=0,65 R{=037 R{=0,80

Aminosdurenanalyse
Ser: 0,89 Pro: 0,97 Leu: 1,00 Phe: 0,99
Glu: 1,98 His: 1,01 Tyr: 1,03 Trp: 0,91

Beispiel 7
Trp’Gln?,desGly!*-Gonadoliberinithylamid (M = 1220)

a) BOC-GIn-Pro-NHET (M =370)

1,0 g (7 mMol) Prolindthalamid wird in 15 ml Dimethyl-
formamid geldst. Der pH-Wert der Losung wird mit Tridthyl-
amin auf 8 eingestellt. Zu der Lésung wird die Losung von
3,2 g (8,4 mMol) tert.-Butoxycarbonyl-glutaminyl-p-nitrophe-
nylester in 15 ml Dimethylformamid gegeben. Das Reaktions-
gemisch wird bei Raumtemperatur 48 Stunden lang geriihrt.
Wihrend dieser Zeit wird der pH-Wert mit Tridthylamin bei 8
gehalten. Der nach dem Eindampfen des Reaktionsgemisches
verbleibende 6lige Riickstand wird in Wasser gelost, die
Losung mit Ather gewaschen und die wissrige Phase im
Vakuum eingedampft. Ausbeute: 1,93 g (74,5%)

R}=0,76.

b) H-GIn-Pro-NHEt. TFA (M =270 [freie Base], M =367
[TFA-Salz])
1,9 g (7,2 mMol) BOC-GIn-Pro-NHEt werden in 10 ml

Trifluoressigsdure geldst. Das Gemisch wird bei Raumtempe-
ratur 20 Minuten lang gerithrt und dann im Vakuum einge-
dampft. Der Riickstand wird mit Ather verrieben, abfiltriert
und im Vakuum getrocknet. Ausbeute: 1,52 g (58%).
s Ri=045 Ri=045 RP=0,25 R{=030
Die Substanz ist hygroskopisch.
[ = —34,8° (c=1, Methanol).

¢) BOC-Trp-Gln-Pro-NHEt (M =557)

10 500 mg (1,85 mMol) H-Gln-Pro-NHEt werden in 10 ml
Dimethylformamid gelgst. Der pH-Wert wird mit Tridthyl-
amin auf 8 eingestellt. Zu dem Reaktionsgemisch gibt man
608 g (2 mMol) tert.-Butoxycarbonyl-tryptophan in 10 ml
Dimethylformamid und 620 ul (4 mMol) N,N’-Diisopropyl-

15 carbodiimid. Das Reaktionsgemisch wird bei Raumtempera-

tur 48 Stunden lang geriihrt und dann im Vakuum einge-

dampft. Der Riickstand wird in Athylacetat gelost und mit

Ather ausgefillt. Das ausgefallene Produkt wird abfiltriert,

mit Ather gewaschen und dann getrocknet.

Ausbeute: 740 mg (72%)
R?=0,75 Ri=0,38
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d) H-Trp-Glno-Pro-NHEt- TFA (M = 456,5 [freie Base],
M =554 [TFA-Salz))
700 mg (1,25 mMol) BOC-Trp-Gln-Pro-NHEt werden in
15 ml eines im Verhiltnis 1:1 bereiteten Gemisches aus Tri-
fluoressigsdure und Dichlormethan geldst. Die Losung wird
bei Raumtemperatur 20 Minuten lang geriihrt und anschlies-
send im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird mit Ather
30 verrieben, abfiltriert und getrocknet. Das Rohprodukt
(500 mg) wird an einer Silikagelsdule mit einem im Verhéltnis
47:20:6:11 bereiteten Gemisch aus Athylacetat, Pyridin,
Essigsdure und Wasser chromatographisch gereinigt. Die Pro-
duktfraktionen werden gesammelt und im Vakuum zur
35 Trockne eingedampft. Der Riickstand wird mit Ather verrie-
ben. Man erhalt 360 mg (52%) eines weissen Pulvers.
Ri=046 R}=0,18
Schmp.: 119-123 °C; [a]} = —4,8° (¢=0,1, 0,1n HCI)
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s  ¢) BOC-Gly-Trp-Gln-Prop-NHEt (M =613,7)

350 mg (0,76 mMol) H-Trp-Gln-Pro-NHEt werden in
Dimethylformamid geldst und mit 104 mg (0,8 mMol) BOC-
Gly auf die im Schritt c) beschriebene Weise gekoppelt. Man
erhilt 375 mg (81%) einer kristallinen Substanz.

s Ri=088 Ri{=082 R{=0,61

f) H-Gly-Trp-Gln-Pro-NHEt- TFA (M = 609,6)

375 mg (0,6 mMol) BOC-Gly-Trp-Gln-Pro-NHEt wer-
den auf die im Schritt d) beschriebene Weise von der Schutz-
so gruppe befreit und gereinigt. Man erhélt 285 mg (76,6%) eines

weissen Pulvers.

Rf=0,08 R}=0,16 Ri=0,67 R§=0,28

g) Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Trp-Gln-Pro-NHEt
55 (M =1216,4)

286 g (0,4 mMol) des Pentapeptidhydrazids Glp-His—
Trp-Ser-Tyr-N:Hs werden mit 243,8 mg (0,4 mMol) der
gemdss Schritt m) des Beispiels 6 erhaltenen H-Gly-Trp-
GIn-Pro-NHEt-TFA gekoppelt. Man erhilt 252,9 mg (52%)

60 Reinsubstanz.

R}=0,26 R}=0,32

Aminosdurenanalyse:

Ser: 0,87 Glu: 2,02 Pro: 0,91 Gly: 1,00
Tyr: 1,12 His: 1,05 Trp: 1,80
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Beispiel 8

Bereitung von Injektionen fiir intramuskulére, subkutane
oder intravendse Applikation.
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a) Das Gonadoliberin-Derivat der allgemeinen Formel ()  der Losung wird eine der notwendigen Dosis entsprechende
wird in einer Konzentration von 1-10 mg/ml in destilliertem Menge injiziert.

Wasser, physiologischer Kochsalzlsung oder gepufferter b) Aus dem Gonadoliberin-Derivat der aligemeinen For-
wissriger Losung geldst. Die Losung wird sterilfiltiert und mel (I) bereitet man mit einer 0,9% NaCl und 0,9% Benzylal-
dann in 50-500 pg Wirkstoff enthaltenden Volumina in 5 kohol enthaltenden wissrigen Losung eine Losung der Kon-
Ampullen gefiillt, lyophilisiert, und dann werden die Ampul-  zentration von 20-500 pg/ml und fiillt diese in Ampullen. Die
len verschlossen. Ampullen werden verschlossen. Die auf diese Weise herge-
Vor der Anwendung wird die in der Ampulle enthaltene stellten Praparate sind zur unmittelbaren Applikation geeig-

Substanz in 1-10 ml destilliertem Wasser aufgeldst, und von net.
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