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preptider med formlen (I)
His-Ser-6ln~Gly-Thr-Phe-Thr-Ser—-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-
5 10

Asp-ser-Arg-Arg-Ala—Gln-Asp-R2,

15 20

hvori R2 er ~OH, peptidkaden -Phe-Val-Gln-Trp-Leu eller
25

-Met-Asn~Thr eller en tilsvarende peptidkzde, som er
jdentisk med de to sidstnzvnte peptidkzder, men med det
forbehold, at &n eller flere af aminosyrerne er udeladt,
eller salte deraf, blandt hvilke nogle er hidtil ukendte,
kan anvendes som diagnostikum, £.eks. ved galde- og urin-
vejssten, spasmer i fordgjelsessystemet og mavesér.

Forbindelserne I udviser samme spasmolytiske
virkning og samme inhiberende virkning p& mavesyresekre-
tion som glucagon, men har ingen eller ubetydelig meta-
bolisk virkning.
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Den foreliggende opfindelse angdr glucagonlignende

peptider med den almene formel I

His-Ser~Gln-Gly-Thr-Phe-Thr~-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-
Asp-Ser-Arg~Arg-~Ala-Gln-Asp-R (I)

hvor R betegner OH, peptidkaden -Phe-Val-Gln-Trp-Leu eller
-Met-Asn-Thr eller en peptidkede, som er identisk med en af de
to sidstnavnte peptidkader, med det forbehold, at én eller fle-
re af aminosyreenhederne er udeladt, eller salte deraf til an-
vendelse som spasmolytiske midler ved diagnosticering.

Det er kendt, at glucagon, som er et polypeptidhormon
bestdende af 29 aminosyrer, udviser flere farmakologiske virk-
ninger. Anvendelsen af glucagon til behandlingen af hypoglykemi
skyldes forbindelsens metaboliske virkning. Glucagon udviser
endvidere en spasmolytisk virkning pa glat muskulatur. Det har
nu overraskende vist sig, at forbindelser med formel I kvanti-
tativt udviser samme spasmolytiske virkning som glucagon, selv
om forbindelser med formel I ikke udviser nogen eller kun en
mindre, ubetydelig metabolisk virkning. Forbindelser med formel
I kan saledes betragtes som overlegne i forhold til glucagon,
nar der kun gnskes en spasmolytisk virkning.

Det har f.eks. vist sig, at glucagonl_Zl, gluca-
gony _,¢ 09 des(22-26)glucagon in vitro med hensyn til inhibe-
rende virkning pa amplityden af elektrisk stimulerede marsvine-=
ileumskontraktioner har omtrentlig samme aktivitet som gluca-
gon, jfr. Europ.J.Pharmacol. 90 (1983), side 318, tabel 1. 10-5
M glucagon giver 83 # 4% (X # sd, N = 3) inhibering sammenlig-
net med 78 * 5% for glucagonl_Zl. Vifgningen af 10—6 M er hen-
holdsvis 50 * 3% og 52 * 5% og af 10 M: 27 + 3% for hvert
peptid.

Glucagon har endvidere omtrentlig samme aktivitet

1-21
som glucagon med hensyn til reducerende virkning pa intestinal
motilitet in vivo pd kaniner. 100 - 200 ug glucagon og 77 - 154

g glucagon , som administreres intravengst som bolusinjek-
H 1-21 | J
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tion til anzsteserede kaniner vejende 2,5 - 3,0 kg, giver en
inhibering af intestinal motilitet, som begynder 1 minut efter
administreringen, og som varer ca. 10 min.

De metaboliske virkninger af glucagonl_zl, gluca-
gon; e 09 des(22-26)glucagon er, nar de eksemplificeres ved
deres lipolytiske virkning in vitro pd frie fedtceller fra rot-
ter og deres virkning in vitro pad aktiveringen af adenylatcy-
clase, ubetydelige sammenlignet med glucagons metaboliske virk-
ninger, jfr. nedenstdende forsgg F, tabel 2. Der er ikke fundet
metaboliske virkninger efter administrering til rotter in vivo.

Det er vist, at glucagon friggr insulin fra isoleret,
perfunderet rottepancreas, men glucagonl_21 har ikke en sadan
effekt, nar det infunderes til samme koncentration som glucago-

net. Glucagon giver endvidere ikke - i modsatning til glu-

1-21
cagon - hyperglykami eller friger insulin in vivo hos rotter.

Glucagon og glucagon er omtrentlig @kvipotente

1-21
med hensyn til relakserende virkning pa& submaximalt kontrahere-
de kaningaldeblarepraparater in vitro.

Opfinderne har dokumenteret, at glucagonl_zl, gluca-

gon og des(22-26)glucagon har spasmolytisk virkning og har

inginzgller meget ringe metabolisk virkning. Endvidere er det
kendt, at glucagon har badde spasmolytisk og metabolisk virk-
ning. Nar det er dokumenteret, at glucagonl_21 og glucagonl_26
har de patentbegrundende, overraskende egenskaber, er det ogsa
sandsynliggjort, at bl.a. glucagonl_zz, glucagonl_23, gluca-
gon, _,4 ©O9 glucagonl__25 har samme egenskaber. Nar det yderlige-
re er dokumenteret, at des(22-26)glucagon har samme egenskaber,
er det ogsa sandsynliggjort, at bl.a. des(22-27)glucagon og
des(22-28)glucagon har samme egenskaber.

Forbindelser med formel I eller salte deraf kan
f.eks. anvendes ved radiologisk (regntgenundersggelse), endosko-
pisk (direkte iagttagelse af mave- og tarmomradet) og hystero-
salpingografisk diagnosticering.

Forbindelser med formel I kan omdannes til ved diag-
nosticering anvendelige praparater og kan administreres, for-

trinsvis til mennesker, analogt med kendte metoder.
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Forbindelser med formel I eller salte deraf kan ved
diagnosticering anvendes analogt med anvendelsen af glucagon
til samme formdl. Forbindelser med formel I eller salte deraf
kan administreres intravengst, intramuskulert eller subkutant i
doser i omrddet fra ca. 1 til ca. 1000 pg/kg legemsvagt, for-
trinsvis fra ca. 10 til ca. 100 pg/kg legemsvagt, selv om der
kan administreres lavere eller hgjere doser. Den pabudte dosis
afhenger af patientens tilstand og behandlingens varighed.

Forbindelser med formel I kan eventuelt administreres
oralt, f.eks. ved anvendelse af sazrlige tilsatninger.

Til parenteral administrering oplgses forbindelser
med formel I i destilleret vand, og pH-vardien indstilles pé
ca. 6 — ca. 8. Til lettelse af en fryseterring og til opnaelse
af et egnet produkt kan der szttes lactose til oplgsningen.
Oplgsningen sterilfiltreres og fyldes i hatteglas. Derefter
frysetgrres oplgsningen, og hatteglassene lukkes under asepti=
ske betingelser.

Forbindelser med formel I oy salte deraf kan frem-
stilles under anvendelse af metoder, som generelt er kendt
inden for peptidsyntese. Forbindelser med formel I kan - kort
angivet - opbygges ud fra et beskyttet glucagonfragment, f.eks.
beskyttet glucagonl_ls, og et beskyttet peptid indeholdende dz
resterende aminosyreenheder i den gnskede forbindelse med form-
len I. Fremstilling af beskyttet glucagonlals er beskrevet i
Res.Discl. 1979, 247. Peptider indeholdende flere end amino-
syreenhederne 16 - 21 i glucagon kan opbygges ud fra et besky:-
tet glucagonfragment, f.eks. beskyttet glucagoan_Zl, og et be-
skyttet peptid indeholdende de resterende aminosyreenheder. An-
vendelsen af egnede beskyttelsesgrupper og aktiveringer under
peptidsynteserne er kendt for fagmanden. Det foretrakkes at an-
vende beskyttelsesgrupper, som let kan fjernes.
og des(22-26)glucagon kan

Glucagon glucagon

1-217 1-26
sdledes fremstilles ved at koble det beskyttede glucagonfrag-

ment med formlen II
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Adoc-His(Adoc)—Ser(But)-Gln—Gly—Thr(But)-Phe—Thr(But)—
Ser(But)—Asp(OBut)—Tyr(But)—Ser(But)—Lys(Boc)—Tyr(But)—
Leu-Asp (0Bu®)-0H (II)

med de beskyttede glucagonfragmenter med formlen henholdsvis

ITI, IV eller V

t

H-Ser(But)-Arg(HCl)-Arg(HCl)-Ala—Gln-Asp(OBut)—OBu (II1)
H-Ser(But)—Arg(HBr)—Arg(HBr)-Ala—Gln-Asp(OBut)-Phe—Val-
Gln—Trp—Leu—OBut (IV)
H—Ser(But)—Arg(HBr)—Arg(HBr)-Ala—Gln—AsP(OBut)—Met—Asn—
Thr(But)—OBut (V)

ved den blandede anhydridmetode under anvendelse af isobutyl-
chlorformiat. Fra de pd& denne made vundne, fuldt beskyttede
peptider kan beskyttelsesgrupperne fjernes under sure betingel-
ser, f.eks. ved behandling med trifluoreddikesyre indeholdende
10% 1,2-ethandithiol. De ra peptider kan renses ved ionbytter-
kromatografering, f.eks. QAE-Sephadex® A-25, efterfulgt af en
afsaltning, f.eks. gelfiltrering pd Sephadex® G-25. De rensede
peptider kan isoleres ved frysetgrring. De beskyttede glucagon-
mellemproduktfragmenter med formlen IV og V kan fremstilles ved
kobling af det beskyttede glucagonfragment med formlen VI

Bpoc-Ser(But)—Arg(HBr)-Arg(HBr)—Ala—Gln—Asp(OBut)OH (VI)

med de beskyttede glucagonfragmenter med formlen henholdsvis
VII eller VIII
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H-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-OBu® (VII)
t t
H-Met-Asn-Thr (Bu )-0Bu (VIII)

under anvendelse af den blandede anhydridmetode, hvorefter den
N-terminale Bpoc-gruppe kan fjernes selektivt under milde, sure
betingelser, f.eks. ved behandling med HC1l (0,2N) i methanol/
N,N-dimethylformamid.

De beskyttede peptidfragmenter med formlen III, VI,
VII og VIII kan fremstilles ved trinvis forlengelse af kaden
under anvendelse af konventionelle metoder, sasom den aktive
estermetode eller den blandede anhydridmetode til kobling.

Peptider med formel I, hvor R betegner en peptidkade,
der er identisk med en af de to petidkader -Phe-Val-Gln-Trp=Leu
og -Met-Asn-Thr, i hvilken dog én eller flere af aminosyreanhe—
derne er udeladt, kan fremstilles pd tilsvarende madde som be-
skrevet ovenfor, med den undtagelse, at én eller flere af de
pdgzldende aminosyreenheder udelades i de beskyttede petidirag-
menter med formel VII og VIII.

En fremgangsméde til fremstilling af glucagon, ., &<
beskrevet i J.Biol.Chem. Zil' nr. 7, 2132 - 2138 {(1972), nemlig
fordpjelse af svine-, okse- eller fareglucagon med carboxy-
petidase A. Glucagon;_,, €F kendt fra Metabolism 25, Suppl. 1,
1315 - 1316 (1976).

Som eksempler pd specifikke forbindelser med formlien
I kan angives forbindelser med formel I, hvor R er Phe, Val,
Gln, Trp, Leu, Met, Asn eller Thr. En foretrukken forbindelse
med formlen I er glucagonl_21, idet den udviser ekstra gode
egenskaber, og idet den let kan fremstilles, f.eks. ud fra na-
turligt glucagon.

Forbindelser med den almene formel I'

His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe~-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-
Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-R' (1')
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hvor R' har samme betydning som R, med de forbehold, at R' ikke
betegner -Phe-Val-Gln-Trp-Leu eller OH, kan - kort angivet -
fremstilles ved at behandle en forbindelse med den almene for-
mel IX

£)

Adoc—His(Adoc)—Ser(But)—Gln—Gly-Thr(Bu -Phe—Thr(But)—

Ser(But)—Asp(OBut)—Tyr(But)—Ser(But)-Lys(Boc)—Tyr(But)—Leu—

Asp(OBut)-Ser(But)—Arg(Hx)—Arg(HX)—Ala-Gln—Asp(OBut)-Rl—

OBut (IX)

hvor Rl betegner peptidkaden -Phe-Val-Gln-Trp-Leu-, fra hvilken
én eller flere af aminosyreenhederne er udeladt, peptidkaden
—Met-Asn—Thr(But)- eller en peptidkade, som er identisk med
sidstnevnte peptidkade, med det forbehold, at én eller flere af
aminosyreenhederne er udeladt, og X betegner chlor eller brom,
med en syre sdsom trifluoreddikesyre.

Som eksempel pa salte af forbindelser med formel I
kan angives natrium-, kalium-, magnesium-, kalcium~- og zink-
salte og syreadditionssalte med organiske eller uorganiske
syrer sasom myresyre, methansulfonsyre, saltsyre og svovlsyre.
Foretrukne salte af forbindelser med formel I er physiologisk
og farmaceutisk tolerable salte.

Praparater indeholdende en forbindelse med formel I
eller et salt deraf kan ogsa indeholde ét eller flere farmaceu-
tisk tolerable bzrestoffer, fortyndingsmidler, fortrinsvis
vand, og/eller tilsztningsstoffer. Som eksempler pad sddanne
bezrestoffer kan angives konventionelle konserveringsmidler,
f.eks. p-hydroxybenzoesyremethylester og -propylester, og na-
triumchlorid.

Den heri anvendte nomenklatur er i overensstemmelse
med den, der er angivet i J.Biol.Chem. 247, 977 - 983 (1972),
og Biochem.J. 104, 17 - 19 (1967). For kortheds skyld er gluca-
gon-(1-21)-heneicosapeptid heri betegnet glucagony_sq- gluca-
gon-(1-26)-hexacosapeptid er betegnet glucagon;_,¢ ©9 des-
pentapeptid-(22-26)-glucagon er betegnet des(22-26)glucagon.
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Bpoc betegner 1l-(biphenyl-4-yl)-l-methylethoxycarbonyl, Adoc
betegner l-adamantyloxycarbonyl, But betegner tertiart butyl,
og Boc betegner tert.butyloxycarbonyl.

Opfindelsen belyses nermere ved fglgende eksempler:

Eksempel 1
des(22-26)glucagon.

lg Adoc—His(Adoc)—Ser(But)—Gln—Gly—Thr(But)—Phe—Thr(But)—
Ser(But)—Asp(OBut)-Tyr(But)—Ser(But)-Lys(Boc)-Tyr(But)—Leu—
Asp(OBut)—Ser(But)—Arg(HBr)—Arg(HBr)—Ala-Gln-ASp(OBut)—Met—
Asn—Thr(But)—OBut oplgses i 25 ml trifluoreddikesyre indehol-
dende 10% 1,2-ethandithiol, og reaktionsblandingen lades hensta
ved 15°C i 3 timer. Der tilsattes derefter langsomt 200 ml
tetrahydrofuran, og bundfaldet isoleres, vaskes med tetrahydro-
furan og terres i vakuum. Det resulterende produkt kan renses
ved ionbytterkromatografering pad QAE-Sephadex® A-25 og afsaltes
ved gelfiltrering pd Sephadex® G-25.

Eksempel 2

Et praparat til parenteral administrering indeholden-
de 1 mg glucagon;_,; PT- ml kan fremstilles p& feolgende made:

1 g glucagon og 99 g lactose oplgses i én liter

destilleret vand, og pé—iirdien indstilles pa 7,0. Derefter
sterilfiltreres oplgsningen. Den sterile oplgsning fyldes i 10
ml's hetteglas pd en sadan made, at hvert hatteglas indeholder
1,0 ml oplesning. Oplegsningerne fryseterres derefter, og hatte-
glassene lukkes under aseptiske betingelser.

Produktet i hztteglassene skal fgr administreringen

oplgses i 1,0 ml sterilt vand.
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Eksempel 3

Et przparat til parenteral administrering indeholden-
de 10 mg glucagonl_21 pr. ml kan fremstilles pd felgende made:

10 g glucagonl_21 og 90 g lactose oplgses i én liter
destilleret vand, og oplgsningen fremstilles pd analog made som

beskrevet i eksempel 2.

Forsgg A: Spasmolytisk effekt

En hankanin, som vejer 2,56 kg, anasteseres med nem-
butal efter at have fastet natten over. Positionen for den bal-
lon, der anvendes til maling af intestinal motilitet, er 1 m
fra pylorus i jejunum. Motiliteten registreres for og efter in-
travengs administrering af 77 ug glucagonl_21 i1 ml0,9% salt-
vand indeholdende 0,1% humant serumalbumin. Den opndede effekt
er nar atoni i tarmen. Effekten begynder 1 minut efter admini-

strering og varer 11 minutter.

Forsgg B: Spasmolytisk effekt

En hankanin, som vejer 2,32 kg, behandles med fglgen-
de doser som beskrevet i eksempel A:

77 ug glucagonl_21 i 1 ml af den i forsgg A angivne
oplgsning gav intravengst ingen mdlelig spasmolytisk effekt.

154 ug glucagonl_21 i 1 ml af den i forseg A angivne
oplgsning havde intravengst tvivlsom virkning. 308 pg gluca-
gony_, i 1 ml af ovennavnte oplgsning havde en tydelig spasmo-
lytisk effekt, idet den n®sten gav fuldstezndig atoni. Effekten
begyndte 2 1/2 minut efter administreringen og varede 6 minut-

ter.
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Til sammenligning administreredes glucagon til samme
kanin. 200 pg glucagon havde intravenest ingen malelig effekt,
men 400 pug glucagon gav imidlertid en tydelig effekt, der var
sammenlignelig med den effekt, som 308 ug glucagon; _,; 9av.

Forspg C: Akut toxicitet

10 mg glucagon;_oq administreret intravengst som
bolus til NMRI-mus, som vejer 20 g (d.v.s. en dosis pd 500
mg/kg legemsvagt), havde ingen skadelig virkninger. Der skete

ingen depdsfald.

Forsgg D: Spasmolytisk virkning

Fem marsvin (hanner og hunner), som vejede 300 - 350
g, blev drabt med et slag mod hovedet efterfulgt af afbledning.
2 cm ileum-segmenter oralt fra ampulla blev anbragt i et 15 ml
organbad indeholdende en Tyrode-oplgsning, som ved 37°C blev.
gennemboblet med 95% 02 og 5% CO2. Vavene blev sat op med en
tension pa 1 g. Reaktionen over for transmural stimulering blev
optegnet under anvendelse af en absorberingskile og en photo-
elektrisk transducer (Devices), som var forbundet til en Kipp &
7onen-skriver. Submaksimale twitch-respons blev opnaet ved sti-
mulering ved 1 - 5 V under anvendelse af platinelektroder og en
Grass-stimulator. Pulshastigheden var 0,2 pps, og pulsvarig-
heden var 50 ms. Rumfang p& 100 pl blev tilsat til opndelse af
de endelige praparatkoncentrationer i badet.

Resultatet af undersegelsen blev, at den relative
aktivitet af glucagonl_26 og des(22-26)glucagon pa inhiberingen
af elektrisk stimuleret marsvineileum in vitro er 100% sammen-

lignet med glucagons tilsvarende virkning.
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Forsgg E: Metabolisk virkning

Glucagon, der blev administreret intravenest til rot-
ter som en bolusinjektion i en dosis pa 1 mg/kg, bevirkede
sammenlignet med placebo en signifikant forggelse af blod-
glucose- og plasma-IRI- (immunoreaktivt insulin) niveauet (se
nedenstdende tabel 1). En moderat forggelse i blodglucose-
niveauet hos de rotter, der var blevet behandlet med placebo i
lgbet af forsdgsperioden, skyldtes det stress, rotterne var
udsat for, nar der blev taget blodprgver fra orbital plexus.
Plasma-IRI- og blodglucoseniveauet steg signifikant hos de
rotter, der var behandlet med glucagon.

I modsetning hertil forarsagede glucagonl_21 admini-
streret intravengst i zkvimolare doser (dvs. 0,77 mg/kg) ikke
nogen fordgelse af blodglucose- eller plasma-IRI-niveauerne
sammenlignet med administration af placebo (jfr. tabel 1).
Plasma~ IRI-niveauet hos gruppen, der fik glucagonl_21, var
lidt hgjere end niveauet hos placebo-gruppen. Niveauet var
imidlertid ogsd lidt hgjere allerede fgr behandlingen, men

forskellene var ikke signifikante.
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Tabel 1

Virkning pa blodglucose og plasma-IRI hos fodrede rotter
Minutter efter intravengs dosering til tiden 0 minutter

-5 2 5 10 15 30 60

Blodglucose, mg/100 ml X + S.E.M.

Glucagon 942 T16: 5 128+ 4% 134+ 3% 13764%  1d6: 6° 11232
Placebo 89+3 107+ 3 112¢# 3 117+ 4 115¢4 108+ 4  125%5
Glucagon; ,, 10143 111+ 6 113+ 5 122+ 5 126:9 130+ 6 12945
Placebo 102+4 115+ 2 119+ 3 126% 4 125#¢5 127+ 6  126%3
Plasma IRI, pU/ml, X + S.E.M.

Glucagon 19+4 05+18% 98102  82:16> 6790  53:15 175
Placebo 17+4 25+ 3 28+ 7 23+ 3  20%3 22+ 3 25%2
Glucagon, _,q 32+3 30+3 333 35+ 6  43:8 38+ 7 30%2
Placebo 132 2043 20:3 224 244 22t 4 16%4

b

4 b mindre end 0,5; ° P mindre end 0,01 (Students test)

Forseg F: Lipolytisk virkning og adenylatcyclaseaktivering

Adenylatcyclaseaktiviteten i rotteleverplasmamembra-
ner blev bestemt ved mdling af omdannelsen af [a—BzP]ATP til
[329]cAMP. Testmediet indeholdt [d—32E]ATP (40 pCi/ml), ATP
(0,1 mmol/1), MgCl2 (5 mmol/1l), KCl (10 mmol/1l), 3-isobutyl-l-
methylxanthin (1 mmol/l), cAMP (1 mmol/1), GTP (50 umol/1),
creatinkinase (1 mg/ml), creatinphosphat (30 mmol/1l), humant
serumalbumin (0,1%) og leverplasmamembraner (0,1 - 0,2 mg
protein/ml) i Tris 50 mmol/l, pH 7,6. Det totale reaktions-
rumfang var 100 pl, og membranerne blev inkuberet ved 30°C 1 15

minutter. Reaktionen blev stoppet, og cAMP blev renset som
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beskrevet af Salomon et al. (Anal.Biochem. 58, 541 - 548

aluminiumoxydchromatografering.
Den lipolytiske aktivitet af glucagon og glucagonana-

loger blev bestemt ved maling af glycerolfrigerelsen fra frie

(1974)) under anvendelse af DowexVM-SO og neutral

fedtceller i lgbet af 60 minutters inkubering. Cellerne blev

fremstillet fra epididymalfedtpuder fra Wistar-rotte, jfr.
Horm.Metab.Res. 5, 196 - 199 (1973).
De opndede resultater fremgdr af nedenstdende tabel

2.
Tabel 2

Adenylatcyclase- Lipolyse,
Forbindelse aktivering, % %
Glucagon; _,. 0,16 0,20
des(22-26)glucagon £ 0,001 0,01
Glucagon 100 100
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PATENTKRAV:

1. Glucagonlignende peptider til anvendelse som spas-
molytiske midler ved diagnosticering, kendetegnet ved, at de

har den almene formel I

His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp~Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-
Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-R (I)

hvor R betegner OH, peptidkeden -Phe-Val-Gln-Trp-Leu eller
-Met~Asn-Thr eller en peptidkade, som er identisk med en af de
to sidstnavnte peptidkader, med det forbehold, at én eller
flere af aminosyreenhederne er udeladt, eller salte deraf.

2. Glucagonlignende peptider ifglge krav 1, kendeteg-
net ved, at R betegner Phe, Val, Gln, Trp, Leu, Met, Asn eller
Thr.

3. Glucagonlignende peptider ifglge krav 1, kendeteg-
net ved, at R betegner OH, -Phe-Val-Gln-Trp-Leu eller -Met-
Asn-Thr.

4, Glucagonlignende peptid ifglge krav 1 eller 3,
kendetegnet ved, at R betegner OH.
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