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Antid er dekapeptidet,
Nal, D-pClPhe, D-3-Pal,
D-NicLlys, ‘Leu, Ilys, Pro, D-Ala-NH5,

N-Ac-D-S-
Ser, Niclys,
som er en antagonist til hormonet som
frigj¢r luteiniserende hormon (LHRH).
Dette dekapeptid, liksom andre ifplge
har he¢y

antiovulatorisk aktivitet (AOA) og

foreliggende oppfinnelse,

frigjer neglisjerbart histamin. Antid
er programfestet for oppskalert
produksjon, sikkerhetstesting og
evaluering i den forsgksprimat og i
klinisk medisin. Tallrike andre pep-
tider med strukturer som er beslektet
med strukturen til antid, ble frem-
stilt og testet. Disse peptidene hadde
variasjoner primart i posisjonene 5,
6, 7 og 8. Av disse var N-Ac-D-2-Nal,
D~pClPhe, D-3-Pal,
DPzACAla, Leu, ILys, Pro, D-Ala-NH, en

Ser, Piclys, cis-

~av de sterkest virkende.
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Bakgrunn for oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse beskriver dekapeptider med
antiovulatorisk aktivitet, narmere bestemt syntetiske analoger
av hormonet som frigje¢r luteiniserende hormon (LHRH). Et
viktig fremskritt var syntese av analoger som fungerte som
antagonister til LHRH og var tilstrekkelig sterke til & hemme
ovulasjon og tillate frigj¢ringen av bare smé& mengder hista-
min. Siden det ikke var noen palitelig méte & forutsi struk-
turen til en antagonist pd, som har en hpy styrke og meget lav
histaminfrigje¢ring, var det ngdvendig & utforske forskjellige
fremgangsmdter for & oppdage en kombinasjon av strukturelle
egenskaper som ville gi en antagonist til LHRH som hadde hgy
styrke for ovulasjonshemming og meget lav aktivitet for
histaminfrigjo¢ring.

Forskjellige peptider slik som substans P, wvaso-
aktivt, intestinalt peptid, gastrin, somatostatin, sd& vel som
andre, er kjent for a forarsake frigjeoring av histamin fra
mastceller. Disse cellene er i mange vev, slik som hud, lunge
og tarmkrgs, tannkje¢tt osv. De fleste celler har granuler som
inneholder histamin og andre mediatorer av inflammasjon som
kan bli frigjort av peptider og forarsake kapillar utvidelse
og ¢ket vaskuler permeabilitet. Da det ble observert at en
antagonist til LHRH, f.eks. [Ac-D-2-Nal'!, D-4-F-Phe?, D-Trp?,
D-Arg®]-LHRH, fordrsaket ¢dem i ansiktet og ekstremitetene da
den ble gitt til rotter, virket det sannsynlig at slike anta-
gonister, hvis tilfe¢rt mennesker som et kontraseptisk middel,
ville fordrsake alvorlig ¢dem i ansiktet og andre steder i
kroppen. Slike bivirkninger ville sannsynligvis forhindre til-
forselen av slike antagonister til mennesker.

Den histamininneholdende leukocytt ér en basofil som
ogsd kan frigj¢re histamin ndr den blir stimulert med mange av
de samme peptidene som er nevnt ovenfor. Basofiler skiller seg
biokjemisk fra mastceller, og slike forskjeller kan forklare
bade forutsigbar og ikke forutsigbar histaminfrigj¢ring som
svar pa antagonister til LHRH. En antagonist til LHRH, som
skal anvendes klinisk for & forhindre ovulasjon, skulle ikke
frigjore signifikante mengder av histamin fra wverken mast-
celler eller basofiler.

Oppdagelsen av bivirkningene, slik som de ¢dem-
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dannende og anafylaktoide wvirkningene til LHRH-antagonister,
gjorde det ¢nskelig med oppdagelse av nye LHRH-antagonister
som forhindret ovulasjon, men som ikke frigjorde signifikant
histamin. Disse u¢nskede bivirkninger har vart observert i
rotter, og det er sannsynlig at the Food and Drug Adminis-
tration ikke ville tillate testing av slike antagonister i
mennesker.

Karten et al. (4) har gatt igjennom tilgjengelig
kunnskap vedrgrende de strukturelle karakteristika for sterk
histaminfrigjgring av antagonister til LHRH. Noen av de mest
viktige funnene er som fglger. Den mest sterke LHRH-antagonist
i & utlegse histaminfrigje¢ring in vitro, involverte en kombi-
nasjon av sterke basiske D-aminosyresidekjeder (Arg eller Lys)
i posisjon 6 og i nar tilknytning til Arg® og en samling av
hydrofobe, aromatiske aminosyrer ved N-enden. Saledes er det
ingen spesifikk aminosyre blant de ti aminosyrene som alene er
ansvarlig for histaminfrigj¢ring. Tvert imot, strukturelle
egenskaper som varierte fra N-enden (aminosyrene i de fgrste
f& posisjoner, 1-4, etc.) og basiske aminosyrer mot C-enden
(posisjoner 6 og 8) deltar pad en eller annen mate i
histaminfrigjgring. Endog D-Ala i posisjon 10 har en viss inn-
flytelse pa histaminfrigje¢ring, grunnen til dette er uklar.
Ved seg selv er to basiske sidekjeder i stor narhet, som i
posisjoner 6 og 8, utilstrekkelig alene til & gi he¢y fri-
gjering av histamin. Samlingen av hydrofobe aminosyrer ved N-
enden er utilstrekkelig alene for hgy histaminfrigje¢ringsakti-
vitet. Endog et heksapeptidfragment har vist moderat histamin-
frigjoprende styrke. Det synes ikke & vare noen korrelasjon
mellom antiovulatorisk styrke og histaminfrigje¢ring til disse
antagonister in vitro.

I perspektiv kan mesteparten av hele kjeden av slike
dekapeptidantagonister ha innflytelse pa histaminfrigjering.
Det samme perspektivet synes & vare riktig, men til forskjel-
lig grad, nar det gjelder he¢y antiovulatorisk aktivitet. Disse
LHRH-antagonister er vanligvis dekapeptider som indikerer at
det er ti variabler som md justeres for & oppnd en ¢nsket
antiovulatorisk aktivitet og ti variabler & justere for & eli-

minere histaminfrigjoringsaktivitet. Det er videre variasjoner
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for hver av disse tyve variabler, antallet av mulige peptider
som skal designes, syntetiseres og méles blir ikke mulig a
beregne. Antakelig kan noen av de ti variabler vere fri for
antiovulatorisk og histaminfrigj¢rende aktivitet, mens noen
variabler kan overlappe med hensyn til disse to biologiske
aktiviteter. Denne situasjon presenterer ekstraordinare
vanskeligheter som ma lg¢ses f¢r en antagonist med he¢y styrke
for antiovulasjon og meget lav styrke for histaminfrigje¢ring
kan produseres.

Forskjellige strukturelle forandringer og kombina-
sjoner av de ti aminosyrene, etterfulgt av malinger med hensyn
til bade antiovulasjon og histaminfrigjeringsaktiviteter,
skulle bli utfert i det hdp at en sterk antagonist hovedsake-
lig fri for bivirkninger ville bli oppdaget. Syntesen av nye
aminosyrer for & innsette i dekapeptidkjedene skulle ogsd bli
underspkt, siden de vanlig tilgjengelige aminosyrer kanskje
ikke kan vare tilstrekkelig.

Oppsummering av oppfinnelsen

I antagonistene ifplge foreliggende oppfinnelse, ble
arginin og dets derivat ikke benyttet. Lysin ble overfeort til
derivater med acylgrupper eller med alkylgrupper pa E-amino-
gruppen. Aminosyren ornitin ble acylert eller alkylert pa d-
aminogruppen. Bade L- og D-formene til lysin og L-formen til
ornitin ble benyttet for & syntetisere disse acyl- og alkyl-
derivatene. Strukturelt beslektede mellomprodukter ble ogsa
syntetisert. Til sammen ble mange nye peptider syntetisert wved
hjelp av det basale og minimale konsept pa ti variabler for
antiovulatorisk aktivitet og ti variabler for histamin-
frigjeoring, som kan vere uavhengige eller delvis overlappende.
P32 en slik basis kan antallet av slike peptider som kan bli
designet bli overveldende, og enhver fornuftig prioritering ma
bli vurdert for & redusere antallet peptider som skal synteti-
seres i det hdp at en oppdagelse vil bli realisert.

Visse peptider ble syntetisert, testet og funnet a
vaere fordelaktige peptider. Blant disse ¢nskelige peptidene
var de fplgende to.

[N-Ac-D-2-Nal!, D-pClPhe?, D-3-Pal®, NicLys®, D-Nic-
Lys®, ILys®, D-Alal°]-LHRH var effektiv nar det gjaldt & for-
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hindre ovulasjon og frigjorde bemerkelsesverdig lite histamin.
[N-Ac-D-2-Nal!, D-pClPhe?, D-3-Pal®, PicLys®, D-PicLys®, ILys®,
D-Ala'®]-LHRH var to ganger sd effektiv som peptidet ovenfor og
frigjorde ikke mer histamin enn "superagonistene" til LHRH,
som for tiden er markedsfeort av flere farmasgytiske selskaper.
Disse to nye peptidene, og ogsa andre beslektede
peptider beskrevet heri, gir en aksepterbar balanse mellom hgy
antiovulatorisk aktivitet og lav histaminfrigjering.
Foreliggende oppfinnelse beskriver dekapeptider med
antiovulatorisk aktivitet, kjennetegnet ved at de har den

generelle formel

AA'-D-pClPhe?-D-3-Pal’-Ser*-AA®-AA%-Leu’-AA®-Pro’-D-Ala'’-NH,

hvor

AAp? er N-Ac-D-2-Nal, N-Ac-D-pClPhe eller N-Ac-D-Cl,Phe,

AA° er Tyr, NicLys, Piclys, MNicLys, MPicLys, INicLys,
DMGLys eller PzcLys, eller c-PzACAla,

AAS er D-NicLys, D-PiclLys, D-MNicLys, D-MPicLys, D-
INicLys, D-BzLys eller D-Pzclys, eller D-PzACAla, D-
NACAla eller D~PACAla, og

AAS er ILys eller IO0rn.

Foreliggende oppfinnelse beskriver ogsa dekapeptider
med antiovulatorisk aktivitet, kjennetegnet ved at de har

formelen

AA'-D-pClPhe?-D-3-Pal’-Ser*-AA°-AA®-AA'-AA%-Pro’-D-Ala'°-NH
2

hvor
AA! er N-Ac-D-2-Nal, N-Ac-D-pClPhe eller N-Ac-D-Cl,Phe,
AA°® er Tyr, Niclys, PicLys, MNicLys, MPiclys, INiclys,

DMGLys eller Pzclys, eller c-PzACAla,

AAS® er D-NiclLys, D-PicLys, D-MNicLys, D-MPicLys, D-
INiclys, D-Bzlys eller D-Pzclys, eller D-PzACAla, D-
NACAla eller D-PACAla,

AA’ er Aile, Nle, Val, Nval, Abu eller Ala, og

AAB er ILys eller IOrn.
Disse dekapeptider inkluderer de som omfatter:
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.Ser . Pchys5 og . D—PchySG;
N-ac-D-2-Na1', p-pcipne?, ser?,

N-Ac-D-2-Na1l, D-pClPhe?, p-3-pa13
og . D-Alalo;

N—Ac-D—Z-Nall, b—pClPheZ, D-3--Pal3

og~ D-Alalo;

N-Ac-D-2-Na1l, D-pciphe?, D-3-pa13
D-Alalf,

'D-pClPhe?, pro? og D-A1al0;’

N-Ac-D-2-Nall, D-pcilphe?, p-3-pa1’
ILys8 og D—Alalg:

N-Ac-D-2-Nal', Dp-pciphe?, p-3-pai’
ILys® og  D-a1al0;

N-Ac-D-2-Nall,. D-pciphe?, p-3-pail
1Lys® o . D-a1al9;

N-Ac-D-2-Nall, D-pcirhe?, p-3-pai’
IOrn8 og D-Alalo:

N-Ac-D-2-Nall, D-pciphe?, p-3-pa1?
1orn® og p-a1al9;

N-Ac-D-2-Nall, D-pciphe?, p-3-paj?
IOrn8 og D-Alalo;

N-Ac-D-2-Nal', D-pciphe2, p-3-pay3
IOrn8 og '’ D-Alalo;

301015

PicLys5 og Prog;
, Ser4, D-PicLyss, Pro°

, ser4, NicLyss, Pro°

’ Ser4, Leu7, Pr09 og -’

, Niclys®, p-NicLys®,

’ NicLysS, D-NicLysG,

' PicLysS, D-PicLysG,

' NicLysS, D-NicLyss,

, PicLyss, D-PicLys6,

' MNicLys5, D-MNicLysG,

’ chLyss, D-chLyss,

N~Ac~D-pC1Phel, D-3-Pal3, Tyrs, D—NicLys6 og ILysg;
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N-Ac-D-ClzPhel, D-3-Pal, Tyr®, D-NicLys® og. ILys®;

NicLyss, D-—NicLys6 og ILysa;
PicLyss, D--PicLys6 og ILyss;

NicLyss, D—NicLys6 og IOrnB;

PicLys®, D-PicLys® og Torn®;

MNicLyss, D-MNicLys6 cg IOrns:

chLyss, D—chLys6 og IOrnS:

Tyrs, D-NicLys6 og . ILysB:

Tyrs, D—NicLys6 og IOrnS;

2

N—Ac—D-z-Nall,AD-pClPhe . D—3—Pal3, Ser4, NicLyss, D-

NicLysG, Leu7, ILysB, Pro’ og D—AlaloNHZ;
1 2 3 4 . 5 .
N-Ac-D-2-Nal~, D-pClPhe”, D-3-Pal”, Ser , Piclys~, cis D-

7, ILyse, Pro9 og. D-AlalONHZ.

Anvendelse av de ovenfor nevnte dekapeptider skjer i
en prosess for & hemme ovulasjon i et dyr. Denne prosess om-
fatter tilfe¢rsel til nevnte dyr et dekapeptid som fortrinnsvis
har strukturen: N-Ac-D-2-Nal!, D-pClPhe?, D-3-Pal®, Ser!, Nic-
Lys®, D-Nic-Lys®, Leu’, ILys®, Pro’ og D-Ala'°-NH,.

Beskrivelser av foretrukne utfgrelsesformer

Forkortelser og formler anvendt herved inkluderer de
fplgende:

a = alfa

BOC

Br-2

t-butoksykarbonyl

o-brombenzyloksykarbonyl
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nBuOAc
n-BuOH
(o}
CDC1,
CHC1,
CH,C1,
CH,CN
Cl-2Z
o

DCC
DIEA
DMF

E

Et
EtOAcC
EtOH
Et,0
HF
HOAC
KH,PO,
MeOH
MgSso,
NH,0Ac
iPrOH

pY

TFA
THF
TOS

Abu
ACAla
Aile
AnGlu

BzLys

301015
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n-butylacetat
n-butanol

cis

deuterokloroform
kloroform

diklormetan
acetonitril
o-klorbenzyloksykarbonyl’
delta
dicykloheksylkarbodiimid
diisopropyletylamin
dimetylformamid

eta

etyl

etylacetat

etanol

dietyleter
hydrogenfluorid
eddiksyre
kaliumdihydrogenfosfat
metanol
magnesiumsulfat
ammoniumacetat

2-propanol

pyridin

trans
trifluoreddiksyre
tetrahydrofuran
p-toluensulfonyl
mikro
benzyloksykarbonyl

2-aminosmgrsyre
aminosykloheksylalanin

alloisoleucin
4-(4-metoksyfenylkarbamoyl )-2-amino-
smeprsyre

Nf-benzoyllysin
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Cit
Cl,Phe
CypLys
DMGLys
Dpo

Et,hArg
FPhe
HOBLys
ILys
INiclys
IOrn
Me,Arg
Me,Lys
MNicLys
MPicLys
NaCAla

2-Nal
NicLys
NicOrn
Nle
NMeLeu
Nval

PACAla

3-Pal
pClPhe
PicLys
Pip
PmcLys
PmACAla

PzACAla

3-PzAla
PzcLys

301015
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citrullin

3,4-diklorfenylalanin
NE-cyklopentyllysin
NE-(N,N-dimetylglysyl)lysin
N%-(4,6-dimetyl-2-pyrimidyl)ornitin

N°,N°~-dietylhomoarginin
A-fluorfenylalanin

NE- (4-hydroksybenzoyl )1ysin
NE-isopropyllysin
NE-isonikotinyllysin
Ne-isopropylornitin

N°,N°, N°'-trimetylarginin

N, Nf-dimetyllysin
NE-(6-metylnikotinyl)lysin
NE-(6-metylpikolinyl)lysin
3-(4-nikotinylaminocykloheksyl)-
alanin

3-(2-naftyl)alanin
NE-nikotinyllysin
Né-nikotinylornitin
norleucin, 2-aminoheksansyre
N-metylleucin

norvalin, 2-aminopentansyre

3-(4-pikolinoylaminosykloheksyl ) -
alanin

3—(3-pyridyl)a1anin
3-(4-klor)fenylalanin
Nf-pikolinoyllysin
piperidin-2-karboksylsyre
NE-(4-pyrimidinylkarbonyl)lysin
3-[4-(4-pyrimidinylkarbonyl)amino-
cykloheksyl]alanin

3-(4-pyrazinylkarbonylaminocyklo-
heksyl)alanin

3-pyrazinylalanin
NE-pyrazinylkarbonyllysin
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Sar = N-metylglysin
TinGly = 3-tienylglysin.

De fleste naturlige aminosyrer erholdt fra Peninsula
Laboratorier, San Carlos, CA. Hydroksylgruppen til Ser ble
beskyttet som benzyleteren, fenolhydroksylgruppen pa Tyr som
Br-Z-derivatet og E-aminogruppen av Lys som Cl-Z-derivatet,
guanidingruppen til Arg og imidazolgruppen til His som TOS-
derivatene. a-aminofunksjonen ble beskyttet som BOC-derivatet.
BOC-0Orn(2Z) ble erholdt fra Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.
BOC-D-2-Nal, BOC-D-3-Pal, BOC-D-Cl,Phe, BOC-pClPhe og BOC-ILys-
(Z) dicykloheksylaminsalt ble kj¢pt fra Southwest Foundation
for Biomedical Research, San Antonio, TX. Benzhydrylamin-
hydrokloridresin ble erholdt fra Beckman Bioproducts, Palo
Alto, CA. Nitrogeninnholdet var omkring 0,65 mmol/g. CH,Cl, ble
destillert for bruk.

Foreliggende oppfinnelse involverer strukturen,
syntesen og anvendelsen av LHRH-antagonister med hogy anti-
ovulatorisk styrke og nedsatt aktivitet til & frigje¢re hista-
min (1). Disse nye antagonistiske karakteristika er f.eks. D-
NE-nikotinyllysin (D-NicLys) i posisjon 6 og Nf-isopropyllysin
(ILys) i posisjon 8. Opplgsningen av D-Arg®, szrlig i kombina-
sjon med Arg® og en samling av hydrofobe, aromatiske aminosyre-
rester ved N-enden, har vart implisert i frigje¢ringen av
histamin (2-4).

Andre reduksjoner i anafylaktoid aktivitet ble opp-
nadd ved & ¢ke avstanden mellom de positive ladningene i posi-
sjon 6 og 8 ved Arg® og ved & inkludere et ngytralt residuum i
posisjon 6 som i [N-Ac-D-2-Nall!, D-pClPhe?, D-3-Pal®, Arg°, D-4-
(p-metoksybenzoyl )-2-aminosmgrsyre®, D-Alal°]-LHRH [2-Nal
representerer 3-(2-naftyl)alanin; pPClPhe representerer 3-(4-
klorfenyl )alanin; 3-Pal representerer 3-(3-pyridyl)alanin] av
Rivier et al. (5) og [N-Ac-D-2-Nall, D-aMepClPhe?, D-Trp®, Arg®,
D-Tyr®, D-Alal®]-LHRH [aMepClPhe representerer 2-metyl-3-(4-
klorfenyl)alanin] av Roeske et al. (6). Videre modifikasjoner
i posisjon 6 er reduktiv alkylering av D-Lys® ved Hocart et al.
(7), inkorporering av N,N-dietylhomoarginin av Nestor et al.
(9). De cykliske analogene som nylig er syntetisert av Rivier

et al., viste ingen reduksjon i histaminfrigj¢ring sammen-
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lignet med de linezre motparter (10).

Av dekapeptidene ifglge foreliggende oppfinnelse ble
to opprinnelig selektert som modeller for videre strukturer-
ing. Peptidet [N-Ac-D-2-Nal!, D-pClPhe?, D-3-Pal’, NicLys®, D-
NicLys®, ILys®, D-Alal®]-LHRH (betegnet antid) hadde en impo-
nerende styrkekombinasjon og lav histaminfrigjgring; anti-
ovulatorisk aktivitet (AOCA) var 100 % ved 1 pg og 36 % ved
0,5 pg; ED,, for histaminfrigje¢ring in vitro var bestandig over
300 pg/pl sammenlignet med omkring 0,17 for standardanalogen
[N-Ac-D-2-Nal!, D-pFPhe?, D-Trp®, D-Arg®]-LHRH [pFPhe represen-
terer 3-(4-fluorfenyl)alanin] (5). En annen analog var iden-
tisk med antidet, bortsett fra PicLys® og D-PicLys® (PicLys
representerer N-pikoloyllysin); 100 % AOA ved 0,5 pg og 40 %
ved 0,25 pg; EDg, 93 = 11.

Inkludert heri er resultatet fra LHRH-analoger med
acylerte aminocykloheksylalaninrester i posisjon 6, fra ana-
loger i hvilke Leu’ er blitt substituert med andre ngytrale
residuer, fra en sammenligning av ILys® vs. I0rn®, og fra
tester for oral aktivitet og varighet for antagonistisk akti-
vitet nar gitt oralt eller parenteralt (s.k.)

Smeltepunktene er ikke rettet. NMR-data er rapportert
som d-verdier nedfelt fra TMS.

Fpr acylering ble Z- og Cl-Z-gruppene til Lys og Orn
spaltet ved hydrogenolyse i MeOH i nerver av 10 % Pd/c.

BOC-D-BzLys ble syntetisert ved acylering av BOC-D-

Lys med benzoylklorid, som beskrevet for L-isomeren av

Bernardi et al. (17).
BOC-DMG-Lys ble fremstilt ved acylering av BOC-Lys

med kloracetylklorid ved & anvende den samme metode og ved a
reagere det urene produkt fra 10 mmol BOC-Lys i 10 pl THF med
10 pl1 40 % vandig dimetylamin. Reaksjonsblandingen ble omr¢rt
i 15 minutter i isbad og s& i 2,5 timer ved varelsestemperat-
ur. Etter avdamping i vakuum ble det grove produkt l¢st opp i
10 pl H,0 og applisert p& Bio-Rad AGl-X8-kolonne, acetatform,
1 x 25 cm. Kolonnen ble fgrst vasket med 200 pl vann, og sé&
ble produktet eluert med 6 % HOAc og lyofilisert flere ganger
for & fjerne HOAc. Utbytte 60-70 %. Amorf masse. R; (n-
BuOH:py:HOAc:H,0 = 30:10:3:12) = 0,27. Renhet >95 $. NMR
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(CbCl,): 1,45, s, 9 H, t-butoksygruppe; 1,85-1,48, m, 6‘H, B,
y, 4, CH,-grupper; 2,6, s, 6 H, N(CH;),; 3,25, m, 2 H, E-CH,;
3,37, s, 2 H, N-CH,-CO; 4,15, m, 1 H, a-CH.

De andre acylerte Lys-derivatene i tabellene ble
fremstilt fra BOC-D eller L-Lys og den korresponderende p-
nit:o—fenylester.

p-nitrofenylnikotinat. Til 9,85 g (80 mmol) nikotin-
syre og 13,35 g (96 mmol) p-nitrofenol i 250 pl DMF ble til-
satt 16,5 g (80 mmol) DCC med omr¢ring pd isbad. Etter 1 time

ved 0 °C og 3 timer ved varelsestemperatur ble urea filtrert
fra, og produktet ble utfelt ved tilsetning av et likt volum
vann. Filtrering, te¢rking i vakuum og rekrystallisering fra
iPrOH gav 11,22 g, 57 %, hvite ndler, sm.p. 172,5-173 °C (24).
p-nitrofenylisonikotinat ble fremstilt pd samme mate,
12 g, 61 %, sm.p. 139-141 °C, sm.p. 137-139 °C (18).
Ogsad p-nitrofenyl-6-metylnikotinat ble fremstilt pa

samme mate. Utbytte fra 70 mmol 6-metylnikotinsyre: 6,0 g,

33 %, etter rekrystallisering fra MeOH, sm.p. 156-157 °C. R,

(2 $ MeOH i CHCl;) = 0,57 NMR (CDCl1,): 2,7, s, 3 H, CH;; 7,36,

4, H, py H°; 7,45, m, 2 H, H ved siden av oksygen i fenyl-

ringen; 8,34, m, 3 H, H ved siden av NO,-gruppen i fenylringen

overlappende med py H%; 9,27, 4, 1 H, py H.
p-nitrofenylpikolinat. 4,92 g (40 mmol) pikolinsyre

og 5,84 g (42 mmol) p-nitrofenol ble suspendert/opplegst i
200 pl CH,Cl,. S& ble 8,24 g (40 mmol) DCC tilsatt i 20 pl CH,-
Cl, med kraftig omr¢ring. Omrgring ble fortsatt ved varelses-
temperatur i 17 timer. S& ble blandingen filtrert og filter-
massen vasket med 30-40 pl CH,Cl,. Raproduktet ble feorst be-
handlet med 100 ul Et,0 med omrgring i isbad og filtrert. Re-
krystallisering fra 250 pl iPrOH gav 6,24 g, 63 3%, produkt.
Sm.p. 154-6 °C (dek.), sm.p. 145-7 °C (18).
Pyrazinkarboksylsyre-p-nitrofenylester. Denne forbin-
delse ble fremstilt ved & anvende den samme metode som den
tidligere forbindelse. Fra 40 mmol pyrazinkarboksylsyre og
44 mmol p-nitrofenol ble det oppnadd 35,2 mmol, 88 %, ester.
Sm.p. 180-182 °C (dek.). R; (CHC1l,:MeOH = 49:1) = 0,72. NMR

(CpCl;): 7,5, m og 8,37, m, 2 H hver, hydrogener ved siden av

oksygenet og nitrogruppen i hhv. fenolringen; 8,84 m, 1 H,
pyrazin H%; 8,9, d4, 1 H, pyrazin H®; 9,48, 4, 1 H, pyrazin H3.
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BOC-Niclys. 2,5 g BOC-Lys (L eller D) ble suspendert
i 200 pl DMF med omro¢ring. S& ble 1,1 ekvivalent p-nitrofenyl-
nikotinat tilsatt og blandingen omr¢rt ved verelsestemperatur
i 36 timer. Blandingen ble sé& filtrert og filtratet avdampet
til t¢rrhet under redusert trykk for a gi en gul olje. Resi-
duet ble sa omrgrt med 2 x 5 pl Et,0 i isbad. Den f¢rste Et,O-
fasen ble dekantert, den annen filtrert av. Rekrystallisering
fra EtOAc/heksan gav 2,05 g produkt, 58 % (L-form). Sm.p.
138 °C, lit. (17), 138-141 °C, L-form [a]? = -2,91° (MeOH), D-
form [a]? = 3,35° (MeOH).

L- og D-BOC-INicLys ble fremstilt pd samme tid ved &

acylere 10 mmol L- eller D-BOC-Lys med p-nitrofenylisonikoti-
nat i 100 pl DMF, 40 timer, varelsestemperatur. Det urene
produkt ble fordelt mellom 120 ul EtOAc og 50 pl H,0. EtOAc-
fasen ble ekstrahert med 2 x 50 pl H,0 og 50 pl saltlgsning.
Den opprinnelige vannfasen ble tilbakeekstrahert med 30 pl
EtOAc. De kombinerte EtOAc-fasene ble s& torket (MgSO,) og
avdampet, og residuet ble behandlet med Et,0 og rekrystallisert
som ovenfor til & gi 1,07 g BOC-L-INicLys, 30,5 %. Utbyttet
for D-forbindelsen var 1,26 g, 36 %. NMR (aceton d;): 1,4, s,
9 H, t-butoksygruppe; 1,8-1,48, m, 6 H, B, y, 4, -CH,-; 3,44,
t, 2 H, E-CH,; 4,13, m, 1 H, a-CH; 7,77, m, 2 H, py H® og H%;
8,70, m, 2 H, py H? og H°.

L- og D-BOC-Piclys. 1,23 g (5 mmol) L- eller D-BOC-

Lys ble omr¢rt med 1,34 g (5,5 mmol) p-nitrofenylpikolinat i
60 pl DMF i 16 timer. Etter filtrering og avdamping ble
produktet renset ved kolonnekromatografi pa silikagel pa en
4,5 x 32 cm kolonne og lgsningsmiddelsystemet var n-Bu-OH:py:
HOAc:H,0 = 30:10:3:12. Produktet ble etter kromatografi lgst
opp i EtOAc og vasket med H,O0, saltlgsning, torket og avdampet
i vakuum. Utbyttene ble vanligvis 60-70 %. NMR (CDCl,): 1,43,
s, 9 H, t-butoksygruppe; 1,73-1,45, m, 6 H, B, y, d4-CH,-; 3,47,
m, 2 H, E-CH,; 4,32, m, 1 H, a-CH; 7,43, m, 1 H, py H’, 7,85,
m, 1 H, py H*; 8,2, m, 1 H, py H?® 8,55, m, 1 H, py HS.

L- og D-BOC-MNicLys. 10 mmol BOC-Lys og 10,5 mmol p-

nitrofenyl-6-metylnikotinat ble tillatt & reagere i 150 pl DMF
pa& den vanlige maten. Etter 27 timers filtrering og avdamping
gav det en gul olje. Et,0-behandling (2 x 50 ul) gav 3,3 g
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produkt som ble rekrystallisert fra 50 ul 20 % MeOH i EtOAc/
heksan. Utbytte 2,87 g, 78,6 % (L-form). R; (n-BuOH:py:HOAc:H,0
= 32:10:3:12) = 0,61. NMR (CDCl,): 1,46, s, 9 H, t-butoksy-
gruppe; 1,9-1,5, m, 6 H, B, y, d-CH,; 2,57, s, 3 H, py CH;;
3,36, m, 2 H, E-CH,; 4,11, m, 1 H, a-CH; 7,22, 4, 1 H, py H;’
8,08, m, 1 H, py H'; 8,95, bred s, 1 H, py H.

L- og D-BOC-PzcLys. Ved & anvende metoden ovenfor ble

det oppnadd fra 7,7 mmol pyrazinkarboksylsyre-p-nitrofenyl-
ester g 7 mmol BOC-Lys, L eller D, i 100 pl DMF, omkring
6 mmol produkt etter rekrystallisering fra iPrOH. R, (n-BuOH:
py:HOAc:H,0 = 30:10:3:12) = 0,47. NMR (CDCl;): 1,45, s, 9 H, t-
butoksygruppe; 1,9-1,48, m, 6 H, B, y, d-CH,-; 3,51, m, 2 H, E-
CH,; 4,29, m, 1 H, a-CH; 8,52, g, 1 H, pyrazin Hg; 8,77, 4,
1 H, pyrazin H®; 9,41, 4, 1 H, pyrazin H3.

BOC-L-NicOrn. Denne forbindelse ble fremstilt pa

vanlig mate ved & reagere 7 mmol p-nitrofenylnikotinat med

5 mmol BOC-Orn i 75 pl DMF i 36 timer. Avdamping og rekrystal-

lisering fra EtOAc gav 3,5 mmol, 70 %, NicOrn. Sm.p. 143-

144 °C. R, (n-BuOH:HOAc:H,0 = 4:1:2) = 0,70. NMR (CDCl,):

1,45, s, 9 H, t-butoksygruppe; 7,46, m, 1 H, py H°; 8,27, m,

1 H, py H:; 8,69, m, 1 H, py H 9,05, m, 1 H, py H%.
BOC-D-trans-NACAla. 1,43 g (5 mmol) BOC-D-trans-3-(4-

aminocykloheksyl)alanin (oppnadd fra Southwest Foundation for

Biomedical Research) ble omrgrt med 1,35 g (5,5 mmol) p-nitro-
fenylnikotinat i 60 pl DMF i 120 timer i varelsestemperatur.
Blandingen ble sa filtrert, avdampet, behandlet med Et,0 i
isbad og filtrert igjen. Rekrystallisering ble ufe¢rt ved &
varme opp i 12 pl EtOH og tilsette 18 ul varmt H,0. Dette gav
en klar l¢sning fra hvilken Kkrystaller separerte ved avkjol-
ing. Denne fremgangsmaten ble gjentatt to ganger. Utbytte:
0,98 g, 50 %. Renhet >95 %, sm.p. >220 °C. NMR (DMSO d,): 1,46,
s, 9 H, t-butoksygruppe; 1,9-1,48, m, 11 H, ring CH,, ring CH i
posisjon 1 og B-CH,; 3,72, m, 1 H, ring CH i posisjon 4; 3,095,
m, 1 H, a-CH; 7,48, m, 1 H, py H®; 8,16, m, 1 H, py H*; 8,67,
m, 1 H, py H%; 8,96, m, 1 H, py H°.

Boc-D-cis-NACAla. 5 mmol BOC-D-cis-3-(4-aminocyklo-

heksyl)alanin (kilde som ovenfor) og 5,5 mmol p-nitrofenyl-

nikotinat ble tillatt & reagere i DMF som ovenfor. Reaksjons-

tid: 25 timer. Opprensing ble oppnédd ved Et,0-behandling som
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ovenfor og silikagelkromatografi pa en 4,5 x 32 cm kolonne ved
bruk av l¢sningsmiddelsystemet CHCl,:MeOH:py:HOAc = 75:10:10:5.
Utbytte 1,3 g, 61 %, amorft pulver. R; (kolonnesystem) = 0,58.
NMR (CDC1;): 1,44, s, 9 H, t-butoksygruppe; 1,95-1,45, m, 11 H,
ring CH,, ring CH i posisjon 1 og B-CH,; 4,22, m, 1 H, a~CH;
4,35, m, 1 H, ring CH i posisjon 4; 7,35, 8,24, 8,63 og 8,98,
1 H hver, til- knytninger som for tidligere forbindelse.
BOC-IOrn(Z). Denne forbindelse ble fremstilt fra BOC-
Orn(Z) ved reduktiv alkylering med aceton og H,/Pd, som beskre-

vet av Prasad et al. (23), etterfulgt av omdannelse til Nd-Z-
derivatet med benzylklorformiat i vandig alkali (Schotten-
Baumann-betingelser). Opprensing ble oppnadd ved kromatografi
pd silikagel med CHCl,/MeOH 85:15. R, (CHCl,:MeOH:HOAc =
85:15:3) = 0,8. NMR (CHC1l,;): 1,10, 4, 6 H, isopropyl-CH,;; 1,40,
s, 9 H, t-butoksygruppe; 1,7-1,5, m, 4 H, B, y-CH,; 3,09, m,
2 H, d-CH,; 4,2, m, 1 H, a-CH; 5,10, s, 2 H, benzyl-~-CH,; 7,3,
m, 5 H, aromatisk.

BOC-Cyplys(Z). 2,04 g BOC-Lys(Z) ble opplegst i 8 ul
cyklopentanon og 32 pl H,0 som inneholdt 0,22 g NaOH. Hydro-

genering ble utfe¢rt i nerver av 0,4 g 10 % P4d/C ved 50-60 psi
i et Parr-apparat. Etter 4 timer ble hydrogeneringen avbrutt,
og 2 pl 0,5 M NaCH og 10 pl MeOH ble tilsatt. Hydrogeneringen
ble sa& fortsatt i 16 timer ved 50-60 psi, sd& filtrering og
avdamping. Residuet ble opplegst i 75 pl H,0 og vannfasen eks-
trahert tre ganger med Et,0 og én gang med heksan. pH ble sa
justert til 6-7 med HCl og l¢sningen avdampet i en roterende
fordamper, badtemperatur 40 °C. Det resulterende produkt ble
sd overfeort til Z-~derivatet ved & anvende benzylklorformiat i
vandig NaOH (Schotten-Baumann-betingelser). Utbytte: 1,3 g,
58 % totalt. R; (n-BuOH:py:HOAC:H,0 = 30:10:3:12) = 0,69. Ren-
het >95 %. NMR (CDCl,;): 1,45, s, 9 H, t-butoksygruppe; 1,95-
1,35, m, 14 H, ring CH, + B, y, d-CH,; 3,13, bred t, 2 H, E-
CH,; 4,34-4,05, m, 2 H, a-CH + ring CH; 5,13, s, 2 H, benzyl-
CH,; 7,35, m, 5 H, aromatiske protoner.

Boc-Me,Lys, D- og L-. Disse forbindelsene ble frem-

stilt ved hydrogenolyse av de korresponderende Z- eller Cl-Z-
derivater i nerver av 37 % formaldehyd, hovedsakelig som be-
skrevet av L. Benoiton (22) for N®-acetylanalogen. Opprensing

ble oppnadd ved kromatografi pad silikagel med lgsningsmiddel-




10

15

20

25

30

35

301015

15

systemet n-BuOH:py:H,0 = 2:2:1. Utbyttene er 40-65 % og produk-
tene er amorfe. NMR (CDCl,): 1,41, s, 9 H, t-butoksygruppe;
1,9-1,5, m, 6 H, B, y, d-CH,; 2,6, s, 6 H, N(CH;),; 2,8, m,
2 H, E-CH,; 4,03, m, 1 H, a-CH.

BOC-D-AnGlu. 0,62 g (3 mmol) DCC ble tilsatt den is-
avkje¢lte l¢sningen med 1,10 g (3 mmol) BOC-D-glutaminsyre-a-

benzylester og 0,39 g (3 mmol) p~anisidin i 25 pl CH,Cl,. Reak-
sjonsblandingen ble omr¢rt og oppvarmet til verelsestemperatur
og sa omrogrt i ytterligere 17 timer. Dicykloheksylurea ble sa
filtrert av og CHCl, tilsatt til et totalt volum pa 125 pl.
Denne lg¢sningen ble ekstrahert med 2 x 1 N H,SO,, H,0, mettet
NaHCO,, 2 x H,0 og t¢rket (MgSO,). Avdamping og rekrystalli-
sering fra EtOH gav 0,99 g, 74 %, produkt. Sm.p. 129,5-131 °C.
R, (4 % MeOH i CHCl,) = 0,53. Dette produkt ble opplgst i 30 pl
MeOH og 10 ul EtOH og hydrogenert i narver av 0,3 g Pd/C ved
50 psi 1 2,5 timer. Filtrering og avdamping gav et kvantita-
tivt utbytte av BOC-D-AnGlu. Ikke-krystallinsk, renhet >98 %.
NMR (CDCl,): 1,45, s, 9 H, t-butoksygruppe; 2,35-1,95, m, 2 H,
B-CH,; 2,6-2,4, m, 2 H, y-CH,; 3,76, s, 3 H, OCH,; 4,3, m, 1 H,
a-CH; 6,82 og 7,42, bred d, 2 H hver, aromatiske protoner.
BOC-Me,Arg. Fe¢rst ble N,N,N',S-tetrametylisotiourea
fremstilt ved prosedyren til Lecher og Hardy (19). K.p.
(15 mm) = 74 °C, 1lit. (over) 68 °C ved 11 mm. 9 mmol BOC-Orn
og 10 mmol tetrametylisotiourea ble opplgst i 15 pl DMF og
2 pl trietylamin og inkubert ved 100 °C i 2 timer og ved
verelsestemperatur i 10 timer. Sa ble reaksjonsblandingen av-
dampet til te¢rrhet og sendt gjennom en silikagelkolonne eluert
med iPrOH:trietylamin:H,0 = 42:6:13. Den hvite massen som ble
oppnddd ble opplegst i H,0, og l¢sningen ble surgjort med 6 N
HCl og lyofilisert til & gi 5,5 mmol produkt. R; (kolonneeluer-
ingsmiddel) = 0,50. NMR (D,0): 1,42, s, 9 H, t-butoksygruppe;
2,80, m, 1 H, a-CH; 2,89, s, 3 H, CH, pd guanidingruppen; 2,96,
s, 6 H, (CH;),N; 3,25, t, 2 H, 4-CH,; 1,50, m, 4 H, B, y-CH..
BOC-Dpo. Av 10 mmol arginin-hydroklorid og 1,72 g
natriumhydrogenkarbonat opple¢st i 17 ul H,0, 28,6 pl acetylace-
ton og 28,6 ul EtOH ble det oppnadd 7,5 mmol Dpo ved a folge
fremgangsmaten til F.-S. (20). Produktet blersé overfert til
det korresponderende BOC-derivat ved & anvende di-t-butyl-
dikarbonat i 50 % vandig dioksan i narver av natriumhydroksid.



10

15

20

25

30

35

301015

16

Denne reaksjonen gir hovedsakelig et kvantitativt utbytte. R,
(n-BuOH:HOAC:H,0 = 4:1:2) = 0,63. NMR (CDCl;): 1,45, s, 9 H, t-
butoksygruppe; 1,9-1,5, 4 H, B, y-CH,; 2,33, s, 6 H, CH,; 3,46,
m, 2 H, d-CH,; 4,24, m, 1 H, a-CH; 6,35, s, 1 H, aromatisk H.
L- og D-former reagerer pa samme mate.

BOC-D-Et,hArg. Denne forbindelse ble fremstilt wved

metoden til Nestor og Vickery, US patentskrift 4.530.920. R,
(n-BuOH:HOAC:H,0 = 4:1:2) = 0,52.

Syntese av_dekapeptidene

Dekapeptidene ifplge foreliggende oppfinnelse ble
syntetisert ved fast-fase-metoden ved & anvende en Beckman,
modell 990, Peptide Synthesizer (1, 11). Benzhydrylamin-
hydrokloridresin (BHA-resin) ble benyttet som fast fase.
Programmet til syntesemaskinen var oppdelt i underprogrammer.

1. Avbeskyttelse: 1) CH,Cl, (2 x vask, 1 eller
2 minutter); 2) 50 % TFA i CH,Cl, som inneholdt 0,1 % indol
(1 x vask, 1 eller 2 minutter); 3) 50 % TFA i CH,Cl, som inne-
holdt 0,1 % indol (avbeskyttelse, 20 minutter); 4) CH,Cl, (2 x
vask).

2. Noytralisering: 1) CHJ.Cl, (2 x vask, 1 eller
2 minutter); 2) DIEA (10 % i CH,C1l,) (2 x vask, 1 eller
2 minutter); 3) DIEA (10 % i CH,Cl,) (ne¢ytralisering,

5 minutter): 4) CH,Cl, (2 x vask, 1 eller 2 minutter).

3. DCC-kobling: 1) CH,C1, (2 x vask, 1 eller
2 minutter); 2) aminosyrelgsning i CH,Cl, (avlevering, over-
fepring, blanding, 5 minutter); 3) DCC (10 % i CH,Cl,, av-
levering og blanding, 180 minutter); 4) CH),Cl, (2 x vask, 1
eller 2 minutter).

4. Aktiv esterkobling: ikke benyttet.

5. Endelig vask: 1) CH)CIl, (2 x vask, 1 eller
2 minutter); 2) i-PrOH (3 x vask, 1 eller 2 minutter):;

3) DMF (3 x vask, 1 eller 2 minutter); 4) CH,Cl, (3 x vask, 1
eller 2 minutter).

6. Vask etter TFA-behandling: 1) CH,Cl, (2 x vask,
1 eller 2 minutter); 2) i-PrOH (2 x vask, 1l eller 2 minut-
ter); 3) CH,Cl, (3 x vask, 1 eller 2 minutter).

7. Acetylering: 1) CH,Cl1l, (2 x vask, 1 eller
2 minutter): 2) 25 % Ac,0 og Py i CH,Cl, (1 x vask, 1 eller
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2 minutter); 3) 25 % Ac,0 og Py i CH,Cl, (acetylering,
20 minutter); 4) CH,Cl, (2 x vask, 1 eller 2 minutter).

Den fgrste aminosyren ble bundet til resinet ved
hjelp av programsekvens 2-3-5. F¢r resinet ble plassert i
reaksjonsbeholderen, ble resinet vasket i en separat trakt med
25 pl CH,Cl,/g resin for & fjerne fine partikler. I alle
koblingene ble vanligvis et 3-4 gangers overskudd av Boc-
aminosyren over nitrogeninnholdet til resinet benyttet. Denne
fremgangsmaten resulterte vanligvis i en komplett koblings-
reaksjon. Hvis en positiv ninhydrin-fargereaksjon ble obser-
vert, ble en annen kobling utfg¢rt (programsekvens 3-5). Sa ble
resinet acetylert (programsekvens 7-5).

Den neste aminosyren ble bundet ved hjelp av program-
sekvens 1-6-2-3-5. For DCC-kobling ble alle aminosyrene opp-
lgst i CH,Cl,. Acetylering av aminosyreresten i posisjon 1 ble
utfort ved & anvende programsekvens 1-6-2-7-5. Volumet av
lgosningsmidler og reagenser benyttet for vaskingen og ut-

forelse av kjemiske reaksjoner, var omtrent 10 pl/g resin.

Spalting av peptidene fra resinet

Etter at alle aminosyrene var koblet, ble peptid-
resinet t¢rket over natten i vakuum. Resinet ble sa& behandlet
med dobbeltdestillert, flytende hydrogenfluorid (10 pl/g
resin) som inneholdt 10-25 % destillert anisol eller p-kresol
i 1 time ved O °C. Sa ble HF avdampet under redusert trykk, og
residuet ble tgprket over natten i vakuum ved hjelp av en olje-
pumpe. Blandingen ble s& ekstrahert flere ganger med Et,0
(25 pl/g resin), sa med vann. HOAc, 30 %, 50 %, 10 % og én
gang med 25 pl destillert, deionisert vann. Den kombinerte
vandige lg¢sning ble lyofilisert til & gi det urene peptid.

Rensing og karakterisering av peptidene

De fleste peptider ble renset ved silikagelkromato-
grafi (1 x 60 cm kolonne) ved & anvende lgsningsmiddel-
systemene nBuOH:HOAc:H,0 = 4:1:2 eller 4:1:5 ¢vre fase eller
nBuOAc:nBuOH:HOAC:H,0 = 2:8:2:3 etterfulgt av gelfiltrering pa
"Sephadex G-25" med 6 % HOAc som elueringsmiddel. I tilfellet
med utilfredsstillende renhet etter denne prosedyre ble

°

peptidene videre renset ved semipreparativ HPLC ved & anvende
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Waters vaskekromatografi utstyrt med et 660 lgsningsmiddel-
programsystem. En 1,2 x 25 cm m-Bondapak C,;~kolonne ble be-
nyttet med l¢sningsmiddelsystem A = 0,1 M NH,OAc, pH 5,0, og B
= 20 % A + B0 % CH,CN. Forskjellige gradienter med gkende
mengde av B i 15-25 minutter ble benyttet for & effektuere
opprensing.

En alternativ opprensingsprosedyre har vart gelfilt-
rering pa "Sephadex G-25" med 6 % HOAc, etterfulgt av kromato-
grafi pa "Sephadex LH 20" (2,5 x 100 cm) med lg¢sningsmiddel-
gystemet H,0:nBuOH:HOAc:MeOH = 90:10:10:8. Hvis ng¢dvendig ble
den sistnevnte prosedyre gjentatt 1-2 ganger.

Renheten til peptidene ble bedgmt ved tynnsjikts-
kromatografi pad Merck silikagelplater ved & anvende minst fire
forskjellige lgsningsmiddelsystemer. Flekkene ble utviklet med
klorin/o-tolidinreagenset. Det ble ogsd benyttet analytisk
HPLC. Utstyret var det ovenfor beskrevne, bortsett fra at en
analytisk m-Bondapak C,s-kolonne (3,9 mm x 30 cm) ble benyttet.

Aminosyreanalyse ble utfe¢rt pa en Beckman, modell
118 CL aminosyreanalysator. Pr¢ver pd omkring 0,5 ug ble
hydrolysert i 6 N saltsyre i lukkede glassr¢r i 24 timer ved
110 °C. Restene ble si3 avdampet og opplegst i citratbuffer, pH
2,2, og applisert pd analysatoren.

Bioassays av _peptidene og diskusjon av resultatene

Den antiovulatoriske aktivitet, AOA, hos rotter ble
bestemt som beskrevet av Humphries et al. (12). Hevelses-
(urticaria)-test ble utfprt ved & injisere inn i huden 10 ug
av peptidet i 100 pl saltvann i bed¢vde rotter og male den
ideelt sirkulazre hevelsesrespons og beregne arealet. In vitro-
histaminfrigje¢ringstest ble utfert som beskrevet av Karten et
al. (4).

Resultatene fra disse bioassayene er presentert i
tabell I og andre tabeller som hg¢rer til.

Av peptidene i tabell I hadde 12 en AOA pd& omkring
90 % eller mer i en dose pa 1 ug i foreliggende assay; Av de
peptidene i tabell I som ble testet for histaminfrigje¢ring i
rottemastcellemetoden, hadde 5 ED,,-verdier pd 300 eller mer
sammenlignet med 0,17 for standardforbindelsen [N-Ac-D-2-Nall,
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D-4-F-Phe?, D-Trp?, D-Arg®]-LHRH. Fem tilleggsanaloger hadde
ED.,-verdier som varierte fra 93 til 288, dvs. de frigjorde
ikke mer histamin enn klinisk brukte "superagonister".

Av de peptidene i tabell I som ble testet med rotte-
mastcellemetoden, hadde 7 [nr. 4, 23, 24, 43 (antid), 44, 53,
55] bdde en AOA pé& omkring 90 % eller mer i 1 pg og en EDg,-
verdi pa omkring 2z 93 pg/ml. Dette inkluderte den sterke
analog, nr. 53, som hadde 100 % AOA ved 0,5 pg og 40 % AOA ved
0,25 pg. EDg,~verdien for denne analogen var 93 * 28. Det ble
sdledes demonstrert at hgy AOA med lav histaminfrigjoering
kunne bli funnet i analogene ifgplge foreliggende oppfinnelse.

Strukturelle karakteristika felles for disse 7 pep-
tidene er: 1) et D-Lys-residuum i posisjon 6 som var acylert
av den svakt basiske nikotinsyre eller analoger som pikolin-
og 6-metylnikotinsyre, 2) den korresponderende acylerte L-
Lys-rest eller det naturlige Tyr i posisjon 5, 3) de alky-
lerte derivatene ILys eller IOrn i posisjon 8, 4) Arg er fra-

vaerende fra sekvensen.

Biologiske aktiviteter

For bestemmelsen av virkningens varighet ble antago-
nisten gitt s.k. eller oralt til 25 dager gamle hunnrotter pa
en spesifikk tid for tilfe¢rsel av agonisten [D-Qal®]-LHRH.
Serumnivdene til rotteluteiniserende hormon (LH) og rotte-
follikkelstimulerende hormon (FSH) ble sd mdlt 2 timer etter
agonisttilfgrselen ved hjelp av RIA. Den orale tilf¢rsel ble
utfert ved tvangsforing med fdringsslanger.

AOA- og histaminfrigij¢ringsresultater

Tabell IV viser resultater fra AOA og histamin-
frigjering for analogene som inneholder acylerte aminocyklo-
heksylalaninrester. For analogene med NicLys®, D-NACAla®, IV-1
og IV-2 [NACAla representerer 3-(4-nikotinylaminocykloheksyl)-
alanin], analog 2 med cis-D-NACAla® er noe mer aktiv, 100 % vs.
70 % ACA ved 1 pg. Analogene IV-7 og IV-8 med NicLys®, D-
PzACAla® [pzACAla representerer 3-(4-pyrazinylkarbonylamino-
cykloheksyl)alanin] viser den motsatte rekkefgplge med hensyn
til aktivitet. Trans-residuet har h¢yere AOA, 88 % vs. 25 %
ved 1 ug.
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Analogene IV-3 og IV-4 med PicLys®, trans- og cis-PA-
CAla® [PACAla representerer 3-(4-pikolinylaminocykloheksyl)-
alanin] er ekvipotente, hhv. 50 og 54 % AOA ved 0,5 pg, mens i
tilfellet med Piclys®, trans- og cis-PzACAla® er cis-forbindel-
sen mer enn to ganger sd aktiv. Den f¢rste, analog IV-5, er
omtrent sd sterk som analogene IV-3 og IV-4 (44 % ved 0,5 ug)
mens den sistnevnte, analog 6, har hhv. 100 %, 73 % og 29 %
AOA ved 0,5, 0,25 og 0,125 pg. Hpystyrkeanalogen IV-6 er unik
i sammenligning med den lave aktivitet til den strukturelt
like analog IV-8.

Analog IV-9 har cis-PzACAla®, D-Piclys® og, skj¢nt
residuene 5 og 6 er reversert, beholdt den hgye styrke til
analog IV-6, hhv. 90 % og 67 % ved 0,5 og 0,25 pg.

Med hensyn til histaminfrigje¢ring har alle analoger
som er testet in vitro lavere EDy,-verdier enn utgangsforbin-
delsene. EDg,-verdiene varierer fra omtrent 30 til omtrent 60
sammenlignet med >300 og 93 + 11 for antid og analog V-10.
Testene for hevelses(urtica)-respons viser en variasjon fra
99,5 til 129,6, som er lik med antid (132,7) og analog V-10
(123,0). Mangel pa korrelasjon mellom de to testene kan
primert reflektere metodevariasjon.

Til oppsummering: for analogene med NicLys®-inkorpo-
rering av aminocykloheksylalaninderivater i posisjon 6 resul-
terte det i vesentlig ¢kning i in vitro-histaminfrigj¢ring og
uforandret eller redusert AOA. For Piclys®-analoger med de
samme substitusjoner var det en reduksjon av AOA-styrke i alle
tilfeller bortsett fra ett, hvor en betraktelig ¢kning ble
observert. Kombinasjonen av PicLys® og cis-D-PzACAla® besitter
tydeligvis en viss gunstig struktur. Histaminfrigje¢ring for
PicLys’-analoger ble gpket med 50-100 %.

I tabell V er resultatene fra substitusjoner i posi-
sjon 7 til analog V-10. Denne posisjon tillater en viss struk-
turell frihet, skjont ingen av peptidene viser hg¢yere AOA enn
analog V-10. Analoger V-12, V-14 og V-16 som har Aile’ (allo-
isoleucin), val’ og Abu’ (2-aminosmgrsyre), er ekvipotente med
analog V-10. Analog V-16 med den rette kjede Abu’ er litt mer
sterk enn analogene V-13 og V-15 med henholdsvis Nle’ (nor-

leucin) og Nval’ (norvalin) som mer skulle ligne pa naturlig
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Leu’.

For forbindelse V-17 med den lille Ala’ avtok AOA til
60 & ved 0,5 ng.

Den mest interessante egenskap ved tabell V er in
vitro-histaminfrigj¢ringsresultatene. De tre analoger med
lignende AOA-styrke som analog V-10 viser markert nedsatt
histaminfrigje¢ring. EDg-verdiene for analogene V-12, V-14 og
V-16 er hhv. >300, 213 * 30 og 273 * 27; det betyr en 2-

3 gangers nedgang i histaminfrigj¢ring oppnddd ved smd for-
andringer i sidekjedestrukturen. Ogsd& hevelsesresponsen er
nedsatt for alle analoger sammenlignet med V-10.

Det var bemerket tidligere (1) at hvorvidt Ilys eller
I0rn er den beste substitusjon i posisjon 8, er sekvensavhen-
gig. For videre & unders¢ke dette aspekt, ble IOrn®-analoger
korresponderende til noen av de beste peptidene syntetisert og
testet. Resultatene i tabell VI indikerer at ILys® kan vere
bedre. For to av parene var analogene VI-10, VI-19 og VI-12,
VI-21, ILys® og IOrn® omtrent likeverdige. For de andre tre par
var analogene med ILys® mer aktive, men forskjellene var ikke
store. Den stgrste forskjellen var for paret med val’, hvor
ILys®-analogen VI-14 viste 90 % AOA ved 0,5 pg vs. 57 % for
I0rn®-analogen VI-20.

Analog VI-19 ble testet in vitro for histaminfrigje¢r-
ing. EDg,-verdien er 42 # 3,1; dvs. histaminfrigj¢ringen er to
ganger den til analogen med én mer CH,-enhet. Hevelsesresponsen
forandret seg ikke spesielt, bortsett fra Aile’ og IOrn®-analog
21 som hadde den lave verdi pd 78,6 * 4,5 sammenlignet med

ILys-analogen 12, som hadde 97,9 * 2,9.

Varighet av virkning

Tabell VII viser varigheten av virkningen til antid
og to analoger. Da antid ble injisert 44 timer f¢r 50 ng av
[D-Qal®]-LHRH [Qal representerer 3-(3-kinolyl)alanin], en
superagonist, i doser p& 3, 10 og 30 pg, ble signifikante
reduksjoner i serum-LH observert ved de to h¢yere doser. LH
avtok fra 113 * 11 til 46 * 12 og 5 * 0,7 ng/pl. Serum-FSH ble
ogsa nedsatt, mest signifikant fra omkring 300 til omkring
300 ng/pl ved 30 pg.
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Analog VII-24 [Tyr°’]l-antid og analog IV-6 ble p&
lignende mate injisert 24 timer f¢r agonisten. Analog VII-24
viste hpy aktivitet og reduserte LH-nivaet til 19 * 4, 3 + 0,4
og 0,3 = 0,03 ng/pl i doser pa hhv. 3, 10 og 30 pg. De korres-
ponderende tall for analog IV-6 er 42 = 7, 15 = 3 og 3,4 =
2 ng/pl. Dette er interessant siden analog IV-6 er betraktelig
mer sterk i den antiovulatoriske malemetoden, 73 % ved 0,25 ug
vs. 45 % ved 0,5 ng. Muligens blir analog IV-6 degradert
enzymatisk raskere enn analog VII-24. Den lange varighet av
virkning til disse analoger s.k. kKan ogsd skyldes "depot'"-
effekter pa injeksjonsstedet.

Oral aktivitet

Tabell VIII viser varigheten av virkningen til antid
etter oral administrasjon. Fgrtidtte timer etter tilfe¢rsel av
100 eller 300 ug dosenivaer av antid var det signifikant redu-
serte nivder av LH som var blitt frigjort ved 5 ng [D-Qal®]-
LHRH s.k. Reduksjoner fra 21 * 3 til 4 + 0,8 og 8 *+ 2 ng/pl
ble hhv. observert. Resultatene er omkring de samme i 24-
timers eksperimentet (9 + 2 og 6 * 0,3 ng/pl). Antid synes a
besitte betraktelig motstand mot degraderende enzymer. Da
antid ble gitt 2 timer f¢r agonisten, ble en sterk nedgang i
LH-nivaer observert. I en dose pa 30 pg ble en signifikant
reduksjon av LH-nivaet til 6 * 1 ng/pl observert. Ved 100 og
300 pg var nivadene 1 + 0,3 og 0,4 *+ 0,4 ng/pl, dvs. meget lave
nivader. Da 10 ng av agonisten ble benyttet, var resultatene
kvalitativt meget like.

Til sammenligning er de tre siste opplysningene i
tabell VIII fra eksperimenter med [N-Ac-D-pClPhe!-?, D-Trp?®, D-
Arg®, D-Ala'°]-LHRH, VIII-25, en analog som er blitt rapportert
4 ha oral aktivitet (16). Disse resultater viser at antid er
mer aktivt enn VIII-25, siden en dose pé 30 pg gitt 2 timer
for agonisten reduserte LH-nivaet fra 44 * 4 til 22 * 4 ng/ul
(p<0,01). Verdien for analog VIII-25 er 39 * 6 (NS). Ved
100 ug er de korresponderende tall 7 * 3 (p<0,001) og 26 + 7
(p<0,05). FSH-nivaene ble vanligvis senket da antid ble gitt
ved =2 timer ved 100 eller 300 pg dosenivaer.

Resultatene i tabell IX viser at det er ingen signi-

fikant forskjell mellom tilf¢rsel av antid i vann eller i
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maisolje.

Antid er ogsa blitt testet oralt i den antiovula-
toriske malemetode (tabell X). AOA-verdiene ved 300, 600 og
1200 pg dosenivaéer er hhv. 18, 73 og 100 %. Uttrykt som
ovulerte rotter/totalrotter er tallene 9/11, 3/11 og 0/11. For
analog VIII-25 er tallene 9/11, 4/11 og 0O/11 blitt rapportert
i dosenivaer pad hhv. 500, 1000 og 2000 pg (16). Antid var om-
kring to ganger sa aktivt som analog VIII-25.

Tabell XI viser en sammenligning mellom de orale
aktiviteter til antid og en analog. Analogen var betraktelig
mindre aktiv.

Etter 15 ng s.k. dose av [D-Qal®]-LHRH steg LH-nivaet
til 91 %+ 4,6 ng/pl. Med orale dosenivder pa 30, 100 og 300 pg
antid ble reduserte nivder av LH pd hhv. 75 + 3, 20 + 4 og 5 *
1 ng/pl observert. Analog 4 med PicLys® og D-PACAla® viste
ingen signifikant reduksjon av LH ved 30 og 100 pg nivaer, men
det var en reduksjon til 51 * 6 ng/pl ved en 300 pg dose.

Tabellene XI og XII viser ogsd resultater med antid,
f.eks. ndr 50 ng av agonisten ble benyttet. Sammenligning
mellom disse resultater og data fra eksperimentene som benyt-
ter 15 ng agonist, viser en doseresponsrelasjon som er ventet
ut fra kompetitiv antagonisme. Ved bruk av 15 ng av agonisten
reduserte 100 og 300 pg antid LH-nivaet fra hhv. 115 * 15 ng/
pl til 20 + 4 og 5 + 1 ng/pl, mens i eksperimentene som benyt-
tet 50 ng agonist, reduserte 300 og 900 pg antid LH til samme
niva (19 *+ 3 og 5,3 * 1,2 ng/pl).

Tabell XIII viser de biologiske effekter av antid i
et dispergert hypofysecellekultursystem.

Strukturene og de biologiske aktiviteter til visse
foretrukne LHRH-analoger som hemmer mer enn 50 % av den ovula-
toriske aktivitet til en dose pa 0,25 pg, er vist i tabell
XIV.

Fysiologiske bruksomrader for antagonistene ifglge
foreliggende oppfinnelse, slik som antid, ville ve&re a hemme
fertilitet hos bade kvinner og menn.

Referansene i den fgplgende liste er det her henvist
til ved hjelp av referansenummer.
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Dekapeptid med antiovulatorisk aktivitet,

karakterisert ved at det har den generelle

formel

AA'-D-pClPhe?~-D-3-Pal’®-Ser?-AA°-AA°-Leu’-AA®-Pro’~D-Ala'®~NH,

hvor
AA?
AAS

ARS

2.

k ara

3.
k ara

4.

kara
PicLlys,
Pzclys.

5.

k ara

6.

er N-Ac-D-2-Nal, N-Ac-D-pClPhe eller N-Ac-D-Cl,Phe,
er Tyr, Niclys, PiclLys, MNiclys, MPiclys, INiclys,
DMGLys eller Pzclys, eller c-PzACAla,

er D-NicLys, D-PicLys, D-MNiclys, D-MPicLys, D-
INicLys, D-BzlLys eller D-Pzclys, eller D-PzACAla, D-
NACAla eller D-PACAla, og

er ILys eller IOrn.

Dekapeptid ifg¢lge krav 1,

kterisert v e d at AA' er N-Ac-D-2-Nal.

Dekapeptid ifg¢lge krav 1 eller 2,

kterisert ved at AA® er Tyr.

Dekapeptid ifg¢lge krav 3,

kterisert ved at AA® er D-NiclLys, D-
D-MNicLys, D-MPiclys, D-INiclLys, D-BzLys eller D-

Dekapeptid ifg¢lge krav 4,

kterisert ved at AA® er D-Niclys.

Dekapeptid if¢lge krav 1 eller 2,

karakterisert ved at AA®° er NicLys, Piclys,

MNicLys, MPicLys, INicLys, DMGLys eller PzcLys, og AA® er D-

Niclys,

D-PiclLys, D-MNicLys, D-MPicLys, D-INicLys, D-BzLys

eller D-PzcLys.

7.

Dekapeptid ifglge krav 1 eller 2

karakterisert ved at AA® er Niclys, Piclys,

MNicLys, MPicLys, INicLys, DMGLys eller PzclLys, og AA® er D-
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PzACAla, D-NACAla eller D-PACAla.

8. Dekapeptid ifplge
karakterisert
PicLys og AA® er D-PzACAla,

9. Dekapeptid ifgplge
karakterisert

NicLys og AA® er ILys.

10. Dekapeptid ifglge
karakterisert

NicLys og AA® er ILys.

11. Dekapeptid ifglge
karakteriserrt

D-INicLys og AA® er ILys.

12. Dekapeptid ifeplge
karakterisert

BzLys og AA® er ILys.

13. Dekapeptid ifglge
karakterisert

PicLys og AA® er ILys.

14. Dekapeptid ifglge
karakterisert

PzcLys og AA® er ILys.

15. Dekapeptid ifglge
karakterisert
PzcLys og AA® er IOrn.

16. Dekapeptid ifglge
karakterisert
PzACAla og AA® er ILys.

krav 7,
ved at

AAS

D-NACAla eller

krav 2,
ved at

krav 2,
ved at

krav 2,
ved at

krav 2,

v ed at

krav 2,

ved at

krav 2,
ved at

krav 2,
ved at

krav 2,
ved at

AAS

AA°

AAS

AAS

AAS

AAS

301015

er NicLys eller
D-PACAla.

er

er

er

er

er

er

er

er

DMGLys, AA® er D-

PiclLys, AA® er D-

INicLys, AA® er

NicLys, AAS

NicLys, AAS

NicLys, AA®

NicLys, AAS

NicLys, AA®

er

er

er

er

er
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17. Dekapeptid ifplge krav 2,
karakterisert ved
NACAla og AA® er ILys.

18. Dekapeptid ife¢lge krav 2,
karakterisert ved
D-PzACAla og AA® er ILys.

19. Dekapeptid ifelge krav 2,
karakterisert ved
D-PzACAla og AA® er IOrn.

20. Dekapeptid ifeplge krav 2,
karakterisert ved
PACAla og AA® er ILys.

21. Dekapeptid ifplge krav 2,
karakterisert ved
D-PzACAla og AA® er ILys.

22. Dekapeptid ifplge krav 2,
karakterisert ved

D-PicLys og AA® er ILys.

23. Dekapeptid ife¢lge Kkrav 2,
karakterisert ved
c-D-PzACAla og AA® er ILys.

24. Dekapeptid if¢lge krav 2,
karakterisert ved
D-MPicLys og AA® er ILys.

25. Dekapeptid ifeplge krav 2,
karakterisert v ed

BzLys og AA® er ILys.

26. Dekapeptid ifeplge krav 2,
karakterisert ved

Niclys og AA® er ILys.

at

at

at

at

at

at

at

at

at

at

AAS

ARS

AAS

AAS

ARAS

AAS

AAS

AAS

AAS

er

er

er

er

er

er

er

er

er

er

301015

NicLlys,

PiclLys,

PiclLys,

Piclys,

Piclys,

AA% er

AA® er

AA® er

c-PzACAla, AA®

c-PzACAla, AAS

MPicLys,

DMGLys,

Tyr, AA®

AAS er

AA® er

er D-

C—

er

er

D-
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27. Dekapeptid ifglge
karakterisert

NicLys og AA® er IOrn.

28. " Dekapeptid ifeglge
karakterisert
PzACAla og AA® er ILys.

29. Dekapeptid ifeglge
karakterisert

NiclLys og AA® er ILys.

30. Dekapeptid ife¢lge
karakterisert
Niclys og AA® er IOrn.

31. Dekapeptid ifglge
karakterisert
PicLys og AA® er ILys.

32. Dekapeptid ifg¢lge
karakterisert

PicLys og AA® er IOrn.

33. Dekapeptid ifglge
karakterisert

D-MNicLys og AA® er ILys.

34. Dekapeptid ifglge
karakterisert
Pzclys og AA® er ILys.

35. Dekapeptid ifglge
karakterisert
AA® er Tyr, AA® er D-NicLys

36. Dekapeptid ifglge
karakterisert

AAS er Tyr, AA® er D-Niclys

49
krav 2,
ved at

krav 2,

v e d at

krav 2,

ved at

krav 2,
ved at

krav 2,
ved at

krav 2,
ved at

krav 2,
ved at

krav 2,
ved at

krav 1,
ved at

AAS

AR’

AAS

AAS

AAS

AA°

AA?

og AA® er ILys.

krav 1,

ved at

AAl

og AA® er ILys.

er

er

er

er

er

er

er

er

er

er

301015

Tyr, AA® er

Tyr, AA® er

NicLys, AA®

NicLys, AA®

PicLys, AA®

PiclLys, AA®

MNicLys, AA® er

er

er

er

er

PzcLys, AA® er D-

N-Ac-D-pClPhe,

N-Ac-D-C1,Phe,
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Dekapeptid med antiovulatorisk aktivitet,

kKkterisert v ed at det har formelen

AA'-D-pClPhe?-D-3-Pal’-Ser*-AAS-AAS-AA’-AA®-Pro’-D-Ala'’-NH,

hvor
AA!
AA°®

AAS

AR’
AAS

38.

k ara

39.

kara

40.

kara
Piclys,
Pzclys.

41.
kara

42.
kara
MNicLys,
Niclys,

eller D-

43.
kara
MNicLys,
PzACAla,

er N-Ac-D-2-Nal, N-Ac-D-pClPhe eller N-Ac-D-Cl,Phe,
er Tyr, Niclys, Piclys, MNiclys, MPicLys, INicLys,
DMGLys eller Pzclys, eller c-PzACAla,

er D-Niclys, D-PicLys, D-MNiclys, D—MPicLys, D-
INicLys, D-BzlLys eller D-PzclLys, eller D-PzACAla, D-
NACAla eller D-PACAla,

er Aile, Nle, Val, Nval, Abu eller Ala, og

er ILys eller IOrn.

Dekapeptid ifplge krav 37,
kterisert ved at AA! er N-Ac-D-2-Nal.

Dekapeptid ifplge krav 37 eller 38,

kterisert ved atAA® er Tyr.

Dekapeptid ifelge krav 39,
kterisert wved at AA® er D-Niclys, D-
D-MNicLys, D-MPiclLys, D-INiclLys, D-BzLys eller D-

Dekapeptid ifplge krav 40,
kterisert ved at AA® er D-NicLys.

Dekapeptid ifelge krav 37 eller 38,
kterisert ved at AA® er Niclys, Piclys,
MPicLys, INicLys, DMGLys eller Pzclys, og AA® er D-
D-Piclys, D-MNicLys, D-MPiclys, D-INiclLys, D-BzLys
PzcLys.

Dekapeptid ifgplge krav 37 eller 38,
kterisert ved at AA® er Niclys, Piclys,
MPiclLys, INicLys, DMGLys eller PzcLys, og AA® er D-
D-NACAla eller D-PACAla.
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44.

kara

51

Dekapeptid ifplge krav 43,
kterisert v ed

at

AAS

PicLys og AA® er D-PzACAla, D-NACAla eller

45.
kara

Piclys,

46.
kara
PicLys,

47.
kara
Piclys,

48.
kara
Piclys,

49.
kara
PicLys,

50.
kara

PicLlys,

51.
kara

Piclys,

52.
kara
Piclys,

53.
kara

PiclLys,

Dekapeptid ifplge krav 38,
kterisert v ed
AA” er Val og AA® er ILys.

Dekapeptid ifplge krav 38,
kterisert v ed
AA’ er Val og AA® er IOrn.

Dekapeptid ifgplge krav 38,
kterisert ved
AA7 er Aile og AA® er ILys.

Dekapeptid if¢plge krav 38,
kterisert ved
AA7 er Aile og AA® er IOrn.

Dekapeptid ifgplge krav 38,
kterisert ved
AA’ er Abu og AA® er ILys.

Dekapeptid ifplge krav 38,
kterisert ved
AR’ er Abu og AA® er IOrn.

Dekapeptid if¢plge krav 38,
kterisert ved
AA” er Nle og AA® er ILys.

Dekapeptid ifplge krav 38,
kterisert ved
AA” er Nval og AA® er ILys.

Dekapeptid ifplge krav 38,
kterisert ved
AA” er Ala og AA® er ILys.

at

at

at

at

at

at

at

at

AAS

AAS

AAS

AA’

AAS

AA°

AAS

AA°

301015

er Niclys eller
D-PACAla.

er

er

er

er

er

er

er

er

er

Piclys,

Piclys,

PiclLys,

PicLys,

Piclys,

Piclys,

PiclLys,

PicLys,

PiclLys,

AAS

AAS

AAS

AAS

AAS

AR®

AA®

AAS

er

er

er

er

er

er

er

er

er
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54. Dekapeptid ifplge krav 38,
karakterisert ved
D-PzACAla, AA’ er Val og AA® er ILys.

55. Dekapeptid ife¢lge krav 38,
karakterisert v ed
D-PicLys, AA’ er Val og AA® er ILys.

301015

at AA® er PiclLys, AA® er c-

at AA° er c-PzACAla, AAS er




	Page 1 - BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - CLAIMS
	Page 48 - CLAIMS
	Page 49 - CLAIMS
	Page 50 - CLAIMS
	Page 51 - CLAIMS
	Page 52 - CLAIMS
	Page 53 - CLAIMS

