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de ge. hvor glycin i stilling 15 er erstaitet med alanin,

g
leucin, valin. 1soleucin, norleucin, norvalin, B-alanin eller c-aminoisosmorsyre. og far-
maceuliske prapaater. som indeholder disse analoge, udviser foroget styrke i frigivel-
sen al vaksthoimon og kan administreres fil mennesker, som lider al en
vaksthormendehiciens, og til dys for at fremme deres vakst.
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Opfindelsen angir hidtil ukendte vaksthormonfrigivende faktor(GRF)-
forbindelser med den almene formel I, forbindelserne til anvendelse
som terapeutikum, fremgangsmide til fremstilling af forbindelserne,
farmaceutiske prazparater, der indeholder en effektiv mengde af en
sadan forbindelse samt anvendelse af forbindelsen til fremstilling af
et farmaceutisk praparat til behandling af vakstrelaterede lidelser,
der er karakteriserede ved vaksthormondeficienser hos mennesker,

eller til behandling af dyr for at fremme deres vakst.

Vzksthormonfrigivende faktor (GRF) er for nylig blevet isoleret fra
human "islet"-celletumor og strukturelt karakteriseret af Dr. Guille-
min og dennes medarbejdere ved Salk Institute (Science 218, 5. novem-
ber 1982, s. 585-587). Selv om isoleringen og karakteriseringen af
GRF er blevet forsegt i flere artier, har det hidtil varet uden held
som felge af forekomsten af GRF i1 meget sma mangder. Human hypothala-
musvaksthormon-frigivende faktor (hGRF) har nu vist sig at have samme
struktur som GRF, der er isoleret fra "islet"-celletumor (Bdhlen et

al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 114, 1983, s. 930-936).

Rivier et al., Nature 300, 1982, s. 276-278 og Guillemin et al.,
Science 218, 1982, s. 585-587, har beskrevet strukturen af henholds-
vis GRF(1-40) og GRF(1-44) og pavist, at GRF er specifik for frigi-
velsen af vzksthormon. Disse to former af GRF er identiske ved ami-
no(NHy-) -terminalen, men er forskellige i afslutningspunktet for
carboxy(COOH) -terminalen. GRF(1-44) er yderligere karakteriseret ved
at have en amidgruppe ved carboxyterminalen. Rivier et al. har pa-
vist, at den biologiske aktivitet af GRF forefindes i molekylets
NH,-terminale del, og den fulde iboende aktivitet og styrke blev
pavist med GRF(1-29)-NHy in vitro.

Lance et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 119, 1984, s. 265-272, har
vist, at GRF(1-29)-NHy med substitutioner af udvalgte aminosyrer i
stilling 1, 2 og 3 forarsager foreget frigivelse af vaksthormon (GH)
bade hos svin og rotter in vivo. I USA-patentskrift nr. 4.518.586
beskrives forskellige syntestiske GRF-peptider, herunder substitutio-
nen af D-Ala i stilling 15. Tilsvarende beskrives i USA-patentskrift
nr. 4.528.190, der er udstedt den 9. juli 1985, forskellige GRF-ana-

loge, herunder substitutionen af D-Ala i stilling 15.
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I modsztning hertil er forbindelserne ifelge opfindelsen, nar disse

er substitueret med Ala i 15-stillingen, substitueret med L-Ala.

Vzkst hos dyr reguleres formodentlig af en kaskade af bio-regulerende
molekyler. Hypothalamus danner GRF, som inducerer hypofysens frigi-
velse af vaksthormon. Smi mzngder GRF har vist sig at forarsage
betydelig frigivelse fra hypofysen af vaksthormon i blodet. Sdledes
har GRF stor terapeutisk anvendelighed i de tilfalde, hvor vaksthor-
mon er indikeret. Fx kan GRF anvendes ved behandlingen af hypofysar
dvergvekst, diabetes som feolge af abnormaliteter i vazksthormondannel-
se, fremme af sirheling, behandling af brandsir og forhaling af
zldningsprocessen. Tilsvarende er GRF anvendeligt inden for land-
bruget. Eksempler pi landbrugsmassig anvendelse omfatter foreget
kedproduktion hos fjerkra og dyr, der opdrattes til fsde sdsom svin,
kvaeg og lignende for at muliggere tidligere markedsfering eller for
at frembringe sterre dyr inden for det samme fodringstidsrum eller
for at forbedre forholdet mellem magert ked og fedt. GRF kan ogsa

stimulere melkeproduktion hos malkekeer og agproduktion hos hens.

Den foreliggende opfindelse angdr hidtil uvkendte peptider med den

almene formel 1

1 .2 5 10
R™-R —Asp—Ala-Ile-Phe-an—Asn-Ser—Tyr-

3 154 20
Arg-R°-Val-Leu-R -Gln-Leu-Ser-Ala-Arg- I

25 5 6
Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-R -Ser-R -X

hvor rl betegner Tyr, D-Tyr, desNHp-Tyr, Ac-Tyr eller His; R2
betegner Ala, D-Ala eller N-methyl-D-Ala; R3 betegner Lys eller
Ala; R4 betegner Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Nval, B-Ala eller
a-Aminoisosmersyre; RO betegner Met, Leu, Nle eller Ile; R®
betegner en aminosyresekvens valgt fra Arg-Gln-Gln-Gly-Ser-Ans-
Gln-Glu-Arg-Gly-Ala-Arg-Ala-Arg-Leu og fragmenter deraf, hvor
sekvensen er reduceret i antal med 1-15 aminosyrerester fra
carboxyenden, og X betegner enten OH eller NHy, og hvor alle

aminosyrer er L-aminosyrer medmindre andet specifikt er angivet,
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farmaceutisk acceptable syre- eller baseadditionssalte deraf og far-

maceutiske praparater, som indeholder disse forbindelser.

Farmaceutiske przparater ifslge opfindelsen er kendetegnet ved at
indeholde GRF-analoge ifslge krav 1 med fra niogtyve (29) op til
fireogfyrre (44) aminosyrerester og en ikke-toxisk, inert farmaceu-
tisk eller veterinart acceptabelt flydende eller fast barer. Sidanne
farmaceutiske prazparater kan anvendes inden for savel human som
veteriner klinisk medicin til administration til terapeutiske og/el-
ler diagnostiske formal. De kan endvidere anvendes til at fremme

vaksten af varm- og koldblodede dyr.

Peptiderne ifelge opfindelsen kan anvendes ved fremgangsmider til
stimulering af frigivelsen af vazksthormon fra hypofysen til anvendel-

se i de ovennavnte behandlinger.

I nedenstiende beskrivelse og krav betegner udtrykket "GRF" human-
vzksthormonfrigivende faktor, som er et polypeptid med aminosyresek-

vens (Science 218, 5. november 1982, s. 585)

1 5 10 15
H-Tyr-Ala-Asp-Ala—I1e—Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Va1-Leu-Gly-

20 25 30
Gln-Leu-Ser-Ala—Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-Arg-Gln-

35 40
G1n-Gly-Glu—Ser-Asn-Gln-Glu-Arg-Gly-Ala-Arg-Ala—Arg-Leu-NH ,
.2

eller biologisk aktive fragmenter deraf med i det mindste de forste
29 aminosyrer fra polypeptidet i fuld langde, og som udviser vakst-
hormonfrigivende aktivitet. I overensstemmelse med sadvanlig praksis
er den N-terminale aminogruppe vist til venstre, og den C-terminale
carboxygruppe er vist til hejre. "Aminosyre" betegner en af de natur-
ligt forekommende aminosyrer, som typisk findes i proteiner, sidsom
Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Thr, Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys,
Met, Phe, Tyr, Pro, Trp og His. "Nle" betegner norleucin, og "Nval"
betegner norvalin. Nir aminosyreresten har isomere former, er amino-

syrens L-form vist, medmindre andet specifikt er angivet. Suffikserne
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".OH" og "-NHp" efter "GRF" betegner henholdsvis de frie syre- og
amidformer af polypeptidet. I tilfzlde af, at ingen af suffikserne er
anvendt, skal udtrykket omfatte begge former. GRF-analoge er vist ved
at angive den substituerede aminosyre i parentes for "GRF"; dvs. fx
"(AlalS)GRF" betegner et polypeptid med en aminosyresekvens, der
svarer til GRF, hvor glycin i stilling 15 er blevet substitueret med
en alaninrest. Tal i parentes efter "GRF" betegner fragmenter af
polypeptidet i fuld langde ved at angive aminosyreresternes posi-
tionstal, fx betegner GRF(1-29) et fragment, der har de ferste 29

aminosyrer af hele sekvensen.

Den foreliggende opfindelse er baseret pi den erkendelse, at glycin-

‘resten i stilling 15 af GRF-molekylet kan erstattes med en anden,

hensigtsmessigt udvalgt aminosyre, som danner en GRF-analog med
forsget biologisk styrke ved at stimulere frigivelsen af vaksthormon
fra hypofysen. Aminosyrer, der er indsat i stilling 15, kan valges
blandt hydrofobe aminosyrer sisom Ala, Leu, Val, Ile, Nle og Nval.
a-Aminoisosmersyre (a-Aib) og B-Alanin (B-Ala) kan ogsa indsattes i
stilling 15. GRF-analoge, hvor de hydrofobe aminosyrer sadsom alanin,
valin eller leucin er indsat i stilling 15, har isar vist sig at have
foreget biologisk aktivitet ved at bevirke frigivelse af vaksthormon

fra hypofysen.

Der kan anvendes forskellige velkendte metoder til udvzlgelse af en
bestemt aminosyre til indsztning i GRF i en bestemt stilling. En
sidan metode er at udvalge en erstatningsaminosyre séledes, at det
resulterende polypeptids sekundare struktur modificeres eller dets
amphifile karakter zndres som vist ved helicitets- og hydropatheci-
tetsanalyse, og endvidere reducerer den lethedsgrad, med hvilken det
resulterende polypeptid nedbrydes proteolytisk. Helicitets- og hydro-

pathecitetsanalyser udfsres ved velkendte sazdvanlige metoder.

Yderligere erstatninger med hensigtsmassigt udvalgte aminosyrer 1

stilling 15 i GRF-fragmenter med varierende lzngde fra ca. 29 amino-
syrer til mindre end 44 aminosyrer har ogsad vist sig at have foreget
biologisk aktivitet ved at forege GH-frigivelse fra hypofysen. Isar
har erstatning med hensigtsmassigt udvalgte aminosyrer i stilling 15

i GRF(L-29) vist sig at have foreget biologisk aktivitet.
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Yderligere erstatninger med hensigtsmassigt udvalgte aminosyrer i
andre udvalgte stillinger i GRF-molekylet samtidig med erstatningen i
15-stillingen, hvorved fis en multierstattet GRF-analog, gav peptider
med biologisk styrke ved at bevirke frigivelse af GH fra hypofysen.
Udvalgte stillinger af GRF-peptidet til en anden erstatning omfatter,
men er ikke begrznset til, 1-, 2-, 12- eller 27-stillingen. Udvalgte
aminosyrer til indsaztning i hensigtsmaessigt udvalgte stillinger om-
fatter tyrosin, desNH,-tyrosin, Ac-tyrosin, histidin, lysin, alanin,
B-alanin og D-aminosyrer af de beskrevne aminosyrer. Erstatninger i
hver af de udvalgte stillinger udover erstatningen i 15-stillingen

kan give et disubstitueret, trisubstitueret eller tetrasubstitueret

polypeptid.

Udover erstatningen i 15-stillingen har syren eller amidet af GRF i
fuld langde (1-44), det 29 aminosyrer lange GRF(1-29) eller en GRF,
som er sterre end ca. 29 aminosyrer og mindre end ca. 44 aminosyrer 1
langde, vist sig at have en foreget biologisk aktivitet. Isar
GRF(1-44)- og GRF(1-29)-syren og amidet, hvor en hensigtsmessigt
udvalgt aminosyre er indsat i 15-stillingen, vist sig at have foreget

biologisk aktivitet.
Reprasentative forbindelser ifslge opfindelsen omfatter:

[A1al3]GRF(1-29)-NHy

[alal2, Alald]GRF(1-29)-NH,
[Leul®]GRF(1-29)-NH,
[Vall3]GRF(1-29)-NH,
[D-Ala2, AlalSjGRF(1-29)-NH,
[-Alal3]GRF(1-29)-NH,
[a-Aibl5]GRF(1-29)-NH,

[Alal3]GRF(1-29)-0H
[Leul®]GRF(1-29)-0H
[vall3|GRF(1-29)-0H

[Alald}GRF(L-44)-NH,y
[Leul?]GRF(1-44)-NHy
[Vall3]GRF(1-44) -NHy
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[desNH,-Tyrl, Alald]GRF(1-29)-NHp
[D-Tyrl, AlaldjerF(1-29)-NHs
[Ac-Tyrl, Alal3]GRF(1-29)-NHy

Selv om de beskrevne modifikationer er fra den sekvens, som omfatter
humanvazksthormonafgivende faktor (hGRF), kan tilsvarende modifikatio-
ner foretages med porcinvazksthormonafgivende faktor (pGRF), bovin-
vaksthormonafgivende faktor (bGRF), ovinvaksthormonafgivende faktor

(oGRF) og caprinvaksthormonafgivende faktor (cGRF).

Polypeptidet ifelge opfindelsen kan fremstilles i henhold til vel-
kendte metoder, dvs. ved fastfasepeptidsynteseteknikker, oplostfase-
peptidsyntese eller rekombinante DNA-metoder. Den for nylig udviklede
rekombinante DNA-teknik kan anvendes til at fremstille analoge, der
kun indeholder de "almindelige" aminosyrerester, eller til at frem-
stille den del af en analog, der kun indeholder de "almindelige"
aminosyrerester, som derefter kan kobles til et kort N-terminalpep-

tid.

Peptider kan fremstilles ved fastfasesyntese, siledes som det er be-
skrevet af Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85, 1963, s. 2149, selv om
der kan anvendes andre zkvivalente kemiske synteser, som er kendte
for fagfolk. Fastfasesyntese pabegyndes fra peptidets C-terminale
ende ved kobling af en beskyttet aminosyre til en hensigtsmaessig har-
piks. Der kan fremstilles et udgangsmateriale ved at fastgere en
aminobeskyttet aminosyre via en benzylesterbinding til en chlormethy-
leret harpiks eller en hydroxymethylharpiks eller via en amidbinding
til en benzhydrylamin (BHA)-harpiks eller methylbenzhydrylamin

(MBHA) -harpiks. Harpikserme er kommercielt tilgengelige, og frem-
stillingen deraf er kendt for fagfolk.

Syreformen af de hidtil ukendte analoge kan fremstilles ved fast-
fasepeptidsyntesemetoden under anvendelse af en benzylesterharpiks
som fast barer. Polypeptidet kan oprenses til homogenitet ved pra-
parativ hej tryksvaskechromatografi (HPLC) og pavises derefter at
vzre homogent ved to analytiske HPLC-systemer, isoelektrisk fokuse-
ring og hzjspandings—tyndtlagselektrophorese. Der kan foretages

aminosyreanalyse for at bekrafte den forventede aminosyresammensat-
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ning. De tilsvarende amider kan fremstilles under anvendelse af
benzhydrylamin- eller methylbenzhydrylaminharpiks som det faste
underlag til fastfasepeptidsyntese. Fagfolk vil forstad, at nar der
anvendes BHA- eller MBHA-harpiks, medferer behandlingen med vandfrit
HF til fjernelse af polypeptidet fra det faste underlag et polypeptid

med en terminalamidgruppe.

En C-terminalaminosyre, fx Arg, beskyttes i N%-amino- og sidekadede
guanidino stillingerne med hensigtsmaessigt udvalgte beskyttelsesgrup-
per, fx med henholdsvis t-butyloxycarbonyl (Boc) og p-toluensulfonyl
(Tos). Derefter kan Boc-Arg(Tos)-OH kobles til benzhydrylaminharpiks
under anvendelse af dicyclohexylcarbodiimid (DCC) ved ca. 25°C i 2
timer under omrsring. Efter kobling af den med Boc beskyttede amino-
syre til harpiksunderlaget fjernes a-aminobeskyttelsesgruppen under
anvendelse af trifluoreddikesyre (TFA) i methylenchlorid eller TFA
alene. Afbeskyttelsen foretages ved en temperatur mellem ca. 0°C og

stuetemperatur.

Efter fjernelse af a-aminobeskyttelsesgruppen fra den til harpiksun-
derlaget bundne aminosyre kobles de andre Boc-beskyttede aminosyrer
trinvis i den onskede rzkkefelge. I stedet for at tilsatte hver
aminosyre for sig kan to eller flere aminosyrer kobles sammen pd en
hensigtsmassig made, for de sattes til fastfasesyntheseapparatet.
Hensigtsmassige koblingsreagenser er kendte for fagfolk; DCC er

sarlig velegnet.

Hver beskyttet aminosyre eller aminosyresekvens indferes i fastfase-
syntheseapparatet i et overskud, og koblingen kan udferes i et medium
af dimethylformamid (DMF) eller methylenchlorid (CHyClj) eller blan-
dinger deraf. I tilfalde, hvor der forekommer utilstrazkkelig kobling,
gentages koblingsproceduren for fjernelse af N*-aminobeskyttelses-
gruppen for koblingen af naste aminosyre. Den heldige udferelse af
koblingsreaktionen i hvert syntesetrin kan overviges. En foretrukken
metode til overvigning af syntesen er ninhydrinreaktionen. Koblings-
reaktionerne kan udferes automatisk, fx pa en Vega 250 Peptide Syn-

thesizer.
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Spaltning af det fardige peptid fra harpiksen kan udferes under an-
vendelse af metoder, der er velkendte inden for peptidkemien, for-
trinsvis under anvendelse af vandfrit flydende hydrogenfluorid (HF).
Omsztningen med hydrogenfluorid i nzrvarelse af p-cresol og dimethyl-
sulfid ved 0°C i 1 time kan efterfslges af en anden reaktion med

hydrogenfluorid i narvarelse af p-cresol i 2 timer ved 0°C.

Den foreliggende opfindelse angar siledes ogsid en fremgangsmade til
fremstilling af de vaksthormon frigivende faktor (GFR) -forbindelser
med den almene formel I som defineret ovenfor og farmaceutisk accept-
able syre- eller baseadditionssalte deraf. Denne fremgangsmade er

ejendommelig ved, at

a) beskyttelsesgrupperne pa et hensigtsmaessigt beskyttet polypeptid
med tilsvarende aminosyresekvens, hvilket polypeptid er blevet synte-
tiseret ved oplesningsfasepeptidsyntese, fraspaltes ved sadvanlige

metoder, eller

b) et hensigtsmessigt sidekade-beskyttet harpiksbundet polypeptid
med tilsvarende aminosyresekvens, hvilket polypeptid er blevet
syntetiseret ved fastfasepeptidsyntese, omsattes med vandfrit
flydende HF,

og den vundne forbindelse med den almene formel I om ensket omdannes

£il et farmaceutisk acceptabelt syre- eller baseadditionssalt.

Oprensning af polypeptiderne ifelge opfindelsen kan udfores under
anvendelse af metoder, som er velkendte inden for peptidkemien. Som
angivet ovenfor kan de her omhandlede polypeptider oprenses under
anvendelse af prazparativ HPLC; imidlertid kan der ogsd anvendes andre
kendte chromatografiske metoder sasom gelpermations-, iombytnings- og

fordelingschromatografi eller modstremsfordeling.

Polypeptiderne ifslge opfindelsen har vzksthormonfrigivende aktivi-
tet. Farmaceutiske prazparater ifslge opfindelsen indeholder en GRF-
analog med den almene formel I eller et ikke-toxisk salt af en sddan
forbindelse dispergeret i en farmaceutisk eller veterinart acceptabel

flydende eller fast barer. Sadanne farmaceutiske prazparater kan an-
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vendes til terapeutiske eller diagnostiske formal inden for savel
human som veterinar klinisk medicin. Fx kan de anvendes til behand-
ling af vakstrelaterede lidelser sasom hypofysar dvergvakst og dia-
betes, der er en folge af abnormalitet i vaksthormondannelse. De kan
endvidere ogsi anvendes til at stimulere vazksten eller forege fo-
derudnyttelsen hos dyr, der opdrattes til kedproduktion, forege

mzlkeproduktionen og stimulere zgproduktionen.

Hensigtsmassige doser af polypeptiderne ifelge opfindelsen, der skal
administreres, varierer noget afhangigt af den enkelte patient og den
lidelse, som skal behandles. Fagfolk vil vare i stand til at bestemme
hensigtsmassige doser baseret pa de kendte cirkulationsniveauer af
vaksthormon, som er forbundet med normal vakst, og polypeptidets

vaksthormonfrigivende aktivitet.

Forbindelser ifelge opfindelsen inducerede en frigivelse af vaksthor-
mon in vitro, der var fem (5) gange sterre end GRF i (1-44). Disse
analoge kan derfor administreres i vasentligt mindre doser, end hvis
den vazksthormonfrigivende faktor blev indgivet til samme formdl. Det
er velkendt inden for teknikken, at behandling af vakstrelaterede
lidelser nedvendigger varierende doser fra individ til individ af-
hengig af graden af utilstrakkelig vaksthormondannelse. Generelt kan
der anvendes et dosisomrade pa fra 0,04 pg/kg/dag til ca. 1,0 pg/kg/-
dag baseret pa patientens legemsvagt til stimulation af frigivelsen
af vaksthormon. De doser, der anvendes til at stimulere vazkstaktivi-
tet hos husdyr, vil vare vasentligt hejere (pr. kilo legemsvagt) end
de doser, der anvendes til at genvinde normalvakst i tilfazlde af
veksthormondeficiens sasom hypofysar dvargvekst hos mennesker. Til
husdyr kan der generelt anvendes en dosis i omradet fra ca. 0,4
pg/kg/dag til ca. 10 pg/kg/dag subcutant til stimulation af frigivel-

sen af vaksthormon fra hypofysen.

Ifelge opfindelsen er der siledes tilvejebragt forbindelser med
formlen I til brug som terapeutikum samt anvendelse af forbindelserne
til fremstilling af et farmaceutisk praparat til behandling af
vakstrelaterede lidelser, der er karakteriserede ved utilstrazkkelig
dannelse af vaksthormon. Den terapeutiske anvendelse omfatter admini-

stration af en mazngde af anologene ifelge opfindelsen, der er til-
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strakkelig til at stimulere dannelsen af vazksthormon i niveauer, der

er forbundet med normal vakst.

Normale niveauer af vaksthormon kan variere betydeligt fra individ
til individ, og for et hvilket som helst givet individ varierer
niveauerne af cirkulerende vzksthormon betydeligt i lebet af dagen.
Hos voksne mennesker er normale serumiveauer af veksthormon blevet
beskrevet til-at variere fra ca. 0-10 nanogram/ml. Hos bern er nor-
male serumniveauer af vaksthormon blevet beskrevet at variere fra ca.

0-20 nanogram/ml.

For at behandle hypofysar dvergvekst effektivt med de beskrevne an-
aloge, administreres behandling i den normale vazkstperiode. Hos piger
strzkker denne periode sig generelt ikke langt ud over menstruatio-
nens begyndelse. Saledes ber behandlingen af piger udferes i alderen
ca. 12-16 ar afhsngig af individet. Hos drenge kan stimulationen af
vekst fortsaztte i et betydeligt langere tidsrum udover puberteten.
Siledes vil effektiv behandling af drenge normalt vare mulig op til

ca. 18-19 ir og i visse individuelle tilfzlde op til ca. 25 ar.

opfindelsen angar ogsd en fremgangsmade til foregelse af dyrs vakst-
hastighed ved administration af en mezngde af analogen, der er til-
strakkelig til at stimulere dannelsen af vazksthormon i et niveau,

som er hojere end det, der er forbundet med normal vakst.

Polypeptiderne ifelge opfindelsen kan administreres i form af humane
eller veterinzre farmaceutiske prazparater, der kan fremstilles ved
szdvanlige farmaceutiske formuleringsteknikker. Der kan anvendes
przparater, som egner sig til oral, intravenss, subcutan, intramusku-
lzr, intraperitoneal eller intranasal administration. En hensigts-
massig dosisform til farmaceutisk anvendelse er fra ca. 0,01 til ca.
0,5 mg af en forbindelse ifslge opfindelsen, der kan lyofiliseres til
rekonstitution med sterilt vand eller saltoplesning. Praparatet ber
holdes ved en pH under ca. 8,0 for at bevare analogens stabilitet.
Serumalbumin fra den art, der behandles (fx human serumalbumin i
tilfzlde af mennesker, bovinserumalbumin i tilfzlde af keer osv.),
kan ogsa vare til stede sammen med andre kendte farmaceutiske adju-

vanser.
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Opfindelsen belyses narmere ved nedenstiende eksempler.

I eksemplerne blev der anvendt optisk aktive beskyttede aminosyrer i
L-konfiguration, medmindre andet specifikt er angivet. De beskyttede
aminosyrer blev undersegt ved tyndtlagschromatografi pa silicagel
G-plader og elueret med chlor/N,N,N’ N’-tetramethyl-4,4'-diamino-
diphenylmethan (TDM). Smeltepunkter blev bestemt pd et Thomas-Ho-
over-apparat (ukorrigeret), og optisk rotation blev milt i en med
kappe forsynet 10-centimeters celle pd en Perkin-Elmer model 141
polarimeter og bragt i overensstemmelse med de accepterede vardier.

Aminosyreanalyse blev udfert pi et Waters aminosyreanalyseapparat.

I eksemplerne anvendes fslgende forkortelser til at betegne forskel-

lige beskyttelsesgrupper og reagenser:

BOC
Z =  benzyloxycarbonyl

t-butyloxycarbonyl

2ClZ =  2-chlorbenzyloxycarbonyl
Bzl = benzyl
2,6-Clp-Bz1 = 2,6-dichlorbenzyl
Tos =  p-toluensulfonyl
DCC =  dicyclohexylcarbodiimid
BHA = Dbenzhydrylamin
DMF =  dimethylformamid
TFA =  trifluoreddikesyre
TGA =  thioglycolsyre

Analogene ifelge opfindelsen blev fremstillet ved sekventiel kobling
af aminosyrer under anvendelse af en kommercielt tilgazngelig auto-
matiseret fastfasepeptidsynthesizer (Vega 250 Peptide Synthesizer).

N®-Boc-aminosyrer blev anvendt i syntesen.

Trifunktionelle aminosyrer blev beskyttet som N*-Boc-Lys(2ClZ),
N%-Boc-Asp(0Bzl), N®-Boc-Glu(OBzl), N®-Boc-Ser(Bzl), N*-Boc-Thr(Bzl),
N®-Boc-Tyr(2,6-Clg- Bzl) og N*-Boc-Arg(Tos).
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EKSEMPEL 1
Fremstilling af Boc-Arg(Tos) -benzhydrylamin-harpiks

40,44 g BHA-harpiks, (0,5 mmol/g, 20,22 mmol) blev koblet med 34,6 g
Boc-Arg-(Tos)-0H (80,7 mmol) i 250 ml 25%'s DMF-CH2012 med 16,78 g
DCC (81,4 mmol) i 2 timer efterfulgt af tilsatning af 1%'s diisopro-
pylethylamin og omsatning 1 yderligere 0,5 time. Den resulterende
Boc-Arg(Tos)-BHA-harpiks blev vasket med 3 x 250 ml CHyCly, 3 X 250
ml MeOH, 3 x 250 ml CH9Cly og terret. Koblings- og vaskeprocedurerne
blev gentaget, og en portion blev hydrolyseret (1 ml 6M propions-
yre/HCL ved 130°C i 2 timer). Aminosyreanalyse viste en substitution
af 0,35 mmol Arg pr. gram harpiks. De resterende aminogrupper blev

acetyleret med AcgO-pyridin. Udbytte: 48,88 g.

EKSEMPEL 2
Fremstilling af [Alal®]-hGRF(1-29)-BHA-harpiks

15,0 g Boc-Arg(Tos)-BHA-harpiks (5,25 mmol) som fremstillet i eksem-
pel 1 blev anbragt i reaktionsbeholderen af en Vega 250 Peptide Syn-
thesizer, og fastfasesyntese blev udfert ved den symmetriske anhy—
dridprocedure i ialt 6 cycler, hvilket gav 21,74 g hGRF(23-29)-BHA-
harpiks. En portion pd 2,5 g (0,60 mmol) blev fjernet og underkastet
yderligere 10 cycler fastfasesyntese, hvilket gav 2,61 g hGRF(13-29) -
-BHA-harpiks. En portion pi 1,3 g (0,30 mmol) blev underkastet fast-
fasesyntese i de resterende 12 cycler. Ved afslutningen af syntesen
blev Boc-gruppen pa den N-terminale aminosyrerest fjernet (TFA), og
peptid-harpiksen, [Alals]hGRF(l-29)-BHA-harpiks, blev terret, hvilket
gav 1,66 g.
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EKSEMPEL 3
Fremstilling, oprensning og karakterisering af [Alals]hGRF(l-29)-NH2

Den i eksempel 2 fremstillede [Alals]hGRF(1—29)-BHA-harpiks (1,66 g)
blev behandlet med vandfrit flydende HF under anvendelse af de af Tam
et al., Tetrahedron Lett. 23, 1982, s. 2939-2942, beskrevne modifi-
cerede betingelser, 10%’'s p-cresol, 65%'s dimethylsulfid og 25%'s HF
(total volumen: 20 ml) ved 0°C i 1 time og inddampet. Dette blev
efterfulgt af en anden reaktion med 10%’s p-cresol og 90%’'s HF (total
volumen: 20 ml) ved 0°C i 2 timer. HF blev inddampet ved 0°C, og den
ra peptid- og harpiksblanding blev tritureret med EtOAc, ekstraheret
med TFA og inddampet, og remanensen blev tritureret med ether og
torret. Ramaterialet (1,01 g) blev oplest i 10 ml vand (indeholdende
0,5% TFA), filtreret (0,45 p type HA Millipore-filter) og anbragt pa
en Whatman Partisil M-20 ODS-3-sejle (2 x 50 cm). Ssjlen blev elueret
(6 ml/min.) med et oplesningsmiddelsystem bestiende af CH3CN (inde-
holdende 0,25% TFA) og vand (indeholdende 0,5% TFA) i en linear
gradientmetode fra 10 til 32% CH3CN i 120 minutter og holdt ved 32% i
yderligere 60 minutter. Sejlen blev derefter elueret med en linear
gradient fra 32% CH3CN (0,25% TFA)-Hp0 (0,5% TFA) til 38% CH3CN
(0,25% TFA)-Hy0 (0,5% TFA) i 90 minutter. Flowhastigheden blev holdt
ved 6 ml/min., fraktioner blev indsamlet (2 min./fraktion), og prever
blev analyseret ved analytisk HPLC. Produktet kom frem i fraktiomer
136-140 (252-270 min), hvilke fraktioner blev kombineret, inddampet
og lyofiliseret, hvilket gav rent [AlalS]GRF(1-29)-NH2, udbytte: 71,3
mg (7,05%). Fraktioner for og efter det centrale skaringspunkt blev
kombineret, inddampet og lyofiliseret, hvilket gav 53 mg halvrent
produkt, som ikke blev oparbejdet yderligere.

Produktet viste sig at vare homogent ved analytisk HPLC og hejspan-
dings-tyndtlagselektrophorese (RArg= 0,33). Tryptisk peptidkortlag-
ning med analytisk HPLC svarede til kortlagningen af GRF(1-29)-NHp
med en smule forskellige retentionstider for de tryptiske fragmenter,
der omfattede resterne 12-20 og 13-20 som forventet. Aminosyreanalyse
(6N HC1l indeholdende 1% thioglycolsyre, 110°C, 24 timer): Asp, 3,30;
Thr, 1,07; Ser, 2,85; Glu, 2,10; Ala, 3,82; Val, 0,90; Met, 0,98;
Ile, 1,87; Leu, 4,11; Tyr, 1,97;; Phe, 0,90; Lys, 2,02; Arg, 3,12.
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EKSEMPEL 4
Fremstilling af [Alal2:13]hGRF(1-29)-BHA-harpiks

Den i eksempel 1 fremstillede Boc—Arg(Tos)-BHA-harpiks 5g, 1,75
mmol) blev underkastet & cycler af fastfasepeptidsyntese (som i ek-
sempel 2), hvilket gav 6,1 g beskyttet hGRF(25-29) -BHA-harpiks. En
portion pid 2 g blev fjernet og underkastet yderligere 24 cycler
fastfasesyntese. Boc-gruppen pi den N-terminale aminosyrerest blev
fjernet (TFA), og den sidekade-beskyttede peptidharpiks [Alalz’ls]-
hGRF(1-29) -BHA-harpiks blev terret, hvilket gav 2,34 g.

EKSEMPEL 5

Fremstilling, oprensning og karakterisering af [Alalz’ls]hGRF-
(1-29)-NHy

Den i eksempel 4 fremstillede [Alal?:15]hGRF(1-29)-BHA-harpiks (2,34
g) blev behandlet med vandfrit flydende HF (som i eksempel 3), og der
vandtes 1,15 g ra [Alalz’15]hGRF(1-29)-NH2. Raproduktet blev under-
kastet HPLC-oprensning (som i eksempel 3), og det enskede produkt
fremkom i fraktioner 138-141, som blev kombineret, inddampet og
lyofiliseret; udbytte: 56 mg [Alalz'ls]hGRF(l-29)-NHQ, der viste sig
at vare homogen ved analytisk HPLC. Aminosyresammensaztning (hydrolyse
i 6N HCl-thioglycolsyre, 110°C, 24 timer): Asp, 3,18; Thr, 0,99; Ser,
2,81; Glu, 2,17; Ala, 5,18; Vval, 0,92; Met, 1,05; Ile, 1,92; Leu,
4,27; Tyr, 2,07; FPhe, 0,92; Lys, 1,04; Arg, 3,20.

EKSEMPEL 6

Fremstilling af [Leuld]hGRF(1-29)-NH,

De resterende 4,1 g hGRF(25-29) -BHA-harpiks fra eksempel 4 blev
underkastet 9 cycler fastfasepeptidsyntese, hvilket gav 6,0 g (1,14

mmol) beskyttet hGRF(16-29) -BHA-harpiks. En portion (1,5 g, 0,28

mmol) blev yderligere underkastet 15 cycler fastfasesyntese, behand-
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let med TFA og terret, hvilket gav 0,98 g ri sidekade-beskyttet
[Leuls]hGRF(1-29)-BHA-harpiks. Efter HF-spaltning (som i eksempel 3)
og efterfslgende oparbejdning vandtes 536 mg ra [Leu15]hGRF-
(1-29)-NHy. En 200 mg portion af dette materiale blev oplest 1 10 ml
0,025% TFA (H90), filtreret og anbragt pa dobbelte (i serier) Syn-
chropak-sejler (RP-P, 1 x 25 cm), og sejlerne blev elueret (2 ml/-
min.) med et oplesningsmiddelsystem bestdende af CH3CN (indeholdende
0,025% TFA) og vand (indeholdende 0,025% TFA) i en linear gradient
fra 25 til 40% CH3CN i 120 minutter. Fraktioner (2 min/fraktion) blev
indsamlet, og alikvoter analyseret i HPLC. Det enskede produkt frem-
kom i fraktioner 24-26, der blev kombineret, inddampet og lyofili-
seret; udbytte: 9,9 mg. Produktet, [Leuls]hGRF(1-29)-NH2, viste sig
at vaere homogent ved analytisk HPLC. Aminosyresammensaztning (hydroly-
se i 6N HCl-TGA, 110°C, 24 timer): Asp, 3,10; Thr, 0,96; Ser, 2,82;
Glu, 2,09; Ala, 3,10; Val, 0,99; Met, 1,02; Ile, 1,91; Leu, 5,19;
Tyr, 1,93; Phe, 0,92; Lys, 1,98; Arg, 3,07.

EKSEMPEL 7
Fremstillng af [Vall3JhGRF(1-29)-NH,

Den i eksempel 6 fremstillede beskyttede hGRF(16-29)-BHA-harpiks (1,5
g, 0,28 mmol) blev underkastet 15 cycler fastfasepeptidsyntese, be-
handlet med TFA og terret, hvilket gav 1,3 g sidekadet beskyttet
[Vall3|hGRF(1-29)-BHA-harpiks. Spaltning med vandfrit HF (som i ek-
sempel 3) og efterfolgende oparbejdning gav 625 mg [VallS]hGRF(1-29)-
-NHy. En portion pid 200 mg blev underkastet HPLC-oprensning (som i
eksempel 6), og der vandtes 7,0 mg oprenset [Va115]hGRF(1-29)-NH2.
Produktet viste sig at vare homogent ved analytisk HPLC. Aminosyre-
sammensatning (hydrolyse i 6N HC1-TGA, 110°C, 24 timer): Asp, 2,99;

Thr, 0,97; Ser, 2,78; Glu, 2,09; Ala, 3,07; Val, 1,98; Met, 0,97;

Ile, 1,93; Leu, 4,16; Tyr, 2,02; Phe, 0,96; Lys, 1,99; Arg, 3,08.
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EKSEMPEL 8
Fremstilling af [D-Ala?, Alal’]hGRF(1-29)-NHp

Den i eksempel 6 fremstillede beskyttede hGRF(16-29)-BHA-harpiks

(3 g, 0,57 mmol) blev underkastet 13 cycler fastfasepeptidsyntese,
hvilket gav 3,6 g beskyttet [Alals]hGRF(3-29)-BHA-harpiks. En portion
pa 1 g (0,16 mmol) blev underkastet 2 cycler fastfasesyntese og
behandlet med TFA, hvilket gav 1,02 g [D-Ala?, Alal®]hGRF(1-29)-BHA-
harpiks. Spaltning fra harpiksen med vandfrit HF som beskrevet i ek-
sempel 3 og efterfelgenden oparbejdning gav 575 mg rat [D-Alaz,

Alal5]hGRF(1-29)-NHj.

En portion pa 200 mg blev underkastet HPLC-oprensning (som i eksempel
6), og der vandtes 18,3 mg oprenset [D-Alaz, Alals]hGRF(l-ZQ)-NHZ.
Produktet viste sig at vare homogent ved analytisk HPLC. Aminosyre-
sammensztning (hydrolyse i 6N HC1-TGA, 110°C, 24 timer): Asp, 3,05;
Thr, 0,93; Ser, 2,57; Glu, 2,04; Ala, 4,27; Val, 0,99; Met, 0,98;
Ile, 1,93; Leu, 4,16; Tyr, 1,98; Phe, 0,97; Lys, 2,00; Arg, 3,08.

EKSEMPEL 9
Fremstilling af [Alal?]hGRF(1-29)-harpiks

3,0 g Boc-Arg(Tos) -harpiks (Bachem, 0,615 mmol) blev anbragt i reak-
tionsbeholderen pa en Vega 1000 Peptide Synthesizer, og der udfertes
fastfasepeptidsyntese ved den symmetriske anhydridprocedure i ialt 13
cycler, hvilket gav hCRF(16-29) -harpiks (4,4 g). En portion pi lg
(0,13 mmol) blev underkastet yderligere 15 cycler fastfasesyntese.
Ved afslutningen af syntesen blev Boc-gruppen pa den N-terminale
aminosyrerest (TFA) fjernet, og peptid-harpiksen, [AlalS]hGRF(l-ZQ)-
harpiks, blev terret, hvilket gav 1,66 g.
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EKSEMPEL 10
Fremstilling, oprensning og karakterisering af [AlalsthRF(l—ZQ)-OH

Den i eksempel 9 fremstillede [AlalsthRF(l-ZQ)-harpiks (1,66 g) blev
behandlet med vandfrit HF som i eksempel 3, og der vandtes 262 mg ra
[Alals]hGRF(l-ZQ)-OH. Ramaterialet blev oplest 1 4 ml 0,1%'s TFA
(Hy0), filtreret og anbragt pa en Nucleosil C18-ssjle (1 x 50 cm).
Sejlen blev elueret (3 ml/min.) med et oplesningsmiddelsystem be-
stiende af CH3CN (indeholdende 0,1% TFA) og vand (indeholdende 0,1%
TFA) i en linear gradient fra 20 til 40% CH3CN i 180 minutter. Frak-
tioner (2 min.) blev indsamlet og analyseret i HPLC. Det onskede pro-
dukt fremkom i fraktion 76 og blev inddampet og lyofiliseret; udbyt-
te: 2,4 mg [A1a15]hGRF(1-29)-OH, der viste sig at vare homogent ved
analytisk HPLC. Aminosyreanalyse (hydrolyse i 6N HCl-thioglycolsyre,
110°C, 24 timer og 72 timer): Asp, 2,98; Thr, 0,97; Ser, 2,88; Glu,
2,15; Leu, 3,85; Tyr, 1,93; Arg, 2,95; Ala, 4,17; Val, 0,99; Met,
1,04: Ile, 1,91; Phe, 0,86; Lys, 2,02.

EKSEMPEL 11
Fremstilling af [Leul3]hGRF(1-29)-0H

En portion pa 1 g hGRF(16-29)-harpiks (fra eksempel 9) blev underkas-
tet yderligere 15 cycler fastfasesyntese som i eksempel 9. Udbytte:
1,16 g sidekade-beskyttet [Leuls]hGRF(1-29)-harpiks. Efter spaltning
af vandfrit HF (som i eksempel 3) og efterfelgende oparbejdning
vandtes 388 mg ra [Leuls]hGRF(1-29)-OH. Oprensning ved HPLC som i
eksempel 10 gav 4,4 mg halvrent [Leuls]hGRF(l—ZQ)-OH, der blev under-
kastet yderligere oprensning som i eksempel 6. Det onskede produkt
fremkom i fraktioner 40-42; udbytte: 0,9 mg [Leuls]hGRF(l-29)-OH.
Produktet viste sig at vare homogent ved analytisk HPLC. Aminosyre-
analyse (hydrolyse i 6N HC1-TGA, 110°C, 24 timer og 72 timer): Asp,
3,06; Thr, 0,94; Ser, 2,95; Glu, 2,11; Ala, 3,05; Val, 0,99; Met,
0,94; Leu, 5,15; Tyr, 1,81; Arg, 3,02; Ile, 2,06; Phe, 0,85; Lys,
2,02.
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EKSEMPEL 12
Fremstilling af [Vall?JhGRF(1-29)-0H

En portion pa 1 g hGRF(16-29) -harpiks (fra eksempel 9) blev underkas-
tet yderligere 15 cycler fastfasepeptidsyntese som i eksempel 9. Ud-
bytte: 1,30 g sidekade-beskyttet [Valls]hGRF(l-29)-harpiks. Efter
spaltning fra harpiksen med vandfrit flydende HF (som i eksempel 3)
og oparbejdning vandtes 158 mg ra [Valls]hGRF(1-29)-0H. Oprensning
som i eksempel 6 gav 4,6 mg halvoprenset produkt. Dette materiale
blev yderligere oprenset som beskrevet i eksempel 10. Produktet, der
fremkom i fraktion 78 blev inddampet og lyofiliseret; udbytte: 1,8 mg
[Valls]hGRF(1-29)-OH. Produktet viste sig at vare homogent ved an-
alytisk HPLC. Aminosyreanalyse (hydrolyse i 6N HCL-TGA, 110°C, 72
timer): Asp, 2,92; Glu, 2,00; Ala, 2,91; Val, 2,03; Met, 0,98; Phe,
0,87; Lys, 2,13; Leu, 4,14; Arg, 3,08 (hydrolyse i 6N HC1-TGA, 150°C,
1 time): Ile, 1,93; Tyr, 1,91.

EKSEMPEL 13
Syntese af Boc-Leu-MBHA-harpiks

Boc-Leu-MBHA-harpiks blev fremstillet ved kobling af Boc-Leu-OH
(17,68 é, 83 mmol) til 70 g methylbenzhydrylaminharpiks (0,28 mzkv/g)
som beskrevet i eksempel 1; udbytte: 72,87 g. Aminosyreanalyse viste

en substitution af 0,23 mmol/g-harpiks.

EKSEMPEL 14
Fremstilling af [Alal®]hGRF(1-44)-MBHA-harpiks

Den i eksempel 13 fremstillede Boc-Leu-BHA-harpiks (78,87 g, 18,1
mmol) blev anbragt i reaktionsbeholderen pd en Vega 296 Peptide Syn-
thesizer, og fastfasesyntese blev udfert i ialt 16 cycler, hvilket
gav 37,65 g hGRF(28-44) -MBHA-harpiks. En portion pa 5 g (0,75 mmol)
blev fjernet og underkastet yderligere 12 cycler fastfasesyntese,



10

15

20

25

30

DK 164408 B

19

hvilket gav 5,15 g hGRF(28-44)-MBHA-harpiks. En portion pad 1,7 g af
dette materiale blev underkastet yderligere 15 cycler fastfasesyn-
tese. Ved afslutningen af syntesen blev Boc-gruppen pa den N-termina-
le aminosyrerest fjernet (TFA), og peptidharpiksen, [Alals]hGRF-
(1-44) -MBHA-harpiks, blev terret, hvilket gav 1,73 g.

EKSEMPEL 15
Fremstilling af [AlaldJhGRF(1-44)-NHy

Den i eksempel 14 fremstillede [Alals]hGRF(l-kh)-MBHA-harpiks (0,85
g) blev behandlet med vandfrit flydende HF som beskrevet i eksempel
3; udbytte: 380 mg rat [Alals]hGRF(l-AA)-NHZ. En portion pa 190 mg
blev underkastet oprensning som beskrevet i eksempel 6 (linear gradi-
ent 15-35%). Det onskede produkt fremkom i fraktioner 42-43, der
blev kombineret, inddampet og lyofiliseret; udbytte: 10,5 mg
[Alals]hGRF(1~44)-NH2. Produktet viste sig at vare homogent ved an-
alytisk HPLC. Aminosyresammensztning (hydrolyse i 6N HC1-TGA, 110°C,
24 timer og 72 timer): Asp, 4,00; Thr, 0,91; Ser, 3,69; Glu, 7,40;
Gly, 2,16; Ala, 6,00; Val, 0,97; Met, 0,93; Ile, 1,85; Leu, 5,25;
Tyr, 1,83; Phe, 0,85; Lys, 1,97; Arg, 6,16; Phe, 0,91.

EKSEMPEL 16
Syntese af [LeulS]hGRF(l-AA)-NHZ

En portion pa 1,79 g af den i eksempel 14 fremstillede hGRF(16-44) -
MBHA-harpiks blev underkastet yderligere 15 cycler fastfasesyntese
som beskrevet i eksempel 14; udbytte: 1,67 g sidekade-beskyttet
[Leuls]hGRF(1~44)-MBHA-harpiks. Halvdelen af dette materiale blev
behandlet med flydende vandfrit HF som beskrevet i eksempel 3; udbyt-
te: 400 mg ra [Leuls]hGRF(l-AA)-NHZ. 200 mg blev underkastet HPLC-o-
prensning som beskrevet i eksempel 6 og 15. Det enskede produkt
fremkom i fraktioner 43 og 44, der blev kombineret, inddampet og
lyofiliseret; udbytte: 11,0 mg [Leuls]hGRF(l-hé)-NHz. Produktet viste

sig at vare homogent ved analytisk HPLC. Aminosyresammensatning
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(hydrolyse i 6N HC1-TGA, 110°C, 24 timer og 72 timer): Asp, 3,89;
Thr, 0,93; Ser, 3,67; Glu, 7,40; Gly, 2,15; Ala, 5,00; Vval, 0,95;
Met, 0,98; Phe, 1,02.

EKSEMPEL 17
Fremstilling af [Alal®]GRF(1-38)-BHA-harpiks

Den i eksempel 1 fremstillede Boc-Arg(Tos)-BHA-harpiks kan anbringes
i reaktionsbeholderen pa en Vega 250 Peptide Synthesizer, og fast-
fasesyntese kan udferes ved den symmetriske anhydridprocedure i ialt
16 cycler, hvilket giver GRF(22-38) -BHA-harpiks. En portion kan
fjernes og underkastes yderligere 6 cycler fastfasesyntese, hvilket
giver GRF(16-38)-BHA-harpiks. En portion kan derefter omdamnes ved
fastfasesyntese i de resterende 15 cycler. Ved afslutningen af synte-
sen kan Boc-gruppen pa den N-terminale aminosyrerest fjernes under
anvendelse af TFA, og den vundne [Alals]GRF(1-38)-BHA-harpiks kan

terres.

EKSEMPEL 18
Fremstilling, oprensning og karakterisering af [Alals]GRF(1-38)-NH2

Den i eksempel 17 fremstillede [Alal®]GRF(1-38)-BHA-harpiks kan be-
handles med vandfrit flydende HF som beskrevet i eksempel 3. En por-
tion kan derefter underkastes oprensning som i eksempel 6 (linear
gradient 15-35%). De fraktioner, som indeholder det enskede produkt,
kombineres, inddampes og lyofiliseres. Produktet kan derefter be-
demmes for homogenitet ved analytisk HPLC og bekrazftes ved aminosyre-

analyse.
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EKSEMPEL 19
Syntese af [Leuld]GRF(1-38)-NH,y

En portion af den i eksempel 17 fremstillede GRF(16-38) -BHA-harpiks
kan underkastes yderligere 15 cycler fastfasesyntese som i eksempel
17, hvilket giver beskyttet [Leuls]GRF(l-BS)-BHA-harpiks. En portion
af dette materiale kan behandles med vandfrit flydende HF som i ek-
sempel 3, hvorved fas rit [LeulS]GRF(1-38)-NH2. En portion af dette
rad produkt kan derefter underkastes HPLC-oprensning som i eksempel 6
og 15. Fraktionerne, som indeholder det enskede produkt, kan kom-
bineres, inddampes og lyofiliseres. Produktet kan pavises at vare

homogent ved analytisk HPLC og bekraftes ved aminosyreanalyse.

EKSEMPEL 20
Syntese af [Alals, Leu27]GRF(l-29)—NH2

Den i eksempel 1 fremstillede Boc-Arg(Tos)-BHA-harpiks kan anbringes
i reaktionsbeholderen pi en Vega 250 Peptide Synthesizer, og fast-
fasesyntese kan udferes ved den symmetriske anhydridprocedure i ialt
2 cycler, hvilket giver GRF(28-29)-BHA-harpiks. En portion kan fjer-
nes og kobles med Boc-Leu og derefter underkastes yderligere 10
cycler fastfasesyntese, hvorved fis [Leu27]GRF(16-29)-BHA-harpiks. En
portion kan derefter fjernes, kobles med Boc-Ala og underkastes de

yderligere 14 cycler fastfasesyntese som beskrevet i eksempel 3.

EKSEMPEL 21
Fremstilling af [B-AlaldJhGRF(1-29)-NH,

En portion pa 1,68 g hGRF(16-29)BHA-harpiks (0,30 mmol) fra eksempel

6 blev underkastet 15 cycler fastfasepeptidsyntese, behandlet med TFA
og torret, hvilket gav 1,93 g sidekade-beskyttet [f-Alal’]hGRF(1-29)-
-BHA-harpiks. Den beskyttede peptidharpiks blev underkastet spaltning

med vandfrit HF som i eksempel 3, og efter den sadvanlige oparbejd-
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ning vandtes 1,2 g rat [ﬂ-AlalS]hGRF(l-29)-NH2. En portion pa 200 mg
(0,05 mmol) blev underkastet HPLC-oprensning som 1 eksempel 6, og der
vandtes 35,5 mg [ﬁ-AlalS]hGRF(1-29)-NH2. Produktet viste sig at vare
homogent ved analytisk HPLC. Aminosyresammensaztning (hydrolyse i 6N
HC1-TGA, 150°C, 1 time): Asp, 3,13; Thr, 0,98; Ser, 2,95; Glu, 2,14;
Ala, 3,13; Met, 1,01; Tyr, 2,03; Lys, 1,99, (hydrolyse i 6N HC1-TGA,
110°C, 24 timer): Val, 1,09; Phe, 1,10; B-Ala, 0,87; Arg, 2,94.

EKSEMPEL 22
Fremstilling af [desNHy-Tyrl]hGRF(1-29)-NH,

Den i eksempel 8 fremstillede hGRF(3-29)-BHA-harpiks (1,0 g, 0,13
mmol) blev underkastet 2 cycler fastfasepeptidsyntese, hvilket gav
1,26 g [desNHz-Tyrl]hGRF(l-Zg)-BHA-harpiks. Spaltning fra harpiksen
ned HF som i eksempel 3 gav 0,79 g rat [desNHp-Tyrl]hGRF(1-29)-NHy.
En portion pa 120 mg deraf blev underkastet HPLC-oprensning som i
eksempel 6, hvilket gav 19,5 mg [desNHz-Tyrl]hGRF(l-29)-NHZ. Produk-
tet viste sig at vare homogent ved analytisk HPLC. Aminosyreanalyse
(hydrolyse i 6N HCl-TGA, 110°C, 24 timer): Asp, 3,08; Thr, 0,98; Ser,
2,94; Glu, 2,13; Gly, 1,10; Ala, 3,31; Val, 1,01; Met, 1,01; Ile,
1,97; Leu, 4,29; Tyr, 1,04; Phe, 0,98; Lys, 1,99; Arg, 3,15.

EKSEMPEL 23
Fremstilling af [desNHy-Tyrl, D-AlaZ, Alald|hGRF(1-29)-NHy

En portion af den i eksempel 6 fremstillede hGRF(16-29)-BHA-harpiks
(3,23 g, 0,58 mmol) blev underkastet 13 cycler fastfasepeptidsyntese,
behandlet med TFA og terret, hvilket gav [Alals]hGRF(3-295-BHA-har-
piks. En portion pa 1,798 g af den beskyttede peptidharpiks blev
underkastet 2 cycler fastfasepeptidsyntese, hvor der successivt blev
tilfejet D-Ala og 3- (4-hydroxyphenyl)propionat. Den beskyttede pep-
tidharpiks (1,85 g) blev behandlet med HF som i eksempel 3, og rapro-
duktet blev terret, hvilket gav 0,827 g. En portion pé 200 mg blev
underkastet HPLC-oprensning som i eksempel 6, hvilket gav 22,2 mg
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[desNHy-Tyrl, D-Ala?, Alal®]hGRF(1-29)-NHy; udbytte: 9%. Produktet
var homogent ved analytisk HPLC. Aminosyresammensztning (hydrolyse i
6N HC1-TGA, 110°C, 24 timer og 72 timer): Thr, 1,02; Ser, 2,798; Tyr,
1,00; Lys, 2,04; Arg, 3,13; Asp, 2,80; Glu, 2,10; Ala, 3,98; Val,
1,04; Met, 1,03; Ile, 1,85; Phe, 0,92.

EKSEMPEL 24
Fremstilling af [desNHz-Tyrl, Alals]hGRF(l-ZQ)-NHz

En portion pa 1,8 g [Alal3]hGRF(1-29)BHA-harpiks fra eksempel 2 blev
underkastet 2 cycler peptidsyntese som beskrevet i eksempel 2. Den
beskyttede peptidharpiks blev spaltet med HF som beskrevet i eksempel
3, hvilket gav 0,79 g ripeptid. En portion pi 200 mg blev underkastet
HPLC-oprensning som beskrevet i eksempel 6, hvilket gav 13 mg (5%
udbytte) [desNHp-Tyrl, Alal®]hGRF(1-29)-NHy. Produktet viste sig at
vere homogent ved analytisk HPLC. Aminosyresammensaztning (hydrolyse i
6N HCl-TGA, 150°C, 1 time og 72 timer): Asp, 3,00; Thr, 1,00; Ser,
3,00; Tyr, 0,99; Lys, 1,99; Arg, 3,04; Glu, 2,05; Ala, 4,25; Val,
0,99; Met, 0,92; Ile, 1,85; Leu, 3,97; Phe, 0,9.

EKSEMPEL 25
Fremstilling af [a-Aibld]hGRF(1-29)-NH)

En portion pa 1,68 g hGRF(16-29)BHA-harpiks (0,30 mmol) fra eksempel
6 blev underkastet 15 cycler fastfasepeptidsyntese, behandlet med TFA
og terret, hvilket gav 1,93 g sidekade-beskyttet [a-AiblS]hGRF(1-29)-
-BHA-harpiks. Den beskyttede peptidharpiks blev underkastet spaltning
med vandfrit HF som i eksempel 3, og efter den sadvanlige oparbejdn-
ing vandtes rat [a-AiblS]hGRF(l-29)-NH2. En portion pid 200 mg blev
underkastet HPLC-oprensning som i eksempel 6, og der vandtes [a-Aib]-

hGRF(1-29)-NHy. Produktet viste sig at vare homogent ved analytisk
HPLC.
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EKSEMPEL 26

Den biologiske aktivitet af de her omhandlede forbindelser blev sam-
menlignet med den biologiske aktivitet af syntetisk GRF(1-44)-NHj.
Den biologiske aktivitet af den syntetiske GRF(1-44)-NHy var identisk
med aktiviteten af maturligt GRF(1-44)-NHy, der blev isoleret fra en
human pancreastumor af et individ, der led af acromegali [Salk In-
stitute standard hGRF-NHz-(NL-A-lO)]. Assayet for biologisk aktivi-
tet, der er baseret pi evmen til at stimulere dannelsen af vaksthor-

mon i rottehypofyseceller i vavskultur, blev udfert pa felgende made:

Hypofyser fra 30-40 Sprague-Dawley-hanrotter (175 g) blev fjernet
aseptisk efter dekapitering. Forlapperne blev indsamlet, vasket 3
gange 1 steril Hepes-puffer (0,025M, pH 7,35) og dispergeret ved 37°C
i 20-30 ml Hepes-puffer (pH 7,35) indeholdende collagenase (4 mg pr.
ml) og Dispase (protease kvalitet II, 2 mg pr. ml). Efter nansom vor-
texering i 100-110 minutter og triturering ved hjzlp af en Pasteur-
pipette, blev de dispergerede celler adskilt ved centrifugering (150
% g, 4 min) og resuspenderet i Hepes-puffer indeholdende neuramini-
dase (8 g/ml) og 200 g/ml ethylendiamintetraeddikesyre (EDTA)-di-
natriumsalt, pH 7,35, i 10 minutter. Cellerne blev vasket 2 gange med
udpladningsmedium og udpladet pa multibrend-plader (1,5 x 109 celler
pr. ml) under anvendelse af nedenstiaende definerede medium: F-12/-
DMEM/BGJ (6:3:1, Gibco: 430-1700/430-1600/320-2591) med 2 g BSA/L,
2,38 g Hepes/1,50 mg PSN antibiotikablanding (Gibco Laboratories), 10
mg/1 transferrin (Sigma T2252) med 1,83 mg NazHCO3/1 (Baker 3506).
Mediet i hver brend blev tilsat enten en preve af den hidtil ukendte
GRF-analog eller naturligt GRF(1-44)-NHy i koncentrationer i omradet
0,8-200 fmol pr. ml medium. Kontrolbrende indeholdt ikke nogen til-
sztning. Udpladningen blev udfert med dette medium, hvortil der var
sat 2% fotalt kalveserum, for at sikre hurtig fastgerelse af celler-
ne. P4 4. dagen blev cellerne vasket 2 gange med det definerede
medium uden fotalt kalveserum. Endelig blev 900 gl defineret medium
sat til hver brend plus 100 pl af samme medium, der indeholdt hver
individuel behandling in triplo. Efter & timers inkubation blev
mediet indsamlet og fortyndet efter behov til udferelse af radioimmu-
noassay (RIA) for rottevaksthormon. RIA for rottevazksthormon blev

udfert under anvendelse af Sinha’s antimurine GH-immunserum og Natio-
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nal Pituitary Agency’'s metode under anvendelse af protein A til

udfazldning af antistof/antigenkompleks.

Resultaterne af assayene var, at det hidtil ukendte (AlalS)GRF(1-29)-

NHy blev sammenlignet med GRF(1-29)NHy og viste sig at vare 5,1 gange

starkere. De relative potenser i forhold til GRF(1-44)NHy er vist i

nedenstdende tabel.

Forbindelse nr.

TABEL

Relative potens

D
2)
3)
4)
5)
6)
7
8)
9
10)
1)
12)
13)
14)
15)
16)
17
18)
19)
20)

GRF (1-44)NH
[Alal5]GRF(1-29)0H

[Vall5]GRF(1-29)NHg

[Leul5] GRF(1-29)NHgz

[Alal5] GRF(1-29)NHg

[B-Alal5] GRF(1-29)NH,

[Aib15]GRF(1-29)NH2

[Alal2 AlalS]GRF(1-29)NH2
[desNHoTyrl,Alal5]GRF(1-29)NHg

[desNHoTyr!,Alal5 Met27]JGRF(1-29)NHg
{desNHgTyr!,D-Ala2 Alal5]GRF(1-29)NH2
[desNHoTyrl,D-Ala2 Alal5 Met27]JGRF(1-29)NHz
[Alal5 N1e27]GRF(1-29)NHz

[D-Ala2,Alal5 N1e27]JGRF(1-29)NHg
[N-Me-D-Ala2,Alal5 N1e27]GRF(1-29)NHg
[desNHyTyrl,D-Ala2,Alal5 Nle27]JGRF(1-29)NHz
[desNH,Tyrl,N-Me-D-Ala2,Alal5 N1e27JGRF(1-29)NHz
(Leul5]GRF(1-29)0H

[Vall5)GRF(1-29)0H. ~

[D-Ala2,Alal5]GRF(1-29)NHg

1.0
15,
1.03
35
381
556
3.7
26
4.04
0.83
470
0.63
427
147
3.08
3.06
1.82
0.65
0.38
4.86
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PATENTKRAV

1. Vzksthormonfrigivende faktor (GRF)-forbindelse med den almene for-
mel I

1 .2 S 10
R -R“-Asp-Ala-l1le-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-

3 154 20
Arg-R~-Val-Leu-R -Gln-Leu-Ser-Ala-Arg- I

25 5 6
Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-R™-Ser-R -X

hvor RL betegner Tyr, D-Tyr, desNHy-Tyr, Ac-Tyr eller His; R2
betegner Ala, D-Ala eller N-methyl-D-Ala; R3 betegner Lys eller
Ala; R4 betegner Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Nval, B-Ala eller

10 a-Aminoisosmersyre; R betegner Met, Leu, Nle eller Ile; Rr6
betegner en aminosyresekvens valgt blandt Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-
Ser-Asn-Gln-Glu-Arg-Gly-Ala-Arg-Ala-Arg-Leu og fragmenter deraf,
hvor sekvensen er reduceret i antal med 1-15 aminosyrerester fra
carboxylenden; og X betegner enten OH eller NHy, og hvor alle

15 aminosyrer er L-aminosyrer medmindre andet specifikt er angivet.
eller farmaceutisk acceptable syre- eller baseadditionssalte deraf.

2. Forbindelse ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at den har den almene formel

1 .2 5 10
R*"~R"-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-

3 154 20
Arg-R™~Val-Leu-R -Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-~

25 30
Lys-Leu—Leu-Gln—Asp—Ile—Rs—Ser—Arg-Gln-Gln-Gly-

35 40
Glu-Ser-Asn-Gln-Glu-Arg-Gly-Ala-Arg-Ala-Arg-Leu-X

20
hvor Rl, Rz, R3, R"’, R og X har den i krav 1 anferte betydning.
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3. Forbindelse ifelge krav 2,

kendetegnet ved, at den er

[Alal3)GRF(1-44)-NHy, eller
[LeuldJGRF(1-44)-NH,.
2

4, Forbindelse ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at R® betegner Arg, og rl, B2, R3, R%*, RO

og X har den i krav 1 anferte betydning.

5. Forbindelse ifelge krav 4,

kendetegnet ved, at den er

[Leul]GRF(1-29)-NH,,
[Valld]GRF(1-29)-NH,,
[Leul’]GRF(1-29)-0H,
[Valld]GRF(1-29)-0H,
[B-Alal3GRF(1-29)-NHy, eller
[a-AibL3]GRF(1-29) -NH,.

6. Forbindelse ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at R4 betegner Ala, og Rl, R2, R3, R5, RO

og X har den i krav 1 anferte betydning.

7. Forbindelse ifslge krav 6,

kendetegnet ved, at den er

[alald]GRF(1-29)-NH,,

[Alal?, Alal®]GRF(1-29)-NH,,

[D-Ala2, Alal®]GRF(1-29)-NH,,
[Alal®]GRF(1-29)-0H,

[desNHy-Tyrl, Alald]GRF(1-29)-NHy, eller
[desNHy-Tyrl, D-Ala2, Alal3]GRF(1-29)-NH,.

8. Forbindelse ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at R4 betegner Ala, RO betegner Leu, R®

betegner Arg, og Rl, Rz, R3 og X har den i krav 1 anferte betydning.
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9. Forbindelse ifslge et hvilket som helst af kravene 1-8 til an-
vendelse som terapeutikum, isar til behandling af vakstrelaterede
lidelser, som er karakteriserede ved vzksthormondeficienser hos

mennesker.

10. Forbindelse ifslge et hvilket som helst af kravene 1-8,
kendetegnet ved, at den anvendes til behandling af dyr for

at fremme deres vakst.

11. Fremgangsmide til fremstilling af vaksthormonfrigivende faktor

(GRF) -forbindelser med den almene formel I

1 2 5 10
R"-R"-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-

3 154 20
Arg-R™-Val-Leu-R -Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-

25
Lys—Leu-Leu-Gln-Asp—Ile-Rs-Ser-Rs-X I

hvor Rl betegner Tyr, D-Tyr, desNHy-Tyr, Ac-Tyr eller His; R2
betegner Ala, D-Ala eller N-methyl-D-Ala; r3 betegner Lys eller
Ala; R4 betegner Ala, Leu, Val, Ile, Nle, Nval, B-Ala eller
a-Aminoisosmersyre; R betegner Met, Leu, Nle eller Ile; R6
betegner en aminosyresekvens valgt blandt Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-
Ser-Asn-Gln-Glu-Arg-Gly-Ala-Arg-Ala-Arg-Leu og fragmenter deraf,
hvor sekvensen er reduceret i antal med 1-15 aminosyrerester fra
carboxylenden; og X betegner enten OH eller NHj, og hvor alle

aminosyrer er L-aminosyrer medmindre andet specifikt er angivet,

eller farmaceutisk acceptable syre- eller baseadditionssalte deraf,
kendetegnet ved, at

a) beskyttelsesgrupperne pi et hensigtsmessigt beskyttet polypeptid
med en tilsvarende aminosyresekvens, hvilket polypeptid er synteti-
seret ved oplesningsfasepeptidsyntese, fraspaltes under anvendelse af

sadvanlige metoder, eller
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b) et hensigtsmassigt sidekade-beskyttet harpiksbundet polypeptid
med tilvarende aminosyresekvens, hvilket polypeptid er blevet synte-

tiseret ved fastfasepeptidsyntese, omsazttes med vandfrit flydende HF,

og den vundne forbindelse med den almene formel I om ensket omdannes

til et farmaceutisk acceptabel syre- eller baseadditionssalt.

12. Farmaceutisk praparat,
kendetegnet ved, at det indeholder en effektiv mzngde af
en forbindelse ifelge et hvilket som helst af kravene 1-8 og en

ikke-toxisk farmaceutisk acceptabel flydende eller fast barer.

-

13. Anvendelse af en forbindelse ifslge et hvilket som helst af kra-
vene 1-8 til fremstilling af et terapeutisk praparat til behandling
af vakstrelaterede lidelser, der er karakteriserede ved vazksthormon-
deficienser hos mennesker, eller til behandling af dyr for at fremme

deres vakst.
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