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CRF (corticotropinfriggrende faktox) har formlen:

H-Ser-Gln-Glu~Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-
Leu-Arg-Glu-Va1-Leu—G1u-Het-Thr-Lys—Ala-Asp-Gln—Leu-Ala—
Gln-Gln-Ala-His—ser-Asn-Arg-Lys—Leu-Leu-Asp—I1e-A1a-NH2.

CRF-analoge er blevet syntetiseret, hvilke forbindelsexr

er i det mindste lige si virksomme som CRF, og CRF eller
disse CRF-analoge eller farmaceutisk acceptable salte der-
af, der er dispergeret i en farmaceutisk acceptabel flyd-
ende eller fast bzrer, kan administreres til pattedyr til
opnidelse af en betydelig foxggelse af mazngderne af ACTH,
p-endorphin, B~lipotropin og corticosteron og/eller en
sznkning af blodtrykket over et udstrakt tidsrum. I de
analoge forbindelser kan én eller flere af de fgrste tre
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Den foreliggende opfindelse angar en analogifremgangsméde til
fremstilling af hidtil ukendte CRF eller CRF-analoge peptid-
forbindelser samt peptidmellemprodukter til brug som udgangs-

materiale ved fremgangsmaden.

Eksperimentelle og kliniske iagttagelser har understgttet
den opfattelse, at hypothalamus spiller en afggrende rol-

le med hensyn til reguleringen af adenohypofysielle cortico=
trope cellers sekretionsfunktioner. For mere end 25 ar siden
demonstrerede Guillemin, Rosenberg og Saffran og Schally
uafhengigt af hinanden tilstedevarelsen af faktorer i hypo=
thalamus, som ville forgge omfanget af ACTH-sekretion fra
hypofysekirtlen, der er inkuberet in vitro eller opbevares

i en organkultur. Ingen af de indtil dato karakteriserede
sekretagoger opfylder de kriterier, der forventes af en
fysiologisk corticotropinfriggrende faktor, CRF. Fglgelig
har rensning af en stor CRF varet forsggt. Udgangsmateriale
for rensningen var en tidlig sidefraktion af de 490.000 hy=
pothalame fragmenter fra fér, der oprindeligt blev ekstra-
heret p& laboratoriet for neuroendocrinologi ved The Salk
Institute, sdledes som beskrevet af Burgus et al. i Hypo=
thalamus and Endocringe Functions (F. Labrie et al. eds.)
Plenum, New York, 1976, side 355. Ingen af de tidligere '
rensningsforsgg syntes at have fgrt til denne CRF med hgj

molekylvaegt i en renhed pd mere end ca. 1%

Sauvagin er et amideret generelt lignende 40-rest peptid,
som blev isoleret fra huden af den sydamerikanske frg
Phyllomedusa sauvagei, og det blev karakteriseret af
Erspamer et al. og blev beskrevet i Regulatory Peptides,
Vol. 2 (1981), side 1~13.

Sauvagin har formlen:

pGlu-Gly~Pro-Pro-Ile-Ser-Ile~Asp-Leu-Ser-Leu-Glu-Leu-Leu-
Arg-Lys-Met-Ile-Glu-Ile-Glu-Lys-Gln-Glu-Lys-Glu-Lys-Gln-
Gln—Ala—Ala-Asn—Asn—Arg-Leu-Leu-Leu-Asp-Thr-Ile-NH2.
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Sauvagin er blevet omtalt som havende en biologisk virkning i
henseende til sankning af blodtrykket hos pattedyr og til sti-
mulering af sekretionen af ACTH og B-endorphin.

Det har nu vist sig muligt at syntetisere den i henseende til
virkning og struktur lignende forbindelse CRF og dermed analo-

ge forbindelser.

CRF er nu blevet isoleret, renset og karakteriseret som

varende et hentetracontapeptid med formlen:

H-Ser-Gln-Glu-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-
Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Thr-Lys-Ala-Asp-Gln-Leu-Ala-
Gln-Gln-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-Ile-Ala-NH,.

Det kan alternativt omtales som amunin. Syntesen af 4l-rest-
peptidet er blevet fuldfgrt, og savel det isolerede CRF som
det syntetiske CRF har vist sig at stimulere ACTH-og B-
endorphin-aktiviteter in vitro og in vivo. Syntetisk CRF
har vist sig i vesentlig grad at saznke blodtrykket i et
udstrakt tidsrum. Som resultat heraf er CRF blevet gjort
tilgengeligt i hovedsagelig ren form (dvs. i det vasentlige
uden indhold af tilbageblivende mazngder af en rd, biologisk
ekstrakt eller af beslzgtede syntetiske kopier), og en ren-
hed p& mindst ca. 93% eller hgjere er praktisk opnidelig og

anvendelig til klinisk afprgvning.

Med 4l-rest-peptidet CRF analoge forbindelser, der har den
nedenfor anfgrte formlen, har i det mindste hovedsageligt

den samme biologiske aktivitet:

Rl-Pro—Pro—I1e—Ser-Leu—Asp—Leu-Thr—Phe~R13-Leu—Leu—Arg-G1u-VaT
-Leu-Glu-Rp1-Thr-Lys~-Ala-Asp-Gin-Leu-Ala-G1n-GIn-Ala-R3y9-Ser-
Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-Ile-Ala-NHy, hvori R1 er Ser-GIn-Glu
eller Ac, Ry3z er His eller Tyr, Rao1 er'Met, ITe eller Nle, og
R3o er His eller Tyr.
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CRF er blevet isoleret fra fars hypothalame ekstrakter,
renset og karakteriseret. Den benyttede nomenklatur til
definering af peptiderne er den, som er angivet af Schroder
& Lubke, "The Peptides", Academic Press (1965), hvori
aminogruppen 1 overensstemmelse med konventionel fremstil-
ling forekommer til venstre, og carboxylgruppen forekom-
mer til hgjre. Ndr aminosyreresten har isomere former, er
det L-formen af aminosyren, der er tale om, med mindre

andet direkte er anfgrt.

CRF og CRF-analoge forbindelser fresmtillet ifolge opfindelser
angives med foglgende formel:

Ry-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-Ry3-Leu-Leu-Arg-Glu-Va’
-Leu-Glu-Rpq-Thr-Lys-Ala-Asp-GIn-Leu~Ala-G1n-GIn-Ala-Rgy-Ser-
Asn—Arg—Lys—Leu-Leu—Asp~I1e—A1a-NH2, hvori R1 er Ser-GIn-G1t
eller Ac, Ryz er His eller Tyr, Rpy; er Met, Ile eller Nle, oc
R3o er His eller Tyr.

Fremgangsmaden ifolge opfindelsen er ejendommelig ved det i
den kendetegnende del af krav 1 anferte.

Opfindelsen angar endvidere peptidmellemprodukter med formlen:

X1-ser(x2)-61n(x4)-61u(Xx5)-Pro-Pro-Ile-Ser(X2)-Leu-Asp(X5)-
Leu—Thr(Xz)—Phe-R13(Xs)-Leu—Leu-Arg(X3)-G]u(xs)—VaT—Leu-G1u-
(X8)-Ro1-Thr(X2)-Lys(X6)-ATla-Asp(X5)-GTn(X4)-Leu-Ala-Gin(X%)-
G1n(X4)-A1a-R32(X8)-Ser (X2)-Asn(X4)-Arg(X3)-Lys(X5)-Leu-Leu-
Asp(X5)-Ile-Ala-(X7), som er ejendommelige ved, at X! er hy-
drogen eller en a-aminobeskyttelsesgruppe, X2 er hydrogen eil-
ler en beskyttelsesgruppe for den alkoholiske hydroxylgruppe i
en Ser- eller Thr-rest, X3 er hydrogen eller en beskyttelses-~
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gruppe for guanidinogruppen i Arg, x4 er hydrogen eller en be-
skyttelsesgruppe for amidogruppen i Gin eller Asn, X% er hy-
drogen eller en beskyttelsesgruppe for carboxylgruppen i Asp
eller Glu, X5 er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for si-
dekadeaminogruppen i Lys, X7 er valgt blandt NHy, -NH-BHA-
harpiksbarer og -NH-MBHA-harpiksbzrer, og X8 er hydrogen eller
en beskyttelsesgruppe for imidazolnitrogenet i His eller for
den phenoliske hydroxylgruppe i Tyr, forudsat at ikke alle
symbolerne X1l ti1 x8 star for hydrogen eller NHo.

De a-aminobeskyttelsesgrupper, der Kommer i betragtning som
X1, er de, der vides at vare anvendelige inden for den kendte
trinsvise syntese af polypeptider. Til klasserne af a-aminobe-
skyttelsesgrupper, der dazkkes af X1, herer (1) beskyttelses-
grupper af acyltypen, sasom formyl, acrylyl(Acr), benzoyl(Bz)
og acetyl(Ac), der fortrinsvis kun anvendes ved N-afslutnin-
gen; (2) beskyttelsesgrupper af den aromatiske uréthantype,
sidsom benzyloxycarbonyl (Z) og substitueret Z, sasom N-chlor-
benzyloxycarbonyl, p-nitrobenzyloxycarbonyl, p-brombenzyloxy-
carbonyl og p-methoxybenzyloxycarbonyl; (3) alifatiske ure-
thanbeskyttelsesgrupper, sasom t-butyloxycarbonyl (BOC), di-
isopropylmethoxycarbonyl, 1isopropyloxycarbony, ethoxycarbonyl
og allyloxycarbonyl; (4) beskyttelsesgrupper af cykloalkyl-
urethantypen, sasom cyklopentyloxycarbonyl, adamantyloxycar-
bonyl og cyklohexyloxycarbonyl; og (5) beskyttelsesgrupper af
thiourethantypen, sasom phenylthiocarbonyl. Den foretrukne a-
aminobeskyttelsesgruppe er BOC.

X2 er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for hydroxylgruppen
i Thr og Ser og er fortrinsvis valgt blandt acetyl(Ac), ben-
zoy1(Bz), tert.-butyl, triphenyimethyl (trityl), tetrahydropy-
ranyl, benzylether (Bzl) og 2,6-dichlorbenzyl (DCB). Den mest
foretrukne beskyttelsesgruppe er Bzl. X2 kan veare hydrogen,
hvilket betyder, at der ikke findes nogen beskyttelsesgruppe
pa hydroxylgruppen. ’

X3 er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for guanidinogrup-
pen i Arg og er fortrinsvis valgt blandt nitro, p-toluensuilfo-
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nyl (Tos), Z, admantoloxycarbonyl og BOC eller er hydrogen.

Tos er denh mest foretrukne.

X4 er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for amidogrup-—

pen i Asn eller Gln og er fortrinsvis xanthyl (Xan) .

X5 er hydrogen eller en esterdannende beskyttelsesgruppe

for B- eller a-carboxylgruppen i Asp eller Glu og er for-
trinsvis valgt blandt benzyl, 2,6-dichlorbenzyl, methyl,

ethyl og t-butylester. OBzl er den mest foretrukne.

X6 er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for Lys's side-
kedeaminosubstituent. Eksempler pd passende sidekazdeamino=
beskyttelsesgrupper er 7, 2-chlorbenzyloxycarbonyl (2-Cl=
Z), Tos, t—amyloxycarbonyl(Aoc), BOC og aromatiske eller
alifatiske beskyttelsesgrupper af urethantypen som oven-

for anfgrt.

Nir Met er til stede, kan svovlatomet om gnsket beskyttes
med oxygen. N&r His er til stede, kan imidazolnitrogenet
beskyttes med Tos eller 2,4-dinitrophenyl (DNP) . Nar Tyr
er til stede, kan hydroxylgruppen beskyttes med DCB.

Valget af en sidekadeaminobeskyttelsesgruppe er ikke kri-
tisk, men den skal vare en siddan, som ikke fjernes under
afbeskyttelse af a-aminogrupperne under syntesen. a-amino=
beskyttelsesgruppen og sidekadeaminobeskyttelsesgruppen

kan derfor ikke vare den samme.

x7 valges blandt NHp, -NH-BHA-harpiksbarer og -NH-MBHA-har-
piksbarer, der benyttes ved fastfasesyntese med henblik pa

binding til en fast harpiksbarer, saledes som reprasenteret

ved formlerne:

—O—CHz-benzyl—polyamid-harpiksbarer,
-NH-benzhydrylamin (BHA)-harpiksbarer, og
~-NH-paramethylbenzhydrylamin (MBHA)-harpiksbarer.
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X8 valges blandt hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for imi-
dazolnitrogenet i His eller en beskyttelsesgruppe for den phe-

noliske hydroxylgruppe i Tyr.

Polyamidpolymeren stdr kommercielt til radighed og er om-

talt i detaljer i Bioorganic Chemistry, 8, 251-370 (1979),
hvor en foretrukken version deraf er omtalt i fig. 6. An-

vendelse af BHA~ eller MBHA-harpiks foretrakkes, og spalt-
ning fgrer til CRF-amidet eller CRF-analog-amidet.

I formlen for mellemproduktet er mindst én af grupperne

Xl, X2, X3, X4, X5, X6 og X8 en beskyttelsesgruppe, Afhzngigt
af de pagzldende aminosyrer, der valges til R-grupperne,
kan disse ogsd have en beskyttelsesgruppe tilknyttet, sa-
ledes som anfgrt i det foregdende og som almindelig kendt
pd omrddet og nevnt i det foregdende. Ved udvalgelsen af

en bestemt sidekadebeskyttelsesgruppe til anvendelse ved
syntesen af peptiderne, bliver fglgende regler fulgt: (a)
beskyttelsesgruppen skal vare stabil over for reagenset

og under de reaktionsbetingelser, der valges til fjernelse
af oa—-aminobeskyttelsesgruppen pa hvert trin i syntesen,

(b) beskyttelsesgruppen skal bevare sine beskyttende egen-
skaber og ikke blive fraspaltet under koblingsbetingelser
og (c) sidekadebeskyttelsesgruppen skal kunne fjernes efter
afslutning af syntesen omfattende den ¢gnskede aminosyre-
sekvens under reaktionsbetingelser, der ikke vil andre:..

peptidkaden.

Udgangspeptiderne fremstilles fortrinsvis under anvendelse af
fastfasesyntese, sdsom den af Merrifield beskrevne, J. Am.
Chem. Soc., 85, side 2149 (1964), selv om andre zkvivalen-

te kendte kemiske synteser ogsd kan anvendes som ovenfor
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navnf. Fastfasesyntese starter ud fra den C-afsluttede
ende af peptidet ved kobling af en beskyttet a-aminosyre
til en passende harpiks som generelt anfgrt i U.S.A. pa-
tentskrift nr. 4.244.946, hvis indhold medtages heri ved
henvisningen dertil. Et sddant udgangsmateriale for CRF
kan fremstilles ved at knytte oa-aminobeskyttet Ala til en
BHA-harpiks.

Ala beskyttet med BOC, der er koblet til BHA-harpiksen,
under anvendelse af methylenchlorid og dimethylformamid
(DMF) . Efter koblingen af BOC-Ala til harpiksbareren,
fjernes a-aminobeskyttelsesgruppen, sidsom ved anvendelse

af trifluoreddikesyre(TFA) i methylenchlorid, TFA alene
eller med HCl i dioxan. Fortrinsvis anvendes 50 vagt$ TFA

i methylenchlorid sammen med 0,5 vaegt® 1,2-ethandithiol.
Afbeskyttelsen udfgres ved en temperatur mellem 0°c 0og
stuetemperatur. Andre standardspaltningsreagenser og stand-
ardbetingelser til fjernelse af specifikke a-aminobeskyt-
telsesgrupper kan benyttes, sédledes som beskrevet i Schroder
& Lubke, "The Peptides", 1 side 72-75 (Academic Press 1965).

Efter fjernelse af Ala's a-aminobeskyttelsesgruppe, kob-

les de resterende a-amino- og sidekadebeskyttede amino-
syrer trinvis i den ¢gnskede orden til opndelse af den oven-
for definerede mellemproduktforbindelse. Som et alternativ
til tilfgjelse af hver aminosyrer separat i syntesen, kan
nogle af dem kobles indbyrdes forud for tilsatning til fast=
fasereaktoren. Udvalgelsen af et passende koblingsreagens
hgrer til kendt teknik, der beherskes af fagmanden pa om-
radet. Sarlig egnet som koblingsreagens er N,N'-dicyklo=
hexylcarodiimid (DCCI).

De aktiverende reagenser, der anvendes ved fastfasesyntesen af
udgangspeptiderne, er velkendte dinden for peptidomradet. Ek-

sempler pa egnede aktiverende reagenser er carbodiimider, sasc
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N,N'~diisopropylcarbodiimid og N-ethyl-N'-(3-dimethylamino=
propyvl)carbodiimid. Andre aktiverende reagenser og deres
anvendelse til peptidkobling er beskrevet af Schroder &
Lubke, supra, i kapitel III og af Kapoor, J. Phar. Sci.,
59, side 1-27 (1970).

Hver beskyttet aminosyre eller aminosyresekvens indfgres

i fastfasereaktoren i ca. et firdobbelt overskud, og kob-
lingen udfgres i et medium bestdende af dimethylformamid (DMF) :
CH2C12 (1:1) eller i DMF eller CH2C12 alene., I tilfalde,

hvor koblingen udfgres manuelt, mdles koblingsreaktionens

udfald pd hvert trin i syntesen ved hjzlp af ninhydrin=

reaktionen, saledes som beskrevet af E. Kaiser et al., Anal.

Biochem. 34, 595 (1970). I tilfzlde, hvor ufuldstendig
kobling finder sted, gentages koblingsproceduren fgr fjer-
nelse af a—-aminobeskyttelsesgruppen forud for koblingen af
den naste aminosyre. Koblingsreaktionerne kan foretages
automatisk, sdsom pd en Beckman 990 automatic synthesizer,
idet man anvender et program, sdsom det af Rivier et al.
omtalte, Biopolymers, 1978, 17, side 1927-1938.

Efter at den gpnskede aminosyresekvens er blevet afsluttet,
fjernes det intermedimre peptid fra harpiksbazreren ved be-
handling med et reagens, sdsom flydende hydrogenfluorid,

der ikke alene spalter peptidet fra harpiksen, men ogsa
fraspalter alle tilbagevarende sidekadebeskyttelsesgrupper

X2, X3, x4, x5, x6 og X8 samt a-aminobeskyttelsesgruppen X1,
til opnaelse af peptidet. Ved anvendelse af hydrogenfluorid
til spaltning, medtages anisol og methylenethylsulfid i reak-
tionsbeholderen som rensemidler. Nar Met er til stede i sek-
vensen, kan BOC-beskyttelsesgruppen fraspa]tes med trifluored-
dikesyre(TFA)/ethandithiol forud for spaltningen af peptidet
fra harpiksen til undgadelse af S-alkylering.

Folgende eksempler viser fremgangsmaden ifolge opfindelsen.



10

15

20

25

30

35

DK 156957B

Eksempel 1.
Syntese af CRF med formlen:

H-Ser-Gln-Glu~Pro-Pro-Ile-Ser~Leu~-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-
Leu-Arg—Glu—Val—Leu—Glu—Met-Thr—Lys—Ala—Asp—Gln—Leu—Ala—
Gln—Gln—Ala—His—Ser—Asn—Arg—Lys-Leu-Leu—Asp—Ile—Ala—NH2

og med en molekylvagt pd 4.666 udfgres pd trinvis méde pa
en benzhydrylaminhydrochloridharpiks, s&som den der £fés
fra Bachem, Inc. og har et substitutionsinterval pa ca.
0,1 til 0,5 mmol/g harpiks. Syntesen foretages pa et auto-
matisk Beckman 990A peptidsynteseapparat. Kobling af BOC-
Ala resulterer i substitution af ca. 0,35 mmol Ala pr. g
harpiks. Alle oplgsningsmidler, som benyttes, afgasses om-
hyggeligt, fortrinsvis ved indblasning af en indifferent-
gas, f.eks. helium eller nitrogen, til sikring af fravear
af oxygen, som p& uheldig mdde kunne oxidere svovlet i

Met-resten.

Efter afbeskyttelse og neutralisation opbygges peptid-
kaeden trin for trin pd harpiksen. Generelt anvendes et
eller to mmol BOC-beskyttet aminosyre i methylenchlorid

_ pr. g harpiks plus et zkvivalent 2 molar DCCI i methylen=

chlorid i to timer. N&r BOC-Arg(Tos) kobles, anvendes en
blanding af 50% DMF og methylenchlorid. Bzl anvendes som
hydroxyl-sidekadebeskyttelsesgruppe for Ser og Thr. P-
nitrophenylester (ONp) anvendes til aktivering af carboxyl-
enden af Asn eller Gln, og f.eks. kobles BOC-Asn(ONp) nat-

ten over under anvendelse af ét zkvivalent HOBt i en 50%

blanding af DMF og methylenchlorid. Amidogruppen i Asn eller

Gln beskyttes ved hjzlp af Xan, ndr DCC-kobling anvendes i
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stedet for den aktive estermetode. 2-Cl-Z anvendes som be-
skyttelsesgruppe for Lys-sidekaden. Tos anvendes til be-
skyttelse af guanidinogruppen i Arg og af imidazolgruppen

i His, 6g Glu's eller Asp's sidekadecarboxylgruppe beskyt-
tes ved hjalp af OBzl. Ved afslutningen af syntesen opnés
fglgende peptidmellemprodukt BOC-Ser(Bzl)-Gln(Xan)-Glu(O0Bzl)-
Pro-Pro-Ile-Ser (Bzl) -Leu-Asp(0Bzl) -Leu~Thr (Bzl) -Phe~His (Tos) -
Leu-Leu—-Arg (Tos) -Glu (0Bzl) -Val-Leu-Glu (0Bzl) ~Met-Thr (Bz1) -
Lys (2-Cl-Z)-Ala-Asp(0Bzl) -Gln (Xan) -Leu~Ala-Gln (Xan) -Gln(Xan) -
Ala-His (Tos)-Ser (Bzl)-Asn (Xan)~Arg (Tos) ~Lys (2-C1-Z) -Leu~Leu-
Asp(OBzl)-Ile-Ala-harpiksbarer. Xan kan vaere blevet fjernet
delvis eller fuldsteandigt ved hjzlp af TFA-behandling, der
anvendes til afblokering af a-aminobeskyttelsesgruppen.

For at spalte og afbeskytte den resulterende beskyttede
peptid-harpiks behandles denne med 1,5 ml anisol, 0,5 ml
methylethylsulfid og 15 ml hydrogenfluorid (HF) pr. g pep=
tid-harpiks, férst ved -20°c i 20 minutter og derpa ved
0% i 0,5 time. Efter fjernelse af HF under hgjvakuum,
vaskes harpiks-peptidet skiftevis med t¢r diethylether og
chloroform, og peptiderne ekstraheres derpa med afgasset
2N vandig eddikesyre og skilles fra harpiksen ved hjalp af

filtrering.

Peptidet remnses ved hjalp af gelgennemtrazngning efterfulgt
af semi-praparativ HPLC som beskrevet af Rivier et al. i
Peptides: Structure and Biological Function (1979), side
125-128. De kromatografiske fraktioner mdles omhyggeligt
ved hij=zlp af HPLC, og kun de fraktioner, der viste be-
tydelig renhed, blev forenet.

Specifik optisk drejning af CRF-peptidet, der blev synte-
tiseret og renset pa den ovenfor anfgrte made, blev malt
pd et Perkin Elmer apparat model 141 som [a]gzo = -77,5O
+ 1,0 (c =1 i 1% eddikesyre) (uden korrektion for tilstede-
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verelsen af H,0 og TFA) -og viste en renhed pa ca. 96%.

Til afggrelse af hvorvidt den ngjagtige sekvens var op-
niet, blev CRF-peptidet hydrolyseret i lukkede, evakuerede
rpr indeholdende 4N methansulfonsyre og 0,2% tryptamin i
24 timer ved 110°C. Aminosyreanalyser af hydrolysaterne
under anvendelse af et Beckman 121 MB aminosyreanalyseap-

parat viste fglgende aminosyremangder:

Asp(4,02), Thr(l1,85), Ser(2,76), Glu(7,0), Pro(1,58),
Ala(4,03), val(0,96), Met(0,95), Ile(1,93), Leu(8,15),
Phe(1,00), Lys(2,00), His(1,95) og Arg(l,98),

hvilket bekraftede, at 4l-rest-peptidstrukturen var blevet

opnaet.
Eksempel 2. Fremstilling af referencestof.

CRF blev ekstraheret, isoleret og renset pd fglgende made.
490,000 hypothalame fragmenter fra far blev ekstraheret

i ethanol-eddikesyre-chloroform, affedtet med en blanding
af ethylether og petroleumsether og underkastet gentagne
udrystninger med skillesystemet 0,1% eddikesyre: n-butanol:
pyridin (11:5:3) . De kombinerede vandige faser viser ACTH-

friggrende aktivitet.

Efter dialyse (Spectrapor 3) mod 2N HOAc blev ca. 350.000
fragmentakvivalenter af retentaterne med en vagt pa 15 g
underkastet gelfiltrering pd "Sephadex" G-50. Hovedmangden
af materialet blev kromatograferet ved koldrumstemperaturer
i 9 successive forlgb under anvendelse af en 3,1 x 150 cm
G-50 s¢jle, der blev élueret med 2N HOAc. Zonen udvisende
den mest signifikante ACTH-friggrende aktivitet elueredes
omkring 1,3 Ve/vb'

En del af materialet fra denne zone, ca. 130.000 fragment-

akvivalenter, blev underkastet ionbytning pd SP-"Sephadex".



10

15

20

25

30

DK 156957B

12

Prgven blev indfgrt i 0,01M ammoniumformiatpuffer, pH 3,2,
og elueret med en linear gradient af den benyttede puffer
til 1:5M ammoniumformiat, pH 7,0. ACTH-friggrende aktivi-
tet blev svagt absorberet. Den ACTH-friggrende fraktion fra
SP-"Sephadex" og det resterende af zonen fra "Sephadex"-G-
50 blev oplgst i 6M guanidin HC1l/HOAc, pH 2,5, opvarmet

i 5 minutter til 90°C og derpa kromatograferet pd "Biogel"
P-10 med 4M guanidin HC1l/HOAc, pH 2,5. De ACTH-friggrende
fraktioner blev forenet og renset yderligere ved hjalp af
successive hgjtryksvaskekromatografiske (HPLC) trin, der
indbefattede: 1) omvendt fase HPLC p& "Bondapak" CN (Wa=
ters and Associates) under anvendelse af en gradient af
faldende mengde triethylammoniumphosphat (TEAP) og stigen-
den mengde acetonitril, 2) omvendt fase HPLC pé& "Bondapak"
Cl8 (Waters and Associates) med TEAP/acetonitril, og enten
3a) omvendt fase HPLC pa "Bondapak" CN med gradienter af
triethylammoniumformiat og acetonitril eller 3b) omvendt
fase HPLC p& Cl8 med gradienter af trifluoreddikesyre og
acetonitril. Lyofiliserede aktive zoner fra begge HPLC-
trin 3a eller 3b blev benyttet til sammensatnings- og

strukturanalyse, der viste f@lgende sekvens:

H-Ser-Gln-Glu-Pro-Pro-Ile-Ser~Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-~
Leu-Arg-Glu~Val-Leu-Glu-Met-Thr-Lys-Ala-Asp~Gln-Leu-~Ala~
Gln—Gln-Ala—His—Ser—Asn—Arg—Lys—Leu-Leu-Asp—Ile—Ala—NH2.

Eksempel 3. Sammenligningseksempel.

Det syntetiske og det naturlige CRF blev undersggt med
hensyn til deres virkninger pa sekretionen af ACTH og B-
endorphin in vitro, og det syntetiske CRF blev ogsa under-
spgt in vivo. Den hgje virkningsevne af syntetisk og natur-
ligt CRF til stimulering af sekretionen af ACTH og PB-endor=
phin fra dyrkede rottehypofyseceller blev médlt. Minimale
og halv-maksimale reaktioner blev iagttaget ved henholdsvis
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ca. 10 picomolar og ca. 100 picomolar syntetisk CRF. Sek-
retionsreaktionerne pd maksimale (>5nM) koncentrationer af
CRF ligger p& et hgjt niveau. In vivo doser fra 30 ng til
3 pg/kg legemsvaegt forggede hurtigt ACTH-sekretionen og
B-endorphin-lignende (B-~END-LI) sekretion til det 5 - 20-
dobbelte.

Syntetisk CRF har vistisig at vare en kraftig stimulator
for sekretion af ACTH og B-END-LI in vivo i flere rotte-
preparater. Plasmamengder af ACTH og B-END-LI forgges i
mindst 5 - 20 minutter efter den intravengse administration
af CRF til nembutalbedgvede hanrotter og til hvilende han-
eller hunrotter med indlagt intravengs kanyle. Endvidere
viser CRF sig at have en voldsom virkning p& blodtrykket

i rotter og hunde. Det cartoide middelblodtryk i en urethan-
bedgvet rotte faldt fra 87 til 72+2 mm Hg og forblev pé
dette niveau i 30 minutter efter en indsprgjtning svaren-
de til 3 pg CRF/Kg legemsvagt. Efterfglgende administration
af en indsprgjtning svarende til 30 ug CRF/Kg legemsveagt
se&nkede middelblodtrykket til 4243 mm Hg i mere end 2 timer.

Eksempel 4,

Peptidet [Tyrl3, Nle21]—CRF med formlen:

H-Ser~-Gln-Glu-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-Tyr-Leu~-
Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu~Nle-Thr-Lys-Ala-Asp-Gln-Leu-Ala-
Gln—Gln-—Ala-His-Ser—Asn—Arg—Lys-Leu—Leu—Asp—Ile-Ala—NH2
syntetiseres. Afprgvning i overensstemmelse med den generel-
le procedure, der er anfgrt i eksempel 3, viser, at det
ligeledes stimulerer éekretionen af ATCH og B-END-LI og
fordrsager en meget signifikant blodtrykssankning i et
stprre omfang end CRF. Narmere betegnet er dets virknings-

styrke 35% steorre end virkningsstyrken af CRF.
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Eksempel 5.
Peptidet [Acetyl—Pro4]—CRF med formlen:

Ac—Pro-Pro-Ile~Ser-Leu—Asp—Leu—Thr-Phe—His-Leu-Leu-Arg-
Glu-Val-Leu—Glu-Met—Thr—Lys—Ala—Asp—Gln—Leu—Ala-Gln—Gln—
Ala—His—Ser—Asn—Arg—Lys-Leu—Leu—Asp—I1e—Ala-NH2 syntetiseres.
Afprgvning i overensstemmelse med den generelle procedure,
der er anfgrt i eksempel 3, viser, at det ligeledes stimu-~
lerer sekretionen af ACTH og B-END-LI o9 forarsager en

meget signifikant blodtrykssankning i et stgrre omfang end
CRF. HNazrmere betegnet er dets virkningsstyrke 22% stgrre

end virkningsstyrken af CRF.

Eksempel 6.

Peptidet [NleZl, Tyr32]—CRF med formlen:

H—Ser—Gln-Glu—Pro-Pro-Ile—Ser—Leu—Asp—Leu—Thr—Phe-His—Leu—
Leu—Arg—Glu—Val—Leu—Glu—Nle-Thr—Lys-Ala-Asp-Gln—Leu—Ala—
Gln—Gln—Ala—Tyr—Ser—Asn—Arg—Lys-Leu—Leu—Asp—Ile—Ala—NH2
syntetiseres. Afprgvning i overensstemmelse med den generel-
le procedufe, der er anfgrt i eksempel 3, viser, at det
ligeledes stimulerer sekretionen af ACTH og B-END-LI og
forérsager‘en meget signifikant blodtrykssankning i et
stgrre omfang end CRF. Nzrmere betegnet er dets virknings-

styrke 40% sterre end virkningsstyrken af CRF.

Eksempel 7.
Peptidet [N1e21]-CRF med formien:

H-Ser-G1n-Glu-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu~
Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Nle-Thr-Lys-Ala-Asp-Gln-Leu-Ala-Gin-Gin-

Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-ITe-Ala-NHy syntetiseres.
Afprﬁvning i overensstemmelse med den generelle procedure, der
er anfort i eksempel 3, viser, at det ligeledes stimulerer se-
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kretionen af ACTH og B-END-LI og forérsager en meget signifi-
kant blodtrykssaenkning i et mindre omfang end CRF. Narmere be-
tegnet er dets biologiske virkningsstyrke 57% af CRF's virk-

ningsstyrke.

Det er af interesse, at CRF og CRF-analoge udviste en sd-
dan ekstrem sankning af blodtrykket. Som resultat heraf
kan disse peptider vare sarlig verdifulde til behandling
af tilstande med hg¢jt blodtryk og ogsd til behandling af
patienter, der skal udsattes for visse typer kirurgi.

Eftersom CRF vidtgédende stimulerer hypofyse-adrenalcorti=
calaksen, skulle CRF eller CRF-analoge vare nyttige til
stimulering af denne akses funktioner i nogle patienttyper

med lav endogen glucocorticoidproduktion. F.eks. skulle CRF

vare nyttig til genoprettelse af hypofyse-adrenalfunktion-
en i patienter, der har fdet exXogen glucocorticoidbehand-

ling, og hvis adrenalcorticalfunktioner forbliver

undertrykte.

De flest andre regulerende peptider har vist sig at have
virkninger pd centralnervesystemet og pa mave-tarmkanalen.
Eftersom sekretion af ACTH og B-END er en uomgangelig ngd-
vendighed i et dyrs reaktion pa& stress, er det sandsynligt,
at CRF vil have signifikante = virkninger p& hjernen som
formidler eller begranser af legemets stressreaktion. Fgl-
gelig kan CRF ogsd finde anvendelse til modificering af
sindsstemningen og opfgrslen af normale og mentalt forstyr-
rede personer. Eftersom CRF og CRF-analoge forgger meng-
der af ACTH, B-END, B-lipotropin og corticosteron, kan dets
administration benyttes til fremkaldelse af deres virk-
ninger p& hjernen og dens omkreds til derved at pavirke
hukommelse, sindsstemning,- smertefornemmelse etc. og mere

specielt kvikhed, depression og/eller angst.
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Det antages ogsd, at relativt store mengder CRF eller nogle
af de mere virksomme dermed analoge forbindelser kan fungere
p& en mdde, der svarer til den méde, hvorpd GnRH-super=
agonister inhiberer forplantningsfunktioner. Disse peptider
kan siledes vare i stand til at desensitivisere CRF-mdl-
organer og saledes vare vardifulde til behandling af per-

soner med Cushing's sygdom og lignende forstyrrelser.

CRF, CRF-analoge eller de ikke-toksiske additionssalte der-
af, der er kombineret med en farmaceutisk acceptabel barer
til dannelse af et farmaceutisk middel, kan administreres
til pattedyr inklusive mennesker enten intravengst, sub-
kutant, intramuskulart, intranasalt, intracerebrospinalt
eller oralt. Peptiderne bgr vere mindst ca. 93% rene og
bgr fortrinsvis have en renhed p& mindst ca. 98%. Denne ren-—
hed betyder, at det tilsigtede peptid udggr den anfgrte
vagty af alle tilstedevarende lignende peptider og peptid-
fragmenter. Deres administration kan af en lage anvendes
til s@nkning af blodtrykket eller til stimulering af den
endogene gluco-corticoidproduktion. Den krevede dosis vil
variere med den pagazldende lidelse, der behandles, med al-
vorligheden af lidelsen og med varigheden af den ¢gnskede

behandling.

Sidanne peptider administreres ofte i form af farmaceutisk
acceptable ikke-toksiske salte, s&som syreadditionssalte
eller metalkomplekser, f.eks. med zink, jern, calcium,
barium, magnesium, aluminium eller lignende (der betragtes
som additionssalte for savidt angdr den foreliggende an-
sggning) . Eksempler pé sddanne syreadditionssalte er hy=
drochloridet, hydrobromidet, sulfatet, phosphatet, tannatet,
pamoatet, oxalatet, fumaratet, gluconatet, alginatet, ma=
leatet, acetatet, citratet, benzoatet, succinatet, malatet,
ascorbatet, tartratet og lignende. Hvis den aktive bestand-
del skal administreres 1 tabletform, kan tabletten inde-
holde et bindemiddel, sé&som tragacanth, majsstivelse eller

gelatine, et desintegrerende middel, sdsom alginsyre, 09
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et smgremiddel, sdsom magnesiumstearat. Hvis administration
i flydende form ¢nskes, kan et s¢gdemiddel og/eller aroma-
middel anvendes, og intraven¢s administration i isotonisk

saltvand, phosphatpufferoplgsninger og lignende kan fore-

tages.

Peptiderne bgr administreres under overvagning af en lazge,
og farmaceutiske midler vil szdvanligvis indeholder pep-
tidet sammen med en konventionel farmaceutisk acceptabel
barer. Dosen vil sadvanligvis vare fra ca. 1 til ca. 200
mikrogram af peptidet pr. kilogram legemsvaegt af varten.

I nogle tilfazlde kan behandling af individer med disse
peptider udfgres i stedet for administration af ACTH eller

corticosteroider, og i sidanne tilfazlde kan en dosis sa
lav som ca. 10 ng/Kg legemsvagt anvendes. Som heri benyt-
tet er alle temperaturer anfgrt i OC, og alle forhold er
volumenforhold. Procenter af flydende materialer er ogsa

volumenprocenter.

Patentkrauv.

1. Analogifremgangsmade til fremstilling af CRF eller CRF-
analoge peptidforbindeliser med formlen Rl-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-
Asp-Leu-Thr-Phe~-Ri3-Leu-Leu~Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Rpq-Thr-Lys-

Ala-Asp-Gln-Leu-Ala-Gln-GIn-Ala-Rgp-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-

Asp-Ile-Ala-NHp, hvori Rj er Ser-G1n-Glu eller Ac, Rqy3 er His
eller Tyr, Rp1 er Met, Ile eller Nle, og R3p er His eller Tyr,
kendetegnet ved, at man fra et peptidmeliemprodukt

med formlen:

X1-Ser(X2)-G1n(X4)-Glu(X5)-Pro-Pro-Ile-Ser(X2)-Leu-Asp(X®)-
Leu-Thr(X2)-Phe-Ry3(X8)-Leu-Leu-Arg(X3)-G1lu(X5)-val-Leu-Glu-
(X5)—R21-Thr(X2)—Lys(x5)—A1a+Asp(X°)—G1n(X4)-Leu—A]a-Gln(X‘)-
GIn(X4)-Ala-R32(X8)-Ser(X2)-Asn(X4)-Arg(x3)-Lys(X®)-Leu-Leu-
Asp(X5)-11e-A1a—(X7) eller en passende N-terminalt forkortet
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version deraf, hvori X1 er hydrogen eller en a-aminobeskyttel-
sesgruppe, X2 er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for den
alkoholiske hydroxylgruppe i en Ser- eller Thr-rest, X3 er hy-
drogen eller en beskyttelsesgruppe for guanidinogruppen i Arg,
X4 er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for amidogruppen i
Giln eller Asﬁ, x5 er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for
carboxylgruppen i Asp eller Glu, X6 er hydrogen eller en be-
skyttelsesgruppe for sidekadeaminogruppen i Lys, XxT er valgt
blandt NHs, -NH-BHA-harpiksbarer og -NH-MBHA-harpiksb&rer, og
X8 er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for imidazolinitro-
genet i His eller for den phenoliske hydroxylgruppe i Tyr, fo-
rudsat at. ikke alle symbolerne x1 ti1 X8 star for hydrogen el-
ler NHo, fjerner beskyttelsesgrupper og eventuelt covalent
pbunden harpiksbarer til opnaelse af polypeptidet samt om @n-
sket omdanner et sadant resulterende polypeptid til et ikke-

toksisk salt deraf.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k endetegnet
ved, at Rl3 er His.

3. Fremgangsmidde ifglge krav 1, k ende tegnet

ved, at R,, er Tyr.

13
4. Fremgangsmiéde ifglge krav 1, 2 eller 3, k en de -
tegnet ved, at R21 er Nle.

5. Fremgangsmidde ifglge ethvert af kravene 1, 2 og 3,
kendetegnet ved, at R21 er Ile.

6. Fremgangsmdde ifglge ethvert af kravene 1 -5 %ken~

detegnet ved, at R,y er Met.

7. Fremgangsmdde ifglge ethvert af kravene 1 - 6, k e n-

detegnet ved, at R32 er Tyr.

8. Fremgangsmdde ifglge ethvert af kravene 1 - 6, k e n-

detegnet ved, at at R er His.

32



10

15

25

30

35

DK 156957 B

19

9. Peptid til anvendelse som udgangsmateriale ved fremgangs-

maden ifolge krav 1 med formien:

X1-ser (X2)-GTn(Xx4)-G1u(X5)-Pro-Pro-ITe~Ser(X2)-Leu-Asp(X5)-
Leu-Thr(X2)-Phe-Rq3(X8)-Leu-Leu-Arg(X3)-6Tu(X5)-Val-Leu-Glu
(X5)-Ra1-Thr(X2)-Lys(X6)-ATa-Asp(X5)-Gln(X4)-Leu-ATa-GIn(X4)-
GIn(X4)-Ala-R32(X8)-ser(X2)-Asn(X4)-Arg(X3)-Lys(X6)-Leu-Leu-
Asp(x5)-Ile-Ala-X7, k ende tegnet ved, at Xl er hy-
drogen eller en a-aminobeskyttelsesgruppe, X2 er hydrogen el-
ler en beskyttelsesgruppe for den alkoholiske hydroxylgruppe i
en Ser- eller Thr-rest, X3 er hydrogen eller en beskyttelses-~
gruppe for guanidinogruppen i Arg, X4 er hydrogen eller en be-
skyttelsesgruppe for amidogruppen i Glm eller Asn, X5 er hy-
drogen eller en beskyttelsesgruppe for carboxylgruppen i Asp
eller Glu, X6 er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for si-
dekadeaminogruppen i Lys, X7 er valgt blandt NHp, -NH-BHA-
harpiksbarer og -NH-MBHA-harpiksbarer, og X8 er hydrogen eller
en beskyttelsesgruppe for imidazolnitrogenet i His eller for
den phenoliske hydroxylgruppe i Tyr, forudsat at ikke alle
symbolerne X1 ti1 X8 star for hydrogen eller NH,.
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