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Gonadotrop hochwirksame Luteinierungs- und Follikelstimulierungshormon-Liberationsfaktoranaloge

und Verfahren zu deren Herstellung.

@ Die neuen, biologisch wirksamen Nonapeptide ent-
sprechen der allgemeinen Formel I

1 2 3 4 5 6 7 8 9
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Tle-Leu-Arg-Pro-NH-ET
I

X 11

in welcher X Wasserstoff oder eine Schutzgruppe, z.B. die
Toluolsulfonyl-, Nitro- oder Adamantyloxycarbonyl-
gruppe bedeutet. Diese Verbindungen sind synthetische
Analoge des Liberationsfaktors fiir das luteinierende und
das follikelstimulierende Hormon und besitzen hohe gona-
dotrope Wirksamkeit. Die erfindungsgeméssen Verbin-
dungen haben Voraussetzungen fiir die Anwendung in der
Human- sowie Veterindrmedizin, insbesondere zur Steue-
rung des Ostralcyklus, zur Behandlung von Stérungen des
letzteren und als nicht-steroide Empfangnisverhiitungsmit-
tel. Die Nonapeptidverbindungen der allgemeinen Formel
1 sind synthetisch glatt zugénglich, indem man die entspre-
chenden Aminosduren- bzw. niederen Peptidreste unter

Verwendung priparativer Methoden der Peptidchemie
miteinander verkniipft. Vorteilhafte originelle Verfahren
zur Abspaltung der Tosylgruppe in 8-Stellung sowie zur
Reingewinnung der Reaktionsprodukte sind beschrieben.
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PATENTANSPRUCHE
1. Gonadotrop hochwirksame Luteinierungs- und Folli-
kelstimulierungshormon-Liberationsfaktoranaloge der allge-
meinen Formel I

1 2 3 45 6 7 8 9
pGlu-His-Trp-Ser—Tyr-D-Tle-Leu-fI&rg-Pro-NH-Et
X

in welcher X Wasserstoff oder eine Schutzgruppe bedeutet.

2. Verbindungen nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-

zeichnet, dass X die Toluolsulfonyl-, Nitro- oder Adamantyl-
oxycarbonylgruppe bedeutet.

3. Verfahren zur Herstellung der Verbindungen nach Pa-
tentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die ent-
sprechenden Aminosduren- bzw. niederen Peptidreste mitein-
ander verkniipft.

4. Verfahren nach Patentanspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man ein Hexapeptidderivat der allgemeinen
Formel IT

Y-Ser-Tyr-D-Tle-Leu-lI%rg-Pro-NH-Et {f]

X

in welcher X dieselbe Bedeutung wie in Formel I hatund Y
ein Wasserstoffatom oder eine temporére hydrogenolytisch
abspaltbare Schutzgruppe fiir die N-terminale Aminogruppe,
vorzugsweise eine Benzyloxycarbonylgruppe, bedeutet, mit
einem reaktionsfidhigen Derivat des Tripeptides der Formel
III
pGlu-His-Trp {I11]
umsetzt.

5. Verfahren nach Patentanspruch 3 zur Herstellung der
Verbindungen nach Patentanspruch 1, in welcher X Wasser-
stoff bedeutet, dadurch gekennzeichnet, dass man ein Hexa-
peptidderivat der Formel I

Y-Ser-Tyr-D-Tle-Leu-Arg-Pro-NH-Et [11]
. |

X

in welcher X eine Schutzgruppe bedeutet, und Y ein Wasser-
stoffatom oder eine temporéire hydrogenolytisch abspaltbare
Schutzgruppe fiir die N-terminale Aminogruppe, vorzugs-
weise eine Benzyloxycarbonylgruppe bedeutet, mit einem re-
aktionsfihigen Derivat des Tripeptides der Formel III
pGlu-His-Trp (11
umsetzt, wonach man die Schutzgruppe abspaltet.

6. Verfahren nach Patentanspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die Abspaltung der p-Toluolsulfonyl-
Schutzgruppe in 8-Stellung unter Verwendung einer Trifluor-
methansulfonsdurelosung in Trifluoressigsdure in Gegenwart
eines Schutzmittels, vorzugsweise von Thioglycolsdure,
durchfiihrt, wonach man das Produkt in Reinform gewinnt.

7. Verfahren nach Patentanspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die Reingewinnung der Reaktionspro-
dukte mittels Phasenumkehr-Fliissigkeitschromatographie
unter Verwendung einer Trifluoressigsdureldsung in wisseri-
gem Methanol als der Mobilphase vornimmt.

Die vorliegende Erfindung betrifft synthetische Analoge
des Liberationsfaktors fiir das luteinisierende und das folli-

{Il  pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Tle-Leu-Arg-Pro-NH-Et
!

2

kelstimulierende Hormon (LH + FSH). Diese synthetischen
Analoge des natiirlichen Liberationsfaktors (LRF, d.h.
luteinizing hormone releasing factor) nach der Erfindung ent-
sprechen der allgemeinen Formel I

5
I 2 3 4 5

6 7 8 9

[
X

10 in welcher X Wasserstoff oder eine Schutzgruppe, z.B. die To-
luolsulfonyl-, Nitro- oder Adamantyloxycarbonylgruppe be-
deutet. Die anderen benutzten Abkiirzungen haben in der
Fachliteratur iibliche Bedeutungen, und zwar Et ist eine
Athylgruppe und die nachstehenden Aminosiduresymbole be-

15 deuten jeweils einen zweiwertigen Rest von

pGlu Pyroglutaminsiure,
His Histidin,
Trp Tryptophan,
Ser Serin,
20 Tyr Tyrosin,
D-Tle 1-Amino-3,3-dimethyl-D-butansiure/tert-
Leucin/,
Leu Leucin,
Arg Arginin und
% Pro Prolin.

Diese neuen biologisch aktiven Nonapeptide besitzen
hohe gonadotrope Wirksamkeit und haben Voraussetzungen
fiir die Anwendung in der Human- sowie Veterindrmedizin,
insbesondere zur Steuerung des Oestralcyclus, zur Behand-

30 lung von Stérungen des letzteren und als nichtsteroide Emp-
fangnisverhiitungsmittel.

Bekanntlich wird der LH 4+ FSH-Liberationsfaktor
(LRF) im Hypothalamus erzeugt und bewirkt die Aus-
schwemmung des LH + FSH aus dem Vorderlappen der Hy-

35 pophyse. Die freigesetzten Hormone steuern die Spiegel von
Steroidhormonen im Menschen sowie in Tieren beiderlei Ge-
schlechts. Die LRF-Rezeptoren wurden auch unmittelbar im
Gonadenbereich aufgefunden. Die agonistisch (d.h. hormon-
freisetzend) wirksamen LRF-Anloge finden Anwendung in

4 der Human- sowie Veterindrmedizin, u.a. zur Behandlung
von Funktionalsterilitit und Ovarialcysten. Ausserdem ldsst
es sich mit einigen gesteigert und langdauernd wirkenden
LRF-Analogen auch der umgekehrte Effekt erzeugen, u.zw.
die Hemmung der Ovulation und der Spermatogenese.

4 Das natiirliche LRF-Dekapeptid der Formel

1 2 3 45 6 7 8 9 10

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,

50 wird im Organismus enzymatisch rasch abgebaut, u.zw.
durch Spaltung dessen pGlu-His, Tyr-Gly und Pro-Gly Bin-
dungen. Man versuchte daher, anhand unterschiedlicher Ab-
dnderung der Aminoséurenreste in diesen entscheidenden
Stellungen besténdigere Analoge zu gewinnen, die eine ent-

55 sprechend abgeinderte bzw. moglichst gesteigerte und iiber
langere Zeit anhaltende Wirkung haben konnten. So ergab
z.B. der Ersatz von Gly in 6-Stellung durch verschiedene
nicht-proteinogene D-Aminosiduren und deren Derivate, ins-
besondere von lipophilerem Charakter, agonistisch hoch-

8 wirksame Verbindungen. Gleichzeitiges Ersetzen von
Gly-NH; in 10-Stellung durch geeignete Alkylgruppen lie-
ferte, infolge einer zusitzlichen Steigerung der LRF-Wirk-
samkeit, die sogenannten «superaktiven» Analoge. Diese, in
niedrigen Dosen verabreicht, sind vom Nutzen insbesondere

> zur Behandlung von ovarialen Storungen und zum Auslésen
der Ovulation im gesteuerten Reproduktionscyclus bei Melk-
kithen. Hohe Dosierung dieser Wirkstoffe ldsst sich dagegen
z.B. zur kontrollierten Unterbrechung des Oestralcyclus beim
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Schlachtvieh, zur nichtsteroiden Empfingnisverhiitung und Die Verbindung g zeigte in beiden o.a. Dosierungen einen
zur Behandlung von gewissen endokrin-bedingten Tumoren stark ausgeprégten agonistischen Effekt; diese Verbindung
verwenden. war wirksamer als Verbindung f, d.h. das entsprechende To-
Eine systematische Untersuchung der Struktur-Aktivitit-  sylderivat, und wesentlich stéirker wirksam als der natiirliche
Beziehungen unter Heranziehen von neuen Strukturinde- s LRF; der letztere wurde als Referenzsubstanz fiir den Ver-
rungsmoglichkeiten fiihrte nun zur Entwicklung von LRF- gleich verwendet. Der Ersatz von Gly durch D-Tle nach der
Analogen mit wesentlich gesteigerter biologischer Wirksam-  Erfindung erzeugte also eine bemerkenswerte Zunahme der
keit und dementsprechend guten Voraussetzungen fiir die the- ~ Stérke sowie der Dauer der LRF-Wirkung; dies wurde schon
rapeutische Anwendung. So wurde z.B. nach der vorliegen- bei der niederen Dosis von 10 pg pro Tier deutlich beobach-
den Erfindung der Glycinrest in 6-Stellung des natiirlichen 10 tet. Auch der teilweise geschiitzte Prikursor f erwies eine be-
LRF durch einen zweiwertigen Rest einer neuen, in diesem deutsame Wirksamkeit. Dieser Befund bestétigt den weitge-
Zusammenhang bisher nicht beschriebenen Aminosdure mit ~ henden Effekt der erwéhnten Strukturinderung in 6-Stellung
der D-Konfiguration ersetzt. Diese war der Rest von 1-Ami-  auf die Konformation (sterische Anordnung) des Peptidmole-

no-3,3-dimethyl-D-butansiure (tert-Leucin). Deren aliphati-  kiils. Der giinstige Effekt dieser Anderung iiberwog stark die
sche Seitenkette ist ziemlich lipophil und zugleich rdumlich 15 Wirksamkeitsabnahme infolge der Tosylierung von Argin

stark gehindert. Beide diese Umsténde wirken sich giinstig 8-Stellung des Dekapeptids; das entsprechende 8-Tosylderi-
auf die biologischen Eigenschaften der LRF-Analogen aus, vat des natiirlichen LRF war ndmlich nahezu wirkungslos.
insbesondere auf deren Wirkungsstérke und Wirkungsdauer. Die Nonapeptidverbindungen der Formel I sind synthe-

Das resultierende 6-D-Tle LRF-Analog zeigt sich wesentlich  tisch glatt zugénglich, indem man die entsprechenden Amino-
bestéindiger gegeniiber den metabolischen Einwirkungen und 20 sduren- bzw. niederen Peptidreste unter Verwendung prépa-
infolgedessen wirkt es prolongierter als solche Analoge, dieei-  rativer Methoden der Peptidchemie miteinander verkniipft.
nen Rest von O-tert-Butyl-D-serin oder eine aromatische Sei- ~ Mit Vorteil geht man dabei so vor, dass man ein Hexapeptid-

tenkette, z.B. die von 3-(2-Naphthyl)- D-alanin, enthalten. derivat der allgemeinen Formel 11

Der natiirliche 10-Gyl-NH,-Rest wurde am besten durch

NHEt ersetzt. 25 Y-Ser-Tyr-D-Tle-Leu-Arg-Pro-NH-Et (In),
Die teilweise geschiitzten Prakursoren solcher LRF-Ana- [

loge behalten einen wesentlichen Anteil der Aktivitit der ent- X

sprechenden ungeschiitzten Verbindungen; so ist z.B. die An-

wesenheit des freien Arg in 8-Stellung nicht entscheidend fiir ~ in der X dieselbe Bedeutung wie in der Formel I hat und Y ein
hohe agonistische Wirksamkeit. Dieser Befund ist von zusiitz- 30 Wasserstoffatom oder eine temporire hydrogenolytisch ab-
lichem Gewicht, da er die vorteilhafte Mdglichkeit bietet, den  spaltbare Schutzgruppe fiir die N-terminale Aminogruppe,
gewiinschten biologischen Effekt, insbesondere in der Veteri- ~ vorzugsweise eine Benzyloxycarbonylgruppe bedeutet, mit ei-

nirmedizin, unter Verwendung von diesen besser zugiingli- nem reaktionsfihigen Derivat des Tripeptids der Formel I1I

chen und daher billigeren Prikursoren zu erreichen. Ahnliche

Verhéltnisse wurden vorher u.a. im entgegengesetzten Falle 35 pGlu-His-Trp (I1D)

einiger LRF-Analoge von inhibitorischer Wirkungsweise be-

schrieben. umsetzt, wonach man erforderlichenfalls die Schutzgruppen
Die erfindungsgeméssen LRF-Analogen fund g (vgl. die abspaltet.

weiter nachfolgenden Beispiele) verabfolgte mani.v. an ova- Die in Betracht kommenden Reaktionen lassen sich ent-

riektomierte Farsen in Dosen von 10 und 200 pg. Der RIA- 40 weder in der Losung durchfithren, was die klassische Priipara-
Test wurde in einem homo]ogen System doppe][er Antik('irper tivtechnik der Peptidchemie darstellt (E Schroeder, K.
durchgefiihrt (Stupnicki R., Mladej A.: Endocrinology 68,6 ~ Liibke, The Peptides, Bd. I und If, Acad. Press, New York,
(1976) ). Das NIH-LER-1716-2- Rinderpriparat diente als 1965), oder man kann sie in der festen Phase zustandebringen
Jodierungsstandard; die RIA-Empfindlichkeit war oberhalb ~ (J.M. Stewart, J.D. Young, Solid phase peptides synthesis,
100 pg. Die STH-Prolactin-Kreuzreaktion betrug 1%. Die 45 W.H. Freeman Comp., San Francisco, 1969). Die terminalen

Testergebnisse sind in der folgenden Tabelle I zusammenge- Aminogruppen werden mit Vorteil durch Einfithrung einer
stellt. Benzyloxycarbonylgruppe voriibergehend geschiitzt. Die
Funktionalgruppen in den Seitenketten — mit der einzigen
Tabelle I Ausnahme von Arg - bediirfen des Schutzes in der Regel
Spiegel des LH + FSH nach der Verabreichung von 200 pg 50 nicht; der Schutz der Guanidingruppierung des Arginininre-
LRF bzw. Analogen stes in 8-Stellung erfolgt zweckméssig durch eine Tosyl-
Verbindung  FS-Wirkung Wirkungs- @ FSH-Kon- gruppe. Das Abspalten der letzteren Iisst sich nach den iibli-
Eintritt, Min. dauer Min. zentration chen Methoden durchfiihren, jedoch zeigt es sich empfehlens-
ug/ml - wert, diese unter Verwendung einer Trifluormethansulphon-
55 surelosung in Trifluoressigsaure in Gegenwart eines geeigne-
Kontrolle - - 31,2+ 1,9 ten Schutzmittels, z.B. von Thioglykolsdure (vgl. die Bei-
LRF 40 11,5 100£26,7 108,4+16,1 spiele) vorzunehmen. Diese neu entwickelte Arbeitsweise er-

Verbindungf 26,7+ 3,8 43+20,4 72,4+£10,9 méoglicht das rasche und zugleich schonende Abspalten der
Verbindungg 40,0+ 6,0 230+£32,1  110,9+11,7 Tosylgruppe ohne jegliche unerwiinschte Eingriffe in den
60 Rest des empfindlichen Peptidmolekiils und liefert wesentlich
Verbindung  Lut.-Wirkung Wirkungs- f LH-Kon- héhere Ausbeuten des gewiinschten Produktes als die bisher
Fintritt, Min. dauer Min. zentration bekannten Spaltverfahren.
ug/ml Nach dem Abspalten der Schutzgruppe ldsst sich das er-
haltene Produkt unmittelbar durch die Fliissigkeitschroma-

Kontrolle - - 0,260,048 65 tographie reinigen; dies erméglicht, das erfindungsgemasse
LRF 53,3+139 123+ 50 7.43+1,6 Nonapeptid mit hohem Reinheitsgrad zu gewinnen. Dazu
Verbindung f 46,6 +15,4 86,7+10,7 3,88%1,3 verwendet man als stationére Phase mit Vorteil die soge-

Verbindungg 53,3+19,0  236,7+10 11,24+1,59 nannte «umgekehrte Phase» (reverse phase), d.h. Silikagel



658 662

(Kornung von 10 bis 30 um), das an der Oberfliche mit einer
chemisch gebundenen Schicht von Cg bis Cyg-Kohlenwasser-
stoffen versehen ist. Die Eluierung erfolgt vorzugsweise mit
einer Mobilphase, bestehend aus einem Gemisch von Metha-
nol (20 bis 60 Vol.-% je nach der zu verarbeitenden Peptid-
verbindung) und einer 0,1 bis 0,5%igen, am besten 0,2%igen
wissrigen Trifluoressigsdureldsung. Die Anwesenheit der
letztgenannten Sdure dient zum Unterdriicken der Ionisation
der Stoffe und ist notwendig fiir eine wirksame Stofftrennung
bzw. Reinigung. Diese Arbeitsweise ermdglicht, die zu verar-
beitenden Produkte in einer einzigen Operation ohne zusétz-
liches Entsalzen effektiv zu reinigen.

Die Fliissigkeitschromatographie wurde bisher, soweit be-
kannt, fiir die Reinigung von Peptidverbindungen dieser Art
noch nicht benutzt. Die erwdhnte Mobilphase wurde als vor-
teilhafter Ersatz der vorher beschriebenen Eluierungssysteme
mit Gehalt an Pufferlésungen verschiedener pH-Werte zur
Ionisationsunterdriickung entwickelt. Unter Verwendung
solcher gepufferten Mobilphasen musste man ndmlich die so
behandelten Produkte stets noch einer Entsalzung unterwer-
fen, was unbedingt mit zusétzlichem Zeitaufwand verbunden
war.

Néhere Einzelheiten des Verfahrens zur Herstellung der
biologisch aktiven Nonapeptidderivate gemdss der vorliegen-
den Erfindung sind dem nachstehenden Beispiel zu entneh-
men. Im folgenden bedeuten: Z eine Benzyloxycarbonyl-
gruppe, Tos eine Tosyl-, d.h. p-Toluolsulphonylgruppe und
DCHA Dicyclohexylamin.

Beispiel

a) Z-Pro-NH-Et

Man I6st 50 g (0,2 Mol) Z-Pro in 170 ml Dimethylform-
amid, gibt 21 ml Pyridin zu und kiihlt die Lésung auf —40 °C
ab. Dann setzt man 29 ml (0,22 Mol) Pivalylchlorid hinzu
und rithrt das Gemisch 10 Min. bei —30 °C. Nach Abkiihlen
auf —40 °C gibt man eine Lsung von 10 g (0,21 Mol) Athyl-
amin in 50 ml Dimethylformamid zu. Nach dem Stehen iiber
Nacht bei 0 °C dampft man das Dimethylformamid ab, den
Riickstand 18st man in Athylacetat und die Losung lisst man
kristallisieren. Die Ausbeute ist 50 g (91% der Theorie) des
Produktes, Schmp. 125-130 °C.

b) Z-Arg(Tos)-Pro-NH-Et

Man spaltet von 4,5 g (16,2 mMol) Z-Pro-NH-Et die
Schutzgruppe durch Einwirkung einer Bromwasserstoffls-
sung in Essigsdure ab. Nach 20 Min. Stehen bei Raumtempe-
ratur scheidet sich das Produkt als Hydrobromid durch Zu-
gabe von Ather aus; man 16st es sogleich in 30 ml Dimethyl-
formamid.

Man zerlegt 10 g (17,8 mMol) Z-Arg(Tos) DCHA mit 2N
Chlorwasserstoffsdure und das freigesetzte Z-Arg(Tos)
nimmt man in Athylacetat auf. Nach dem Abdampfen des
Losungsmittels gewinnt man das Produkt in Schaumform.
Man [6st das Rohprodukt in 60 mi Dimethylformamid, kiihlt
die Lésung auf ~40 °Cab und bei dieser Temperatur versetzt
man sie mit 1,4 ml (20 mMol) Pyridin, 2,2 mi N-Athylpiperi-
din und 2,1 ml (18 mMol) Pivalylchlorid. Nach 20 Min. Riih-
ren bei —30 °C ldsst man die vorher bereitete Losung von
HBr Pro-NH-Et zufliessen, stellt das Reaktlonsgemlsch mit
N-Athylpiperidin auf pH 7,5 und ldsst es im Kiihlschrank
iiber Nacht. Danach dampft man die fliichtigen Anteile ab,
den Riickstand nimmt man in Athylacetat auf und den Athyl-
acetatextrakt wischt man nacheinander mit 1N Chlorwasser-
stoffsdure, 5%iger Natriumhydrogencarbonatlésung und
Wasser. Darauf destilliert man das Losungsmittel unter
gleichzeitiger azeotropischer Trocknung ab; so gewinnt man
6,02 g (63% der Theorie) des Produktes in Schaumform.
Aminosiureanalyse: Pro 0,91, Arg 1,09.

4

¢) Z-Leu-Arg(Tos)-Pro-NH-Et
Man spaltet von 6 g (8,7 mMol) Z-Arg-(Tos)-Pro-NH-Et
die Schutzgruppe mit Bromwasserstoff in Essigsdure ab.
Nach der Umfillung aus der Losung durch Zugabe von
s Ather trennt man das ausgeschiedene Hydrobromid ab und
16st es sogleich in 25 ml Dimethylformamid. Die anschlies-
sende Umsetzung fithrt man wieder nach der obigen Methode
von Mischanhydriden unter Verwendung von 3,72 g
(8,7 mMol) Z-Leu DCHA, 1,2 ml (10 mMol) Pivalylchlorid,
10 0,83 ml (8,7 mMol) Pyridin und 1,91 ml (8,7 mMol)
N-Athylpiperidin durch; als Lésungsmittel benutzt man Di-
methylformamid. Man isoliert das Produkt auf gleiche Weise
wie die obige Verbindung b); so gewinnt man 4,5 g (73% der
Theorie) des Produktes in Schaumform. Aminosdureanalyse:
15 Leu 0,98, Arg 1,09, Pro 0,93.

d) Z-D-Tle-Leu-Arg(Tos)-Pro-NH-Et
Aus 2,6 g(5,82 mMol) Z-D-Tle DCHA setzt man Z-D-
Tle mit 0,1N Schwefelsiiure frei und nimmt es in Athylacetat
20 auf. Nach Abdampfen des Losungsmittels gewinnt man 2 g
des 6ligen Produktes; man 10st es sogleich in 20 m! Methy-
lenchlorid.
Man befreit 4 g (5,7 mMol) Verbindung c) von der
Schutzgruppe mit Bromwasserstoff in Essigsdure. Das Pro-
25 dukt setzt man aus dem erhaltenen Hydrobromid an einer
Anionaustiuschersdule (OH-Form) in methanolischer Lo-
sung frei. So gewinnt man 2,9 g Leu-Arg(Tos)-Pro-NH-Etin
Schaumform. Das Produkt ist elektrophoretisch einheitlich
bei pH 2,5 und 5,7 (Nachweis mit Ninhydrin). Das erhaltene
30 freie Tripeptidamid 16st man sogleich in 15 mi Methylenchlo-
rid und nach Abkiihlen der Losung auf —20 °C gibt man
nacheinander die vorher bereitete Lésung von Z-D-Tle und
einer Losung von 2 g (9,7 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid in
10 m] Methylenchlorid hinzu. Das Reaktionsgemisch lasst
35 man 4 Tage lang im Kiihlschrank. Danach filtriert man den
ausgeschiedenen Dicyclohexylharnstoff ab, das Losungsmlt-
tel dampft man ab und den Riickstand 16st man in Athylace-
tat. Man isoliert das Produkt als neutralen Stoff nach wieder-
holtem Auswaschen der Athylacetatlésung nacheinander mit

40 IN Chlorwasserstoffsdure, 5%iger Natriumhydrogencarbo-

natlésung und Wasser. Man gewinnt 3.9 g (93% der Theorie)
des Peptids in Schaumform. Das Produkt ist chromatogra-
phisch einheitlich (Diinnschichtchromatographie auf Silika-
gel in Chloroform-Methanol 9:1). Aminosdureanalyse: D-Tle

45 0,92, Leu 0,98, Arg 1,01, Pro 0,93.

e) Z-Ser-Tyr-D-Tle-Leu-Arg( Tos )-Pro-NH-Et
Man spaltet aus 3,6 g Verbindung d) die Schutzgruppe
50 durch Hydrierung auf Palladium ab. So gewinntman 3,0 g
(4,4 mMol) des freien Tetrapeptids. Die Fragmentkondensa-
tion mit Z-Ser-Tyr-N; fithrt man in einem wasserfreien Di-
methylformamid-Methylenchlorid-Gemisch bei —30 “C un-
ter Verwendung von 1,9 g Z-Ser-Tyr-N,Hs, 1,5 ml 8N Chlor-

s5 wasserstoff in Dioxan und 0,9 ml n-Buty]mtrlt durch. Zur

Einstellung auf pH 8 nimmt man N- Athylplperldm Man
lasst das Reaktlonsgemlsch 3 Tage lang im Kiihlschrank bei
0 °C. Danach dampft man die fliichtigen Anteile ab, den
Riickstand 16st man in Athylacetat, die Losung wiischt man

60 wiederhoit mit IN Chlorwasserstoffsdure, 5%iger Natrium-
hydrogencarbonatlésung und Wasser und nach dem Trock-
nen dampft man sie ab. Man gewinnt 4,14 g (76% der Theo-
rie) des nichtkristallinen rohen Hexapeptids. Nach der Fliis-
sigkeitschromatographie (Sdule 0.4 x 25 cm, stationire

65 Phase: modifiziertes Silikagel, mobile Phase: 70 Vol.-%
Methanol und 30 Vol.-% Phosphatpuffer von pH 4,4) enthilt
das Produkt 82% des Hexapeptids. Aminosiureanalyse: Ser
1,14, Tyr 1,05, D-Tle 0,98, Leu 1,03, Arg 1,04, Pro 1,00.



f) pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Tle-Leu-Arg(Tos )-Pro-NH-Et
Man spaltet aus 3,8 g des vorigen Hexapeptids ) die

Schutzgruppe durch Hydrierung auf Palladium in methanoli-
scher Losung ab. So gewinnt man 3,2 g des Stoffes mit einem
Gehalt von 88% des freien Hexapeptids (Bestimmung durch
Fliissigkeitschromatographie; Sdule und stationire Phase
gleich wie oben, mobile Phase: 50 Vol.-% Methanol und
50 Vol.-% Trifluoressigsdure-Tridthylamin-Puffer von pH
3,9, Nachweis im Ultraviolett bei 220 nm).

Die Azidumsetzung fithrt man in einem wasserfreien Di-
methylformamid-Dimethylsulphoxyd-Gemisch (1:1) unter
Verwendung von 1,6 g pGlu-His-Trp-N,H3, 3,2 g des obigen
Hexapeptids €) und 0,5 ml n-Butylnitrit durch; die Umset-
zung erfolgt bei —20 °C, die Azidbildung binnen 30 Min. bei
gleicher Temperatur. Das Reaktionsgemisch stellt man mit
Tridthylamin auf pH 8 bis 9 ein und lasst es 4 Tage lang im
Kiihlschrank unter zeitweiliger pH-Kontrolle. Danach

dampft man die Lésungsmittel ab, den Riickstand 16st man in

wenig Ather und die erhaltene 6lige Losung verdiinnt man
mit 30 ml Methanol. Man scheidet das Produkt durch Zu-
gabe von Athylacetat aus, filtriert es ab und wéscht es mit ei-
nem Athylacetat-Ather-Gemisch. So gewinnt man 3,65 g
{(87% der Theorie) des rohen Nonapeptidproduktes. Nach
Angaben der Fliissigkeitschromatographie (Sdule und statio-

5 658 662

ter folgenden Bedingungen: Sdule 2,5 x 30 c¢m, stationdre
Phase: modifiziertes Silikagel (K6rnung 10 pm), mobile
Phase: 60 Vol.-% Methanol und 40 Vol.-% 0,2%iger wissri-
ger Trifluoressigsdurelosung, Nachweis bei 210 nm. Aus

5 300 mg des rohen Nonapeptids (in 3 mi der mobile Phase ein-
gespritzt) gewinnt man so 148 mg des gereinigten 98%igen
Produktes; Aminosédureanalyse: Glu 1,01, His 1,01, Trp 0,90,
Ser 0,95, Tyr 1,01, D-Tle 0,95, Leu 1,00, Arg 0,99, Pro 1,01.

108) p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Tle-Leu-Arg-Pro-NH-Et
Man I6st 30 mg der gereinigten Verbindung f) in 0,6 ml
Trifluoressigsdure, zur erhaltenen Losung fiigt man 0,5 ml
Thioglykolséure und kiihlt das Gemisch auf 0 °C. Darauf
setzt man 0,4 ml Trifluormethansulphonséure hinzu und ldsst

15 s 30 Min. im Kiihlschrank. Man scheidet das Produkt durch

Zugabe von Ather aus und trennt es durch Filtrierung ab.
Das erhaltene missig hygroskopische Pulver 16st man in 1M
Essigsdurelgsung, friert die Lésung ein und trocknet sie unter
vermindertem Druck. Man gewinnt so 25 mg des Rohpro-

20 duktes. Dessen Reinigung erfolgt durch Fliissigkeitschroma-

tographie an einer Sdule von 2,5 x 30 cm mit modifiziertem
Silikagel als der stationdren Phase und einem Gemisch von
55 Vol.-% 45%igem Methanol und 45 Vol.-% 0,2%iger
wissriger Trifluoressigsdurelosung als der mobilen Phase.

nédre Phase gleich wie oben, mobile Phase: 60 Vol.-% Metha- 25 Man 16st 25 mg der Substanz in 0,5 ml der mobilen Phase,

nol und 40 Vol.-% Phosphatpuffer von pH 7,0, Nachweis bei
210 nm) enthdlt das Rohprodukt 70% des obigen Nonapep-
tids, u.zw. zugleich mit gewisser Menge der Ausgangsstoffe
(die Peaks identifizierte man durch Mischeinspritzungen mit
den Standarden), wie es ebenso aus der Aminosdureanalyse
des Rohproduktes hervorgeht: Glu 1,43, His 1,41, Trp 1,10,
Ser 1,09, Tyr 1,20, D-Tle 0,89, Leu 1,00, Arg, 0,88, Pro 0,90.
Zur Bewertung der biologischen Wirksamkeit reinigt

man zuerst den Stoff durch praparative Chromatographie un-

spritzt sie ein und registriert bei 280 nm. Man vereinigt die
Fraktionen, die das reine Produkt enthalten, dampft das
Methanol bei 30 °C unter vermindertem Druck ab und iso-
liert das Produkt durch Gefriertrocknung aus 1M Essigsdure.

30 Die Ausbeute ist 10,5 mg des obigen Nonapeptids von

98%iger Reinheit. Aminosdureanalyse: Glu 1,03, His 0,94,
Trp 0,80, Ser 0,95, Tyr 0,96, D-Tle 0,90, Leu 0,99, Arg 1,06,
Pro 1,01.
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