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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von neuen Peptiden der allgemeinen Formel (1) und Salzen
davon

H—Tyr~R’—Asp—AIa—IIe—Phe-Thr—Asn—Ser~Tyr—
—R"—Lys—R"~Leu—R‘s—GIn—Leu~Ser—AIa—Arg— 0]
—Lys—Leu-Leu-GIn-Asp-lle-R?-R%®-Arg—-Gaba-Y,

worin R? Ala oder D-Ala bedeutet, R" Arg oder D-Arg ist, R" Val oder lle bedeutet, R'® Gly, Leu, Phe oder eine
Valenzbindung ist, R”” Met oder Nie bedeutet, R? Ser, D-Ser oder Asn ist, und Y OH oder NH, bedeutet. Die
Verbindungen der aligemeinen Formel (1) werden nach bekannten Methoden der Peptidchemie hergestelit. Die
erfindungsgemag hergestellten Verbindungen der allgemeinen Formel (1) steigern die Sekretion des
Wachstumshormons und kénnen zur Herstellung von pharmazeutischen Praparaten und in der Tiermedizin und
Tierzucht verwendbaren Kompositionen eingesetzt werden.
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Patentanspriiche:
1. Verfahren zur Herstellung von neuen Peptiden der allgemeinen Formel (1) und Salzen davon

H-Tyr-R*-Asp-Ala-lle~-Phe~Thr~Asn-Ser-Tyr-
~R"-Lys-R"-Leu-R"-GIn-Leu-Ser-Ala-Arg- (1)
-Lys-Leu-Leu-GIn-Asp-lle~R?’~R?*-Arg-Gaba-Y,

R?  AlaoderD-Alabedeutet,

R'  ArgoderD-Argist,

R®  Valoderlle bedeutet,

R'®  Gly, Leu, Phe odereine Valenzbindungist,
R¥  MetoderNle bedeutet,

R®  Ser,D-SeroderAsnist,und

Y OH cder NH, bedeutet,

und gegebenenfalls von pharmazeutischen Priparaten mit GRF Wirkung oder gegebenenfalls von
in der Tierzucht verwendbaren Kompositionen, dadurch gekennzeichnet, dal man die
entsprechenderweise geschiitzten Aminosauren oder Aminoséurefragmente nach in der
Peptidchemie bekannten Methoden in geeigneter Reihenfolge kuppelt, die Schutzgruppen abspaltet
und erwiinschtenfalls das erhaltene Peptid in ein Salz iiberfiihrt oder aus einem erhaltenen Salz das
Peptid freisetzt oder in ein anderes Salz tiberfiihrt und gegebenenfalls die Verbindungen der
allgemeinen Formel | oder ein pharmazeutisch geeignetes Salz oder Metallkomplex davon mit
Gblichen inerten pharmazeutischen Tragern und/oder Hilfsstoffen vermischt und zu einer
galenischen Form bringt oder gegebenenfalls die Verbindungen der allgemeinen Formel | oder ein
in der Tierzucht verwendbarss Salz oder Metallkomplex davon mit geeigneten, in der Tierzucht
tblichen Hilfsstoffen vermischt und zu einer in der Tierzucht anwendbaren Form bringt.

2. Verfahren nach Anspruch 1 zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel {I) und
Salzen davon, in welchen R'Val, R' Gly oder i eu und R® Ser bedeuten und R, R"', R” und Y die im
Anspruch 1angegebene Bedeutung haben, dadurch gekennzeichnet, da man die entsprechenden
Ausgangsstoffe verwendet,

3. Verfahren nach Anspruch 1 zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel (1) und
Salzen davon, inwelchen R? Ala, R"" Arg, R'*Val, R'® Gly, R Met oder Nle und R? Asn bedeuten und
Y die im Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat, dadurch gekennzeichnet, daR man die
entsprechenden Ausgangsstoffe verwendet.

4. Verfahren nach Anspruch 1 zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel (1) und
Salzen davon, in welchen R? Ala, R Arg, R™ Ile, R'® Gly, R Met oder Nle und R?® Asn bedeuten und
Y die im Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat, dadurch gekennzeichnet, dal? man die
entsprechenden Ausgangsstoffe verwendet, )

5. Verfahren nach Anspruch 1 zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel (I) und
Salzen davon, in welchen R? Ala, R'' Arg, R Val, R™ Gly, R’ Nle und R?® Ser bedeuten und Y die im
Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat, dadurch gekennzeichnet, daR man die entsprechenden
Ausgangsstoffe verwendet.

Hierzu 1 Seite Zeichnung

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung ketrifft ein Verfahren zur Herstellung von neuen Peptiden, die in der Humanmedizir. und in der Tierheilkunde als
Arzneimittel verwendet werden.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Die erfindungsgemiB herstellbaren neuen Peptide sind dem, die Sekretion des Wachstumhormons fordernden Faktor analog.

Die Sekretion des Wachstumhormons férdernden Hormone {Growth Hormone Releasing Factor; weiterhin , GRF“ genannt) und
Analoge davon spielsn sowoh! in der Medizin und der Tierheilkunde als auch in der Tierzucht eine sehr wichtige Rolle. Diese
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Verbindungen werden in der Humanmedizin zur Behandlung von, mit dem Mangel oder der herabgesetzten Sekretion des
Wachstumhormons zusammenh#éngenden abnormalen Zustinden und In der Tierheilkunde und in der Tierzucht in erster Reihe
2ur Wachstumsfdrderung, Stelgerung der Futterverwertung, Verbasserung des Fleisch/Fett-Verhiltnisses und ErhShung der
Milchproduktion verwendet.

Kurznach Isolierung des in der Natur vorkommenden, , natiirlichen” humanen GRFs (weiterhin ,hGRF,, genannt) sind die auf die
Klarstellung der Korrelation zwischen chemischer Struktur und biologischer Wirkung gerichteten Versuche begonnen. Es wurde
gefunden, daB die Aminoséuresequenz vom hGRF (ein 44gliedriges Peptid) der Aminos#uresequenz von, aus dem Organismus
mehrerer Siugetiere {2.B. Schwein, Rind, Schaf) isoliertem GRF sehr dhnlich ist. Als aktives Zentrum der Molekiile erwies sich im
allgemeinen der, die Aminoséuren in den Stellungen 3-21 enthaltende Teil. Die biologische Aktivitit der kiirzeren Peptidketten
istim aligemginen der Wirksamkait des natiirlichen Hormons unterlegen. Die Versuche haben jedoch gezeigt, dal8 sogar das
Peptid hGRF(1-29}-NH, (d. h. das nattirliche Peptidamid humanen Ursprungs, welches die 1-29. Aminosauren, vom N-Terminal
berechnet, enthiit)im Vergleich zum natiirlichen hGRF(1-44)-NH, eine giinstige Aktivitat besitzt [Nature 300, 276 (1982); J. Med.
Chem. 30,219 (1987); Peptides, Seite 481 (Herausgeber: D. Theodoropoulos, Verlag: Walter de Gruyter, Berlin, New York, 1988);
Proceedings of the Ninth Am. Peptide Symposium (Verlag: Pierce Chem. Co., Rockford, illinois, 1985) Seite 707; Biochem.
Biophys. Res. Commun, 123, 854 (1984)]. Die mit Analogen von hGRF-{1-29)--NH, durchgefiihrten Versuche haben den Beweis
gestellt, daB vom Gesichtspunkt der biologischen Aktivitit betrachtet, der N-Terminal-Teil wichtiger als der C-Terminal-Teil ist
und die Aktivitét der Peptide im allgemeinen niedriger als die Wirksamkeit der Peptidamide ist [J. Med. Chem. 28, 181 (1985)}. Es
wurde waeiterhin festgestellt, daR die biologische Aktivitiit von Peptiden, welche aus weniger Gliedern als das natiirliche Hormon
bestehen, vorteilhaft beeinftuBtwerden kann, falls man einige Aminoséuren der Peptidkette durch andere Aminosiuren ersetzt.
Dementsprechend wird z.B. durch den Austausch D-Ala? und Leu'® die Aktivitét bzw. biologische Halbwertzeit der Analoge
erhéht [J. Med. Chem. 28, 181 (1985)]. Nach weiteren Erfahrungen fiihrt der Austausch der, dem N-Terminal naheliegenden baw.
in den Stellungen 1-11 befindlichen Aminoséuren gegen den D-Antipoden zu einer Erhdhung der biologischen Wirkung.

Es geht in den obigen Publikationen und in den Versuchsergebnissen von D.Coy und Mitarbaitern [Peptides 7, Suppl. 1, 49-52
(1986)] weiterhin hervor, da® die 27. Aminoséure des in der Natur vorkommenden Hormons (d. h. das leicht oxydierbare
Methionin) durch die strukturell am néchsten stehende Aminosiure (d. h. durch Norleucin) ersetzt werden kann, ohne die
Aktivitdt aufzuheben.

Nach einer, fiir die praktische Anwendung relevanten allgemeinen Erfahrung sind jene GRF-Analoge wirksam, welche
mindestens 29 Aminos#uren enthalten. GemaR den US Patentschriften Nr.4518586 udn 4528190 kénnen die obigen Vorginge
nicht nur bei humanen Hormonen, sondern auch bei mehreren Hormonen tierischen Ursprungs beobachtet werden.

Esistaus den obigen Verdffentlichungen weiterhin bekannt, daB die 1-29. Aminoséuresequenz des in der Natur vorkommenden
Hormons bei den aus Mensch und Schwein gewonnenen Hormonen identisch ist. Die 1-29, Aminosduresequenz des aus Rind
und Ziege isolierten Hormons unterscheidet sich von den abigen Hormonen darin, daB in dar Stellung 28 anstatt Serin die
Aminoséure Asparagin anwesend ist. Die Sequenz der 1-29. Aminosauren im Schaf-GRF ist derselben des aus Rind oder Ziege
gewonnenen Hormons dhnlich, diese Aminosiuresequenz enthilt jedoch in der Stellung 13 anstatt Valin die Aminosiure
Isoleucin. Nach der Fachliteratur [J. Dairy Sci. 70, 2511 (1986) und 71, 92 (1988)] kann durch Verabreichung von humanem
GRF{1-44)-NH, und GRF{1-29)-NH,, trotz der unterschiedlicheu: Struktur, die Milchproduktion von Rindern sowohl qualitativ als
auch quantitativ gilinstig beeinflut werden.

2iel der Erfindung

Durch die Erfindung werden Verfahren zur Herstellung neuer Peptide, die dem die Sekretion des Wachstumhormons férdernden
Faktor analog sind, und eine wesentlich gréBere Aktivititim Vergleich zu den in der Natur vorkommenden Hormonen aufweisen,
zur Verfligung gestellt.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Verfahren zur Herstellung von GRF-Analogen, welche mindestens so
wirksam oder sogar wirksamer sind als das in der Natur vorkommende Hormon bzw. dessen, aus den Aminoséuren 1-29.
bestehende Sequenz, bereitzustellen.

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daB die aus dreiBig Aminoséuren bestehenden Analoga, welche an der
30-Stellung anstatt Glutamin die Aminoséure y-Aminemilchséureamid enthalten und deren 1-29. Aminosauresequenz der in der
Natur vorkommenden Sequenz entspricit oder teilweise bekannte und teilweise neue Aminoséuresubstitutionen enthilt, die
Wirksamkeit von in der Natur vorkommenden GRF bzw. GRF{1-29)-NH, oder GRF{1-29)-OH wesentlich iibertreffen.

Die in der vorliegenden Beschreibung verwendeten, aus drei Buchstaben bestehenden Abkiirzungen der Aminosiuren,
entsprechen den Empfehlungen von IUPA-IVB Biochemical Nomenclature [J. Biol. Chem. 247, 977 (1972)). Falls wir nichts
anderes mitteilen, besitzen die Aminosauren eine L-Konfiguration. Die verwendeten weiteren Abkiirzungen haben die folgenden
Bedeutungen:

Gaba Restder y-Aminomilchsiure

Boc tert. Butoxycarbonylgruppe

BHA Benzhydrylaminogruppe

TFA Trifluoressigsaure

DIC Diisopropylcaroodiimid

HOBt 1-Hydroxy-benzotriazol

HF Fluorwasserstoff

MPLC Mitteldruckfliissigkeitchromatographie

HPLC Flissigkeitchromatographie mit groer Leistungsfahigkeit

TLC Diinnschichtchromatographie
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hGRF aus humaner Hypophyse isolierter natiirlicher GRF (aus 44 Gliedern bestehendes Peptid)
hpGRF-44  aushuma -m Pankreastumor isol’srter GRF, dessen Aminoséurezusammensatzung mitderselben von GRF
Hypophyseursprungs Ubereinstimmt

bGRF aus Rindhypophyse stammender natirlicher GRF (44gliedriges Peptid), dessen 1-29. Aminoséuresequenz mit
derselben des aus Ziegeisolierten Hormons ibereinstimmt

oGRF aus Schafhypophyseisolierter natiirlicher GRF (44gliedriges Peptid)

GH Wachstumshormon

STHrelease Sekretion(Ausscheidung)dosWachslumhormons.
Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstollung von neuen Peptiden der allgemeinen Formel (1) und Salzen davon

' H—Tyr—R"—Asp—AIa—Ile—Phe—Thr—Asn—Sar—Tyr—
-—R"—Lys-R"-—Leu—R'S—Gln—Leu—Ser--Ala—Arg— } 1l
-Lys-Leu-Leu-GIn-Asp-lle-R?-R®-Arg-Gaba-Y |

worin

R?  Alaoder D-Alabedsutet,

R"  Argoder D-Argist,

R™  Valoder lle bedeutet,

R'  Gly, Leu, Phe oder eine Valenzbindungist,

R MetoderNle bedeutet,

R™  Ser, D-Ser oder Asn ist, und

Y  OHoderNH, bedeutet,

nach dem man die entsprechenderweise geschiitzten Aminosiuren oder Aminosiurefragmente nach in der Peptidchemie
bekannten Methoden in geeigneter Reihenfolge kuppelt, die Schutzgruppen abspaltet und erwiinschtenfalls das erhaltene
Peptid in ein Salz (iberfiihrt oder aus einem erhaltenen Salz das Peptid freisotzt oder in ein anderes Salz iberfihrt,

Nach einer vorteilhaften Ausfiihrungsform des erfindungsgemiRen Verfahrens werden Verbindungen der aligemeinen
Formel (1) hergestellt, in welchen R"? Val, R™ Gly, Leu und R*® Ser bedsuten und R%R",R? und Y die obige Bedeutung haben,
Diese Verbindungen sind mit den aus Mensch und Schwein isolierten Hormonen analog.

Nach einer anderen vorteilhaften Ausfiihrungsform des erfindungsgemiRen Verfahrens werden Varbindungen der aligemeinen
Formel (I) hergestellt, in welchen R? Ala, R Arg, R™*Val, R' Gly, R”” Met oder Nle und R?® Asn bedeuten und Y die obige
Bedeutung hat. Diese Verbindungen sind mit den aus Rind und Ziege gewonnenen Hormonen analog.

Nach einer weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsform des erfindungsgemiRen Verfahrens werden Verbindungen der allgemeinen
Formel (1) hergestellt, in welchen R2 Ala, R"! Arg, R lle, R"® Gly, R” Met oder Nie und R? Asn bedeuten und Y die obige Bedeutung
hat. Diese Verbindungen sind mit dem aus Schaf isolierten Hormon analog.

Nach einer weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsform des erfindungsgemaRen Verfahrens werden Verbindungen der allgemeinen
Formel (1) hergestellt, in welchen R? Ala, R"! Arg, R"Val, R' Gly, R Nis und R? Ser bedeuten und Y die obige Bedeutung hat.
Die obigen Verbindungen der allgemeinen Formel () besitzen besonders vorteilhafte Eigenschaften.

Die neuen Verbindungen der aligemeinen Formel (1) kénnen erfindungsgemas nach den in der Peptidchemie bekannten
Verfahren hergestslit werden. Diese Verbindungen kénnen in Flissigkeitsphase durch in der geeigneten Reihenfolge
durchgefiihrte Kondensation der entsprechenderwsise geschiitzten Aminosiduren oder - vorteilhafter — der aus den
entsprechenderweise geschiitzten Aminosiuren gebildeten Fragmenten hergestellt werden. Die Verbindungen der allgemeinen
Formel {I)kénnen jedoch nach einer besonders vorteilhaften Ausfiihrungsform des eriindungsgemaRen Verfahrens mit einer in
fester Phase durchgefiihrten Synthese hergestelltwerden. In diesem Falle wird zuerst die entsprechenderweise geschiitzte Gaba
dem Harz angekniipft, wonach die entsprechenderweise geschiitzten Aminoséuren oder daraus gebildeten Fragmenten in
geeigneter Reihenfolge dazu gekuppelt werden.

Die erfindungsgemiR hergesteliten neuen Verbindungen kénnen in der Humanmedizin, Tierheilkunde und Tierzucht zur
Férderung der Sekretion des Wachstumhormons verwendet werden. Zu diesem Zweck werden die Verbindungen der
allgemeinen Formel {I) oder Salze davon in Form von pharmazeutischen Préparaten oder in der Tierheilkunde oder Tierzucht
verwendbaren Kompositionen fertiggestelit.

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Préparaten mit GRF-Wirkung {mit
der, die Sekretion des Wachstumhormons férdernden Wirkung), nach dem man eine Verbindung der allgemeinen Formel (1),
worin R%, R", A%, R'S, R, R% ynd Y die oben angegebene Bedeutung haben, oder ein pharmazeutisch geeignetes Salz oder
Metallkomplex davon mit iiblichen inerten pharmazeutischen Trégern und/oder Hilfsstoffen vermischtund zu einer galenischen
Form bringt.

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung von in der Tierzucht verwendbaren Kompositionen, nach
dem man eine Verbindung der aligemeinen Formel (0, worin R?, R", R", R'S, R%, R%® und Y die oben angegebene Bedeutung
haben, oder ein in der Tierzucht verwendbares Salz oder Metallkorplex davon mit geeigneten, in der Tierzucht iiblichen
Hilfsstoffen vermischt und zu einer in der Tierzucht anwendsaren Form bringt.

Die erfindungsgemif hergestellten pharmazeutischen Fréparate bzw. in der Tiermedizir: oder Tierzucht verwendbaren
Kompositionen kénnen die Verbindungen der aligemeinen Forme! {I) auch in Formvon Salzen oder Metallkomplexen enthalten.
Als Salze kommen Séureadditionssalze (2.8, Hydrochloride, Hydrobromide, Sulfate, Phosphate, Maleate, Acetate oder Citrate
usw.) in Betracht, Die Komplexe der Verbindungen der allgemeinen Formel (1) kénnen 2. 8. mit Zink oder Eisen gebildete
Komplexe sein.

Die pharmazeutischen Préparate und in der Tierzucht verwendbaren Kompositionen kénnen z.B. intravends, intramuskular,
subkutan, intranasal oder oral verabreicht werden. i

Die oralverabreichbaren Préparate kénnenz.B. in Formvon Tabletten fertiggestelit werden. Diese Préparate kénnen neben dem
Wirkstoff Hilfsstoffe, z.B, Tréger (wie Calciumcarbonat), Bindemittel {wie Tragacanth, Maisstirke oder Gelatine), Sprengstoffe
(wie Alginséure) und Gleitmittel (wie Magnesiumstearat) enthaliten. Flissige Praparate kdnnen auch den Geschmack
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verbessernde Mittel enthalten. Die in der Tierzucht verwendbaren, oral verabreichbaren Kompositionen kénnen z.8,
Futterpremixo sein.

Die In Form einer Injektion verabreichbaren Préparate kénnen neben dem Wirkstoff zu Injektionszwecken geeignete flissige
Tréiger (2.B. eine Isotonische Kochsalzlésung oder Phosphatpufferidsung) enthalten.

DerWirkstoff kann auchin Form von Préparaten mitverzdgerter Wirkung fertiggestelit werden. Zur Herstellung dieser Priparate
wird der Wirkstoff in bekannte, die verz8gerte Wirkung gewihrleistende Polymere eingebettet,

Die tigliche Dosis der erfindungsgemiBen Wirkstoffe héingt von mehreran Faktoren (z. B, Spezies der zu behandelnden
Individuen, Verabreichungsart, die zu erreichende Wirkung usw.) ab. Die tégliche Dosis liegt im allgemeinen 2wischen 1 und
100pg/kg Kérpergewicht. Dieses Intervall ist jadoch bloB informativen Charakters und die tatsdchlich verwendete Wirkstoffdosis
kann sowoh! niedriger als auch héher sein.

Diebiologische Wirksamkeit der Verbindungen der allgemeinen Formel {l) wird mit Hilfe von in-vitro und in-vivo-Testmethoden
nachgewiesen.

In-vitro-Versuche

Die Ausscheidung (Sekretion) von GH wird in Funktion der Konzentration der Testverbindung gemessen. Die so erhaltenen
Ergebnisse werden mit den, bei der Verabreichung von in der Natur vorkommenden hpGRF bzw. hGRF{1-29)-NH, verglichen,

zweimal hohere Aktivitat als das bekannte, in der Natur vorkommende hpGRF-44,

Die Ergebnisse der an Zellkulturen durchgefiihrten Versuche werden in der Abbildur.g 1 veranschaulicht. Die Versuche werden
mit einer s.g. Einschichtzellenkultur {monolayer) von Rattenhypophyse vorgenommen. Im Diagramm werden die Ergebnisse
von 18 Versuchen zusammengefaBt, Die Aktivitat vom hpGRF-44 wird mit der Wirksamkeit der erfindungsgemiRen Verbindung
Nle?,Gaba*-hGRF(1-30)-NH, (in der Abbildung mit der Kodenummer SzB-4-179 bezeichnet) verglichen. Die GH-Sekretion wird
als Funktion der Konzentration der verabreichten Peptide illustriert. Der , Grundwert” entspricht der natiirlichen GH-Sekretion
der Zellen. Es ist der Abbildung ersichtlich, daR zur Erzielung derselben Sekretion des Wachstumhormons (ng/Kuliur) das
bekannte hpGRF-44 in einer etwa fiinfzigmal h6heren Konzentration, als die erfindungsgemis hergestelite Verbindung,
verabreicht werden muR.

In-vivo-Versuche

Geschlechtsreife Wistar R Amsterdam Ratten {Kérpergewicht 250-300 g) werden mit einer 60 mg/kgi.p. Dosis ven Pentobarbital
narkotisiert. Die erfindungsgemifien Wirkstoffe werden in siner 0,9Gew.-%igen wiBrigen Natriumchlorididsung geldst und

20 Minuten nach der Narkose intravends (i.v.), intramuskular (i.m.) oder subkutan (s.c.) injiziert, Der jugularen Vene der Tiere
werden vor (—1.Minute) und nach (5., 15. und 30.Minute) der Verabreichung des Wirkstoffes Blutproben genommen. Die Menge
des ausgeschiedenen Wachstumhormons (GF) wird nach der Radioimmunanalyse bestimmt (Zuverldssigkeitsgrenze 95%),
Als Testverbindung wird das Nle””,Gala®-hGRF(1-30)-NH, aingesetat. Als Referenzverbindung dient das hGR(1~29)-NH,. Die
Testverbindung und der Standard (Referenzverbindung) werden in einer Dosis von 2ug/kg Kérpergewicht i.v. verabreicht. Unter

Versuchen werden auch die folgenden Testverbindungen verwendet:

Verbindung 1: D-Ala?,Nle?’,Gaba®-hGRF(1~30)-NH,

Verbindung 2: D—AIa’,Leu's,NIe”,Gaba”—-hGRF(1-—3O)—-NH3

Verbindung 3: D—AIa’,D—Arg",Leu“,Nle”,Gaba“—hGRF(1—30)—NH1

Als Referenzverbindung (Standard) wird das hGRF{ 1-29)-NH, eingesetat,

Die erhaltenen Ergebnisse sind den Tabellen -1l zu entnehmen. In den Tahellen wird die prozentuale Aktivitaterhhung
ebenfalls angegeben.

Dasintravends verabrzichte hGRI( 1-28)~NH, steigert die Sekretion des Wachstumshormons. Die prozentuale Aktivititerhghung
der intravends verabreichten Verbindungen der allgemsinen Formel () wird mit den unter Anwendung von hGRF(1-29)}-NH,
erhaltenen Werten verglichen,

Bei intramuskularer und subkutaner Verabreicfhung erwies sich das hGRF{1-29}-NH, in den verwendeten Dosen praktisch
unwirksam. Deshalb wurde in diesen Testversuchen die Aktivitit der Verbindungen der aligemeinen Formel (1) durch die
prozentuale Erhdhung der Menge des im Blut urpsiirnglich anwesenden Wachstumhormons (GH Grundwert) gekennzeichnet.



Tabelle |
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n:  Zahlder Versuchstiere

Zeit In einer Dosis von 9,8 g/kg verabraichtes Peptid In einer Dosis von 2ug/kg verabreichtes Peptid
Minuten Standard Verbin- Erhdhung Verbin- Erhdhung Standard Verbin- Erhdhung Verbin- Erho-
dung 1 % dung 2 % dung1 % dung 2 hung %
-1 80,46 71,64 96,90 125,22 124,29 100,12
+8.96 +18,42 +18,43 +13,12 14,28 +11,38
n=13 n=1 n=9 n=9 n=7 n=10
+5 311,00 535,54 172+ 468,92 151* 106111 180143  170* 142790  135*
+34,32  +103,86 +68,86 +165,60 +213,84 +170,45
n=15 n="M n=9 n=9 n=7 n=10
+15 93,60 240,73 257* 203,51 217+ 393,13 1777,00  299* 614,38 156*
+7,54 +63,65 + 38,10 +64,62 £137,81 +99,30
=15 n=11 n=9 n=9 n=7 n=10
+30 48,73 74,27 140 71,49 140 109,22 293,00 268* 133,20 120
+3,37 +9,20 +7,62 +10,39 28,63 +14,56
n=15 n="™M n=9 n=9 n=7 n=7
*p < 0,01
n: Zahl der behandelten Tiers
Tabelle li
Plasma-GH-Splegel (ng/ml + SE) nach intramuskularer Verabreichung
Zeit Verbindung 1 Verbindung 2 Verbindung 3
Minuten A" % B % ~A" % #B* % A" % .B” %
-1 49,60 48,80 62,85 51,73 51,80 43,50
+6,07 +5,38 +14,67 +6,07 +1,46 +12,43
n=9 n=8 n=9 n=8§ n=5 n=4
+5 119,40 238 242,20 493 122,09 193 658,86 1290 10850 209 247,00 568
+24,83 +51,34 +20,22 +56,50 +16,42 +27,76
n="5 n=5 n=9 n=8 n==6 n=4
+15 12000 238 351,00 716 138,04 219 409,17 786 98,67 189 213,75 489
+14,38 +58,17 +26,44 +89,49 +18,53 +45,77
+30 56,00 110 149,40 304 70,19 110 184,02 353 54,50 105 110,66 254
+17,30 163,03 +9,13 +32,93 +2,63 +28,56
n=5 n=5 =9 n=8 n=5 n=4
~A“: in einer Dosis von 2ug/kg verabraicht
~B": in einer Dosis von 5ug/kg verabreicht
%:  prozentuate Erhdhung im Vergleich zum Grundwert {in der —1.Minute gemessener GH-Spiegal)
n:  Zahlder Versuchstiers
Tabelle Il
Plasma-GH-Spiegel {ng/ml + SE) nach subkutaner Verabreichung
Zeit Verbindung 1 Verbindung 2 Verbindung 3
Minuten A % .B” % A % #B" % ~A” %
-1 68,17 89,67 68,57 63,30 63,33
+9,61 +17,63 +8,33 +7,20 +16,70
n=6 n=9 n=7 n=1 n=3§
+5 285,00 419 410,67 455 304,00 443 555,85 880 237,50 374
+68,15 +55,22 +45,49 +106,57 +33,40
n=>5 n=9 n=7 n=11 n==6
+15 376,67 552 429,22 476 203,29 294 438,92 695 193,17 305
+78,63 +69,48 +48,89 +98,15 +42,35
n==6 n=9 n=7 n=11 n==6
+30 145,67 213 137,78 152 69,14 100 140,38 222 83,83 132
+34,45 +30,36 +9,16 +29,85 +16,87
n=6 n=9 n=7 n=1 n==6
~A": in einer Dosis von 5ug/kg verabreicht
«B": in giner Dosis von 12,5g/kg verabreicit
%:  prozentuale Erhdhung im Vergleich zum Grundwen {in der —1.Minute gemessener GH-Wert)
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Die Vorteile der erfindungsgemiéfen herstellbaren neuen Verbindungen kénnen wie folgt zusammengefaft werden:

- wesentlich groBere Aktivitéit im Vergleich zu den in der Natur vorkommenden Hormonen;

- Gaba kommt im lebenden Organismus (2. B. im Nervensystem) vor, ist nicht organismusfremd, sein Metabolismus ist
aufgeklart;

- in Folge der rdumlichen Ausfiillung ist Gaba ein, bei den in fester Phase durchgefiihrten Peptidsynthesen ausgezeichneter
~Spacer” und als erste Aminos#ure zum Polymer, welches das Peptid trigt, angekniipft, gewéhrleistet infolgedessen einen
guten Synthesewirkungsgrad;

- der Austausch von Methionin in der 27-Stellung gegen Nle ist fiir die Synthese chemisch vorteithaft.

Ausfahrungsbeisplels

Weitere Einzelheiten des erfindungsgemiRen Verfahrens sind den nachstehenden Beispielen zu entnehmen, ohne den
Schutzumfang auf diese Beispiele einzuschréinken.

Belsplel 1

Herstellung von Nle*?’,Gaba®-hGKF{'1-30)-NH,

Das Peptid wird unter Anwendung eines Backman 9908 Peptidsynthetisators an einem Benzhydrylaminharz (Kapazitat:

0,65 Millidquivalente/g} hergestellt. Die geschiitzte Boc-Gaba-OH Aminosaure wird in einem UberschuB von 3 Aquivalenten, auf
die Kapazitét des Harzes berechnet, eingesetzt, wobei das DIC Kondensationsmittel und der HOBt Katalysator in einer, mit der
geschiitzten Aminosiure dquivalenten Menge verwendet werden. Die Reaktionszsit der Ankniipfung der geschiitzten Boc-Gaba-
OH betréigt 12 Stunden. Danach wird die Harz-geschiitzte Aminosaure-Verbindung zur Kontrolle der Vollstandigkeit der
Ankniipfung zum Harz mit einer Ninhydrinreaktion gepriift. Die Ankniipfung der geschiitzten Boc-Gaba-OH Aminosiure zum
Harzistim allgemeinen bereits nach der ersten Kupplung vollsténdig. Sollte jedoch dia Ninhydrinreaktion positiv sein (dies weist
darauf hin, daB die Aminoyruppen des Benzhydrylaminharzes nicht vollstandig substituiert sind), kann die Ankntipfung zum
Harz mit Hilfe der symmetrischen Anhydridmethode vollstéindig gemacht werden. {Auf Grund der Gewichtszunahme entspricht
die Kapazitét des Harzes 75-80% des von der Herstellerfirma angegebenen Wertes.)

Das Boc-Gaba-BHA Harz wird auf libliche Weise gespaltet und neutral gemacht. Danach wird die Peptidsynthese stufenweise
nach dem folgenden Schema durchgefiihrt:

1. Waschen mit CH,Cl, dreimal 2 Minuten
2. Spaltung mit 33% TFA/CH,Ci, einmal 2 Minuten
3. Spaltungmit33% TFA/CH,Cl, einmal 25 Minuten
4. Waschenmit CH,Cl, dreimal 2 Minuten
5. Waschen mit Athanol dreimal 2 Minuten
6. WaschenmitChloroform dreimal 2Minuten
7. Neutralisierung mit 10% Et;N/CHCI, zweimal 3 Minuten
8. Waschen mit CHCI, zweimal 2 Minuten
9. Waschen mit CH,Cl, dreimal 2 Minuten

10. Zugabe der Boc-Aminoséaure -

11. Kupplung mitDIC einmal 120-300 Minuten

12. Waschen mit CH,Cl, zweimal 2 Minuten

13. Waschen mit Athanol

Bei der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wird als Scavenger ein Gemisch von 0,5% Indol und 0,2% Thioanisol oder 1% Anisol
und 0,5% Diathylsulfid verwendet.

Bei der Synthese werden, auf 1 Millimol Boc-Gaba-BHA Harz berechnet, in einer der Sequenz entsprechenden Reihenfolge

3 Millimole Bac-Aminoséure, 3 Millimole DIC Kupplungsmittel und 3 Millimole HOBt Katalysator in einer mit Dichlormethan
gebildeten Losung eingesetzt. Bei der Kupplung von Boc-Arg(Tos)OH wird ein 1:1 Gemisch (Volumenteile) von
Dimethylformamid und Dichlormethan verwendet. Die Kupplung sémtlicher geschiitzten Aminoséuren wird nach der
Carbodiimidmethode durchgefiihrt. Bei der Kupplung von Boc-Gln bzw. Boc-Asn wird jedoch der p-Nitrophenylester der
entsprechenden geschitzten Aminosaure in einem dreifachen UberschuB, in Gegenwart einer dquivalenten Menge des HOBt
Katalysators verwendet. In diesem Falle wird die Reaktion in einem 1:1 Gemisch (Volumenteile) von Dimethylformamid und
Dichlormethan 12-14 Stunden lang vorgenommen. Die Seitenketten der geschiitzten Aminosiuren werden im Falle von Tyr, Ser
und Thr mit der Benzylgruppe, bei Lys mit der 2-Chlor-benzyloxycarbonylgruppe {2CI-2), im Falle von Arg mit der Tosylgruppe
{Tos) geschiitat, und die Carboxylgruppen von Glu und Asp werden mit der Cyclohexylgruppe (Chx) geschitat,

Die Schutzgruppen der Seitenketten und das Peptid warden vom Harz mit Hilfe von fliissigem HF so entfernt, dafd die Peptid-Harz-
Verbindung —im FAlle von 0,25 Millimolen Peptid-BHA-Harz - in Anwesenheit von 2,5ml, 10Gew.-% p-Kresol enthaltendem
Anisol und 100mg Dithiothreitol etwa in 20-25ml HF bei 0°C eine Stunde lang stehengelassen wird. Der HF wird unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird mit absolutem Didthyléthter behandelt, wonach das Peptid vom festen
Rickstand mit 15Gew.-%iger Essigséure abgel6st wird. Das Peptid wird in 15 Gew.-%iger Essigséure an einer Sephadex G-50-
Saule durcn Gelfiltrieren gereinigt. Danach wird das Peptid nach der MPLC Methode an einer Cyg reverse Phase Silikagelsduie
(Syncroprep RP-4 3u) nach einer Gradienteluierung mit Hilfe von aus 0,25M Trigthylaminphosphat (TEAP, pH: 2,557) und
40Vol.-% TEAP - 60Vol.-% Acetonitril hergestellten Lésungen gereinigt. Die Fraktionen werden nach TLC und HPLC Analyse
identifiziert. Die Fraktionen, welche das gewiinschte Produkt enthalten, werden vereinigt und das Lésungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird zuerst salzfrei gemacht und danach zwecks weiterer Reinigung wieder auf eine
MPLC-Saule gebracht und einer Gradienteluierung mit einer, aus 10 Gew.-%iger Essigsdureldsung und mit einer 30Vol.-%
Isopropanol enthaltender 10 Gew.-%iger Essigsdurelésung unterworfen. Die Reinheit und das Produktgehalt der Fraktionen
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werden auf die obenangegebene Weise bestimmt, Das Peptid wird schlieBlich durch Gefriertracknen in Form einer festen
Substanz abgetrennt.

Die charakteristischen physikalischen Konstanten des Produktes sind wie folgt:

TLC: Ry = 0,40 {Adsorbent; DC Alufolien Kieselgel 60 (Katalog Nr.5653), Laufmittel; 4:1:2 {Volumenteile) Gemisch von n-
Butanol:Essigsdure:Wasser)

HPLC: Als Adsorbent wird eine Vydac 218 TP546 S#ule und als Eluiermittel ein Gemisch von 30Vol.-% Acetonitril und 70Vol.-%

einem IBM-XT Computer nach einem ISCO ChemResearch Programm gesteuert. Es wird eine isochratische Eluierung
durchgefiihrt. Das Produkt wird durch das Verhiltnis von Retentionszeit zu Durchbruchszait (k') gekennzeichnet; k' = 4,37,

Belsplel 2

Herstellung von Nle?’,Gaba*-hGRF(1-30)-OH

Das Peptid wird nach Beispiel 1, jedoch an sinem Merrifisld Harz {Chlormethylharz) hergestellt, Das Harz (Kapazitat:

0,5-0,9 Millidquivalente/g) wird mit einem dreifachigem UberschuB von Boc-Gaba-Cesiumsalz, in Dimethylformamid, bei 50°C
20 Stunden lang umgesetat. Als Ergebnis der Reaktion wird ein 0,4-0,6 Millimole Gaba/g substituiertes Harz erhalten,

Die Peptidsynthese wird auf die im Beispiel 1 beschriebene Weise durchgefiihrt. Das erhaltene Peptid wird, wie im Beispiel 1
angegeben, gereinigt. Nach TLC und HPLC Analyse ist das erhalteno Produkt einheitlich,

Belspiel 3

Herstellung von D—AIa’,NIe",Gaba’°-hGRF(1-30)-NH,

Manverfahrt wieim Beispiel 1, mitdem Unterschied, daR man als 2. Glied des Peptids anstatt Boc-Ala die geschiitzte Aminosiure
Boc-D-Alaverwendet. Die physikalischen Konstanten des Produktes werden, wie im Beispiel 1 beschrieben, bestimmt. Nach TLC
und HPLC Analyse ist das Produkt einheitlich.

TLC: Ry = 0,39

HPLC: k' = 4,55,

Beisplel 4

Herstellung von D-Alaz,Lou",Nla”,Gaba’°-hGRF(1-30)-NHz

Man verfahrt wie im Beispiel 3, mit dem Unterschied, da8 man als 15. Glied des Peptids anstatt Buc-Gly die geschiitzte
Aminoséure Boc-Leu verwendet, Die physikalischen Konstanten des Produktes werden, wie im Beispiel 1 beschrieben,
bestimmt. Nach TLC und HPLC Analyse ist das Produkt einheitlich.

TLC: R, = 0,41

HPLC: k' = 4,55,

Belsplel 5

Herstellung von D-AIa’,D-Arg",l.eu“,Nle”,Gaba”-hGRFﬁ-30) ‘NH,

Man verfihrt wie im Beispiel 3, mit dem Unterschied, daB man an der 11-Stellung der Peptidkette anstatt Boc-Arg{Tos) die
geschiitzte Aminosiure Boc-D-Arg(Tos) undan der 1 5-Stellung anstatt Boc-Gly die geschiitzte Aminosiure Boc-Leu kuppeit, Die
physikalischen Konstanten des Produktes werden au:f die im Beispiel 1 beschriebene Weise bestimmt, Nach TLC und HPLC
Analyse hat sich das Produkt als einheitlich erwiesen.

TLC: Ry = 0,38

HPLC: k' = 3,52

Beispiel 6

Herstellung von D-Ala’,Phe",Nle",Gaba”-hGRF('l-30)-NH;

Man verfihrt wie im Beispiel 3, mit dem Unterschied, daB man an der 15-Stellung der Peptidkette anstatt Boc-Gly die geschiitzte
Aminosiure Boc-Phe kuppelt. Die physikalischen Konstanten des Produktes werden, wie im Beispiel 1 beschrieben, bestimmt,
Nach TLC und HPLC Analyse ist das Produkt einheitlich.

TLC: Ry = 0,42

HPLC: k' = 4,75,

Beispiel 7

Herstellung von D-Ala’,desGly"’,Nle”.Gaba“-hGRFh-30)-0H

Man verfahrt wie im Beispiel 2, mit dem Unterschied, daR man an der 2-Stellung der Peptidkette anstatt Boc-Ala die geschiitzte
Aminoséure Boc-D-Ala kuppelt, und in der 15-Stellung der Peptidkette die Kupplung mit Boc-Gly weggelassen wird. Die
physikalischen Konstanten des Produktes werden auf die im Beispiel 1 beschriebene Weise bestimmt. Nach TLC und HPLC
Analyse ist das Produkt einheitlich.

HPLC: k' = 4,40,

Beispiel 8

Herstellung von D-Ala*t.eu'",Nie”,Gaba®-hGRF(1-30)-OH '
Man verféhrt wie im Beispiel 7, mit dem Unterschied, daB} in der 15-Stellung der Peptidkette Boc-Leu gekuppelt wird. Die
physikalic *.en Konstanten des Produktes werden a'+/ die im Beispiel 1 beschriebene Weise L'estimmt. Nach TLC und HPLC
Analyse ist das Produkt einheitlich.

HPLC: k' = 4,60.
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Belspiel 9
Harstellung von Gaba®*-bGRF(1-30)-NH,
Man verfihrt wie im Beispiel 1, mit dem Unterschied, daf an der 27-Stellung der Peptidkette anstatt Boc-Nle die geschiitzte

Aminoséure Boc-Met und an der 28-Stellung anstatt Boc-Ser(bzl) der aktive Boc-Asparaginsdureester gekuppelt wird, Nach TLC
und HPLC Analyse ist das Produkt einheitlich.

Beisplel 10
Herstellung von Nle¥’,Gaba**-bGRF({1-30)-NH,

Man verféhrt wie im Beispiel 9, mit dem Unterschied, daf an der 27-Stellung der Peptidkette Boc-Nle gekuppelt wird. Nach TLC
und HPLC Analyse ist das Produkt einheitlich.

Beispiel 11
Herstellung von Gaba*-0GRF(1-30)-NH,

Man verféhrt wie im Beispiel 9, mit dem Unterschied, da man in der 13-Stellung der Peptidkette anstatt Boc-Val die geschiitzte
Aminoséure Boc-lle huppelt. Nach TLC und HPLC Analyse ist das Produkt einheitlich.

Beisplel 12
Herstallung von Nle¥,Gaba*®-0GRF{1-30)-NH;,

Man verfahrt wie im Beispiel 11, mit dem Unterschied, da man an der 27-Stellung der Peptidkette anstatt Boc-Met Boc-Nle
kuppelt. nach TLC und HPLC Analyse ist das Produkt sinheitlich.
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