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Hidtil ukendt polypeptid, der er nyttigt som analgeti-
kum, hvilket polypeptid har nedenstdende formel
Rl
> L-Tyr-A-Gly-B-C~E-F

R2
hvori Rl og Rz kan vare ens eller forskellige og
hver isar betegner et hydrogenatom eller en lavere
alkylgruppe eller lavere alkenylgruppe, A betegner
en D-aminosyre, Gly eller Sar dog skledes at D-ami-
nosyren, sifremt den er D-Cys, er bundet med L-Cys
eller D-Cys i stilling S gennem en S-S-binding til
tilvejebringelse af intramolekular ringslutning,
B betegner L-Phe eller D-Phe, hvori benzenringen
kan vare substitueret,eller et g-N-alkylderivat
deraf, C betegner en L-aminosyre, D~Cys eller et

fortsattes
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a-N-alkylderivat deraf, D og E betegner hver isar

en basisk L- eller D-aminosyre eller et a-N-alkyl=-

derivat deraf, F betegner en gruppe med formlen:

--ORJ (hvori R3 er H eller en lavere alkylgruppe),
R‘

en gruppe med formlen: -N {hvori R‘ og R
RS

er ens eller forskellige og hver isar betegner H

5

eller en lavere alkylgruppe), en gruppe med formlen:
--G-OR6 (hvori{ G er en a-aminosyre, B-alanin,
Y-aminosmgrsyre eller et a-N-alkylderivat deraf,
og RG betegner H eller en lavere alkylgruppe),
R7

en gruppe med formlen: -G-N (hvori G har den

\~R8
ovenfor angivne betydning, og R7 og Ra kan vare
ens eller forskellige og hver isar betegner H
eller en lavere alkylgruppe), en gruppe med formlen:
-G-L-Arq-oa9 eller -G-D-Arg-OR9 (hvori D har den
ovenfor angivne betydning, og Rg betegner H eller
en lavere alkylgruppe eller en gruppe med formlen:

R10 RIO

7 7
=G-L-Arg-N eller -G-D~Arg-N (hvori G
Rll \ R11

har den ovenfor angivne betydning, og Rlo og R11
kan vere ens eller forskellig og hver isar betegner
H eller en lavere alkylgruppe), en gruppe med form~
len: -G-H-ORIZ, hvori G har dern ovenfor angivne
betydning, H er en neutral aminosyregruppe eller

sur aminosyregruppe,og R er hydrogen eller en
lavere alkylgruppe; eller en gruppe med formlen:
-G-Atq-I-ORla, hvor I er en D-aminosyregruppe
og R13 er hydrogen eller en lavere alkylgruppe,

dog sdledes at ingen af de aminosyrer, der udger
polypeptidet med ovenstdende formel, samtidig be-

tegner en L-aminosyre med den almene formel:
y
NHz-CH-COOH

(hvori{ R betegner en gruppe, der svarer tf] struktur-

formlen for en aminosyre bergvet en gruppe med
formlen: -?H—COOH),
NHz
eller farmakologisk acceptable salte deraf.
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Den foreiiggende opfindelse angdr hidtil ukendte
polypeptider, der har fremragende medicinske virkninger.
Mere specielt angdr opfindelsen polypeptider med den al-
mene formel (I) (se krav 1), hvori symbolerne har den i
krav 1 anferte betydning, eller farmakologisk acceptable
salte deraf. Endvidere angdr opfindelsen en fremgangs-
méde til fremstilling af disse polypeptider samt lage-

midler, der indeholder dem. -
De aminosyrer, der udgg¢r de her omhandlede peptider,

omfatter D- og L-aminosyrer. Medé mindre andet er angivet
er aminosyrerne L-aminosyrer.De her anvendte symboler
har samme betydning som i sadvanlig praksis inden for
dette felt af peptidkemi. De har siledes fglgende be-
tydninger:

Tyr: tyrosin

Gly: giycin

Sar: sarcesin

Cys: cystein

Phe: phenylalanin
Argy: arginin

Leu: leuvcin

Ile: isoleucin
Nle: norleucin
Met: methicnin

Met (O) : methioninesulfoxid
Ser: serin

val: valin :
homo-Arg: homoarginin
Orn: ornithin.
Glu: olutaminsyre -

Trp: tryptophan
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Asp: asparacinsyre
Ala: alanin
Pro: prolin
Gln: glutamin
Aib: 2-aminoisosmgrsyre
Phe (p-Cl): p-chlorphenylalanin
Phe (p-Br): p-brczphenylalanin
Phe(p—NOz): p-nit-ophenylalanin
Phe(p-I): p- iodrchenylalanin
Phe (p-F): p-£fl:2rphenylalanin
Phe(p—CH3): p-methylphenylalanin

Phe (p-CH,0) :

p-methoxyphenylalanin

Phe(p—CF3): p-trifluormethylphenylalanin
BOC: tert-butoxycarbonyl

Z: benzyloxycarbonyl

Clszl: 2,6-dichlorbenzyl

CH3le: 4-methylbenzyl

Tos: p-toluensulfonyl og

Bzl: benzyl

Kent teknik

De iagttagelser der er gjort ved undersggelser
af mekanismen ved morphons analgetiske virkninger lader
formode, at det levende legeme indeholder sé&kaldte
endogene morfinlignende stoffer, der kontrollerer
forskellige vitale fplelser sisom smertefglelse og
mental funktion. Efter en rakke studier blev enkephalin

og endorphin isoleret som opioide peptider og deres
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strukturer blev bestemt. Der blev derefter foretaget

yderligere intensive undersggelser pd dette omréde,
og der blev fundet adskillige hidtil ukendte opioide
peptider s&som PB-neoendorphin, B-casomorphin, kyotor-
phin, dermorphin og dynorphin.

Blandt disse er dynorphin et opioidt peptid
med fglgende strukturformel, der er fundet af nogle
af opfinderne af foreliggende opfindelse:

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-

Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln-OH

Dynorphin er et naturligt opioidt peptid med
specifikke virkninger p& en K-receptor, ©Og man forven-

ter derfor anvendelse deraf som analgetikum uden

bivirkninger s&som tolerance eller tilvanning.

Problemer der skal lgses gennem opfindelsen
Dynorphin har imidlertid den mangel, at det

ikke kan udgve en analgetisk virkning som s&dant ved

intravengs injektion, idet det er ustabilt i blodet.
Desuden gnskes et yderst aktivt peptid med

en kortere kade, idet dynorphin er et peptidmed en for-

holdsvis lang kade.

Beskrivelse af opfindelsen

Opfinderne har foretaget intensive undersggel-
ser af peptider med en kade, der er kortere end dynor-
phinets,og som er i stand til at udgve deres analge-
tiske virkning ved sdvel intravengs sam subkutan injek-
tion, og de har til slut fundet, at dette formdl kan
opnds ved anvendelse af hidtil ukendte peptider med
den almene formel I, eller farmakologisk acceptable
salte deraf.

Eksempler pd farmakologisk acceptable salte
omfatter salte af uorganiske syrer sadsom hydrochlorid,
sulfat, hydrobromid og hydroiodid sdvel som salte af
organiske syrer sdsom maleat, fumarat, succinat, acetat,
malonat, citrat og benzoat.
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Et formdl for foreliggende opfindelse er felge-
lig at tilvejebringe hidtil ukendte peptider, der er
nyttige som lazgemidler, iszr som analgetika.

Et andet formal for opfindelsen er at tilveije-
bringe en fremgangsmdde til fremstilling af hidtil
ukendte peptider, der er nyttige som lagemidler.

Et yderligere formdl for opfindelsen er at til-
vejebringe nye analgetika, der indeholder nevnte pep-
tider.

Udtrykket "lavere alkyl" i definitionerne i
krav 1 er benyttet til betegnelse af ligekadede, for-
grenede, cycliske og ringholdige alkylgrupper med 1
til 6 carbonatomer sasom methyl-, ethyl-, n-propyl-,
isopropyl-, n-butyl-, iso-butyl-, T-methylpropyl-, tert-
butyl-, cyclopropylmethyl-, n-pentyl-, 1-ethylpropyl-,
iscamyl- og n-hexylgrupper.

Strukturen af forbindelsen I ifglge foreliggende
opfindelse er karakteristisk ved, at polypeptider,
hvori alle de aminosyrer, der udger peptidet, er L-ami-
nosyrer med den almene formel:

R

HZN-éH-COOH
(hvori R betegner en gruppe svarende til en strukturformel
for en aminosyre bergvet en gruppe med formlen:
-?H-COOH) er udelukket derfra, dvs. at mindst &n af
NH2
de indgéende aminosyrer er en a-N-alkylaminosyre eller
D-aminosyre.

Forbindelserne ifglge den foreliggende opfin-
delse, hvori mindst &n af de indgdende aminosyrer
er en a-N-alkylaminosyre eller D-aminosyre,er fri
for de alvorlige mangler hos det ovennavnte dynorphin
og dets derivater, at de ikke kan udgve en analgetisk
virkning som sddanne ved intravengs injektion, idet
de er ustabile i blodet. Da forbindelserne ifglge
opfindelsen har en sardeles h¢j stabilitet in vivo
©g i praksis er anvendelige som analgetika er de
sdledes yderst vardifulde.
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For at lette forstdelsen af den foreliggende op-

findelse vil der nedenfor blive givet eksempler pa ty-
piske forbindelser ifelge opfindelsen:

CHBTyr—Gly-Giy-Phe-Leu-Arg-Arg-NH2

Tyr-D-ilet-Gly-Phe (p-C%)-Leu-Orn-D-Arg-D

—Ala°NHCH2CH2CH3

CH3Tyr-G2y-G2y-Phe-Leu-Arg-CH3Arg-D-Leu-

Arg-NHCH_CH

2773
CE;Tyr-D-Ala-G4y-Phre-Tyr-Arg-Arg-D-Leu-

N:z

CE
> Tyr-Ggy-Goy-Pre(p-CE,)-Met-Arg-Lys-

NECE

CE

H
(7))
'd
]
H
H
n
]
A
h

[ 3

Tyr-D-Aﬁa-Gzy-Phe-Leu-Arg-Ars-D—Leu-NEZ

CE,Tyr-G4y-GZy-Pne-Leu-Arg-Arg-D-Ggu-Arg-

r 1
Tyr-D-Cys-Gﬁy-Phe-D-CySAArg-CHBArg-D-Leu-
NECE, CE,

Tyr-Ser~-G4y-Phe-Leu-Arg-Arg-D-Leu-NE,

[:)-CEZTyr-Gﬁy-Gzy-Phe(p-CHB0)-Ize-Arg-

CE
CE

3

CHSLys~D—Met-N<
5
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CE;Tyr-G4y-G4y-FPhe-Leu-Arg-4Arg-D-Leu-

NE(CE, ) ,CE,

CE;Tyr-G4y-CGgy-Pne-tert-Leu-4rg-CE;Arg-
D-Leu-NECE, CE;

Tyr-D-Tyr-G4y-Phe-CGLu-D-Arg-Arg-Asp-NE,

h=t
C‘-s

Tyr-Gﬁy-Gjy-Phe-CEsLeu-Arg-"rg-D-Leu-

sz

[4{]
[
|

Tyr-D-Ser-Gﬁy-Phe-Ser-Ars-CEsArg-D-L

-4

ZCE._CE

N

v

Z 3
CH,Tyr-Gﬁy-Gﬁy-Phe-Leu-Arg-Arg-D-Leu—
Lrg-NE,
CE;Tyr-G4y-CG4y-D-Phe-Leu-Arg-4Arg-D-Leu-~
NE,
CE;Tyr-GLy-CG4y-Phe-Leu-Arg-Arg-D-Leu-0E
cs3Tyr-Gzy-GZy-:he(p¥Noz)-Leu-Arg-CHBArg-

D-Leu-4Arg-NECE,CH;

r 1
Tyr-D-Cys-G47y-Fne-Cys-Arg-CE.Arg-D~Leu-

NECE,CE,

CH,CHZTyr-Gﬁy—G&y-Phe-Leu—Arg-Arg-D-Phe-
Ars-NHz
CH,Tyr-Gﬁy-Gﬁy-Phe-Leu-Arg-CH,Arg-D-Aza-

OE
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Tyr-D-Cgs-Gﬁy-Phe-C}s-Arg-D—Arg-Lys-D-
Ars-NH2

085Tyr~G£Y°Gﬁy-Phe-Leu-Arg-CE5Arg-OCHqus

. CE;Tyr-D-Afe-G4y-CH;Phe-Met(0)-2rg-CE;Lre

-Ize-NE,
035Tyr-GéY-Gﬁy-CﬂsPhe-Leu-Arg-Arg-D-Leu-
NE,
Tyr-D—Aﬂa-Gﬁy-Phe-CHsMet—Arg-Arg-Leu-Arg-

NECE,CE,

D-Gﬁn-Arg-NHz
CE3Tyr-Gﬁy-Gzy-Phe-Leu-Arg-CHsArg-D-Leu-
OE

CE5Tyr-Gﬁy-Gﬁy-Phe-Met-Lys—CH5Lys-Met-NHz

)

C

-3

Fr-GLy-GLy-The-Leu-Arg-LArg-

)]
G

3

(23]

NECE,CE(CE, )CE,CE,

CH3Tyr-G1y-Gly-Phe-Leu-Lys-CHaArg-CH3Ile-OH

CH Tyr-Gly-Gly—Phe-Leu-Arg-CHaArg—D-Ala-OH

3
CH3Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu—Arg-CHBArg-CH3Ala-OH

CH Tyr-Gly-Gly—Phe-Leu-Arg-CH3Arg-Ile-OH

3
CH3Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu—Arg-CH3Arg-Asp-OH
CH3Tyr-Gly—Gly-Phe-Leu—Arg-CH3Arg-CH3Ile-OH
CH3Tyr-Gly-Gly—Phe—Leu-Arg-CH3Arg-Sar-OH

CH Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Afg—CH3Arg-B—Ala-OH

3
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Peptiderne ifglge den foreliggende opfindelse
kan syntetiseres ved en vilkdrlig passende fremgangs-
méde. De beskyttede peptider kan syntetiseres ved
hjelp af en almindelig flydende-fase-proces eller
fast-fase-proces. Det foretrazkkes sadvanligvis, at
en funktionel gruppe i en sidekade i aminosyrer be-
skyttes. Alle beskyttelsesgrupperne fjernes i slut-
trinnet. Beskyttelsesgrupperne for de funktionelle
grupper i sidekaderne i aminosyrerne omfatter alle
de beskyttelsesgrupper, der hidtil er blevet rappor-
teret. Typiske eksempler pd disse grupper omfatter
tosyl (Tos)=-, nitro (NOZ)—, benzyl (Bzl)-, tert-butyl
(But) -, benzoyloxycarbonyl (Z)- og tert-butoxycarbonyl
(BOC) -grupper.

Som beskyttelsesgrupper for c-aminogrupperne
i aminosyrerne kan benyttes alle de beskyttelsesgrupper,
der hidtil er blevet rapporteret. Det foretrazkkes imid-
lertid at udvalge kombinationen af beskyttelsesgrupper-
ne pd en siddan midde, at kun beskyttelsesgrupperne for
a-aminogrupperne kan fjernes selektivt uden at beskyt-
telsesgrupperne for de funktionelle grupper i side-
kaderne pavirkes. Nir der f.eks. benyttes en tert-but-
oxycarbonylgruppe som beskyttelsesgruppe for a-amino-
gruppen foretrazkkes f.eks. en benzyl- eller benzyloxy-
carbonylgruppe til beskyttelse af den funktionelle
gruppe i sidekaden. Nar der benyttes en benzyloxy-
carbonylgruppe til beskyttelse af a-aminogruppen fore-
trzkkes en tert-butyl- eller tert-butoxycarbonylgruppe
til beskyttelse af den funktionelle gruppe i sidekaden.
Nédr aminogruppen i Tyr ved N-terminalen er dialkyleret,
kan man lade aminogruppen vare som den er uden yder-
ligere beskyttelse. For at forhindre racemisering
syntetiseres det beskyttede peptid fortrinsvis ved
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hjalp af en trinvis proces, hvori alle aminosyrerne

successivt forbindes, idet man starter fra C-terminalen,
eller ved en proces,hvori fragmentkondensationen udfe-
res ved Gly's stilling. Det er ogséd muligt at udfgre
fragmentkondensationen i en vilkarlig gnsket stilling.
Ved savel fast-fase-processen som flydende-fase-
processen ifglge den foreliggende opfindelse fjernes
beskyttelsesgrupperne fra peptidet, og dette renses
ved at gentage reaktionerne i nedenstdende skema for
syntese af peptidet. Trinnene i denne proces illustreres

med henvisning til flydende-fase-processen:
2 2 1 1
X ¥ % ? kondensation
R" - N - CHCOOH + EN - CHCOR' —>

2 2 1 1
X ? § ¥ fijernelse af beskyttelses-
R" - N - CHCON - CHCOR' gruppen fra a-aminogrup-
pen
x2 y2 xt vt

| |
R" = N - éHCON - CHCOR'

2 2 Xl Yl

| 1 | |
HN - CHCON - CH - COR'

hvori Xl og X2 hver iszr betegner H eller en alkyl-

gruppe, Yl og Y2 betegner en aminosyresidekade, og

R' og R" betegner en beskyttelsesgruppe eller en

peptidrest.
(1) Reaktion til dannelse af en peptidbinding:

Peptidbindingen kan dannes under anvendelse af en
vilkarlig af de hidtil rapporterede fremgangsmader.
En almindelig anvendt fremgangsmade omfatter aktive-
ring af carboxylgruppen i en syrekomponent med den
almene formel:
X2 Y2
R" - & - éHCOOH

ved en i og for sig kendt metode sasom azidmetoden,
dicyclohexylcarbodiimid (DCC)-metoden, blandet anhy-

drid-metoden eller aktiv ester-metoden og omsztning af
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den aktiverede forbindelse med en aminkomponent med den
almene formel:

Xl Yl

Hﬁ - éHCOR'
Reaktionsbetingelserne sisom oplgsningsmiddel og tempe-
ratur ved reaktionen kan variere alt efter fremgangs-
mdden til aktivering af carboxylgruppen. Blandet an-
hydrid-metoden, der er én af typigke kondensations-
metoder, udfgres pd fglgende mide:
en syrekomponent med den almene formel:

x% y?

R" =~ & - éHCOOH
oplgses i et aprotisk oplgsningsmiddel s&som dimethyl-
formamid, tetrahydrofuran eller ethylacetat, den resul-
terende oplegsning afkgles til ca. -20°C, og der til-
s@ttes derpa successivt zkvimolare me&ngder N-methyl-
morpholin og ethylchlorcarbonat til oplgsningen. Efter
5 minutters forleb tilsattes en aminkomponent med den
almene formel:

¥l ¥l
HN - CHCOR'
i #kvimolar mangde, og blandingen omrgres ved -15 til
0°C i 2 til 5 timer ©g behandles derpad pd sadvanlig
mdde til opnielse af et beskyttet peptid med den almene
formel:

X2 Y2 Xl Yl

¢ ! | ]
R" = N - CHCON - CHCOR'

(2) Fjernelse af en beskyttelsesgruppe fra en a-amino-
gruppe:

Fjernelsen af en beskyttelsesgruppe udfgres
ved hjzlp af en i og for sig kendt fremgangsmide sisom
en katalytisk reduktionsmetode, en metode hvorved der
benyttes en syre, en metode hvorved der benyttes en
base og en metode, hvorved der benyttes hydrazin.
En foretrukket fremgangsmidde udvalges blandt disse
fremgangsmdder alt efter arten af beskyttelsesgruppen
for a-aminogruppen. Typiske metoder omfatter en metode,
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hvorved beskyttelsesgruppen fjernes ved katalytisk
reduktion af benzyloxycarbonylgruppen, og en metode
hvorved tert-butoxycarbonylgruppen fjernes med tri-
fluoreddikesyre.

Nedenfor vil en udfgrelsesmade for fremgangs-
méden til fjernelse af tert-butoxycarbonylgruppen
med trifluoreddikesyre blive beskrevet i enkeltheder:

0,25 ml anisol og 5 ml trifluoreddikesyre sattes
til 1 g af et a-N-butoxycarbonylpeptid med den almene
formel:

¥2 3'{2 ¥l ¥1
BOC - N - CHCON - CHCOR'
under afkgling med is. Blandingen omrgres i 60 minutter
og behandles derpd med ether til opndelse af et tri-
fluoracetat af et peptid med den almene formel:
§2 3,(.2 ¥l ¥l
HN - CHCON - CHCOR'

Dette produkt oplgses i et oplgsningsmiddel og neutra-
liseres med en amin sasom triethylamin til opndelse
af en forbindelse, der underkastes den efterfglgende

reaktion.

(3) Fjernelse af samtlige beskyttelsesgrupper:

Efter gentagelse af den ovenfor navnte konden-
sation og fjernelse af beskyttelsesgrupperne for a-ami-
nogrupper for forlangelse af peptidkaden fjernes samt-
lige beskyttelsesgrupper til opndelse af det g¢nskede
ra peptid. Beskyttelsesgrupperne fjernes pd i og for

'sig kendt made, f.eks. ved katalytisk reduktion,

en fremgangsmdde hvorved der benyttes flydende ammoniak/
alkalimetal, en fremgangsmade hvorved benyttes en syre,
en fremgangsmade hvorved benyttes en base eller en
fremgangsméde, hvorved der benyttes hydrazin. I prak-
sis valges fremgangsmadden alt efter arten af beskyttel-
sesgruppen. Een af hyppigt anvendte fremgangsmider
bestdr i fjernelse af beskyttelsesgruppen med hydrogen-
fluorid (HF) pd fe¢lgende mide:
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1l g af et beskyttet peptid oplgses i ca. 30 ml

HF i narverelse af 0,5 ml anisol ved =15 til 0°c i en
lukket HF reaktionsbeholder. Oplgsningen omrgres i

60 minutter og HF afdestilleres fra reaktionssystemet.
Remanensen vaskes med ether og oplgses i vand. Oplgs-
ningen behandles med Amberlite IRA-93 (eddikesyretype)
og frysetgrres til opnéelse af et rét peptid, hvorfra
beskyttelsesgrupperne er blevet fjernet.

(4) Rensning af rat peptid:

Det ra& peptid kan renses pd i og for sig kendt
méde s&som ved ionbytningschromatografi, gelfiltre-
ring, fordelingschromatografi, modstrgmsfordeling og
HPLC (high performance liquid chromatography). Rens-
ningen kan f.eks. udfgres ved fglgende HPLC: 100 mg af
det r& peptid pafgres en s¢jle med en diameter pa
20 mm og en hgjde p& 250 mm, hvilken sgjle indeholder
Nucleosil 5 ¢ 18 som barer og elueres med 0,05% HC1l
(HZO-CH3CN). Fraktioner med toppe, der svarer til
det ¢nskede peptid, blev opsamlet ved pévisning ved
UV 210 nm og frysetgrret til opndelse af det g¢gnskede
peptid.

Nér peptidet indeholder 2 Cys- eller D-Cys-en-
heder i molekylet oxideres det r& peptid ved en i og
for sig kendt oxidationsproces med luft eller hydrogen-
peroxid fg¢r rensningen, hvorved der opnds et ringslut-
tet produkt af hgj renhed.

Resultaterne af nedenstdende dyreforsgg vil
yderligere illustrere virkningerne af forbindelserne
ifglge den foreliggende opfindelse benyttet som lage-
midler.

Forsgg 1
Analgetiske pregver

En prgveforbindelse blev ople¢st i fysiologisk
saltoplgsning. Hanmus af ddY-stammen (20-27 g legems-
vagt, sadvanligvis studeret i grupper pd 8) blev be-
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handlet intravengst eller subkutant. Analgetiske virk-
ninger blev mdlt ved hjzlp af haleknibningsprgven.

Ved haleknibningsprgven 1) blev en klemme, der
udgvede et tryk pd 300 g,anbragt ved haleroden inklusive
anal mycosa, og latenstiden for bidning efter klemmen
blev madlt. Dyrene blev screenet for haleklemmenocicep-
tion f¢r forsggene, og de mus, der ikke bed i lgbet af
3 sekunder, blev fjernet fra forsggene. En latenstid
p& mere 6 sekunder blev benyttet som kriterium for
analgi.

EDg,-Vardierne (50% analgetisk effektiv dosis)
blev beregnet ved Litchfield og Wilcoxon's metode 2).
Resultaterne er vist i tabellerne 1 og 2. Tabel 1
viser de resultater,der er opndet ved intravengs injek-
tion. Tabel 2 viser de resultater, der er opndet ved
subkutan injektion.

Numrene i prgveforbindelsekolonnen i tabellerne
l og 2 svarer til numrene p& slutforbindelserne frem-
stillet ifglge nedenstaende eksempler.
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Tabel 1
Prgveforbindelse Haleknibningsmetode (i.v.)
(Eksempel nr) ED50 (mg/kg)
1 0,75
2 0,24
5 _ 3,4
6 4,3
7 3,9
8 3,3
10 | 1,2
18 | 4,5
19 | 2,0
21 0,8 :
22 3,0
24 0,22
25 1,8
27 0,7 |
28 0,7
29 ' 2,0 '
dynorphin (1-13) i >25,0 ;

Tabel 2

Prgveforbindelse
(Eksempel nr.)

Haleknibningsmetode (s.c.)
ED;, (mg/kg)

1
2
21
24
27
28

1,0
0,44

0,8
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(Note 1) Haleknibningsmetoden blev udfgrt ifglge Tagaki,
H., et al. "Jap. J. Pharmacol." Vol. 16, 287~
294 (1966).

(Note 2) Lichtfield-Wilcoxon metoden blev udfgrt ifglge
Lichtfield, J. T., og F. Wilcoxon, "J. Pharma-
col. Exp. Ther." Vol. 96, 99-113 (1949).

Forsgg 2
Opioid virkning

Forbindelsernes opioide virkninger blev under-
sgpgt ved den metode, hvorved der benyttes kanin vas
deferens ifglge T. Oka, K Negishi, M. Suda, T. Matsumiya,
T. Inaza og M. Ueki, "Europ. J. Pharmacol." Vol. 73,
235 (1980).

Ved denne prgve blev voksne hankaniner drabt
ved indfg¢ring af luft i en otisk &re. Umiddelbart
efter dgden blev udfe¢rt en laparotomi og hgjre og
venstre vasa deferens blev fjernet. Saden blev presset
ud af kanalerne og ud i Ringer's oplgsning. En del
af hver kanal blev afskd&ret (2,5 cm lang, fra en ende
fra prostata-siden). Stykkerne fra de deferentiale
kanaler blev ved hjalp af en trad ophangt i en
6 ml glascelle med konstant temperatur og blev stimule-
ret elektrisk med et apparat til elektrisk stimulering
med platinelektroder under betingelserne 0,1 Hz, 1 ms
og 90 volt. En kontraktion, der skyldtes den elektriske
stimulering, blev optegnet ved hjzlp af en transducer.

Den opioide virkning blev bestemt pd basis af
hezmningen af kontraktionen, der skyldtes den elek-
triske stimulering.

Resultaterne er vist i tabel 3 udtrykt som
50% hemningskoncentration (ICSO).
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Tabel 3
Prgveforbindelse Kanin vas deferens -metode
(Eksempel nr.)
1 3,5
2 0,04
3 6,03
6 ‘4,5
8 6,2
19 2,8
24 0,08
25 0,58
27 2,0
28 | 6,5
dynorphin A (1-17) | 17,4

Det fremgdr af tabel 3, at forbindelserne ifglge
den foréliggende opfindelse har en meget stark virkning
sammenlignet med dynorphin A.

De har endvidere starke virkninger hvad angér
heamning af kontraktionen af ileumlangdemuskler hos
marsvin og deferentiale kanaler hos mus som fglge af
elektrisk stimulering.

Det fremgdr af ovenstdende farmakologiske for-
sg¢gsresultater, at peptidforbindelserne ifglge den
foreliggende opfindelse har opioide virkninger svarende
til virkningerne af dynorphin, og at deres virkninger
er sardeles starke og endvidere, at de bem®rkelses-
vardige analgetiske virkninger udgves savel ved intra-
vengs som ved subkutan injektion.

Det er overordentlig vardifuldt, at forbindel-
serne ifglge den foreliggende opfindelse udgver de
sterke analgetiske virkninger ved systemisk administre-
ring ved intravengs eller subkutan injektion, medens dynorphin
og dettes derivater efter hvad der hidtil er rapporte-
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ret nappe udgver deres analgetiske virkninger ved in-
travengs injektion, idet de er ustabile i blodet.
Forholdet mellem toxiciteten (mindste letale
dosis) af peptidet, der er fremstillet ifglge eksemp-
lerne 1 og 2 nedenfor, og den effektive dosis er
vist i tabel 4.

Tabel 4
Effektiv dosis og mindste letale dosis ved subkutan

indgift i mus.

Forbindelse Haleknibning Mindste letale

(Eksempel nr.) ED¢ dosis (mg/kg)
(mg/kg)

Eksempel 1 1,0 100

Eksempel 2 0,44 20

Peptidforbindelserne ifglge den foreliggende
opfindelse har bemarkelsesvardige analgetiske virknin-
ger, og de er nyttige som lagemidler indenfor det tera-
peutiske omréade.

Ved anvendelse af forbindelserne som analgetika
indgives de peroralt eller parenteralt. Sadvanligvis
indgives de parenteralt i form af intravengs, subkutan
eller intramuskular injektion eller som suppositorier
eller sublinguale tabletter. Dosis varierer alt efter
symptomerne, patientens alder, k¢n, legemsvagt, fglsom-
hed, administreringsmé&de, sygdommens trin, intervaller,
lagemiddelpraparatets egenskaber, formulering, prapara-
tets art og arten af den aktive bestanddel. Selvom
doseringen sdledes ikke ligger indenfor specielle
granser, andrager den sadvanligvis ca. 0,1 til 1000 mg,
fortrinsvis ca. 1 til 300 mg/dag for voksne.

Forbindelserne ifglge den foreliggende opfindel-
se kan formuleres til injektionspraparater, supposi-
torier, sublinguale tabletter, tabletter og kapsler
ved en indenfor dette tekniske omrdde almindelig
fremgangsmide.
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Ved fremstillingen af injektionspraparaterne
sezttes additiver sdsom pH-kontrollerende midler, puffer-
midler, suspenderingsmidler, oplgseligggrende midler,
stabilisatorer, isotoniserende midler og konserverings-
midler til den aktive bestanddel, og den opnédede
blanding formuleres til et intravengst, subkutant
eller intramuskulart injektionspra@parat pad vilkarlig
kendt made. Om ngdvendigt kan blandingen lyofiliseres
ved konventionelle metoder.

Eksempler pad suspenderingsmidler er methylcellu-
lose, Polysorbat 60, hydroxyethylcellulose, akacie,
tragacanthpulver, natriumcarboxymethylcellulose og
polyoxyethylensorbitanmonolaurat.

Eksempler pd oplgseligggrende midler er polyoxy-
ethylen-hardet ricinusolie, Polysorbat 80, nicotinamid,
polyoxyethylensorbitanmonolaurat, macrogol og ethyl-
estere af ricinusoliefedtsyrer.

Eksempler p& stabilisatorer er natriumsulfit,
natriummetasulfit og ethere. Eksempler pd konserverings-
midler er methyl-p-hydroxybenzoat, ethyl-p-hydroxyben-
zoat, sorbinsyre, phenol, cresol og chlorcresol.

Den foreliggende opfindelse vil blive narmere
illustreret ved hjzlp af fglgende typiske eksempler,
der pa ingen madde begranser opfindelsen.

Eksempel 1
l) Syntese af CH3Tyr-G1y-Gly-Phe-Leu-Arg-CH3Arg-D-Leu-
NHC2H5

25 g Boc-D—Leu-OH-Hzo blev oplg¢st i 200 ml THF.
Oplgsningen blev afkglet til -20°C. Der blev til op-
lgsningen sat 11 ml N-methylmorpholin og 9,56 ml ethyl-
chlorcarbonat. Efter 5 minutters forlgb tilsattes 12,9
g af en 70%'s vandig ethylaminoplgsning, og blandingen
blev omrgrt ved ca. -5°C i 2 timer. Efter koncentre-
ring blev remanensen oplgst i ethylacetat og successivt
vasket med en vandig NaHCO3-opl¢sning og vand. Efter
koncentrering til tg¢grhed opnéedes 24,5 g Boc-D-Leu-
NHC,Hg.



10

15

20

25

30

35

DK 171300 B1

19
o
Smp.: 103-106°C
TLC: Rf-verdi 0,77 (ethylacetat)
Optisk drejning: [a]D = +20,0O (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C13H26N203:

C H H
beregnet (%) 60,44 10,14 10,84
fundet (%) 60,42 10,33 10,86

2) Syntese af Z-CH Arg(Tos)-D—Leu—NHC2H5

3

1,43 g 2-CHjArg(Tos)-OH, [a] = -15° (c =1,
dimethylformamid), syntetiseret ud fra B-Arg(Tos)-OH
ifplge den af P. Quitt et al. beskrevne metode [Helve-
tica Chimica Acta, 32, 327 (1963)],blev oplgst i 15 ml
tetrahydrofuran. Efter afkgling til -30°c sattes 0,33
ml N-methylmorpholin og 0,29 ml ethylchlorcarbonat
til oplgsningen. Efter 5 minutters forlgb tilsattes
en oplgsning af 817 mg CF3COOH-H-D-Leu—NHC2H5 (synte-
tiseret ved behandling af Boc-D-Leu-NHC2H5 med CF3COOH
i nerverelse af anisol) og 0,83 ml triethylamin i 7 ml
tetrahydrofuran, og blandingen blev omrgrt ved ca. -5°¢
i 2 timer. Efter koncentrering blev remanensen oplgst
i ethylacetat, vasket med en vandig NaHC03-opl¢sning
og derpd med vand og koncentreret til tg¢grhed, hvorved
opndedes 1,58 g glasagtig Z—CH3Arg(Tos)—D—Leu-NHCZHs.

TLC: Rf-verdi 0,68 (methanol/chloroform, 1:7)
Optisk drejning: [a], = 0%0,5° (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C30H44N6068:

C H N
beregnet (%) 58,42 7,19 13,63
fundet (%) 58,29 7,19 13,40

3) Syntese af Boc~Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D—Leu-NHC2H5

l1,1g CH3Arg(Tos)-D-Leu-NHC2H5
lytisk reduktion af Z-CH3Arg(Tos)-D-Leu-NHC2H5 i ner-
varelse af P4d/C, 983 ml Boc-Arg(Tos)-OH og 372 mg N-hy-
droxybenzotriazol blev oplgst i 4 ml dimethylformamid.

opndet ved kata-

Der blev til oplgsningen sat 520 mg dicyclohexylcarbo-
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diimid under afke¢ling med is, og blandingen blev omre¢rt
i ke¢leskab een dag og derpd ved stuetemperatur een dag.
De s&ledes dannede bundfald blev frafiltreret, og fil-
tratet blev koncentreret. Koncentrationsremanensen
blev renset ved silicagelsgjlechromatografi (eluerings-
middel: MeOH/CHCl3 = 1/15), hvorved opndedes 1,2 g
glasagtig Boc-Arg(Tos)-CH3Arg(Tosl-D-Leu-NHCzHS.

TLC: Rf-vardi 0,64 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [a] = -20,6° (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C40H64N100982-H20:

C H N
beregnet (%) 52,72 7,30 15,37
fundet (%) 52,82 7,22 15,06

4) Syntese af Boc-Leu-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D—Leu-NHC2H5

1,645 g Boc—Leu—OH-HZO blev oplgst i 12 ml di-
methylformamid. Oplgsningen blev afkglet til -20°cC.
Der sattes 0,726 ml N-methylmorpholin og 0,631 ml
ethylchlorcarbonat til oplgsningen. Efter 5 minutters
forlgb tilsattes en oplgsning af 4,986 g
CF3COOH°HArg(Tos)—CH3Arg(Tos)—D-Leu-NHCZHs, synte-
tiseret ved behandling af Boc-Arg(Tos)—CHBArg(Tos)-D-
Leu-NHC2H5 med CF3COOH i nervarelse af anisol, og
0,726 ml N-methylmorpholin i 12 ml dimethylformamid,
og blandingen blev omrgrt ved ca. -5°C i 2 timer.
Efter koncentrering blev remanensen oplgst i ethyl-
acetat, og oplgsningen blev vasket med vandig NaHCO3-
oplgsning og derpd med vand. Efter koncentrering efter-
fulgt af stgrkning med methanol/ether opniedes 5,283 g
Boc-Leu-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D-Leu—NHCzHS.

Smp.: 120-125°C (dek.)

TLC: Rf-verdi 0,66 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [a]D = -25,8O (C = 1, methanol)

Elementaranalyse for C46H75N1101082-CH3OH:

C H N

beregnet (%) 54,36 7,67 14,84

fundet (%) 54,49 7,63 14,62
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5) Syntese af Boc-Phe-Leu-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D-Leu-

NHC2H5

1,465 g Boc-Phe-0OH blev oplgst i 12 ml dimethyl-
formamid. Oplgsningen blev afkglet til -30°C. Der sattes
til oplgsningen 0,608 ml N-methylmorpholin og 0,528 ml
ethylchlorcarbonat. Efter 5 minutters forlgb tilsattes
en oplegsning af 4,691 g CF3COOH’H=Phe-Leu-Arg(Tos)-
CH3Arg(Tos)-D-Leu-NHC2H5, syntetiseret ved behandling
af Boc-Phe-Leu—Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D-Leu-NHC2H5 med

CF3COOH i naervaerelse af anisol, og 0,608 ml N-methyl-

morpholin i 12 ml dimethylformamid til oplgsningen,
og blandingen blev omrgrt ved ca. -5°C i 2 timer.
Efter koncentrering blev remanensen oplgst i ethylace-
tat, og oplgsningen blev vasket med en vandig NaHCO3-
oplgsning og derpd med vand. Efter koncentrering efter-
fulgt af stgrkning med methanol/ether opndedes 5,072 g
Boc-Phe-Leu-Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)-D—Leu-NHCZHs.
smp.: 127-132°C (dek.)
TLC: Rf-vaerdi 0,66 (methanol/chloroform, 1:7)
Optisk drejning: [aly = -25,4° (c = 1, methanol)
Elementaranalyse for C55H84N1201182-CH30H:

C H N
beregnet (%) 56,74 7,48 14,18
fundet (%) 56,64 7,33 13,86

6) Syntese af Boc-CH3Tyr((Clszl)-Gly-Gly-OH

9,09 g Boc-CH,Tyr (C1,Bz1)OH, [alj = -49° (¢ = 1,
CZHSOH)' syntetiseret ved en af S.T. Cheung et al.
beskrevet metode [Can. J. Chem., 55, 906(1977)]), og
2,53 g N-hydroxysuccinimid blev oplgst i 150 ml tetra-
hydrofuran. Efter afkg¢ling med is sattes 4,12 g dicyclo-
hexylcarbodiimid til oplgsningen, og blandingen blev
omrgrt natten over i kgleskab. De saledes dannede
hvide krystaller blev frafiltreret, og der blev til
filtratet sat 2,91 g H-Gly-Gly-OH og 38 ml af en vandig
oplgsning af 1,848 g NaHCO3
ved stuetemperatur i to dage og derpd koncentreret.

. Blandingen blev omrgrt



10

15

20

25

30

35

DK 171300 B1

22

Der blev tilsat en fortyndet vandig citronsyreoplg¢sning
og ethylacetat, og ethylacetatlaget blev fraskilt.
Efter vask med vand efterfulgt af koncentrering blev
produktet renset ved silicagelsgjlechromatografi
elueret med MeOH/CHCl3 = 1/30 og stgrknet med ether/n-
hexan, hvorved opndedes 9,23 g Boc-CH3Tyr(Clszl)-
Gly-Gly-OH.

Smp.: 70-80°C (dek.)

TLC: Rf-vardi 0,79 (methanol/eddikesyre/chloro-

form, 4:1:12)
Optisk drejning: [c]D = -47° (c = 1, methanol)
Elementaranalyse for C,¢H,,N,0,Cl -1/2C2H OC,H.:

317377772 577275
C H N
beregnet (%) 55,54 5,99 6,94
fundet (%) 55,45 5,81 6,89

7) Syntese af Boc-CH3Tyr(C12le)—Gly-Gly-Phe-Leu-

Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D—Leu-NHC2H5

682 mg Boc-CH3Tyr(Clszl)-Gly—Gly-OH og 195 mg
N-hydroxybenzotriazol blev oplgst i 4 ml dimethylform-

amid. Der blev til oplgsningen sat 272 mg dicyclohexyl-

carbodiimid under afkg¢gling med is. Efter omrgring i
3COOH-H-Phe-
Leu-Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)-D-Leu—NHCZHS, syntetiseret
ved behandling af Boc—Phe-Leu-Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)—D-

2 timer sattes en ople¢sning af 1,167 g CF

Leu-NHC2H5 med CF3COOH i nzrverelse af anisol, og 0,132
ml N-methylmorpholin i 8 ml dimethylformamid til oplgs-
ningen, og blandingen blev omrg¢rt i et kgleskab natten
over. Et sdledes dannet bundfald blev frafiltreret,
og filtratet blev koncentreret og renset ved silica-
gelsgjlechromatografi (elueringsmiddel: MeOH/CHCl3 =
1/20) . Efter st¢rkning med methanol/ether opniedes
1,391 g Boc-CH,Tyr (C1,Bz1) -Gly-Gly-Phe-Leu-Arg(Tos) -
CH3Arg(Tos)—D-Leu~NHC2H5.

Smp.: 130-135°C (dek.)

TLC: Rf-vardi 0,64 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [cx]D = -35,3o (C = 1, methanol)
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Elementaranalyse for C76H105N1501552C12.CHfﬁbHZO
C H N
beregnet (%) 55,92 6,77 12,70
fundet (%) 56,06 6,49 12,52

8) Syntse af CH
NHC2H

3'I‘yr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-CH3Arg-D—Leu—

5
220 mg Boc—CH3Tyr(Clszl)-ély—Gly-Phe-Leu-
Arg(Tos)-CHBArg(Tos)-D-Leu-NHCZH5 klev oplgst i 10 ml
hydrogenfluorid (HF) i narvarelse af 0,2 ml anisol i
en lukket HF-reaktionsbeholder ved -5%%. Oplgsningen
blev omrgrt 1 time og derpd blev HF afdestilleret
fra reaktionssystemet. Remanensen blev vasket med
ether og oplgst i vand. Oplgsningen blev behandlet
med Amberlite IRA-93 (eddikesvretypen) og frysetgrret.
120 mg af et siledes opndet rat peptid blev renset
ved HPLC [Nucleosil 5 C 18, 2 ¢ x 25 cm, elueret med
0,1% HC1 (HZO—CHBCN, 81/91)] og derpéd frysetgrret,
hvorved opnédedes 70 mg CH3Tyr—Gly-Gly-Phe—Leu-Arg-
CH Arg-D-Leu—NHCsz.

TLC: Rf-vardi 0,70 (butanol/eddikesyre/pyridin/

vand, 15:5:5:8)
Optisk drejning: [alj = -21,8° (c = 0,4, 0,01
N-HC1)

M.S. (FAB): 1036 ([M+H]™)

Aminosyreanalyse:
Gly 1,87(2) Leu 1,96(2) Phe 1,00(1)
Arg 0,95(1)
(toppe, der skyldes CH3Tyr og CHBArg,blev

3

ikke beregnet).

Eksempel 2

Syntese af Tyr-D—C§s-Gly-Phe—CyE-Arg-CH3Arg—D—Leu-
Arg—NH2

1) Syntese af Boc-D-Leu-Arg(Tos)-NH,

2,493 ¢ Boc—D-Leu-OH'HZO blev oplgst i 10 ml
dimethylformamid. Oplg¢sningen blev afkglet til -20°c.



DK 171300 B1

24

Der tilsattes 1,1 ml N-methylmorpholin og 0,96 ml ethyl-
chlorcarbonat. Efter 5 minutters forlgb blev der tilsat
en oplgsning af 4,414 g CF3COOH-H—Arg(Tos)-NH2 og 1,65
ml N-methylmorpholin i 20 ml dimethylformamid, og blan-
dingen blev omrgrt ved ved ca. -5°C i 2 timer. Efter
koncentrering blev remanensen oplgst i ethylacetat og
vasket med NaHCO3 og derpéd med vand. Efter koncentre-
ring blev der tilsat ether til stprkning af produktet.
Der opnéedes s&ledes 4,96 g Boc-D-Leu-Arg(Tos)—NHz.
Smp.: 110-120°C (dek.)
TLC: Rf-verdi 0,49 (methanol/chloroform, 1:7)
Optisk drejning: [a] = +13,0° (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C24H40N606sol/3H20:

C H N
beregnet (%) 52,73 7,50 15,37
fundet (%) 52,77 7,60 15,14

2) Syntese af Z-CH3Arg(Tos)—D-Leu-Arg(Tos)-NH2

3,336 g Z-CH3Arg(Tos)-OH blev oplgst i 30 ml
tetrahydrofuran. Oplgsningen blev afkglet til -20°cC.
Der blev til oplgsningen sat 0,77 ml N-methylmorpho-
lin og 0,67 ml ethylchlorcarbonat. Efter 5 minutters
forlgb tilsattes en oplgsning af 3,882 g CF3COOH-H-D—
Leu—Arg(Tos)-NHz,syntetiseret ved behandling af
Boc-D-Leu-Arg(Tos)—NH2 med CF3COOH i nervarelse af
anisol, og 1,17 ml triethylamin i 30 ml tetrahydro-
furan, og blandingen blev omrgrt ved ca. -5°C i 2 ti-
mer. Efter koncentrering efterfulgt af stdrkning med
methanol/vand opndedes 6,14 g Z-CH3Arg(Tos)-D-Leu—
Arg(Tos)-NHz.

Smp.: 100-113°C (dek.)

TLC: Rf-verdi 0,44 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [a]D = -3,4O (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C41H58N100982.CH3OH:

C H N
beregnet (%) 54,18 6,71 15,04

fundet (%) 54,12 6,62 14,85
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3) Syntese af Boc-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)—D-Leu—Arg(Tos)—
NH2
4,734 q CHBArg(Tos)-D-Leu—Arg(Tos)-NHz,opnéet

ved katalytisk reduktion af Z-CH3Arg(Tos)-D-Leu-Arg(Tos)—
NH2 i nervarelse af P4d/C, 2,918 g Boc-Arg(Tos)OH og
1,1 g N-hydroxybenzotriazol blev ople¢st i 17 ml dime-
thylformamid. Der blev til oplgsningen sat 1,543 g
dicyclohexylcarbodiimid under afkpling med is, og
blandingen blev omrgrt i keleskab een dag og derpa
ved stuetemperatur een dag. Et sdledes dannet bund-
fald blev frafiltreret, og filtratet blev koncentre-
ret. Remanensen blev renset ved silicagelsgjlechroma-
tografi (elueret med MeOH/CHCl3 = 1/15) og bragt til
stgprkning med ether, hvorved opnédedes 4,917 g Boc-
Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D—Leu-Arg(Tos)-NHz.
Smp.: 131-136°C (dek.)
TLC: Rf-verdi 0,44 (methanol/chloroform, 1:7)
Optisk drejning: [a]D = —16,7O (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C51H78N1401253-H20:

C H N
beregnet (%) 51,32 6,76 16,43
fundet (%) 51,15 6,54 16,48

4) Syntse af Boc-Cys(CH3le)—Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)-D-
Leu-Arg(Tos)-NH2

747 mg Boc-Cys(CH3le)—OH blev oplgst i 4 ml
dimethylformamid. Oplgsningen blev afkglet til -20°¢.
Der blev tilsat 0,254 ml N-methylmorpholin og 0,221 ml
ethylchlorcarbonat. Efter 5 minutters forlgb blev der
til opl¢sningen sat en oplgsning af 2,497 g CF3COOH-H—
Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D—Leu-Arg(Tos)-NHz, syntetiseret
ved behandling af Boc-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)—D-Leu-

Arg(Tos)-NH2 med CF3COOH i nervaerelse af anisol, og
0,277 ml N-methylmorpholin i 6 ml dimethylformamid,
og blandingen blev omrgrt ved ca. -5°C i 2 timer.
Efter koncentrering blev blandingen oplgst i ethyl-
acetat og derpd vasket med NaHCO3 og derefter med
vand. Efter yderligere koncentrering blev produktet
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stgrknet med methanol/ether, hvorved opnades 2,548 g
Boc—Cys(CH3B21)-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D-Leu-Arg(Tos)-NH
Smp.: 126-132°C (dek.)
TLC: Rf-vardi 0,51 (methanol/chloroform, 1:7)
Optisk drejning: [a]D = -20,6° (C = 1, methanol)

Elementaranalyse for C_.H,.N,_.O 84-CH3OH-H O:

5"

6291715713 2
C H N
beregnet (%) 52,81 - 6,82 14,66
fundet (%) 52,78 6,43 14,29

5) Syntse af Boc—Phe—Cys(CH3le)—Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-
D-Leu-Arg (Tos)~NH

2

467 mg Boc-Phe-OH blev oplegst i dimethylform-
amid. Oplgsningen blev afkglet til -20°C. Der blev
til oplgsningen sat 0,194 ml N-methylmorpholin og 0,168

ml ethylchlorcarbonat. Efter 5 minutters forlgb til-
sattes en oplgsning af 2,234 g CF3COOH-H-Phe-Cys(CHBle)-
Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D-Leu-Arg(Tos)-NHZ,
ved behandling af Boc—Phe-Cys(CH3B21)-Arg(Tos)-CH3Arg-
(Tos)-D-Leu-Arg(Tos)-NH2 med CF3COOH i nerverelse af

syntetiseret

anisol, og 0,211 ml N-methylmorpholin i 5 ml dimethyl-
formamid, og blandingen blev omrgrt ved ca. —5°C i
2 timer. Efter koncentrering blev remanensen oplgst
i ethylacetat, og oplgsningen blev vasket med en van-
dig NaHCO3-opl¢sning og derpad med vand. Efter yderli-
gere koncentrering blev produktet stgrknet med metha-
nol/ether, hvorved opndedes 2,126 g Boc-Phe-Cys(CHBle)-
Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)—D-Leu—Arg(Tos)—NH
Smp.: 124-130°C (dek.)
TLC: Rf-verdi 0,56 (methanol/chloroform, 1:7)

2.

Optisk drejning: [a]D = -18,9o (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C71H100N16014$4.5/2CH3OH:

cC H N
beregnet (%) 54,83 6,89 13,91

fundet (%) 54,62 6,34 13,64



10

15

20

25

30

35

DK 171300 B1

27
6) Syntese af Boc-D-Cys(CH3le)-Gly-0C2H5

3,233 g Boc-D—Cys(CH3le)OH blev oplgst i 15 ml
dimethylformamid. Oplgsningen blev afkglet til -20°c.
Der blev til oplgsningen sat 1,1 ml N-methylmorpholin
og 0,956 ml ethylchlorcarbonat. Efter 5 minutters
forlgb tilsattes en oplgsning af 1,396 g HCl-H-Gly-
OC2H5 og 1,1 ml N-methylmorpholin i 20 ml dimethyl-
formamid, og blandingen blev omrgrt ved ca. -5°% i
2 timer. Efter koncentrering blev remanensen oplgst
i ethylacetat, og oplgsningen blev vasket med en van-
dig NaHCO3-opl¢sning og derpd med vand. Efter koncen-
trering blev tilsat n-hexan for stgrkning af produktet.
Der opnéedes sdledes 3,6 g Boc-D-Cys-Gly-OCzHS.

Smp.: 80-82°C

TLC: Rf-vardi 0,74 (chloroform/ethylacetat, 2:1)

Optisk drejning: [u]D = +30,2° (C = 1, methanol)

Elementaranalyse for C20H30N2058:

C H N
beregnet (%) 58,51 7,37 6,82
fundet (%) 58,35 7,23 6,69

7) Syntese af Boc-Tyr(Clszl)-D-Cys(CH3le)-Gly-—OC2H5

2,068 g Boc-Tyr(Clszl)-OH blev oplgst i 20 ml
tetrahydrofuran. Oplg¢sningen blev afkglet til -20°c.
Der sattes 0,517 ml N-methylmorpholin og 0,45 ml ethyl-
chlorcarbonat til oplg¢sningen. Efter 5 minutters forlegb
sattes en oplgsning af 1,94 g CF3COOH-H-D-Cys(CH3le)-
Gly-OC2H5, syntetiseret ved behandling af Boc-D-
Cys(CH3le)-Gly-0C2H5 med CF,COO0H i narvarelse af ani-
sol, og 1 ml triethylamin i 20 ml tetrahydrofuran til
oplgsningen, og blandingen blev omrgrt ved ca. -5°¢
i 2 timer. Efter koncentrering tilsattes vand for dan-
nelse af et bundfald. Bundfaldet blev frafiltreret og
opl¢st i en blanding af methanol og chloroform. Efter
koncentrering tilsattes ether for stgrkning af produk-
tet. Der opndedes siledes 2,661 g Boc-Tyr(ClZle)-D-
Cys(CH3le)-Gly-OC2H5.
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Smp.: 149-150°¢C
TLC: Rf-vaerdi 0,63 (chloroform/ethylacetat, 2:1)
Optisk drejning: [alp = +17,0° (C = 1, dime-

thylformamid)
Elementaranalyse for C36H43N307SC12:
C H N
beregnet (%) 59,01 5,91 5,73
fundet (%) 58,94 5,75 5,62

8) Syntese af Boc-Tyr(Clszl)-D—Cys(CHBle)-Gly-OH

2,345 g Boc-Tyr(Clszl)-D-—Cys(CHBle)-Gly-OCZH5
blev oplgst i 30 ml tetrahydrofuran og der tilsattes
derpd 3,2 ml N-NaOH. Blandingen blev omrgrt ved stue-
temperatur i 1 time. Der sattes 3,2 ml N-HCl til blan-
dingen. Den resulterende blanding blev koncentreret. Der
blev tilsat vand for stgrkning af produktet. Der opndedes
sédledes 1,899 g Boc-Tyr(Clszl)-D-Cys(CH3le)—Gly-OH.

Smp.: 133-138°C (dek.)

TLC: Rf-vaerdi 0,25 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning [u]D = +35,8O (C = 1, methanol)

Elementaranalyse for C34H39N307SC12:

C H N

beregnet (%) 57,95 5,58 5,96

fundet (%) 57,81 5,33 5,92

8) Syntse af Boc-Tyr(Clszl)-D-Cys(CH3B21)-Gly-Phe-
Cys(CHBle)-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D-Leu-Arg(Tos)-NH2

983 mg Boc-Tyr(Clszl)-D-Cys(CH3le)-G1y-0H
og 226 mg N-hydroxybenzotriazol blev oplgst i 5 ml
dimethylformamid. Der blev til oplgsningen sat 316 mg
dicyclohexylcarbodiimid under afke¢ling med is. Efter
omrgring i 2 timer blev der til oplgsningen sat en
oplgsning af 1,94 g CF3COOH'H-Phe—Cys(CH3le)-Arg(Tos)-
CH3Arg(Tos)-D-Leu-Arg(Tos)-NHz, syntetiseret ved be-
handling af Boc—Phe-Cys(CH3le)-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-
D—Leu-Arg(Tos)-NH2 med CF4COO0H i narvarelse af ani-
sol, og 0,167 ml N-methylmorpholin i 10 ml dimethyl-
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formamid, og blandingen blev omrgrt i kegleskab natten
over. Et siledes dannet bundfald blev frafiltreret.
Efter silicagelsgjlechromatografi (eluering med MeOH/
CHCl3 = 1/20) efterfulgt af stgrkning med methanol/
ether opnéedes 2,0 g Boc-Tyr(Clszl)—D-Cys(CH3le)-
Gly-Phe-Cys(CHBle)-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)—D-Leu-Arg(Tos)-
NHZ'

Smp.: 123-230°C (dek.)

TLC: Rf-verdi 0,63 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [alj = -17,5° (Cc = 1, dimethyl-

formamid)
Elementaranalyse for C100H129N1901855C12-
C,H OC2H5-3/2CH3OH:

275
C H N
beregnet (%) 56,60 6,52 11,89
fundet (%) 56,38 6,18 11,72

10) Syntese af Tyr-D-éys—G1y-Phe—Cy§-Arg—CH3Arg-D-Leu-
Arg--NH2

515 mg Boc-Tyr(Clszl)-D-Cys(CH3le)-Gly—Phe—
Cys(CH3B21)-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D-Leu-Arg(Tos)-—NH2
blev oplgst i 20 ml HF i narvarelse af 2 ml anisol ved
-5°C i en lukket hydrogenfluorid (HF)-reaktionsbehol-
der. Ople¢sningen blev omrgrt i 2 timer, og derpd blev
HF afdestilleret fra reaktionssystemet. Remanensen
blev vasket med ether og oplgst i vand. Oplgsningen
blev behandlet med Amberlite IRA-93 (eddikesyretype)
og derpd frysetgrret. 320 mg af det tgrre produkt blev
oplegst i 1,3 liter vand, og oplgsningen blev indstillet
pd pH 8 med vandig ammoniak. Der blev indfgrt luft
under omrgring i 2 dage, og blandingen blev indstillet
P& pH 6 og derpd frysetgrret. Det sdledes opndede
rd peptid blev renset ved HPLC [Nucleosil 5 C 18, 2 @ x
25 cm, elueret med 0,05% HC1l (HZO/CH3CN, 88/12)]) og
frysetgrret til opndelse af 140 mg Try-D—C&s—Gly-Phe-Cyé—
Arg-CH3Arg—D-Leu-Arg-NH2.

TLC: Rf-vardi 0,56 (butanol/eddikesyre/pyridin/

vand, 15:5:5:8)
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Optisk drejning: [aly = -29° (C = 0,4, 0,01N-HC1)
M.S. (FAB): 1183 ([M+H]™)
Aminosyreanalyse:
Gly 1,02(1) Cys 1,83(2) Leu 1,04(1)
Tyr 0,80(1) Phe 1,00(1) Arg 2,06(2)
(En top, der skyldes CH3Arg,blev ikke beregnet)

Eksempler 3-25

De i tabel 5 viste forbindelser blev syntetise-
ret ved den samme konventionelle flydende-fase-proces
som i eksemplerne 1 og 2. Ved disse forsgg blev dynor-
phinderivater, der var modificeret i stillingerne 1 til
3 (Tyr-Gly-Gly), i stillingerne 4 til 7 (Phe-Leu~Arg-
Arg), i stillingerne 4 til 8 (Phe-Leu-Arg-Arg-Ile) og
i stillingerne 4 til 9 (Phe-leu-Arg-Arg-Ile-Arg), syntetiseret ved
den trinvise fremgangsmidde, idet man startede fra C-ter-
minalen i hvert peptid. Derpd blev derivaterne i
stillingerne 1 til 3 og derivaterne i stillingerne
4 til 7, 4 til 8 eller 4 til 9 sammenkondenseret ved
DCC-HOBt-metoden eller blandet anhydrid-metoden. Alle
beskyttelsesgrupperne blev fjernet med hydrogenfluorid
(HF), 0og produktet blev renset ved preparativ HPLC under
anvendelse af en "reversed phase"-bzrer. I eksempel
24 blev alle beskyttelsesgrupperne fjernet med HF, og
forbindelsen blev oxideret med luft og derp& renset
ved praparativ HPLC. Reaktionsvejene ved syntesen af
de respektive beskyttede peptider er vist i figurerne
1 til 5.

Resultaterne af bestemmelsen af optisk drejning
[u]go, TLC Rf-vaerdi og aminosyreanalyse af de opnde-
de ¢nskede peptider er vist i tabel 6.
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Tabel 5
' Eks. | Forbindelse
3 CHyTyr-0G4y-GLy~Phe-Leu-Arg-Arg-NH,
4 CH,Tyr-0Ly-GLy-Phe-Leu-Arg-Arg-NHCH,CH(CH,)CH,CH,
5 CH,Tyr-Oby-OLy-Pho-Leu-Ars-Ars-D-L;u-OH
é CH,Tyr-ij-Oty-Phe-Leu-Ars-Ars-D-Lou-OCzH,
7 |cH,Tyr-04y-045-Phe-Leu-Arg-Arg-D-Leu-NH,
8 CH,Tyr-GJ}-OLy-Phe-Leu-Ars-Ars-D-Leu-NchH,
12 CH,Tyr-G£y-04y-Phe-Leu-Arg-Arg-D-~Leu-NH(CH, ) (CH,
1 0 |CH,Tyr-0£y-047-Phe(p-NC,)-Leu-Arg-Arg-D-Leu-NH,
11 CH,Tyr-G£y-0£y-Fhe-Leu-homecArg-Arg-D-Leu-¥NH,
1t 2 CH,Tyr-D-Afe-GLy-Fhe-Leu-Arg-Arg-D-Leu-NH, i
13 CH,Tyr-GLf—GLy-CH,Phe-Leu-Arg-Ars-D-Leu-NHz l
1 4 CH,Tyr-th-Gﬁy-Phe-CH,Leu-Arg;Ars-D-Leu-Nﬂz
15 CH,Trr-0Ly-GLy-D-Phe-Leu-Arg-Arg-D-Leu-HH,
LI Tyr-D-ALo-0gLy-Phe-Leu-Arg-Arg-D-Leu-NH,
L Tyr-Ser-04y-Phe-Leu-Arg-Arg-D-Leu-NH,
18 CH,Tyr-GLr:G}y-Phe-Leu-CH,Arg-Arg-D-Leu-NHz
19 | CE,Tyr-0£y-G£y-Phe-Leu-ATg-CH,Arg-D-Leu-NH,
2.0 OH,Tyr-0£7-0£y-Phe-tert-Leu-Arg-CH Arg-D-Leu-NHC,Hy
2 1 CH,Tyr-0£y-0£y-Phe(p-H0,)-Leu-Arg-CH,Arg-D-Leu-NHC,l,
2 2 CHyTyr~G£Ly-0Ly~Phe-Leu-Llye-CH,Arg-D-Leu-NH,
2 3 Tyr-D-Eer-Gﬁy-Phe-Ser-Ars:CH,Arg-D-Leu-NHCzﬂ,
2 4 Tyr-D-C}o-Gby-Pho-C;e-Ars-CH,Ars-D-Leu-Nchﬂ,
2 5 Gi,Tyr-Otr-DLr-Pho-Lou-Ars-Ars-D-Leu-Arg-Nuz
2 ¢ CH,Tyr-02y-G4y-FPhe-Lleu-Arg-Arg-D-0Lu-Arg-NH,
27 CH,Tyr-OLy-G&r-Pho-Leu-Arg-CH,Arg-D-Lou-Arg-NHCzH,
2 8 CH,Tyr-Glr~0&y~Pho(p-NOz)-Lou-Arg-CH,Arg—D-Leu-Arg-NHCzH,
29 CH,Tyr-0£y-02y-Fhe-Met(0) -Arg-CH,Arg-D-Leu-Arg-tH,

tert-Leu . (CH,),CCH(NH,)COOH
homoArg ¢ NH,C(=NH)NHCH,CH,CH,CH,CH(NH,)COOH

Phe(p-¥0,) @ NO,{Z:S>cHzcu(an)cooa

gar ! CH,NHCH,COOH
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Fig. 1 Eksempler 3 og 4
C2,Tyr(CL,E24) G4y CLy Phe Leu arg(Tos) trg(os)

Boc—+— OE E-R
Boce R
Boc —0OE E- R
Boc R
Boc —0QE E R
Boc R
Boc QE E R
Bece N R
R I NE, , NHCEZCE(CHS)CHZCE3
Fig. 2 Eksempler 5-18
A B CLy o D E Arg(Tos) D-Lleu
Boe+0OH H <+R
Boc R
Boc+OH H R
Boc R
Bee T+ 0K H - R
Boe R
Boc +OH H R
Boc R
Boc OH B R
Boc R

A ! Tyr(ce,Bz2),CH,Tyr(C£,Bz£). B ! 0Ly ,D-Afe,Sar. C ! Phe,D-Phe,
CHyPhe,Phe(p-NO,). D ! Leu,CH,Leu. E ! Arg(Tos),homoArg(Tos).

R . 0Bzg,0C,H,,NH, ,NHC,H, ,NE(CH,),CH,

(I eksemplerne 11 og 18 benyttedes Z-homoArg(Tos)OH

henholdsvis S—CH3Arg(Tos)OH som den beskyttede aminosy-
re E.)
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Fig. 3 Eksempler 19-24
A B oLy c D E  CH,Arg(Toe) D-Leu
2 Loa H|-R

2 R

Boct+OH H R

Boe R

Boc -+ OH" H

x

Boc

Boc ~OH H

B I

Boc

Boe O H

*y

A Tyr(CLszJ),CH,Tyr(CAszj). B ! O2y,D-Ser(Bzs),D-Cys(CH,Bz£).
C ! Phe,Pre(p-NO,). D ¢ Leu,tert-Leu,Ser(Bzg),Cre(CH,Bz2).

E [ Arg(Toe),Lye(2). R ! NH, NHC,H,
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Eksempel 30
Syntese af CH3 Tyr-Gly-Gly—Phe-Leu-Arg-CH3Arg-D—Ala-OH

1) SY¥ntese af X~CH3Arg(Tos)-D-Ala—OBut:

3,336 g Z-CH3Arg(Tos)OH blev oplgst i 20 ml
tetrahydrofuran. Oplgsningen blev afkglet til -30%%.
Der blev sat 0,77 ml N-methylmorpholin og 0,669 ml
ethylchlorcarbonat til opl¢sninge§. Efter 5 minutters
forlgb tilsattes en oplgsning af 1,272 g HCl-H-D-Ala-
OBut og 1,16 ml N-methylmorpholin i 20 ml tetrahydro-
furan, og blandingen blev omrgrt ved ca. -5°C i 2 ti-
mer. Efter koncentrering blev remanensen oplgst i
ethylacetat og vasket med en vandig NaHCO3-opl¢sning
og derpa med vand. Efter koncentrering til tg¢rhed op-
nidedes 4,16 g glasagtig Z-CH3Arg(Tos)-D-Ala-OBut.

TLC: Rf-verdi 0,69 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [a]D = -15,5° (¢ = 1, methanol)

Elementaranalyse for C29H41N507S:

C H N
beregnet (%) 57,70 6,85 11,60
fundet (%) 57,54 6,59 11,31

2) Syntese af Z-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D-Ala-OBut

2,87 g CH3Arg(Tos)-D—Ala-OBut, opndet ved kata-
lytisk reduktion af Z-CH3Arg(Tos)-D-Ala-OBut i ner-
verelse af P4/C, 3,392 g 2-Arg(Tos)-OH og 1,188 g
N-hydroxybenzotriazol blev oplgst i 10 ml dimethyl-
formamid. Der blev til oplgsningen sat 1,662 g dicyclo-
hexylcarbodiimid under afkg¢ling med is, og blandingen
blev omrert i kgleskab i to dage. Det siledes dannede
bundfald blev frafiltreret, og filtratet blev koncen-
treret. Remanensen blev renset ved silicagelsgjle-
chromatografi (elueringsmiddel: methanol/chloroform =
1/20), hvorved opnéedes 2,04 g glasagtig Z-Arg(Tos)-
CH3Arg(Tos)-D-Ala-OBut.

TLC: Rf-verdi 0,57 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [cx]D = —31,6o (C =1, methanol)
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Elementaranalyse for C42H59N901052-1/2H20
C H N
beregnet (%) 54,65 6,62 13,66
fundet (%) 54,64 6,48 13,72

3) Syntese af Z-Leu-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-D—Ala-OBut

0,629 Z-Leu-OH blev oplgst i 15 ml dimethyl-
formamid. Oplgsningen blev afk¢le£ til -20°C. Der
blev til oplgsningen sat 0,261 ml N-methylmorpholin
og 0,227 ml ethylchlorcarbonat. Efter 5 minutters for-
lg¢b sattes en ople¢sning af 1,76 g HCl.H~Arg(Tos)-
CH3Arg(Tos)-D-A1a-OBut, fremstillet ved katalytisk
reduktion af Z-Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)-D-Ala-OBut i
nervarelse af Pd-C, og 0,356 ml N-methylmorpholin i
15 ml dimethylformamid til oplgsningen, og blandingen
blev omrgrt ved ca. -5°C i 2 timer. Efter koncentre-
ring blev remanensen oplgst i ethylacetat, og oplgs-
ningen blev vasket med en vandig NaHCO3-opl¢sning
og derpid med vand. Efter koncentrering til te¢rhed op-
ndedes 2,11 g glasagtig Z—Leu-Arg(Tos)—CHBArg(Tos)—D-
Ala-OBut.

TLC: Rf-vardi 0,57 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [u]D = -36,2o (C = 1, methanol)

Elementaranalyse for C48H70N1001182‘1/2CH§XI£2H5:

C H N
beregnet (%) 56,06 6,96 13,07
fundet (%) 56,02 6,85 13,08

4) Syntese af Z-Phe-Leu-—Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)-D—Ala-OBut

595 mg Z-Phe-OH blev oplgst i 15 ml dimethyl-
formamid. Oplgsningen blev afkglet til -20°C. Der blev
sat 0,219 ml N-methylmorpholin og 0,190 ml ethylchlor-
carbonat til oplgsningen. Efter 5 minutters forlgb
sattes en oplg¢sning af 1,68 g HCl-H-Leu-Arg(Tos)-
CH3Arg(Tos)-D-Ala-OBut, fremstillet ved katalytisk
reduktion af Z-Leu—Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)—D-Ala-OBut
i nerverelse af Pd-C, og 0,299 ml N-methylmorpholin
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i 15 ml dimethylformamid til oplgsningen, og blandingen
blev omrgrt ved ca. -5°C i 2 timer. Efter koncentre-
ring oplgstes remanensen i ethylacetat, og oplg¢sningen
blev vasket med en vandig NaHCO3-opl¢sning og derpa
med vand. Oplgsningsmidlet blev afdestilleret og der
blev sat ether til remanensen. Efter dekantering efter-
fulgt af koncentrering til te¢rhed opnéedes 1,87 g glas-
agtig 2-Phe-Leu-Arg(Tos)-CH,Arg (Ts) -D-Ala-0But,
TLC: Rf-verdi 0,61 (methanol/chloroform, 1:7)
Optisk drejning: la)_ = -34,7° (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C57H79N1101282-CZH OCZH :

5 5
C H N
beregnet (%) 58,68 7,19 12,34
fundet (%) 58,66 6,83 12,42

5) Syntese af Boc-CH3Tyr(Clszl)-Gly-Gly-Phe—Leu-
Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)-D-Ala-OBut

969 mg Box-CH3Tyr(C12le)—Gly-Gly-OH blev oplgst
i 12 ml dimethylformamid. Oplgsningen blev afkglet til
-20°c. Der blev til oplgsningen sat 0,188 ml N-methyl-
morpholin og 0,163 ml ethylchlorcarbonat. Efter 5 mi-
nutters forlgb sattes en oplgsning af 1,67 g HCl-H-Phe-
Leu—Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)-D-Ala—OBut, fremstillet ved
katalytisk reduktion af Z-Phe-Leu-Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)-
D-Ala—OBut i narvarelse af Pd-C, og 0,256 ml N-methyl-
morpholin i 15 ml dimethylformamid til oplgsningen,
og blandingen blev omrgrt ved ca. -5°C i 2 timer. Efter
koncentrering blev remanensen oplgst i ethylacetat,
©g oplgsningen blev vasket med en vandig NaHCO3-opl¢s—
ning og derpd med vand. Oplgsningsmidlet blev afdestil-
leret under formindsket tryk, og remanensen blev stegrk-
net med methanol/ether, hvorved opndedes 2,196 g
Boc-CH3Tyr(Cl2le)-Gly-Gly-Phe-Leu—Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)—
D-Ala-OBut.

Smp.: 130-135°C )dek.)

TLC: Rf-vardi 0,61 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [o.]D = -40,7O (C = 1, methanol)
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Elementaranalyse for C75H102Nl401652C12-ZCHjmh

C H N
beregnet (%) 55,89 6,70 11,85
fundet (%) 55,95 6,42 11,78

6) Syntese af CH3Tyr-Gly—Gly—Phe—Leu-Arg—CH3Arg-D-AhrCH

200 mg Boc—CHBTyr(Clszl)-Glyfgly-Phe—Leu-Arg(Tbs)-
CH,Arg (Tos) -D-Ala-0Bu" blev oplgst i 10 ml HF ved -5°C i nar-
varelse af 0,2 ml ansiol i en lukket hydrogenfluorid
(HF) reaktionsbeheholder. Oplgsningen blev omrgrt i
1 time,og HF blev afdestilleret fra reaktionssystemet.
Remanensen blev vasket med ether og derpéd oplgst i
vand. Oplg¢sningen blev behandlet med Amberlite IRA~-93-
(eddikesyretype) og derpd frysetgrret. 120 mg af det
sdledes opnidede r& peptid blev renset ved HPLC [Nucleo-
sil 5 C 18, 2¢ x 25 cm, eluering med 0,05% HCl
(HZO/CH3CN, 92:8)] og frysetgrret, hvorved opndedes
60 mg CH3Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-CH3Arg-D-Ala-OH.

TLC: Rf-vardi 0,54 (butanol/eddikesyre/pyridin/

vand, 15:5:5:8)

Optisk drejning: [a]D = —35JP(C = 0,4, 0,01N-

HC1)

M.S. (FAB): 967 ([M+H)™)

Aminosyreanalyse:

Gly 1,95(2), Leu 1,00(1), Phe 1,00(1),

Arg 0,99(1), Ala 1,01(1)

(Toppe, der skyldtes CH3Tyr og CH3Arg,
blev ikke beregnet)

Eksempel 31
Syntese af CH3Tyr-G1y-G1y-Phe-Leu-Arg—CH3Arg-CH3Ala-OH:

1) Syntese af Z-CHaArg(Tos)-CH3A1a-OBut:

4,508 g Z-CH3Arg(Tos)OH, 1,683 g HCl-CH3A1a—
OBut, 1,533 g N-hydroxybenzotriazol og 1,04 ml N-methyl-
morpholin blev oplgst i 10 ml dimethylformamid. Der blev
til oplgsningen sat 2,144 g dicyclohexylcarbodiimid
under afke¢ling med is, og blandingen blev omrgrt i
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kgleskab natten over. Det s&ledes dannede bundfald blev
frafiltreret, og filtratet blev koncentreret. Remanen-
sen blev oplgst i ethylacetat, Og oplgsningen blev vas-
ket med en vandig citronsyreoplgsning, vandig NaHCO3-
oplgsning og derpid med vand. Efter koncentrering til
terhed opndedes 4,24 g glasagtig Z—CHB-Arg(Tos)-CH3-
Ala-OBut.

TLC: Rf-vardi 0,61 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [c]D = -57,8o (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C3OH43N507S:

C H N
beregnet (%) 58,33 7,02 11,33
fundet (%) 58,11 6,88 11,41

2) Syntese af Z-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-CHBAla-OBut:

2,90 g CH3Arg(Tos)—CH3Ala—OBut, opnaet ved
katalytisk reduktion af Z-CH3Arg(’I‘os)-CH3Ala-OBut i
narvarelse af Pd-C, 3,329 g Z-Arg(Tos)OH og 1,166 g
N-hydroxybenzotriazol blev oplgst i 10 ml dimethyl-
formamid. Der blev til oplgsningen sat 1,359 g dicyclo-
hexylcarbodiimid under afkgling med is, og blandingen
blev omrgrt i kgleskab i 2 dage. Det siledes dannede
bundfald blev frafiltreret, og filtratet blev koncen-
treret. Remanensen blev renset ved silicagelsgjle-
chromatografi (elueringmiddel: MeOH/CHCl3 = 1/15),
hvorved opnéedes 2,1 g galsagtig Z-Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)-
CH3A1a—OBut.

TLC: Rf-vardi 0,46 (methanol /chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [a]D = -57,1o (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C43H61N901052-3/2H20:
C H N
beregnet (%) 54,07 6,75 13,20
fundet (%) 54,10 6,35 13,18

3) Syntese af Z-Leu—Arg(Tos/—CH3Arg(Tos)-CH3Ala-0But

247 g Z-Leu-OH blev oplgst i 10 ml dimethyl-
formamid. Oplgsningen blev afkglet til -20%c. Der blev
til oplgsningen sat 0,102 ml N-methylmorpholin og 0,089
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ml ethylchlorcarbonat. Efter 5 minutters forleb sattes

en op1¢sning af 700 mg HCl-H- Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)—
CH Ala ~0Bu® , opnéet ved katalytlsk reduktion af
Z- Arg(Tos) CH3Arg(Tos) CH3Ala -0Bu® i narvarelse af
Pd-C, og 0,139 ml N-methylmorpholin i 10 ml dimethyl-
formamid til oplgsningen, og blandingen blev omrgrt
ved ca. -5°C i 2 timer. Efter koncentrering blev rema-
nensen oplgst i ethylacetat, og oplgsningen blev vasket
med en vandig NaHCO3—opl¢sning og derpd med vand.
Oplgsningsmidlet blev afdestilleret, og der blev sat
ether til remanensen. Efter dekantering efterfulgt af
koncentrering til te¢rhed opndedes 0,86 g glasagtig
Z-Leu-Arg(Tos)—CH3Arg(Tos)—CH3Ala-OBut.
TLC: Rf-vaerdi 0,48 (methanol/chloroform, 1:7)
Optisk drejning [o.]D = -60, 3° ( ¢ =1, methanol)
Elementaranalyse for C, H 72N1001152 C2H50C2 5t

C H N
beregnet (%) 57,07 7,41 12,55
fundet (%) 56,83 7,02 12,64

4) Syntese af Z-Phe-Leu—Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)—CH3Ala-OBut

224 mg z-Phe-OH blev oplgst i 7 ml dimethyl-
formamid. Oplgsningen blev afkglet til -20°C. Der blev
+il oplgsningen sat 0,082 ml N-methylmorpholin og 0,071
ml ethylchlorcarbonat. Efter 5 minutters forlgb sattes
der en oplgsning af 640 mg HCl»H-Leu-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-
CH3-Ala-OBut, fremstillet ved katalytisk reduktion af
Z-Leu-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-CH3Ala-OBut i nerverelse
af Pd-C, og 0,112 ml N-methylmorpholin i 7 ml dime-
thylformamid til opl¢sningen, og blandingen blev omrgrt
ved ca. -5°C i 2 timer. Efter koncentrering blev rema-
nensen oplgst i ethylacetat, og oplgsningen blev vasket
med en vandig NaHCO3-opl¢sning og derpd med vand.
Oplgsningsmidlet blev afdestilleret og der blev sat
ether til remanensen. Efter dekantering efterfulgt af
koncentrering til tg¢rhed opndedes 770 mg glasagtig
Z-Phe—Leu-Arg(Tos)-CH3Arg(Tos)-CH3Ala-OBut.
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TLC: Rf-vaerdi 0,54 (methanol/chloroform, 1:7)
Optisk drejning: [a]D = -59,6O (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C58H81N1101252'C H OC2H5:

25

C H N
beregnet (%) 58,98 7,26 12,20
fundet (%) 58,68 6,91 12,24

5) Syntese af Boc-CH3Tyr(C12le)-ély-Gly-Phe-Leu—ArgﬂbsF
CH,ATg (Tos) -CH,Ala-OBu"

350 mg Boc-CHBTyr(Clszl)-Gly-Gly—OH blev oplgst
i 5 ml dimethylformamid. Oplgsningen blev afkglet til
-20°C. Der blev til oplgsningen sat 0,068 ml N-methyl-
morpholin og 0,059 ml ethylchlorcarbonat. Efter 5 mi-
nutters forlegb blev der sat en oplgsning af 610 mg
HC1-H-Phe-Leu-Arg (Tos) -CH,Arg] Tos) ~CH Ala-0Bu®, frem-
stillet ved katalytisk reduktion af Z-Phe-Leu-Arg(Tos) -
CH3Arg(Tos)—CH3A1a—OBut i nerverelse af Pd-C, og 0,092
ml N-methylmorpholin i 6 ml dimethylformamid til op-
lgsningen, og blandingen blev omrgrt ved ca. -5% i
2 timer. Efter koncentrering blev remanensen oplegst i
ethylacetat, og oplgsningen blev vasket med en vandig
NaHCO3-opl¢sning og derpd med vand. Efter koncentre-
ring efterfulgt af stgrkning med methanol/ether opndedes
760 mg Boc-CH3Tyr(C12le)-Gly-Gly-Phe-Leu—Arg(Tos)-
CH,Arg (Tos) -CH,Ala-0But.

Smp.: 125-133°C (gek.)

TLC: Rf-vardi 0,55 (methanol/chloroform, 1:7)

Optisk drejning: [u]D = -56,4o (C = 1, methanol)
Elementaranalyse for C76H104N1401682C12-l/2
C2H50C2H5:
C H N
beregnet (%) 57,06 6,69 11,94

fundet (%) 56,71 6,46 11,49
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6) Syntese af CH3Tyr-Gly-Gly-Phe—Leu-Arg-CH3Arg—CH3Ala-
OH

250 ml Boc-CH3Tyr(C12le)-Gly—Gly-Phe—Leu-Arg(Tos)-
CH,Arg (Tos)<CH;Ala-0Bu® blev oplgst i 10 ml HF ved -5°C i
narvarelse af 0,2 ml anisol i HF-reaktionsbeholderen
i et lukket system. Oplgsningen blev omrgrt i 1 time
og derpa blev HF afdestilleret fra reaktionssystemet.
Remanensen blev vasket med ether og oplgst i vand.
Oplgsningen blev behandlet med Amberlite IRA 93 (eddi-
kesyretype) og derpd frysetgrret. 130 mg af det sdledes
opndede r& peptid blev renset ved HPLC [Nucleosil 5 C
18, 2 ¢ x 25 cm, elueret med 0,05% HC1 (H20/CH3CN,
91:9)]) og frysetgrret, hvorved opniedes 50 mg CH3Tyr-
Gly-Gly-Phe-Leu-Arg—CH3Arg-CH3Ala-OH.
TLC: Rf-verdi 0,54 (butanol/eddikesyre/pyridin/
vand, 15:5:5:8)
Optisk drejning: la)2° = -64,7° (c = 0,4,
0,01N-HC1)
M.S. (FAB): 981 ([M+H]T)
Aminosyreanalyse:
Gly 1,92(2), Leu 1,04(1), Phe 1,00(1),
Arg 0,986(1)
(Toppe der skyldtes CH,Tyr, CHjArg og
CH3Ala blev ikke beregnet).

Eksempler 32-41

De i tabel 7 viste forbindelser blev synteti-
seret ved den samme konventionelle flydende-fase-proces
som i eksemplerne 30 og 31. Ved disse forsgg blev dynor-
phinderivater modificeret i stillingerne 1 til 3 (Tyr-
Gly-Gly), i stillingerne 4 til 8 (Phe-Leu-Arg-Arg-Ile),
i stillingerne 4 til 9 (Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg) og i
stillingerne 4 til 10 (Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro) syntetiseret
ved den trinvise proces, idet man gik ud fra C-termina-
len i hvert peptid. Derpd blev derivaterne i stillinger-
ne 1 til 3 og derivaterne i stillingerne 4 til 8,
4 til 9 eller 4 til 10 sammenkondenseret ved DCC-HOBt-
metoden eller blandet syreanhydridmetoden. Alle be-
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skyttelsesgrupperne blev fjernet med hydrogenfluorid

(HF), og produktet blev renset ved praparativ HPLC under

anvendelse af en reversed phase barer. Reaktionsvejene

ved syntesen af de respektive beskyttede peptider er

vist i figurerne 6 til 8.

Resultaterner af bestemmelsen af optisk drejning

[a]éo, TLC Rf-verdi og aminosyreanalyse af de pi oven-

nzvnte mdde opniede gnskede peptider er vist i tabel 8.

EksemEel
32

33
34
35
36
37
38
39
40

41

Tabel 7

Forbindelse

CHBTyr-Gly—Gly-Phe-Leu—A:;-CH3Arg—Ile—OH

CH3Tyr—Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-CH3Arg-Asp—OH

CH3Tyr—Gly—Gly—Phe—deu-Arg~CH3Arg-D—Leu—OH

CH3Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu—Arg-CH3Arg-D-Glu-OH

CHBTyr-Gly—Gly-Phe—Leu—Arg—CH

CH3Tyr—Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-CH

qArg-CHjIle-OH

Arg-Sar-0H

CH3Tyr-Gly-Gly-Phe-deu-Arg=CH3Arg-B-Ala-OH

CH3Tyr—Gly-Gly-Phe—Leu-Arg—CH3Arg-D-Leu-Asp—OH

CH3Tyr-Gly-Gly-Phe—Leu-Arg—CHBArg—D-Leu-?he-OH

CH3Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg—CH3Arg-D-Leu-Arg—D-

Glu-0OH
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Eksemplerne 32 til 38

Fig. 6
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Tabel 8
Eksempel [:'.]123O TLC RE - vardi Amirnosyreanalyse

32 -10,¢€ 0,63 Gly 1,%€, Leu 1,02, Phe 1,00,
krg 1,01, Ile 0,9°

33 =35,4 0,42 Giv 1,96, Leu 0,%¢, Fhe 1,00,
Arg 0,89, Asp 1,01

24 -32,4 0,¢2 Gly 1,95, Lex 1,93, Phe 1,00,
Arg Cgs¢

35 -20,8 0,51 Gly 1,53, Lew 1,00, ?re 1,00,
krg 1,0C, Glu 1,01

36 -67,1 0,€3 Gly 1,95, Leu 0,97, Phe 1,00,
Arg 0,85 ‘

37 -22,¢ 0,51 Giy 1,%7, Leuv 1,01, Phe 1,00,
Ars 1,00

38 -29,2 0,56 Gly 1,%€, Leu 1,01, Pze 1,00,
Arz 1,01

39 ~28,6 0,5¢ Glvy 1,%6, Leu 1,°2, Phe 1,20,
Arg 1,00, Asp 1,06

40 -25,0 0,70 Gi¥ 1,93, Leuw 2,01, Pre 2,00,
rrg 0,96

sl -30,8 0,51 Gly 1,%5, Leuw 1,87, Pre 1,00,
2rg 1,99, Giu 1,01

Ved aminosyreanalysen blev kun mangderne af aminosyrerne
Gly, Leu, Phe, Arg., Ile, Asp, og Glu bestemt.

20

[cx]D bestemmelse; C = 0,4, 0,01N-HC1

TLC*Rf-vardi bestemmelse; butanol/eddikesyre/
pyridin/vand = 15:5:5:8
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Nogle af de forbindelser, der blev opndet ifglge

eksemplerne, blev testet pd samme méde som omtalt oven-

for. Tabel 9
Prgveforbindelse Haleknibningsmetode
(EDgp, Mg/kd)
i.v. S.C.
Eksempel 30 0,7 1,9
31 0,5 - 1,2
34 2,1 0,9
36 0,2 0,4
38 1,7 0,6
dynorphin (1-13) >25,0
Tabel 10

Pregveforbindelse

Kanin-vas-deferens metode

ICSO(nM)
Eksempel 30 17,8
31 24,5
36 11,2
dynorphin A(1-17) 17,4
Tabel 11
Prgveforbindelse Haleknibnings- Mindste letale
metode dosis
EDg, (mg/kq) (mg/kg)
Eksempel 30 1,9 >100
31 1,2 >100
36 0,4 >100




10

15

20

25

30

35

- DK 171300 B1

51

PATENTIKRAV
1. Polypeptider med nedenstdende almene formel (I)

hvori R1 og R2 hver er hydrogen eller lavere alkyl,

A er en D-aminosyre valgt fra D-Ala, D-Ser, D-Cys, Gly
eller Sar med den betingelse, at ndr A er D-Cys er denne
bundet til L-Cys eller D-Cys i 5-stillingen gennem en S-S-
binding for at bevirke en intramolekyler ringslutning,

B er L-Phe eller D-Phe, hvori benzenringen eventuelt er
substitueret med nitro eller lavere alkyl,

C star for L-Leu, L—CH3Leu, T-tert-Leu, L-Met(0), L-Ser, L-
Cys eller D-Cys med den betingelse, at nar A er D-Cys er C
L-Lys eller D-Cys og C er bundet til A gennem den navnte S-
S-binding,

D er L-Arg, L-homo-Arg, L-CH3Arg eller L-Lys,

E er L-CHaArg, L-Arg eller L-Leu,

F er

R4 R?
- OR3, -N ., -G1-ORS, -GZ-N< ,
RS R8
RS R
//
-G3- (L-Arg)N ' -G3-(D—Arg)-N,<:j '
R10 r10

-Leu-J-0OR11l eller Leu-Arg—Glu-ORlz.
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nvori RS, R4, RS, R®, R, R®, R%, RO, R!! og R!? er

ens eller forskellige og hver er hydrogen eller
lavere alkyl, og

hvori Gl er L-CHS-Ile, Sar, D-Ala, L-Asp, L-Ile, L-
CH3Ala, L-Leu, L-Ala, L-Glu e€ller Aib

G2 er L-Leu, L-Arg e€ller D-Leu

G3 er L-Leu, L-Glu e€ller D-Leu

J er L-Phe, D-Phe, L-Asp eller D-Asp,

eller et farmakologisk acceptabelt salt deraf,
kendetegnet ved, at et beskyttet polypeptid med
den ovennavnte formel fremstilles ved hjzlp af vaskefase-
eller fastfasemetoden, og at en eller flere beskyttende
grupper, for en eller flere reaktive grupper, derefter
fjernes ved hjalp af en katalytisk reduktion eller brug af
en blanding af flydende ammoniak og et alkalimetal, en
syre, isar flussyre, en base eller en hydrazinforbindelse,
til opndelse af polypeptider, hvorefter et opnadet polypep-
tid i baseform om ¢nsket omdannes til et farmakologisk
acceptabelt salt.

2. Polypeptid ifglge kravl, k endeteg -
net ved, at det er
CH Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-CH Arg- D-Leu-NHCZHS,
Tyr-D-Cys—Gly-Phe-Cys-Arg-CH3Arg-D-Leu-Arg-NH2,
CH Tyr-Gly-Gly -Phe- Leu-Arg-CH3Arg-D-Leu-NH2,
Tyr-D-Cys-le-Phe-Cys-Arg—CH3Arg-D-Leu NHC Hc,
CH3Tyr-G1y-Gly-Phe-Leu-Arg-CH3Arg D-Leu-Arg-NHC,Hg,
CH3Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-CH3Arg-D-Ala-OH,
CH3Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-CH3Arg-CH3A1a-OB,
CH3Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-CH3Arg-CH3Ile-OH,
CH3Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-CH3Arg-Aib-OH,
CH3Tyr-Gly-Gly—Phe-Leu-Arg-CH3Arg-D-Leu-Sar-OH, eller
Tyr-D-Cys-Gly-Phe-Cys~Arg-CH3Arg-CH,Ile-OH.
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3. Fremgangsmade til fremstilling af polypep-

tider ifglge kravene 1 eller 2, k endetegnet
ved, at man ved en egnet fremgangsmdde fremstiller et
polypeptid med en struktur svarende til formlen i krav
1, men i en beskyttet form, derpd fjerne beskyttelses-
grupperne til opnaelse af et polypeptid med den i krav
1l angivne formel og, om ngdvendigt, omdanner polypep-
tidet til et farmakologisk acceptabelt salt deraf
P& i og for sig kendt made. N

4. Analgetikum, der som aktiv bestanddel inde-
holder et polypeptid som angivet i krav 1 eller 2,

eller et farmakologisk acceptabelt salt deraf.
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