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Verfahren zur Herstellung eines Peptids

Anwehdungégebiet‘der’Erfindunq

Die’ vorllegende Erfindung betrlfft ein Verfahren zur Here
stellung von Peptiden, insbesondere GnRH«Antagonisten, die
die Freisetzung von Gonadotropinen durch die Hypophyse von .
Sdugetieren, einschlieBlich Menschen,\inhlbierena sowie
Methoden zur Verhinderung der Ovulation und/oder Inhibierung
der Freisetzung von Steroiden, Spe21ell bezieht sich die

~vorliegende Erfindung auf Peptide, die die Funktion der Keim-

driisen und die Freisetzung der Steroidhormone Progesteron ,

und Testosteron inhibieren,

Charakteristik der bekannten technischen Lésunagen

Die Hypophyse ist mit einem Stiel an der als Hypothalamus
bezeichneten Region in der Hirnbasis befestigt, Speziell
werden von der Hypophyse das follikolotrope Hormon (FSH) und
das luteogene Hormon (LH), die zusammen manchmal als Gonado~
tropine oder gonadotrope Hormone bezeichnet werden, freige-
"setzt, Diese Hormone regulieren zusammen die ‘Funktion .der
Keimdrlisen zur Erzeugung von Testosteron in den Hoden und
Progesteron und Estrdgen in den Eierstdcken und regulieren .

ferner die Produktion und Reifung von Keimzellen,

Die Frelsetzung eines Hormons durch die Hypophysenvorder~
lappen erfordert gewdhnlich die vorhergehende Freisetzung
einer anderen Klasse von Hormonen, die vom Hypothalamus er=
zeugt werden, Eines der Hypothalamus~Hormone wirkt als Fak-

"ORRASEL 2 g 872
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tor, der die Freisetzung der gonadotropen Hormpne, speziell
LH, auslést, Dieses Hormon wird hisr als GnRH bezeichnet
;Andere5Bazeichnungsweisan sind LH~RH und LRF, GnRH wurde

isoliert und als Decapeptid der folgenden Struktur erkannt s

p=GlumHis=Trp=Ser-Tyr«Gly~Leu~Arg~Pro~Gly=NH,,

~ Peptide sind Verbindungen, die zwei oder mehr Aminosduren
enthalten, in denen die Carboxygruppe der einen Aminosiure
an die Aminogruppe der anderen Aminosdure gebundén ist, Die
oben angegebens' Formel fiir GnRH entspricht der konventionele
len Formeldarstellung von Papfiden. bei der die Aminogruppe |
-links'und'die_Carboxygruppe rechts erscheint, Die Stellung

~ des Aminosdurerestes wird angegeben, indem die Amiﬁoséuggn
reste von links nach rechts'numeriert werden, .Im Falle von
GnRH ist dié.Hydraxygruppe der Carboxygruppe des Glycins
durch die Aminogruppe (NH2) substitulert, Die Abklirzungen

der einzelnen Aminosaurereste in der obigen Formel eind konm
ventionell und sind vom Trivialnamen der jeweiligen Amino-
séure abgeleltet. So bedeutet p~Glu Pyroglutaminsiure, His
Histidin,‘Trp_Tryptpphan, Ser Serin, Tyr Tyrosin; Gly Glycin, .
Leu Léucina Arg Arginin, Pro'Prolin, Phe Phenylalanin und -

- Ala Alanin, Diese sowie Valin, Isoleucin, Threonin, Lysin,

'Asparaginsaure, ‘Agparagin, Glutamin, Cystein, Methioning

- Phenylalanin und Prolin werden als gewdhnliche, natlirlich
vorkommende ‘oder von EiweiBen abgeleitete Aminosauren be~
zeichnet, Mit Ausnahme von. Glycin haben die Aminoséuren ‘der
Peptide der Erfindung L»Konfiguration, wenn nichts anderes
fangegahen ist, ' ‘

Es ist bekannt, daf der Ersatz von Glycin in der 6~Stellung~
von GnRH durch DmAminOSaurQn ein Peptidmaterial llefert, -das
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im Vergleich zu GnRH eine 1~ bis 35fach gro&ere Wirksamkeit
zur Auslbsung der Freisetzung von LH und anderen Gonado~
tropinen durch die Hypophyse von Saugetieren hat,

Ko U, Prasad et al., Iy Med, Chem,, Bd, 19, 492 (1976) ,
stellen fest, daB uine groBere Wirkeamkeit auch durch Sub~
stitution der 3~Position durch 3~(Naphth~1~yl)—A1a envicht
~wird, Der Freisetzungseffekt wird erreicht, wenn das GnRH~

'Analoge einem Sdugetier intravends, subcutan, 1ntramuskular, L

oral, intranasal oder intravaginal verabreicht wird,

/ . .
Es ist weiterhin bekannt, daB die Substitution von‘His,durch
verschiedene Aminoééuren‘(oder die Abspaltung von His) in
2~Poaition des GnRH~Decapeptids zu Analogen fuhrt, die eine
»Inhibierungswirkung auf die Freisetzung von LH und anderen N
Gonadotropinen durch dxe Hypophyse von Saugetieren ausiiben,
Unter bestimmten Unsténden méchte man die Ovulation bei
weiblichen Saugetieren verhindern, Die Verabrelchung von
GnRH~Analogen, die Antagonisten der normalen GnRH~Funktion
sind, wurde zur Verhinderung der Ovulation angewendst, Aus
diesem Grunde werden GnRH~Analoge, die Antagonisten des.
'GnRH sind, als potentielle Kontrazeptiva oder Mittel zur
Regulierung der Empfingnisperiode untersucht. Solche Anta- -
gonisten erweisen sich auch zur Regulierung der Sakretion
von Gonadotropinen bei miénnlichen Sédugetieren als brauchbar
'und kénnen als mannliche Kontrazeptiva verwendat werden,

- Ziel der Erfindun : s

Ziel der Erfinding ist die Bereitstellung neuer Peptide,
~ die starke Antagonisten des endogenen GnRH sind und die -
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Sekretion von LH und die Freisetzung von Steroiden durch
‘die Gonaden von Sdugetieren verhindern,

Darlequng des Wesens der Erfindung

Der Epfindung liegt die Aufgabe'zugrundea neue Pesptide mit
den gewlinschten Eigenschaften und Verfahren zu ihrsr Her~
stellung aufzufinden, '

ErfindungsgemaB warden Peptide zur Verflgung gestellt, die
die Freisetzung von Gonadotropinen in Séug@tiereng eine
échlleBlich'Mensqhen; inhibieren, sowie Methoden zur Inhi-
‘bisrung der Freisétzung von Steroiden durch die Gonaden
ménnlicher und weiblicher Saugetierse, Die verbesserten
‘GnRHe~Analeogen sind GnRH~-Antagonisten und haben eine Inhie
‘bitionswirkung auf die Reproduktionsprozesse von Séugeti@rena
Diese Analogen kﬁnhen zur Inhibierung der Produktion von
Goﬁadotropinén.und Sexualhormonen unter verschisdenen Ume
sténden verwendet werden, z, B, bei vorzeitiger Pubertat,

“ hormonabhéngiger Neoplasie, Dismenorrhoe und Endometriose,

Allgemein wurden entsprechend der vorliegenden Erfindung
_Péptide synthetisiert, die die Sekretion von Conadotropinen
durch die Hypophyse von Siugetieren, einschlieBlich Menschen,
und/oder die Freisetzung veon Steroiden durch die Gonaden

- stark inhibierehg_ﬂiese Peptide sind Analoge von GnRH, in
denen die 1~Position durch Bm(Naphth-zmyl)nD»alanin‘(im
folgenden B~D~2NAL) substituiert ist, die 3~Position durch
D=Trp substituierf ist; die 6~Position und auch die 2~Pow=

~ sition substituiert ist. Der Substituent in 1~Position kann
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S0 modifiziert sein, daB seine alpha~Aminogruppe eine Acyl-

gruppe anthalt, wie Formyl Acetyl, Acryloyl; Vinylacetyl \

. oder Benzoyl, wobei Acetyl (Ac) und Acryloyl (Acr) bevor=

" zugt werden, In 2~Position ist vorzugsweise modifiziertes
D~Phe vorhanden, das durch. spezifische Modifizierung im

~ Benzenring eine erhéhte Antagonisctenwirkung hervorruft.
Substitution eines Wasserstoffatoms erfolgt vorzugsweise
in para~ oder 4-~Stellung, und dar Substituent ist Chlor,
Fluor, Brom oder Nitro, wobei Chlor und Fluor bevorzugt
werden, Doppelsubstitutionen erfolgen vorzugsweise in 3=
und 4~Stellung, z. B, 3 4-012~D~Phe. In 6~Position wird
4~NH2~D~Phe oder- D~Arg eingesetzt, Die Substitutionen in
S=3 7- und 10~Position sind fakultativ, Wenn Cl~Phe in 5w
Position eingesetzt wird, ist das Cl vorzugsweise 1in der
ortho- oder 2-Stellung vorhanden. :

'Da diese Peptide Fochwirksam zur Inhibierung der LH~Frei-

- setzung sind, wercen sie oft als GnRH~Antagonisten bezeich~

~net, Die Peptideinhibieren die Ovulation weiblichsr Siuge~
tiere, wenn sie in sehr .geringen Dosen wiahrend des Prooeatrus
verabreicht werden und bewirken auch die Resorption befruch~
teter Eier, wenn sie kurz nach der Empfingnis verabreicht

" werden, Diese Peptide sind auch flir die kontrazeptive Be— '

“handlung mannlicher Saugetiere wirksam, |

Die Peptide der vorliegenden Erfindung werden genauer durch

die folgende Formel dargestellt:’ o
x-3-0~2NAL-R3-D~Trp-SernRsaae-R7-Arg;Pro-R1°,

worin X Wasserstoff oder eine Acylgruppe mit maximal 7 Koh—

lenstof fatomen ist; R® igt CleD=~Phe, FeD~Phe, NO&-D~Phe,
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.Clznmehe odsr Brmanhe ‘RY ist Tyr oder Cl-Phe; R 1ét
- D=Arg oder 4“NH2mDmPth,R7 igt- Leu oder Nde@mLeu; R0 ist

\Gly-NHZ, NHCH,CH, oder D-Ala=NH,,

2 2°

. Mit R~D-NAL wird das D-Iscmer von Alanin bezeichnet, das am
‘BakohlenStdffatom durch Naphthyl aubstitui@rt ist, was auch .
als 3-D-NAL bezeichnet werden kann, Vorzugsweise wird die
Bezeichnung B=D=2NAL verwendetg die anzeigt, dab das B~Koh~
lenstoffatom mit Naphthalen in der ZnStellung der Ringstruke
tur verknupft ist,
Die Peptide der vorliegenden Erfindung kannen durch klasgi= ,.
sche Lésungssynthese oder durch eine Festphasentechnxk unter
Verwendung eines chlormethyliertan Harzes, eines Methyln

~ benzhydrylaminharzes (MBHA) oder eines Benzhydrylaminharzes
- (BHA) dargestellt werden, Die Festphasensynthese wird so
durchgefﬁhrt, daR die Aminosiduren schrittweise an die Kette
'angekn&pft werden, nach dem Verfahren, das detailliert in
dem US-PS 4,211,693 beschrieben ist, Wie aus der Literatur
.allgemeln bekannt ist, werden Ser, Tyr, Arg und His sowle
fakultativ Trp vorzugsweise mit Schutzgruppen an den Seiten- |
ket ten Verséhen) bevog sie mit der auf dem Harz aufzubauené"
den Kette gekoppelt werden, Diese Methode liefert ein voll
mit Schutzgruppen versehenes intermedisres Peptidharz,

Die Intermediarprodukte der Erfindung kﬁnnen durch folgende
Formel dargestellt werden'

6

| 1-8»D~2NAL~R2~DnTrp((2)~Sar(x )~R3 (X4 )R8 (X3 )MR ~Arg(X> )
'Pro—x SRR
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worin X1 eine #L-Amino-sdhutzgruppe ist, wie sie in der
Literatur als geeignet fur die schrittweise Synthese von
Polypeptiden bekannt ist, Wenn X in dem gewﬁnschten Peptid
eine bestimmte Acylgruppe ist, kann diese Gruppe,auch‘als
Schutzgruppe verwendet werden, Als xt kdnnen folgende Klas-
sen von ot -Amino—Schutzgruppen verwendet. werden: 1, Acyl-
Schutzgruppen wie Formyl (For), Trifluoracetyl, Phthaloyl.
p-Toluensulfonyl (Tos), Benzoyl (Bz), Benzensulfonyl, Qe
Nitro-~phenylsulfenyl (Nps), Tritylsulfenyl, ‘onNitro-
‘phenoxyacetyl Acryloyl (Acr), Chloracetyl, Acetyl (Ac) und
'f-Chlorubutyryl 2, aromatische Schutzgruppen vom Urethan-‘
Typ: Z» B, Benzyloxycarbonyl (Z) und substituie{tas Benzyl-
oxycarbonyl wie p-Chlor=-benzyloxycarbonyl, p~Nit ro~Benzyl~
oxycarbonyl, p~Brom-benzyloxycarbonyl und p~Methoxy-benzy1~
oxycarbonyl; 3, aliphatische Urethan~Schutzgruppen. wie
tert~Butoxycarbonyl (Boc), Diisopropylmethoxycarbonyl Iso~
propoxycarbonyl, Ethoxycarbonyl und Allyloxycarbonyl. S
4, Cycloalkyl-Schutzgruppen vom Urethantyp, wie Cyclopentyl~
‘oxycarbonyl, Adamantyloxycarbonyl und Cyclohexyloxycarbonyl'
S+ Schutzgruppen vom Thiourethan~Typ, wie Phanylthiocarbony1~
6. Alkylschutzgruppen, wie Allyl (Aly), Triphenylmethyl
, (trityl) und Benzyl (Bzl); 7, Tria‘kylsilangruppen, wie
(Trimethylsilan. Wenn X Wasserstoff ist, ist die bavorzugte
\ad-Amino»Schutzgruppe Boc,

X2 ist Wasserstoff oder eine Schutzgruppe fﬁr den Indol~Stick~ ,
stoff, wie Formyl oder Benzyl; bei vielen Synthesen ist ein '
Schutz von Trp jedoch nicht erforderlich, '

X3 ist Wassers;off pdei eine Schutzgruppe fiir die alkohbli~
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schawHydroxygruppe von Ser, Dafﬁr wird Acetyl, Benzoyl,
Tetrahydropyranyl, terteButyl, Trityl, Benzyl oder 2y6~Di-
chlor-benzyl gewshlt, Benzyl wird beverzugt,

x* ist‘WasserStnff-bder eine Schutzgruppe fir die phenoli~
sche Hydroxygruppe von Tyr, Daflir wird Tetrahydropyranyl, o
tert~-Butyl, Trityl, Benzyl, Benzyloxycarbonyl, 4~Brom-benzyl-
okycarbonyl oder:Z,GnDichlornbenzyl'gewéhlt. 2,6=Dichlor-
benzyl wird bevorzugt;

| X~ ist eine Schutzgruppe fur die Stlckstaffatome von Arg°
Dafir wird Nitro, Tos, Benzyloxycarbonyl, Adamantyloxye
carbonyl oder Boc gewshlt, x> kann auch Wasserstoff sein,
d, hey daB-sich an den Stickstoffatomen der Seitenkette von
‘Arginin kaine Schutzgruppe befindet. Tos wird bevorzugt,

5

Xs ist eine der folgenden Gruppen: Gly~0~CH2~(Tragerharz),
0~CH -(Tragerharz). D~Ala~=0~CH o=(Tragerharz); Gly=NHe-(Trd- -
gerharz) DnAlanNH»(Tragerharz), sowie OH, Ester, Amid oder
Hydrazid,von GlY oder‘D~Ala oder direkte Bindung an Pro,

Das Kriterium far die Wahl der Seitenkettenschutzgruppen
‘xgax besteht darin, daB die Schutzgruppe gegeniiber dem
’Reagans stabil sein mul, das unter den Reaktionsbedingungen
fir die Aspaltung der et -Amino~Schutzgruppen bei jedem Syn~
‘theseschritt gewdhlt wird, Die Schutzgruppe darf nicht unter
den Kupplungébedingungen'abgespaltén werden und muB nach Ab~
schluB'der Synthese der gewiinschten Aminosduresequenz unter
Reaktionsbedingungen abspaltbar sein, die die Peptidket® -
nicht verindern,
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Wenn die Gruppe x® Gly—OuCH2~(Trégerharz); DmAlanoaQH;w(Tréw
gerharz) oder O~CH,~(Tragerharz) ist, ist der Esterteil
“einer der vielen funktionellen Gruppen des Polystyren=Trd-~
gerharzeé dargestellt, Wenn die Gruppe x® Gly-NH-(Trégén~7 |
harz) oder D~Ala«NHe(Trigerharz) ist, sa ist Gly oder DéAlé \
tiber eine -Amidbindung an ein BHA~-Harz oder ein MBAH~Harz
gebunden, ‘ 2

" Wenn X beispielsweise in der Endformel vorhanden ist, kann
es als Xl-Schutzgruppe fir die o ~Aminogruppe von D-NAL
benutzt werden, indem es vor der ‘Kupplung dieser letzten
Aminosiure an die Peptidkette zugegeben wird, Vorzugsweisef

‘wird jedoch eine Reaktion an dem Peptid an dem Harz durch-
geflhrt (nach Entblockung der o ~Aminogruppe, wihrend die
Gruppen an der Seitenkette geschiitzt bleiben), z, B, durch
Reaktion mit - ‘Essigsdure in Gegenwart von Dicyclohexylcarbo~
diimid (DCC) oder vorzugsweise mit Acetanhydrid oder durch

‘ eine andere geeignete aus der Literatur bekannte Reaktion”

~ Von einem chlormethylierten Tragerharz kann das voll ge~
schﬁtzte Peptid auf bekannte Weise durch Ammonolyse abge~
spalten werden, so daB das voll geschitzte Amid~Zwischenpro-
dukt’ erhalten wird, Abspaltung der Schutzgruppen des Peptidsvb
sowle die Abspaltung des Peptids von einem Benzhydrylamin-
harz kann bei O °C‘m1t1F1uBséure (HF) erfolgen, Vor der Be~
handlung mit HF wird dem Peptid vorzugéweiée Anisol zdge~
setzt, Nach dem Entfernen der HF unter Vakuum wird das abge~
spaltehe, von Séhutzgfuppen befreite Peptid zweckmiBig mit
Ether behandelt, dekantiert, in vardunnter Essigsaure aufge»
nommen und lyophilisiert.

i
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Die Reinigung des Peptids erfolgt durch Ionenaustausch-
Jchromatographle an einer CMC~S8ule und anschlieBende Vere
teilungschromatograph:e mit dem Elutibnssystem Butanol/0,1 N
Essigsaure (Volumenverhaltnis 1:1) an einer Kolonne mit
Sephadex G-25 oder durch HochdrucknFlusslgkeltschrematogra~
 ph1e in bekannter Weise, o -

. Die Paptide der Erfindung sind in Dosen von unter 100 MikrOw
gramm Je Ki]ogramm Kérpergewicht wirksam zur Verhinderung
der Ovulation weiblicher Ratten wirksam, wenn sie gegen

L Mittag des Prooestrustages verabreicht werden, Fiir langere

Unterdruckung der Ovulation kann eine héhere Dosierung im v
Bereich von 0,1 bis etwa 2 +5 Milligramm je Kilogramm Korper»
gewicht erforderlich sein, Diese Antagonisten sind auch '
"als Kontrazeptive wirksanm, wenn sie ménnlichen Saugetleren
auf regulire Weise verabreicht werden, Da diese Verbindune
gen den Testosteronspiegel: reduzieren (eine unerwinschte
'»Beglaiterschelnung beim normalen, sexuell aktiven ménnlichen
Tier), kann es zweckmaFig sein;, zZusammen mit dem GnRHmAnta~
'gonisten Ersatzdosen von Testosteron zu verabreichen, Diese

- Antagonisten kénnen auch zur Regulierung der Produktion von

’ Gonadotropinen und Sexualsteroiden zu anderen als den oben
angegebenen ZWecken verwendet werden.

Ausfuhrﬁngsbeisgiel.

.'Die Erfindung wird nachstehend an einigen Beispzelen naher
erlautert, '

7Die in Tabelle I angegebenen Peptidé'mit'der Formel "
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‘Ac-B~D-2NAL~R2~D-Trp-Ser—Tyr-Rﬁ-Leu~Arg~Pro-R1°

werden nach dem oben angegebenen Festphasenverfahren dargen
Btellt. g ’

-TABELLE I

R RS - RO

1 4~F~D~Phe ' D=Arg Giy~NH2

2 - 4-NH,«D~Phe  *

3. 4-Cl~D~Phe D-Arg o |

‘4 4-Cl-D=Phe " | NHCH,, CHy

5 4-NO,-D-Phe " " |

6 A4-Br-D~Phe *“ o | ‘

7 4~F~D~Phe - D~Ala=NH,

8 - " 7 GlynNH (N“MeLeu7) _ ’

g * " " (2-C1-Phe )
10 " o - Gly~O0CH,
L . Gly~NHNH, .

Als Beispiel wird eine reprasentative Festphasensynthese_
des oben genannten Peptids Nr, 1, das als [Ac~B~D-2NAL1 |
4~F-D-Phe®, D=Trp> , D~Arg J-GnRH bezeichnet wird, im folgen~
-den beschrieben. Dieses Peptid hat die folgende Formel: '
; ' i“

: Ac-B»D~2NAL~4-F-D-Phe~D~Trp~Ser-Tyr~D-Arg-Leu~Arg»Pro~Gly~
NH2.
Es wird ein BHA-Harz verwendst, und Boc~geschitztes Gly wird'
2 Stunden in CH201 mit einem dreifachen Uberschuf des Boc~
Derivats und DCC als Aktivierungsmittel an das Harz gebunden.
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'‘Der Glycinrest wird iber eine Amidbindung an den BHA-Rest
gebunden, o ;

Nach der'Kupplung jedeé Aminosdurerestes erfolgt Waschen,
AbspaltungVder'échutzgruppe und Kupplung des nachsten
Aminosiurerestes in einer automatischen Maschine nach dem

folgenden Schema, wobei mit etwa 5 g Harz begonnen wird,

Reggenzien\und Operationen Mischzeit (min) -

Schritt
‘1" Waschen mit CH Cl, 80 ml (2x) - 3
2 - Waschen mit Methanol (MeOH) 30 ml (2x) 3
3 Waschen mit CH2012 80 ml (3x) “ 3
4 50 % TFA plus 5 J Ethan-1, 2~dithlol in
CHyCl, 70 ml (2x) | 10
5 Waschen mit CH,C 12 80 ml (2x) 3
.6 TEA 12,5 % in CH Cl2 70 ml (2x) 5
7 Waschen mit MeOH 40 ml (2x) D 2
8  Waschen mi: CH2012 80 ml (3x) , 3
9  Boc~Aminos:zure (10 mMol) in 30 ml DMF oder
CH,Cl,, je nach Léslichkeit der jeweiligen
geschiitzten Aminosdure plus DCC (10 mMol)
in CH,Cl, (1x) v - 30-300 .
10 Waschen mit MeOH 40 ml (2x) 3
11 TEA 12,5 % in CH,Cl, 70 ml (1x) 3
142 | Waschen mit MeOH 30 ml (2x) - ' 3
13  Waschen mit CH,Cl, 80 ml (2x) 3

Nach Schritt 13 wird ein aliquoter Teil fiir eine Ninhydrin=
probe entnommen, Ist die Probe negativ, wird mit Schritt 1
"~ zum Kuppeln der nichsten Aminosiure fomgefahren. Ist die
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Probe positiv oder 1elcht positiv, werden die Schrltte 9
bis 13 wiederholt. '

Das obige Schema wird fir die Kupplung'jeder\Aminosédre des
Peptids der Erfindung benutzt, nachdem die erste Aminossure

o ~gebunden wurde. Fir jede der verbleibenden Aminosiuren

waihrend der gesamten Synthese wird N%Boc als Schutzgruppe
verwendet, NXBoc~B~D~2NAL wird nach einer bekannten Methode
dargestellt, z, B, entsprechend der ausfithrlichen Beschrei-
bung im US-PS Nr. 4,234,571 vom 18, November 1980, Die Sei~
tenkette von Arg wird mit Tos geschiitzt, Als Schutzgruppe

' fur die Hydroxygruppe der Seitenkette von Ser wird 0Bzl ver~
‘wendet, als Schutzgruppe fir die Hydroxygruppe dei Seiten~
kette von Tyr dient 2 séDichlor~benzyl Trp verbleibt unge-~
schutzt, N‘Boc-B-D-ZNAL wird als letzte Aminosaure einge~
fihrt, Boc-Arg(Tos) und Boc«D~Trp, die in CH Cl schlecht

- 16slich sind, werden mit Hilfe von DMF-CH2012-Gemischen ge-
‘kuppelt,

Nach Abspaltung der eiv-Amino-Schutzgruppa'am NaEndelerfdlgt
Acetylierung mit einem groden OberschuB von Acetanhydrid in
Dichlormethan. Die Abspaltung des Peptids vom Harz und die
vollstandige Abspaltung der Schutzgruppen der Seitenkatten
erfolgt sehr leicht bei 0 °C mit HF, Vor der Behandlung mit
HF wird Anisol als Spilmittel zugegeben, Nach der Entfernung
der HF unter Vakuum wird das Harz mit 50%iger Essigsaura
gewaschen, und die Waschextrakte werden zu einem Rohpeptid-‘
pulver lyOphillsiert.

/

Die Reinigung des Peptids erfolgt dann durch Ionenaustaué¢h~
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chromatographie an cMC (Whatman CM 32 mit einem Gradien§en
von 0,05 bis 0,3 M NH,OAc in 50 : 50 Methanol ~ Wasser)
und anschliefende Verteilungschromatographie in einer Gel~
«filtrationskolonne mit dem Elutlonssystem Butanol ~ 0,1 N
Essigsaure (Volumenverhaltnls 1 1).

Die Prifung des Peptids auf Homogenitat erfolgt durch Dﬁnn;
schichtchromatographie und verschiedene Lésungemittelsysteme
sowie durch Hdchdrudk~F1ﬂssigkeitschromatographie mit umge-
kehrten Phasen und einer waBrigen Triethylammoniumphosphat-
1ésung plus Acetonitril, Die Aminosiureanalyse des geb11~
deten gereinigten Pépfids stimmt mit der Formel fir die dare
gestellte Struktur iberein und zeigt nahezu ganze Zahlen
fir jede Aminosaure in der Kette, Die optische Rotation
"wurde mit einem photoelektrischen Polarimeter zZu ﬁszz
ng + 1 (c = 1, 50%ige Esslgséure) bestimmt, ‘

T .. .
'Das Peptid wird in vitro und in vivo getestet, Der in~vitro-

Test'erfolgt an zerkleinerten Rattenhypophysenzellen, die
4 Tage vor dem Test in Kultur gehalten wurden, Der nach der
- Zugabe der Peptide eingestellte LH-Spiegel wird durch einen
spezifischen Radioimmuntest fir Ratten-LH bestimmt. Die
Kontrollplatten erhalten nur eine 3nanomolare Dosis GnRH ;
die Versuchsplatten erhalten eine 3nanomolare Dosis GnRH
plus eine Dosis von entweder dem vorgegabenen Standardanta~
gonisten(fur Vergleichszwecke), d, h, [Ac~Dehydro~Prol,
4-—F-D-~Ph32a D~ Trp3 6]~GnRH oder dem Testpeptid in Konzen-
trationen zwischen 0,01 und 1Onanomolar, Die LH»Menge, die
von den nur mit GnRH behandelten Proben freigesetzt wird,‘
~ wird mit der von den Proben, die mit GnRH plus Peptzd be~



1,3,1984
253 375/2
- 15 - . 62 695/18/39

‘handelt wurden, freigesetzten Menge verglichen,

:Die Féhigkeit des Testpeptids, die Mehge des durch;snanq-'
molares GnRH freigesatzten LH zu reduzieren, wird mit der
des vorgegebenen  Standardpeptids verglichen, Die Ergebniése
werden aus 3 bis 5 Dosen jedes Peptzds nach denf statisti-
schen Progranm BIOPROG (aufgestellt von D, Rodbard NICHD)
berechnet und als relative Wirksamkeit gegeniiber dem vorge-
gebenen Standard ausgedriickt, Das Standardpeptid Hockiert

~ gewdhnlich 50 ¥ des von GnRH freigesetzten LH bei einem

Verhaltnis von unter 0,1 [Antagonist) , ' f

1 (GnRH]

Das oben beschriebene Peptid wurde auch zur Bestimmung der.
Wirksamkeit der Verhinderung der Ovulation bei weiblichen
“Ratten verwendet. Bei diesem Test wurde eine festgelegte '
Zahl geschlechtsreifar weiblicher . Sprague-Dawlay-Ratten,
\némlich sechs, mit einem jeweiligen Kérpergewicht von 225
 bis 250 g gegen Mittag des Prooestrus-Tages mit. einer In-
jektion von 10 ug Peptid in Maisdl behandelt, Der Prooastrus
 ist der Nachmittag vor dem Oestrus (Eisprung), Eine weitere
‘Gruppe wedblicher Ratten, denen das Peptid nicht verab- -
reicht wird, dient als Kontrolle, Jede der weiblichen Kon~
troll-Ratten hatte einen Eisprung zum Oestrus, Von den be~
handelten Ratten hatte keine einen Eisprung, Als SchluBfol-
gerung daraus wird das Peptid als deutlich wirksam zur Ver-
hinderung dee Eisprungs weiblicher Ratten bei sehr niedri-
ger Dosierung angesehen, und das Peptid wird bei einer Dosgis
von etwa 10 ug als absoluf wirksam'angesehen. Zusaleiéh'
erfolgen Tests mit niedrigeren Dosierungen, Dle Ergebnisse
sind 1n der nachfolgenden Tabelle II zusammengefeﬁt.
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- Die {ibrigen Peptide Nro 2 bis 7 werden in ahnlicher Weise

, dargestellt und gereinmth Nach der Aminosiureanalyse wird
- die Reinheit durch HochdruckmFlussigkeltschromatographie
mit: verschledenen Losungsmittelsystemen bestatigt, Die in-»~
vitrOmTestung in ahnlicher Weise ergibt die in der Tabelle
v angegebene erksamkelt jeweils gegeniiber dem vorgegebenen
Standardantagonisten, Die inevivo~Tastung erfclgt mit ver=
schiedenen Dosierungen, Die Ergebnisse sind in Tabelle II
_angegebene |

TABELLE 11
: in vivo
Peptid in«vitrOw ‘o -Dosis , Anzahl
Nr, =~ Wirksamkeit™) . Mg Ovulationen
1 0,44 10 0/6
- S | 5 . 0o/8
2,5 0/10
1 | 0/8
| 0,5 : 2/11.
2 1,4 5 3/6
3 . 0,56 1 - ' 0/10
0,5 2/10
4 | 0,38 10 - - 0/8
| 5 0/7
2,5 0/10
1 0/4
, , 0:5 6/6
5 0,20 5 4718

6 . 0,46 2,5 9/10
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TABELLE II (Fortsetzung)
’ -in vivo
Peptid  in=-Vitro=- Dosis . Anzahl
Nr.  Wirksamkeit™) Mg S “Ovulationen
7 | 0,63 1 ' - 1710
’ 0,5 7/10
8 1 o8
‘ - / 0'5 - . i
s 1 o7
0'5 .
) o .

relativ zu [Ac-Dehydro—Pro . 4—F-D~Phez, DgT}p3'§]~GnRH ,
Alle angegebenen Peptide blockieren bei geeigneter Konzen~-
tration vollstandig die‘GnRH-;hduzierte LH=-Sekretion in
vitro, obwohl die meisten in vitro etwas'geringer wirksam.
sind als der vorgegebene Standard; jedoch in vivo sind die-

. se Peptide v1el wirksamer,

Alle Peptide erweisen sich als wirksam zur Verhinderung der

" Ovulation weiblicher Siugetisre bei sehr niedrigen Dosie~ |
rungen, Einige von ihnen sind mindestens zweimal so wirksam

wie alle bisher bekannten und getesteten GnRH~Antagonistenm,

Die Peptide der Erfindung werden oft in Form pharmazeutiéch"

akzeptabler nichttoxischer Salze, z, B, Additidnasaize mit
Sauren, oder in Form von Metallkomplexan, z, Bs mit Zink,

Barium, Calcium, Magnes1um, Aluminium usw, (d1e als Addi~

tionssalze fir diesen Zweck angesehen werden) oder als Kom~
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.bination dieser beiden Formen verabreicht, Beispiele fir
- ‘Additionssalze mit Siuren sind Hydrochlorid, Hydrobromid,
Sulfat, Phosphat, Nitrat, Oxalat, Fumarat, Gluconat, Tannat,
'Maléat, Acetat, Citrat,; Benzoat, Succinat,'Alginatb'Pamoat,
Malat, Ascorbat, Tartrat usw., Wenn der aktive Bestandteil

in Tablettenform verabreicht werden soll, kann die Tablette
‘ein pharmazeutisch;akzeptables Verdlinnungsmittel sowie ein
Bindemittel enthalten, z. B, Tragant, Maisstirke oder Gelaw
tine; ein Aufldésungsmittel, wie Alginsdure; sowie ein Gleit=~
mittel, wie Magnesiumstearat, Wird Verabreichung in flis-
 siger Form gewiinscht, so kénnen SiBmittel und/oder Geschmacks~
Verbeséerungsmittel als Teil des pharmazeutisch akzeptablen

‘ Ldsungsmittels verwendet werden, Intravendse Verabreichung
kann in physiologischer Kochsalzldsung, Phosphat~Pufferlo~
sungen oder ahn;lchem}erfolgen.

Die pharmazeutischeh Zubereitungen enthalten gewdhnlich das
Peptid in Verbindung mit einem herkﬁmmlicheh pharmazeuéisch
akzeptablen Trager, Gewbhnlich betragt die Dosierung zwi~
schen 1 bis ca, 100 g Peptid je kg Korpergewicht des behane
delten Subjekts bei intravendser Verabreichung, Orale Dosie~
rungen sind héher, Allgemein erfolgt die Behandlung von Sub-
jekten mit diesen Peptiden im ganzen in derselben Weise wie
die“klinische Behandlung mit anderen GnRH=-Antagonisten,

Diese Peptide kdnnen Saugetieren 1ntravenos, subcutan, intra-
muskular, oral, intranasal oder intravaginal verabreicht
werden, um eine Inhibierung der Fruchtbarkeit und/oder Kon-
'frolle der Fruchtbarkeit zu érreichen; sowie zu Anwendung$~
 zweckqn;\die eine reversible Unterdriickung der Keimdriisen=~

AN
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funktion erfordern, wie Behandlung von vorzeitigér;Pubektét
oder wiahrend einer Strahlen~ oder Chemdtherapie.\Die wirk~
samen Dosierungen variieren mit der Anwendungsfdfm und der
Art des behandelten Siugetiers, Ein Beispiel einer typi~ -
schen Dosierungsform ist eine physiologische Kochsalzldsung,
die das Peptid enthalt und die so verabreicht wird, daB eine
‘Dosis zwischen ca, 0,1 bis 2,5 mg/kg Kérpergewicht erreicht
wird, Orale Verabreichung des Peptids kann sowohl in fliis-.

 siger Form als auch in fester Form erfolgen.‘

Obwohl die Erfindung beziiglich ihrer vorzugsweisen Verkdr-
_perungen bqschriepen wurde, versteht es sich, daB Verin-
‘derungen und Modifizierungen, wie sie einem-auf"diesem Ge~-
biet erfahrenen Mitarbeiter einleuchfen, innerhalb des 'Be~
reiches der Erfindung liegen, welche in den nachfolgenden
Anspriichen spezifiziert wird, Beispielsweise k&nnen andere
in der Literatur bekannte Substitutionen, die die Wirksam~
keit der Pepfide nicht deutlich verandern, in den ?eptiden
der Erfindung angewendet werden, So kann anstelle des flr
'g10 spezifizierten Restes Gly-OCH oder GlyQOCH CH, oder
“Gly‘-NHNH2 oder Sar-NH (Sar = Sarcosin) verwendet werden,
die als gleichwertig angesehen ‘werden,

i

1

D Einzelheiten der Erfindung sind in_den folgenden Anspru—
chen dargelegt, '
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Erfindungsansonruch

1. Verfahren zur Herstellung eines Peptids der folgenden
Formel oder eines nichttoxischen Salzes davon:

'XhﬁwD~2NALstmDmTrp~Ser~R5aR5~R7~Arg—Pr0~R10 ‘

- worin X Wasserstoff odsr eine Acylgruppe mit maximal
7 KOhlenstoffatomen’igt; R2 ist Cl~D-Phe, F~D~Phe~N02~D~
Phe, Cl,~D~Ph oder Br-D-Phe; R> ist Tyr oder 2-Cl-D~Phe;
~R6 isthNHsz@Phe oder DwArg, R’ .ist Leu oder NJMéuLeO,
RO et Gly-nH,, NHCH,CH, oder D-Ala=NH,, gekennzeichnet
dadurch, dal es folgeﬂde Schritte umfabt:

(a) dis Blleung einer Intermediidrverbindung mit der For-
mal - o .
X ~BD=2NAL~RZ D ~Trp=Ser (X2 )R X3 )~RE(X*) R ~Arg (x*)~Pro-
53, o o 3
wgrih <L Wasserﬁtoff oder eina'd;~Amino~Schut29ruppé ist;
,Xi iSt‘Waééarstoff oder. eine Schutégruppe fir die alkoholi~-
sche Hydroxygruppe von Ser; x> ist Wasserstoff oder eine-
_Schutzgruppe fir die phenoli che Hydroxygruppe von Tyr.
‘x% ist Wasserstoff oder eine Schutzgruppe fiir die Stick~
x> ist Gly~O~CH ~(Tragerharz), OwCH,, ~
(Tragerharz}, DAl @~0mCH ~(Tragerharz), Gly~NH~(Truger~
vhdrz),»DumldmNHw(rragerharz), Cly~NH NHCHZCHB oder Ester,

Awude und dera21de von G‘y oder DwAla;

stoffatome von Arg; X

(b)Y d1e Abspaltung von einer. oder mehreren der Gruppen
Xt bis 4 und/oder Abspaltung von dem in Xs einbegriffe~
nen Tragerharz und geqebenenfalls Umwandlung eines gebll~
deten Peptids in elnes gseiner nlchttoxischen Salze,



2, Verfahren gema% Punkt 1, gekennzeichnet dadurch daﬁ R

3.

4,
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4~Cl~D=Phe oder 4-F-D-Phe ist,

: \
Verfahren gemil

‘Leu ist,

verfahren gemib

D“‘Arg ist.

5,

Verfahren gemab
Tyr ist,

Verfahren gemsi
Ac ist,

Verfahren gemif

Acr ist,

8.

Verfahren gemsf

ac 'und R4_D-Arg

Verfahren gemaf
4~Cl~D~Phe ist,

10,Verfahren gemal

4~F~D~Phe ist,

Punkt

Punkt 2, gekennzeichnet‘dadurchg

Punkt

Punkt

Punkt

Punkt

‘ist,

Pdnkt

Punkt

3,

-

gekennzeichnet
gekennzeichnet

gekennzeichnet

gekennzeichnet

gekennzeichnet

gekennzeichnet

gekennzeichnet

dadurch

daduréh,

dadurch,
dadurch
dadurch,

dadurch,

dadurch,

2

daR R

;vdaB.B6v
daB R’
‘daB‘x
,-daB\X
‘éaB’X
dag R?

‘daé R

1)
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