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Polypeptidiyhdisteitd, joilla on kasvuhormonia vapauttava

vaikutus

Tamd8 keksintd koskee uusia polypeptidiyhdisteitd,
jotka edistédvédt kasvuhormonin vapautumista, kun ne anne-
taan eldimille. Toisessa ndktkohdassa tdm& keksintd koskee
menetelmid, joilla edistetd@&@n kasvuhormonitasojen vaputu-
mista ja kohoamista eldimissd, antamalla niille tiettyjé
kasvuhormonia vapauttavia polypeptidiyhdisteit&.

Keksinndn tausta

Kasvuhormoni (KH) -tasojen kohoaminen nis&kk&isséd
kasvuhormonia vapauttavien yhdisteiden annon j&lkeen voi
johtaa suurentuneeseen ruumiinpainoon ja parantaa maidon-
tuotantoa, mik&li annon jédlkeen ilmenee rittdvadsti kohon-
neita kasvuhormonitasoja. Edelleen tiedetd&n, ettd kasvu-
hormonitasojen kohoaminen voidaan saada aikaan nisédkkdisséd
siten, ettd kdytetdadn tunnettuja kasvuhormonia vapauttavia
aineita, kuten luonnollisesti ilmenevia kasvuhormonia va-
pauttavia hormoneja.

Kasvuhormonitasojen kohoaminen nisdkkaissd voidaan
saada aikaan my®ds siten, ettd kadytetdan kasvuhormonia va-
pauttavia peptidej&, joista muutamia on aikaisemmin kuvat-
tu, esimerkiksi US-patenteissa 4 223 019, 4 223 020,
4 223 021, 4 224 316, 4 226 857, 4 228 155, 4 228 156,
4 228 157, 4 228 158, 4 410 512, 4 410 513, 4 411 890 ja
4 839 344. |

Endogeenisen kasvuhormonin vapautumisen estdjén,
somatostatiinin (SRIF), vasta-aineita on myds Kk&3ytetty
saamaan aikaan kasvuhormonitasojen kohoamista. Téssd vii-
meisessd esimerkissd kasvuhormonitasoja kohotetaan siten,
ettd endogeeninen kasvuhormonin vapautumisen estdjad (SRIF)
poistetaan, ennenkuin se pd&see aivolisdkkeeseen, jossa se
estdd kasvuhormonin vapautumisen.

Kuhunkin n&ihin menetelmiin, joilla edistet&&n kas-

vuhormonitasojen kohoamista, liittyy aineita, jotka ovat
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kalliita syntetisoida ja/tai erist&88 riittdvédn puhtaina
kohde-elédimelle antamista varten. Lyhytketjuiset, suhteel-
lisen yksinkertaiset polypeptidit, joilla on kyky edist&éi
kasvuhormonin wvapautumista, olisivat toivottavia, koska
niitd voitaisiin helposti ja edullisesti valmistaa, niiti
voitaisiin helposti muunnella kemiallisesti ja/tai fysi-
kaalisesti, kuin myds niitd olisi helppo puhdistaa ja for-
muloida; ja niilléd olisi erinomaiset kuljetusominaisuudet.

Olisi toivottavaa, ettd olisi lyhytketjuisia poly-
peptidejd, jotka edistdisivat kasvuhormonitasojen vapautu-
mista ja kohoamista eldinten veressd. My®s se olisi kayt-
tbkelpoista, ettd tdllaisia polypeptidejd voitaisiin kédyt-
td4 edistdmdsdn kasvuhormonitasojen vapautumista ja kohoa-
mista eld@inten veressa.

Yhteenveto keksinndsta

Olemme nyt l1l6ytdneet uusia polypeptidiyhdisteitd,
jotka edistdvéat kasvuhormonin vapautumista eldimissd. N&i-
den polypeptidien kaava on A,-A,-A,-Trp-A;-A,-Z, jossa A; on
His, 3(NMe)His, A,-His, A,-3(NMe)His, Ala, Tyr tai His-Ala,
jossa A, on mik& tahansa luonnollisesti esiintyvd L-amino-
happo, Met(0), DOPA, Abu tai kaavan L-A, mukaisia peptide-
ja, jossa L on H, DOPA, Lys, Phe, Tyr, Cys, Tyr-DAla-Phe-
Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe, Tyr-Ala-Gly-Thr tai Tyr-DAla-Phe-
Sar, Edullisesti A, on jokin luonnollisesti esiintyvd ami-
nohappo, edullisemmin A, on Ala, Lys tai Glu; A, on D°Nal
tai DPhe; A, on Ala, Gly tai Ser; A, on DPhe, D/L?(Me)Phe
tai (NMe)DPhe; A, on B-G tai G, jossa B on mika& tahansa
luonnollisesti esiintyvd aminohappo, mink& tahansa luon-
nolisesti esiintyvien aminohappojen dipeptidej& tai H,N-
(CH,),-CO,H (jossa n = 2 - 12) ja G on Arg, iLys tai Orn; Z
on p&aiteryhmd -CONR'R?’, -COOR! tai -COOR? (jossa R!' on H,
alkyyliryhm&, jossa on 1l- noin 6 hiiliatomia, sykloalkyy-
liryhmd, jossa on 3 - noin 8 hiiliatomia, alkenyyliryhm&,
jossa on 2 - noin 8 hiiliatomia, tai aryyliryhm&, jossa on

6 - noin 12 hiiliatomia, ja R? maadritet#d&dn kuten R' ja ne
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voivat olla samoja tai erilaisia), -Gly-Z', -Met-Z',6 -Lys-
z', -Cys-Z', -Gly-Tyr-Z' tai -Ala-Tyr-Z', jossa Z' on -CO-
NR'R?, -COOR' tai -CH,OR' (jossa R' ja R? ovat kuten edelli
madritettiin), sekd8 niiden orgaanisia tai ep8orgaanisia
farmaseuttisesti hyvéksyttévid suoloja.

Peptidin kaava on edullisesti

His-A,~-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,,

A,-His-A,-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH, (esimerkiksi

Ala-His-A,-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,) tai

Ala-A,-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,. Vield edullisemmin A,
on D°Nal. T&llaisia peptidejid voidaan kdyttdsd edist&misn
veren kasvuhormonitasojen vapautumista ja kohoamista eldi-
missd, edullisesti ihmisiss&d, antamalla vaikuttava maéra
peptidia.

Yksityiskohtainen kuvaus keksinnéstd

Keksintd perustuu sellaisten useiden lyhyiden poly-
peptidiketjujen l6ytédmiseen, jotka edistédvédt kasvuhormoni-
tasojen vapautumista ja kohoamista. Esilld olevan keksin-
nén suojapiiriin kuuluvat polypeptidit mddritetddn seuraa-
valla yleiselld rakenteella:

A,-A,-A,-Trp-A,-A,~Z, jossa A,, A,, A,, A, A, ja Z
ovat kuten alla m&&ritet&&n. A, on His, 3(NMe)His (se on
sellainen, jossa imidatsolirengas on metyloitu 3-asemas-
ta), His-Ala, A,~-His, Ala, Tyr tai A,-3(NMe)His, jossa A, on
luonnollisesti esiintyvd L-aminohappo, Met(0), DOPA, Abu
tai kaavan L-A, mukaisia peptidej&, jossa L on H, DOPA,
Lys, Phe, Tyr, Cys, Tyr-DAla-Phe-Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe,
Tyr-Ala-Gly-Thr tai Tyr-DAla-Phe-Sar. A, on edullisesti
His. Ala, His~Ala, A,-His- tai Ala. A, on edullisemmin His
tai Aj,-His. A, on edullisesti luonnollisesti esiintyvad L-
aminohappo, edullisemmin A, on Ala, Lys tai Glu. Viela
edullisemmin A, on Ala.

A, on D°Nal tai DPhe. A, on edullisesti D°Nal.

A, on Ala, Gly tai Ser. A, on edullisesti Ala.
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A, on DPhe D/L®(Me)Phe tai (NMe)DPhe. Edullisesti A,
on DPhe.

A, on B-G tai G, jossa B on mikd tahansa luonnolli-
sesti esiintyvd@ aminohappo, jonkin luonnollisesti esiinty-
vien aminohappojen dipeptidejd (kuten Ala-Lys, Ala-Ala,
Ala-Leu) tai N,N(CH,),CO,H, jossa n = 2 - 12 ja G on Arg,
iLys, Lys tai Orn. Edullisemmin B on mik& tahansa luonnol-
lisesti esiintyvd L-aminohappo tai H,N(CH,), CO,H, jossa n
= 4 - 8. Vield edullisemmin A, on G, Ala-Lys tai Ala-Ala-
Lys. Jopa vield edullisemmin A, on G.

Edullisimmin A, on Lys.

Z kuvaa polypeptidin C-pd&teryhmdd tai C-p&édteami-
nohappoa (-happoja) plus loppuryhm&&, jossa Z on CONR'R?,
-COOR' tai -CH,0R', jossa R' on H, alkyyliryhm&, jossa on
1 - noin 6 hiiliatomia, sykloalkyyliryhm&, jossa on 3 -
noin 8 hiiliatomia, alkenyyliryhm&, jossa on 2 - noin 8
hiiliatomia, tai aryyliryhm&, jossa on 6 - noin 12 hiili-
atomia. R? madritetssdn kuten R!, ja ne voivat olla samoja
tai erilaisia. R! on edullisesti H tai alkyyliryhmd, jossa
on 1 - noin 6 hiiliatomia. Z voi olla myds -Gly-2', -Met-
Z', -Lys-Z2', -Gys-Z', -Gly-Tyr-Z' tai -Ala-Tyr-Z', jossa
Z' on Kuten edellsd maidritettiin. Z on edullisesti -CONR!E?,
~-COOR'R® tai -CH,OR'.

Sekd@ mainittujen polypeptidien farmaseuttisesti
hyvaksyttdviin orgaanisiin ja epdorgaanisiin additiosuo-
loihin.

K&ytetyt aminohappot&hteiden lyhenteet on standar-
din peptidinimistdén mukaisia:

Gly = glysiini

Tyr = L-tyrosiini

Ile = L-isoleusiini

Glu = L-glutamiinihappo

Thr = L-treoniini

Phe = L-fenyylialaniini

Ala = L-alaniini
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Lys = L-lysiini

Asp = L-asparagiinihappo

Cys = L-kysteiini

Arg = L-arginiini

Gln = glutamiini

Pro = L-proliini

Leu = L-leusiini

Met = L-metioniini

Ser = L-seriini

Asn = L-asparagiini

his = L-histidiini

Trp = L-tryptofaani

Val = L-valiini

DOPA = 3,4-dihydroksifenyylialaniini
Met(0) = metioniinisulfoksidi

Abu = a-aminovoihappo

iLys = Nf-isopropyyli-L-lysiini
4-Abu = 4-aminovoihappo

Orn = L-ornitiini

D°Nal
D°Nal

Sar = sarkosiini

a-naftyyli-D-alaniini

B-naftyyli-D-alaniini

Kaikki kolmikirjaimiset aminohappolyhenteet, jotka
alkavat "D":118, tarkoittavat aminohappotdhteen D-konfigu-
raatiota, ja "D/L":11& alkavat lyhenteet tarkoittavat an-
nettujen aminohappojen D- ja L-konfiguraatioiden seosta.
Tdssd glysiinin katsotaan kuuluvan termiin "luonnollisesti
esiintyv&t L-aminohapot".

Em&ksisten, neutraaleiden tai happamien aminchappo-
tdhteiden, joita voidaan k8ytt&a aminohappoina A,, A,;, A, ja
A,, avulla saadaan peptidi, jossa halutun peptidin fysioke-
mialliset ominaisuudet on s&&delty suurelta osin. T&llai-
sen joustavuuden avulla saadaan merkittdvid etuja halutun
peptidin formulointiin ja sen antamiseen mille tahansa

annetulle lajille. Lis&& joustavuutta saadaan R- ja Z-osi-
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en valinnalla, kuin myds td811l8in voidaan halutun yhdisteen
fysiokemiallisia ominaisuuksia s&88t&8 paremmin.

Edullisia kasvuhormonia vapauttavia yhdisteits,
joita on kéytetty esilld olevan keksinntn kayt&ntd6n so-
velluksessa, ovat:

A, -A,-Ala-Trp-DPhe-A,-Z, kuten

A -His-A,-Ala-Trp-DPhe-A,-Z,

His-Ala-A,-Ala-Trp-DPhe-A,-Z,

Ala-A,-Ala-Trp-DPhe-A,-Z ja

His~-A,-Ala-Trp-DPhe-A,-Z, sekd
ndiden orgaaniset ja ep&dorgaaniset additiosuolat. A, on
edullisesti D®Nal. viel&kin edullisempia ovat

A,~His-D?Nal-ala-Trp-DPhe-Lys-NH, (erityisesti

Ala-His-D"Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,) sek&
kaikkien mainittujen polypeptidien orgaaniset ja ep&dorgaa-
niset additiosuolat.

Nditd yhdisteitd on tavallisesti helppo syntetisoi-
da, ne vaikuttavat seerumin kasvuhormonitasoja kohottaen
ja ne ovat edullisia kaupallisen mittakaavan tuotantoon ja
hyvdksikdyttoon. Lis8ksi né&md@ yhdisteet voivat olla edul-
lisia siind mielessd, ettd niilld on fysiokemiallisia omi-
naisuuksia, jotka ovat toivottavia t&llaisten polypeptidi-
en jakamiseksi tehokkaasti monille erilaisille eldinla-
jeille, ja t&md johtuu niiden joustavuudesta, jonka on
mahdollistanut erilaiset substituutiot polypeptidiyhdis-
teiden tiettyihin asemiin, wvalitsemalla ndiden polypepti-
diyvhdisteiden N-p&dte-, -C-p&&te- ja keskusasemien polaa-
rinen, neutraali tai ei-polaarinen luonne siten, ett& se
sopii yhteen halutun antotavan kanssa.

N&dmad peptidit ovat tavallisesti voimakkaampia edis-
tédmd&n seerumin kasvuhormonitasojen kohoamista kuin useim-
mat vastaavat peptidit, joissa on erilainen aminohappot&h-
de A,-asemassa. D°Nal-peptidit ovat tavallisesti edullisim-
pia, koska ne ovat hyvin voimakkaita.

His-D"Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,- ja



A,~His-D’Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,-peptidit (kuten
Ala-his-D°Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,),

A,-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,-peptidit, kuten
Ala-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH, ja niiden orgaaniset ja
epdorgaaniset additiosuolat ovat edullisimpia.

Ndiden yhdisteiden on todettu olevan erittdin voi-
makkaita edistamddn seerumin kasvuhormonitasojen kohoamis-
ta.

Tam&n keksinndn yhdisteitd voidaan k&ytt&i paranta-
maan veren kasvuhormonitasoja eldimiss#; parantamaan mai-
dontuotantoa lehmiss&; parantamaan ruumiin kasvua ihmisis-
sd, kuten nis#@kkdissd (esim. ihmiset, lampaat, naudat ja
siat), kuin my®s kaloissa, siipikarjassa, muissa selkidran-
kaisissa ja &8yridisissd; ja lisd&m&an villan ja/tai tur-
kiksen tuotantoa nisdkk&iss&. Ruumiin kasvu riippuu eldin-
lajien sukupuolesta ja iadstd, annettavan kasvuhormonia
vapauttavan yhdisteen médrdstd ja identtisyydestd, antota-
vasta ja vastaavista tekijodista.

T&mén keksinndén uusia polypeptidiyhdisteitd voidaan
syntetisoida liuos- ja kiinted-faasi-peptidikemian tavan-
omaisilla menetelmill& tai kemiassa tunnetuilla klassisil-
la menetelmilld. Kiinte&d-faasi-synteesi aloitetaan pepti-
din C-pddteryhmén pdastd. Sopiva ldhtodaine voidaan valmis-
taa esimerkiksi kiinnitt&m&lla tarvittava suojattu alfa-
aminohappo Kkloorimetyloituun hartsiin, hydroksimetyyli-
hartsiin, bentshydryyliamiini- (BHA) hartsiin tai para-
metyyli-bentsyylihydryyliamiini- (p-Me-BHA) hartsiin.
Erdstd tdllaista Kkloorimetyylihartsia myy kauppanimell&
BIOBEADS SX-1 Bio Rad'Laboratories, Richmond, Kalifornia.
Hydroksimetyylihartsin wvalmistuksen kuvaavat Bodansky et
al., Chem. Ind. (Lontoo) 38, 1597 (1866). BHA~hartsin ovat
kuvanneet Pietta ja Marshall, Chem. Comm., 650 (1970) ja

sitd8 myy Peninsula Laboratories, Inc., Belmont, Kalifor-

nia.
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Ensimmdisen kiinnityksen jdlkeen alfa-aminorymén
suojaryhm& voidaan poistaa valituilla happamilla reagens-
seilla, kuten trifluorietikkahappo- (TFA) tai suolahappo-
(HCl1l) liuoksilla orgaanisissa liuottimissa huoneenlamp&tti-
lassa. Kun alfa-aminoryhmdn suojaryhmd8 on poistettu, j&l-
jelle j&&neet suojatut aminohapot voidaan liitt&&8 vaiheit-
tain halutussa jdrjestyksessd. Kukin suojattu aminohappo
voidaan tavallisesti saattaa reagoimaan noin kolminker-
taisena ylimddré&nd, Lkayttden sopivaa karboksyyliryhmén
aktivaattoria, kuten disykloheksyylikarbodi-imid& (DCO tai
di-isopropyylikarbodi-~imidi (DIC) liuoksessa, esimerkiksi
metyleenikloridissa (CH,Cl,) tai dimetyyliformamidissa
(DMF) ja n&iden seoksissa.

Kun haluttu aminohappojdrjestys on saatu, haluttu
peptidi wvoidaan 1lohkaista hartsirungosta késittelemdlléd
reagenssilla, kuten vetyfluoridilla (HF), joka ei ainoas-
taan lohkaise peptidi&d hartsista vaan lohkaisee my&s ylei-
sesti kdytetyt sivuketjun suojaryhmdt. Kun kdytetéddn kloo-
rimetyylihartsia, HF-kdsittelyssd muodostuu vapaa pepti-
dihappo. Kaytettdessd BHA- tai p-Me~BHA-hartsia, HF-k&sit-
tely johtaa suoraan vapaisiin peptidiamideihin.

Edelld kuvattu kiinted-faasi-menetelmd@ on hyvin
tunnettu, ja sen ovat kuvanneet Stewart ja Young, Solid
Phase Peptide Synthesis: toinen painos (Pierce Chemical
Co., Rockford, IL 1984).

Joitakin liuosmenetelmi&, joita voidaan k&yttsa
syntetisoitaessa esilld olevan keksinn®dn mukaisia pepti-
diosia, esitetddn teoksessa Bodansky et al., Peptide Synt-
hesis, 2. painos, John Wiley & Sons, New York, N.Y. 1976.

Uskotaan, ettd peptidej8 syntetisoidaan edullisem-
min liuvosfaasimenetelm&lld, johon liittyy vadhint&&n kahden
peptidifragmentin kondensaatioreaktio.

Tdssd menetelmdssd kondensoidaan peptidifragmentti
X-A,-Y peptidifragmentin U-V-W kanssa, jossa kaikki amino-

happosivuketjut A,:t8 lukuunottamatta ovat neutraaleja tai
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suojattuja, ja jossa X on Prot. tai Prot.-A,, jossa Prot.
on N-pddteryhmdn suojaryhmd; Y on A,-Q, Ala-A,-Q, A,-A,-Q,
Ala-A,-A,-A,-Q, Ala-A,-A,-A,-Q, Ala-Q tai -Q, jossa, kun Y on
Q, U on J-A,~-A;-A, tai J-Ala-A,,-A,-A,. Kun Y on Ala-Q, U on
J-A,-A;-A,. Kun Y on A,-Q tai Ala-A,-Q, U on J-A;-A,. Kun Y
on A,-A;-Q tai Ala-A,-A;-Q, U on J-A,. Kun Y on A,-A;-A,-Q tai
Ala-A,-A;-A,-Q, Uon J. Von A; tai Z. Kun V on A;, W on A,-
Z tai Z. Kun V on Z, W:td8 ei ole mukana. A,, A,, A, ja Z
ovat kuten tdssd mddritettiin. Esill#é olevassa tilanteessa
A, on D°nal tai DPhe, ja A, on Trp.
Q on peptidifragmentin karboksip&&teryhmd&8 ja se on
-OR? tai -M, jossa M on osa, joka voidaan korvata typen
sisdltdvalla nukleofiilills, ja R® on H, alkyyliryhmd, jos-
sa on yksi - noin 10 hiiliatomia, aryyliryhmd, jossa on 6
- noin 12 hiiliatomia, tai aryylialkyyliryhmd&, jossa on 7
- noin 12 hiiliatomia; J on annetun fragmentin amiinipd&a-
teryhmd, ja se on H tai suojaryhmd, joka ei estd liitos-
reaktiota, esimerkiksi bentsyyli.

T&mdn jédlkeen suojaryhmét poistetaan. Vaihtoehtoi-
sesti voidaan kayttdd ndin muodostettua suojattua peptidiéd
seuraavissa kondensaatioissa suuremman peptidin valmista-
miseksi.

Tdm8 edullinen menetelm& kuvataan t&dydellisemmin
US-patenttihakemuksessa, jonka sarjanumero on joka
on j&tetty 24. heindkuuta 1990, keksijoind John C. Hubbs
ja S.W. Parker, otsikolla "Menetelmd peptidien syntetisoi-
miseksi", joka liitet&&n t&hé&n viitteells.

Esilld olevan keksinndén toisen n&kékohdan mukaan
saadaan menetelmd, jolla edistetd&n kasvuhormonitasojen
vapautumista ja/tai kohoamista eldimen veress&d. Mainitussa
menetelmdssd annetaan eldimelle tehokas annos vadhintdan
vyhtd edelld kuvattua polypeptidid.

T&médn keksinntn yhdisteet voidaan antaan suun kaut-
ta, ruoansulatuskanavan ulkopuolelle (lihakseen (i.m.),

vatsakalvoon (i.p.), suonensisdisesti (i.v.) tai ihon alle
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(s.c.) injektiona), nend@n kautta, emdttimeen, per&suoleen
tai kielen alle, ja ne voidaan formuloida annosmuotoihin,
jotka ovat sopivia kutakin antotapaa varten. Anto ruoansu-
latuskanavan ulkopuolelle on edullinen.

Kiinteitd8 annosmuotoja suun kautta tapahtuvaan an-
toon ovat kapselit, tabletit, pillerit, jauheet ja rakeet.
Tdllaisessa kiintedssd annosmuodossa vaikuttava yhdiste
sekoitetaan v&hint&d&n yhden inertin kantaja-aineen, kuten
sakkaroosin, laktoosin tai t&rkkelyksen kanssa. Tdllaiset
annosmuodot voivat sisdlt&d, normaalikdytédnntn mukaisesti,
lis8aineita, jotka eiv&t ole inerttej& laimentimia, esim.
liuvkuaineita, kuten magnesiumstearaattia. Kapseleiden,
tablettien ja pillereiden tapauksessa annosmuodot voivat
sisdltd8 myds puskuriaineita. Tabletit ja pillerit voidaan
lisdksi valmistaa suolessa hajoaviksi.

Nestemdisid annosmuotoja, jotka annetaan suun kaut-
ta, ovat emulsiot, liuokset, suspensiot, siirapit, elik-
siirit, jotka sis&ltdvadt inerttejd yleisesti kédytettavia
laimentimia, kuten vettd. T&llaisten inerttien laimentimi-
en lisdksi koostumukset voivat sisdltdd apuaineita, kuten
kostutusaineita, emulgaattoreita ja suspensoivia aineita,
ja makeutusaineita, maku- ja hajuaineita. T&m&n keksinnon
mukaisia wvalmisteita, jotka annetaan ruoansulatuskanavan
ulkopuolelle, ovat steriilit vesi- ja ei-vesiliuokset,
suspensiot tai emulsiot. Esimerkkeind ei-vesiljiuottimista
tai vehiikkeleistd ovat propyleeniglykoli, polyetyleeni-
glykoli, kasvis®6ljyt, kuten o0liividljy ja maissidljy, ge-
latiini, ja injisoitavat orgaaniset esterit, kuten etyyli-
oleaatti. Tdllaiset l&d&kemuodot voivat sisdltdd myds apu-
aineita, kuten s&ildnté&-, kostutus-, emulgointi- ja hajo-
amista edist&dvid aineita. Ne voidaan steriloida esimerkik-
si suodattamalla bakteereja pid&dttdvdn suodattimen lé&pi,
lisdamdlla steriloivaa ainetta koostumuksiin, s&dteilytta-
mdlld koostumuksia tai kuumentamalla koostumuksia. Ne voi-

daan valmistaa myds vdliaineeseen, joka on steriiliid vet-
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td, tai johonkin muuhun steriiliin injektiokelpoiseen v&-
liaineeseen vidlittdmédsti ennen kayttda.

Esilld olevan keksinndn uudet yhdisteet ovat myds
kdyttokelpoisia silloin, kun ne annetaan yhdess& kasvuhor-
monia vapauttavan hormonin kanssa (se on luonnollisesti
esiintyvd kasvuhormonia vapauttava hormoni, sen analogit
ja funktionaaliset vastineet), kuin myds yhdistelmin&d mui-
den sellaisten yhdisteiden kanssa, jotka edist&védt kasvu-
hormonin wvapautumista, esim. kasvuhormonia vapauttavien
peptidien kanssa (katso US-patentti no. 4 880 778, joka.
liitet&&n t&hdn viitteelld). T&llaiset yhdistelm&t edusta-
vat erityisesti edullisia tapoja antaa esilld olevan kek-
sinnén kasvuhormonia vapauttavia peptidej&, koska yhdis-
telmd edistdd paljon useamman kasvuhormonin vapautumista
kuin mitd odotetaan vapautuvan, laskettaessa yhteen yksit-
tdiset vasteet Kkullekin yhdistelmd&n komponentille, eli
vhdistelm&n avulla saadaan synergistinen vaste, joka riip-
puu yksittdisestd komponentista. Lis&yksityiskohtia kasvu-
hormonia vapauttavien hormonien yhdistelmien annosta kuva-
taan edelld siteeratussa patentissa. Tdllaiset synergisti-
set yhdisteet ovat edullisesti yhdisteit8, jotka toimivat
agonisteina kasvuhormonia vapauttavan hormonin reseptoris-
sa tai estédvat somatostatiinin vaikutuksen. Synergismi voi
olla binaarista, se on esilld oleva yhdiste ja yksi syner-
gistisistd yhdisteistd, tai siihen liittyy useampia Kkuin
vksi synergistinen yhdiste.

Esilléd olevan keksinndn polypeptidin tai polypepti-
dien yhdistelmdn mddrs riippuu useista tekijbistd, esim.
tietystd hoidettavasta eldimestd, sen idstd ja sukupuocles-
ta, halutusta terapeuttisesta wvaikutuksesta, antotavasta
ja siitd, mitd polypeptidid tai polypeptidien yhdistelm&d
kdytetd8&n. Kaikissa tapauksissa k8ytet&adn kuitenkin annos-
ta, joka on tehokas edistamd&n kasvuhormonitason vaputu-
mista ja kohoamista vastaanottajaeld@imen veressd. Tavalli-

sesti t&m& annostaso on noin 0,1 pg - 10 mg kokonaispoly-
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peptidi& kg:a ruumiinpainoa kohden. Edullisen m3&r&n voi
asiantuntija helposti m88rittd8 empiirisesti esilléd olevan
selostuksen perusteella.

Esimerkiksi ihmisille, kun anto tapahtuu suonensi-
sdisesti, edullinen annostaso on noin 0,1 pg - 10 pg koko-
naispolypeptidi8 kg:a ruumiinpainoa kohden, edullisemmin
noin 0,5 pg - 5 pg kokonaispolypeptidid kg:a ruumiinpainoa
kohden, edelleen edullisemmin noin 0,7 pg - noin 3,0 pg
kg:a ruumiinpainoa kohden. Kun k8ytetd8n kasvuhormonia
vapauttavien peptidien yhdistelmi&, voidaan kdyttdd esilld
kuvattuja m8dri8 alhaisempia m88ri&. Esimerkiksi yhdistet-
t8ess8 esilld8 kuvattu peptidi esimerkiksi I-ryhmdsan US-
patentissa no. 4 880 778 kuuluvan synergistisen yhdisteen,
kuten GHRH:n kanssa, edullinen annosraja on noin 0,1 pg -
noin 5 pg esillid kuvattua yhdistettd (esim. Ala-His-D"Nal-
Ala-Trp-DPhe-A,-Z, Ala-His-DPhe-Ala-Trp-Dhe-A,-Z tai His-
IﬂNal-Ala—Trp-DPhe—Aé-Z) kiloa ruumiinpainoa kohden, ja
noin 0,5 pg - noin 15,0 pg synergististd yhdistettd (esim.
GHRH) ja edullisemmin noin 0,1 pg - noin 3 pg esilli ole-
vaa yhdistettd sekd noin 1,0 pg - noin 3,0 pg synergistis-
td8 yhdistettd kiloa ruumiinpainoa kohden.

Suun kautta tapahtuvaa antotapaa kadytettdessad tar-
vitaan yleens8 suurempia madrid. Esimerkiksi annettaessa
ihmisille suun kautta, annostaso on tavallisesti noin
30 pg - noin 600 pg polypeptidid ruumiinpainoa kohden,
edullisemmin noin 70 pg - noin 500 pg polypeptidi& ruu-
miinpainoa kohden, viel& edullisemmin noin 100 pg - noin
350 p kokonaispolypeptidid kiloa ruumiinpainoa kohden,
vield edullisemmin noin 200 p g - noin 300 pg kokonaispo-
lypeptidi&d kiloa ruumiinpainoa kohden. Lehm&t tarvitsevat
suurinpiirtein saman annostason kuin ihmisetkin, kun taas
rotat tarvitsevat suurempia annostasoja. Tarkka taso voi-

daan helposti mdarittad empiirisesti esillad olevaan selvi-

tykseen perustuen.
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Yleisesti, Kkuten edelld mainittiin, annettaessa
kasvuhormonia vapauttavia peptidejd yhdistelminad, saman-
laisen vasteen aikaansaamisekis kédytettdvii yksittidisia
kasvuhormonia vapauttavia yhdisteitd voidaan antaa alhai-
sempina annoksina suhteessa tarvittaviin yksittdisten kas-
vuhormonia vapauttavien yhdisteiden annostasoihin yhdis-
telm8n synergistisen vaikutuksen vuoksi.

Esilld olevaan keksintd6n kuuluvat my®s koostumuk-
set, jotka sisdltév&t vaikuttavana aineosana edelld kuvat-
tujen polypeptidien orgaanisia ja epdorgaanisia additio-
suoloja sekd@ niiden yhdistelmid; valinnaisesti yhdesséa
kantaja-aineen, laimentimen, hitaasti la#keainetta vapaut-
tavan matriisin tai p&3dllysten kanssa.

Kasvuhormonia vapauttavien yhdisteiden orgaanisia
ja epdorgaanisia additiosuoloja sekd@ niiden yhdistelmid,
jotka kuuluvat esilld olevan keksinndn suojapiiriin, ovat
sellaisset orgaanisten osien suolat, kuten asetaatti, tri-
fluoriasetaatti, oksalaatti, valeraatti, oleaatti, 1lau-
raatti, bentsoaatti, laktaatti, tosylaatti, sitraatti,
maleaatti, fumaraatti, suksinaatti, tartraatti, naftalaat-
ti ja wvastaavat suolat; sekd& sellaisten epdorgaanisten

osien, kuten ryhmén I (se on alkalimetallisuolat), ryhmidn

-1II (se on maa-alkalimetallisuolat) ammonium- ja protoamii-

nisuolat, sinkki, rauta ja vastaavat, sekd@ vasta-ionit,
kuten kloridi, bromidi, sulfaatti, fosfaatti ja vastaavat,
kuin myts edelld viitatut orgaaniset osat.
Farmaseuttisesti hyvaksyttadvat suolat ovat edulli-
sia, kun ne annetaan ihmispotilaille. T&llaisia suoloja
ovat myrkyttémdt alkalimetalli-, maa-alkalimetalli- ja
ammoniumsuolat, joita yleisesti kdytet&dn farmaseuttisessa
teollisuudessa, ja t&llaisia ovat natrium-, kalium-, liti-
um-, kalsium-, magnesium-, barium-, ammonium- ja protamii-
nisuolat, jotka valmistetaan kemiassa hyvin tunnetuilla
menetelmilld. Termi k&sitt&8&8 myds myrkyttomét happoaddi-
tiosuolat, jotka tavallisesti valmistetaan siten, ettad
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saatetaan tdmdn Keksinndn mukaiset yhdisteet reagoimaan
sopivan orgaanisen tai ep#&orgaanisen hapon kanssa. Esi-
merkkein8 suoloista ovat hydrokloridi, hydrobromidi, sul-
faatti, bisulfaatti, asetaatti, oksalaatti, wvaleraatti,
oleaatti, lauraatti, boraatti, bentsocaatti, laktaatti,
fosfaatti, tosylaatti, sitraatti, maleaatti, fumaraatti,
suksinaatti, tartraatti, naftylaatti ja vastaavat suolat.

Keksintb8 wvalaistaan edelleen seuraavilla ei-ra-
joittavilla esimerkeilld.

Esimerkki 1

Kasvuhormonia vapauttavien peptidien synteesi

Parametyylibentshydryyliamiinihydrokloridi- (pme-
BHA-HCl1l) hartsia laitetaan reaktioastiaan kaupallisesti
saatavaan automatisoituun peptidisyntetisaattoriin. Hartsi
substituoidaan vapaalla amiinilla siten, ettd lisdtty maa-
rd on noin 5 mmol grammaa kohden. Yhdisteet valmistetaan
liittém&lla yksittédiset aminohapot, aloittaen peptidiket-
jun karboksipd&teryhméstd ja k8yttden sopivaa aktivoivaa
ainetta, kuten N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidi& (DCC).
Yksittdisten aminohappojen alfa-amiini suojataan, esimer-
kiksi t-butyylioksikarbonyylijohdannaisena (t-Boc), ja
reaktiiviset sivuketjun funktionaaliset ryhmd&t suojataan

taulukossa 1 kuvatulla tavalla.

Taulukko 1
Kiinted-faasi-peptidisynteesiin sopivia sivuketjun
suojaryhmia

Arginiini: N%-tosyyli

Asparagiinihappo: O-bentsyyli

Kysteiini: S-para-metyylibentsyyli
Glutamiinihappo: O-bentsyyli

Histidiini: N'"-tosyyli

Lysiini: N®-2,4-diklooribentsyylioksikarbonyyli
Metioniini: S-sulfoksidi

Seriini: O-bentsyyli
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Treoniini: O-bentsyyli
Tryptofaani: N*9-formyyli
Tyrosiini: 0-2,6-diklooribentsyyli

Ennen aloitusaminohapon liittdmistd, hartsia sekoi-
tetaan kolme kertaa (noin yksi minuutti kerrallaan) dik-
loorimetaanin kanssa (CH,Cl,; noin 10 ml/g hartsia), se
neutraloidaan sekoittamalla kolme kertaa (noin kaksi mi-
nuuttia kullakin kerralla) dikloorimetaanissa olevan N, N-
di-isopropyylietyyliamiinin (DIEA) kanssa (10:90; noin
10 ml/g hartsia), ja se neutraloidaan sekoitta,adda kolme
kertaa (noin minuutti kerrallaan) dikloorimetaanin kanssa
(noin 10 ml/g hartsia). Aloitus- ja kukin seuraava amino-
happo liitetd&n hartsiin, kéyttden edeltd muodostettua
symmetristd anhydridia, kayttden noin 3,0-kertaista hart-
sin, jossa on sopivasti suojattu aminohappo, sitoutumis-
kapasiteetin kokonaism&drda ja noin 1, 5-kertaista hartsin,
jossa on DCC:td sopivassa maadrdsséd dikloorimetaania, si-
toutumiskapasiteetin kokonaismdd@rdd. Aminohappoihin jotka
liukenevat heikosti dikloorimetaaniin, lis&td&n N,N-dime-
tyyliformamidia (DMF) homogeenisen liuoksen aikaansaami-
seksi. Tavallisesti symmetrinen anhydridi valmistetaan
korkeintaan 30 minuuttia ennen sen lis8&@mistd reaktioasti-
aan lampdtilassa, joka on huoneenlé&mpdtila tai sen alle.
Disykloheksyyliurea, joka muodostuu symmetrisen anhydridin
valmistamisen j&lkeen, poistetaan suodattamalla liuos re-
aktioastiaan omapainosuodatuksella. Aminochapon hartsiin
liittymisen edistymistd valvotaan varireaktiolla, k&yttéen
reagenssia, kuten ninhydriini& (joka reagoi primaaristen
ja sekondaaristen amiinien kanssa). Kun suojatun aminoha-
pon liittyminen hartsiin on tapahtunut (> 99 %), alfa-
amiinin suojaryhmé8 poistetaan kdsittelemdll& happaman rea-
genssin (reagenssien) kanssa. Yleisesti k&ytetty reagenssi
koostuu liucksesta, jossa on trifluorietikkahappoa (TFA)

ja anisolia dikloorimetaanissa (45:2:53). Tadydellinen me-
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netelmd kunkin yksittdisen aminohappoti8hteen liitti#miseksi

hartsiin kuvataan taulukossa 2.

Taulukko 2
Menetelmd yksittdisten aminohappojen liitt&miseksi

hartsiin
Reagenssi . ) Sekoitukset Aika/sekoitus
). Dikloorimetaani ; 3 ! min.
. 2. TFA, Anisoli, dikloorimetaani ] 2 min.
(45:2:53)
3. TFA, Anisoli, dikloorimetaani 1 20 min.
(45:2:53)
4. Dikloorimetaani 3 1 min,
5. DIEA, dikloorimetaani 3 2 min.
(10:90)
8. Dikloorimetaani ' 3 ] min.
7. Ennalta valmistettu symmetrilien 1 15-120 min.*
: anhydridi
i
,B, Dikloorimetaani 3 ] min,
9. Isopropaani ' 3 ] min.

10. Dikloorimetaani 3 1 min.

11. Liitosreaktion valvontamenetelmd **

12. Toistetaan vaiheet 1 - 12 kullekin yksittdisel-
le aminohapolle.

* Liitosaika riippuu yksittdisestd aminohaposta.

** Liitoksen laajuuttaa voidaan tavallisesti valvoa
vidritestilld. Jos liitos ei ole tdydellinen, sama amino-
happo voidaan liitt&4 uudelleen toistamamalla vaiheet 7 -
11. Jos liitos on tapahtunut téydellisesti, seuraava ami-

nohappo voidaan liitt&s.

Kadyttdm&lla t&t& peptidisynteesimenetelmdsd, saadaan
uusia hartsiin sidottuja polypeptidejd, jollaisia ovat:
A,-D?-Nal-A,-Trp-A,-A,-R ja
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A,-DPhe-A;-Trp-A,-A,-R (joissa A;, A,, A, ja A, ovat kuten
edelld médritettiin ja R on polymeerihartsi, ja aminohap-
porakenneosien funktionaaliset ryhmdt suojataan tarvitta-
essa sopivilla suojaryhmilld). Erityisid ketjuja (sopivas-
ti suojatussa muodossa), joita on valmistettu, ovat:

His—DﬂNal-Ala-Trp-DPhe-Lys- R,
A]a-His-DﬁNal-A1a-Trp-DPhe—Lys- R,
Ala-His-OTrp-Ala-Trp-DPhe-Lys- R ,
His-Ala-DTrp-Ala-Trp-DPhe-Lys- R ,
His-D%Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys- R ,

His-DAsp-Ala-~Trp-DPhe-Lys- R ,

His-DCys(SMe)-Ala-Trp-DPhe-Lys- R ,

His-DTrp-Ala-Trp-DPhe-Ala-Lys- R ,

His-DBNa1—A]a-Trp-DPhe-A]a-Lys- R,

Ala-His-DﬁNa]-Ala-Trp-DPhe-Ala-Lys- R,

Try-DArg-Phe-Gly- R,

Ala-His-Dphe-Ala-Trp-DPhe-Lys- R

Ala-His-DHis-Ala-Trp~DPhe-Lys- R, ja

Ala-His-DPro-Ala-Trp-DPhe-Lys- R

Esimerkki 2

Kasvuhormonin vapautuminen in vivo rotissa

Ei-tdysikasvuisia Spraque-Dawley-naarasrottia saa-
tiin Charles River Laboratorioista (Wilmington, MA). Saa-
pumisensa jdlkeen niit8 pidettiin 25 °C:ssa 14:10 tunnin
valoisa:pimedrytmissd. Vettd ja Purina-rotanruokaa oli
saatavilla mielin m&drin, Poikasia pidettiin niiden emojen
kanssa, kunnes ne olivat 21 pdivdn ikdisii.

21 p&iva8 vanhoja rottia, kuusi rottaa kdsittely-
ryhmd8 kohden, nukutettiin antamalla niille vatsaonteloon
50 mg/kg pentobarbitaalia 20 minuuttia ennen suonensi-
s8disesti annettavaa peptidi&. Normaali suolaliuos ja
0,1-%:inen gelatiini olivat vehiikkelin& peptidien suonen-
sisdisesti annettavissa injektioissa. Nukutetuille rotil-

le, jotka painoivat 55 - 65 grammaa, annettiin suonensi-
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sdisend injektiona taulukoissa 3, 4 ja 5 ilmoitetut ma&arat
kasvuhormonia vapauttavia yhdisteitd8. Injektio annettiin
0,2 ml:n liuoksena kaulalaskimoon.

Kaikki eldimet lopetettiin giljotiinilla 10 minuu-
tin kuluttua viimeisest& injektiosta (katso taulukot 3 ja
4). Vartalon veri otettiin talteen p&&n katkaisun j&lkeen
veren kasvuhormonitasojen md@&rittaémiseksi. Kun veren oli
annettu hyytyd, se sentrifugoitiin ja seerumi erotettiin
hyytyméstd. Seerumia pidettiin ja&dytettyn&d siihen p&ivéan
asti, kunnes siitd otettiin n&ytteitd kasvuhormonitasojen
radioimmunologista (RIA) mdAdritystd varten seuraavan mene-
telm&n mukaisesti, joka menetelmd on kehitetty Kansalli-
sessa nivelreuma-, sokeritauti- ja ruoansulatus- ja munu-
aissairauksien instituutissa (NIADDK).

Reagenssit 1lisdtd8n tavallisesti analyysiputkiin
vhdella kertaa jddkaappiladmpdtilassa (4 °C) seuraavassa
jé8rjestyksessa:

(a) puskuri,

(b) "kylm&" (se on ei-radioaktiivinen) standardi
tai tutkittava tuntematon seeruminédyte,

(c) radioaktiivisella jodilla merkitty kasvu-
hormoniantigeeni ja

(d) kasvuhormoniantiseerumi.

Reagenssilisdys suoritetaan tavallisesti siten,
ettd lopulliseksi RIA-putkilaimennokseksi saadaa noin 1:
30 000 (antiseerumi:kokonaisnestetilavuus vol:vol).

Sekoitettuja reagensseja inkuboidaan sitten taval-
lisesti huoneenlampdtilassa (noin 25 °C) noin 24 tuntia
ennen toisen vasta-aineen lis&d&mistd (esim. vuohen tai
kanin anti-apina-gammaglobuliiniseerumi), joka vasta-aine
sitoutuu siihen ja saa aikaan kopleksoituneen kasvuhormc-
niantiseerumin saostumisen.

RIA-putkien saostuneista sisdlloistd analysoidaan
sitten lukemien m&8&ra tiettynd ajanjaksona gamma-tuikelas-

kimella. Standardisuora piirretdsdn radioaktiivisina luke-
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mina kasvuhormonitason funktiona. Tuntemattomien ndyttei-
den kasvuhormonitasot mddritet&d&n sitten standardisuoran
perusteella.

Seerumin kasvuhormoni mitattiin RIA:n avulla seké
reagensseilla, jotka on saatu Kansallisesta hormoni- ja
ailvolisdkeohjelmasta.

Taulukoissa 3, 4, S5 ja 6 olevat seerumitasot merki-
td8n ylds ng/ml:na rotan kasvuhormonistandardin muodossa,
joka on 0,61 kansainvdlistd yksikk6d/mg (IU/mg). Tiedot
tallennetaan keskiarvona +/- keksiarvon keksivirheena
(SEM). Tilastoanalyysi suoritettiin Studentin t-testilla.
NS tarkoittaa, ettd ero ei ollut tilastollisesti merkitse-
vd. Taulukoissa 3, 4, 5§ ja 6 esitetyt tulokset ovat Kkeski-
arvoja kuudella rotalla suoritetuista tutkimuksista.

Taulukko 3

Kasvuhormonia vapauttavilla yhdisteilld edistetty

kasvuhormonin vapautuminen (ng/ml) in vivo pento-

barbitaalilla nukutetuissa rotissa

(Eldimet lopetettiin 10 minuutin kuluttua viimei-
sestd injektiosta)

Sarakkeen A

Sarake A . Kokonais- Vertailu- yhdisteen vapauttava
Kasvuhormonia annos kasvuhormoni kasvuhormoni
vapauttavat yhdisteet (pg) GH _no/mi no/ml +SEM p-arvo
His-0Trp-Ala-Trp- 0,1} 151 - 15 246 = 39 -
DPhe-Lys~NH, 0,3 151 + 16 670 + 75 -
1,0 15] + 16 1000 + 276 -
3,0 151 + 16 2106 + 216 -
His-DPNal-Ala- 0,1 151 + 16 938 + 255 < 0,02
Trp-DPhe-Lys-NH;- 0,3 151 + 16 1716 + 258 < 0,02
1,0 151 + 16 3728 + 691 < 0,0!
3,0 151 + 16 3238 + 273 < 0,0l
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His-DTrp-Ala-
Trp—Dphe—Lys-NHz

Ala-His-DTrp-Ala-
Trp-DPhe-Lys-NHz

Ala-His-DBNal-
Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,

Ala-His-DTrp~Ala-Trp-
DPhe-Lys-NH,

Ala-His-DBNal-
Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,

ol
0,3
1,0
3,0

H

0,!
0,3
1,0

3,0

0,1
0,3
1,0

3,0

0,1
0,3
1,0
3,0

0,1
0,3
1,0

20

138
138
138
138

138
138
138
138

138
138
138
138

m
111
111
111

111
I
111

I+ + 1+ I+

I+ I+ 1+ I+

1+ 1+ 1+

I+ + I+ I+

I+ 1+ I+

12
12
12
12

12
12
12
12

12
12
12
12

25
25
25
25

25
25
25

226
613
1581
2875

254
809
1516
3095

1128
2479
3899
4202

360
903
2957
3956

970
2898
3908

1+ 1+ 4+ 1+ + o+ I+

+ 1+ 1+ 4+

1+ 1+ 1+ 1

1+ 1 1+

31
73
228
393

78
59
215
473

309
389
514
368

35

217
427
485

169
247
327

NS
NS
NS
NS

< 0,02 < 0,02
< 0,001 < 0,001
< 0,001 < 0,001

< 0,08

\

NS

< 0,0l
< 0, 001

NS
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Kasvuhormonia vapauttavilla yhdisteilld edistetty

kasvuhormonin vapautuminen (ng/ml) in vivo pento-

barbitaalilla nukutetuissa rotissa
(Eldimet lopetettiin 10 minuutin kuluttua viimei-

sestd injektiosta)

Sarake A
Kasvuhormonia

vapauttavat yhdisteet

Sarakkeen A

vhdisteen
. vapauttava
Vertailukasvu . kasvuhormo-
) Kokonais- .
hormoni annos

GH_ng/ml (ug) na/ml

AlaHisOTrpAlaTrpDPheLysNHz 111 + 25 0,3 901 + 21
AlaHisDPheAlaTrpDPhelysNH, 181 + 69 0,3 616 + 74
AlaHisDHisAlaTrpDPhelysNH, 117 + 19 0,3 268 + 54
A1aHisDProAlaTrpDPhelysNH, 117 £ 19 0,3 262 * 51
Taulukko 5
gggggais;vertailukas-

. (ug) vuhormoni Vapautunut
Peptidi o ‘GH_ng/mlL kasvuhormoni ng/mb
His-DAsp-Ala-Trp- 1,0 150 + 20 154 + 63
DPhe-Lys-NH, 3,0 150 + 20 155 + 34

10,0 150 + 20 163 + 44

30,0 150 + 20 224 + 62

10010 150 + 20 178 + 83

His-DCys(SMe)-Ala- 0,3 181 + 69 178 + 28
Trp-DPhe-Lys-NH, 1,0 181 + 69 193 + 28
3,0 181 + 69 180 + 34

His-D2Nal-Ala- 0,1 151 = 16 280 + 70
Trp—DPhe-Lys-NHZ 0,3 151 + 16 439 + 122
1,0 151 = 18 1130 + 179

3,0 151 + 16 2319 + 139
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His-DTrp-Ala-Trp- 0,1 181 + 69 512 + 43
DPhe-Lys-NH, 0,3 181 + 69 566 + 114
1,0 181 + 69 1531 + 303
3,0 181 + 69 2349 + 267
His-DTrp-Ala-Trp- 0,1 220 + 29 420 + 105
DPhe-Ala-Lys-NH, 0,3 220 + 29 900 + 163
1,0 220 + 29 1965 + 366
3,0 220 + 29 4553 + 670
His-DANal-Ala- 0,1 111 + 25 484 + 89
Trp-DPhe-Ala-Lys-NH, 0,3 107 &+ 16 - 971 + 241
1,0 107 + 16 1593 + 359
3,0 107 + 16 3337 + 583
His~Ala-DTrp-Ala-Trp- 0,1 111 + 25 -
DPhe-Lys-NH, 0,3 151 + 16 261 + 32
1,0 151 + 16 830 + 103
3,0 151 + 16 2588 + 341

Taulukoista 3, 4, 5 ja 6 kdy i1ilmi, ettd keksinnédn
mukaiset yhdisteet edistdvdt kasvuhormonitasojen vapautu-
mista ja kohoamista sellaisten rottien veressid, joille
t&llaisia yhdisteit#d on annettu. Esilld olevan keksinnén
peptideill8 ilmenee vaikutusta, kun taas vastaavilla yh-
disteilld, joissa A,-asema on substituoitu (esim. DAsp,
DCys(SMe), DHis ja DPro) ei ilmene t&llaista vaikutusta.
N&m& tabletit osoittavat myds, ettd His-D®Nal-Ala-Trp-DPhe-
Lys-NH, on vaikuttavampi kuin yhdisteet, joissa on DTrp,
D°Nal, DAsp ja Dcys A,-asemassa. Samalla tavoin Ala-His-
DﬁNal—Ala—Trp—DPhe—Lys—NH2 on vaikuttavampi kuin wvastaava

DTrp-yhdiste.
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Esimerkki 3

Kasvuhormonia vapauttavien yhdisteiden yhdistelmdn
anto

Esimerkin 2 menetelmd toistettiin, paitsi, etta
rottia el nukutettu eikd niitd esikdsitelty pentobarbitaa-
1illa, ja peptidien yhdistelmd8 annettiin rotille. Annetut
yhdisteet, annostaso ja tulokset esitetd&n taulukossa 6.

Taulukko 6

Kasvuhormonia vapauttavilla yhdisteilld edistetty
kasvuhormonin vapautuminen in vivo pentobarbitaa-
lilla nukutetuissa rotissa

(Eldimet lopetettiin 10 minuutin kuluttua viimei-

sestd injektiosta)

) Vertailu Vapautunut kasvu-
Sarake A Kokonais- seeruminkas- hormoni seerumin :
Kasvuhormonia . . annoa vuhormoni ggzﬁ%mln kasvuhormoni
vapauttava peptidi (ug) ng/ml+ SEM (N=6) + SEM (N=6)

Ala-His-DpNal- 0,1 337 & 51 610 + 90
Ala-Trp-DPhe-Lys-NH, 0,3 337 + 51 1140 + 187
1,0 337 + 51 2909 + 257
3,0 337 & 31 3686 & L6
Ala-DANal-Ala-
Trp-DPhe-Lys-NH, 0,3 167 + 46 363 + 73
1,0 167 + 46 1450 + 294
3,0 167 + 46 2072 + 208
10,0 167 + 46 2698 + 369

Ala-His-DANal-Ala-
Trp-DPhe-Lys-NH2 013 160 51 1418 +302
1.0 160 + 51 2201 +269

1+
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Ala-His-DSNal-Ala-
Trp-DPhe-Lys-NHz

Ala-His-DANal-Ala-
Trp-DPhe—Lys—NHz

Taulukko 7

24

0,3 228
1,0 228
0,1 160
0,3 160
1,0 160

+ 1+

I+ 1+ 1+

23 1746 +318
23 2610 +176
36 822 + 243
36 1549+ 292
36 2180+ 284

Keksinnén yhdisteen synergistiset vaikutukset nu-

kuttamattomissaa rotissa in vivo ryhmdn 1 ja ryhmdn

3 yhdisteilld

Annos (ug)

1
3

10

3
10
1 +3

10
1+3+10

—
-+

+ 3
+ 10
+3+10

(VS VN U8 ]

10 + 3
10 + 10
10+3 + 10

XaBvihorhoni (ng/ml)
+ SEM
12 + 3
58 + 13
240 + 32
204 + 50
131 + 50
79 + 29
2014 + 224
987 + 204
4150 + 585
1994 + 242
2149 + 45]
2922 + 384
2525 + 453
159" . 387
4344 - 374

* Ryhm&8n 1 ja 3 yhdisteet kuvataan yksityiskohtai-

Annettu yhdiste
Vertailu = -
175-13 - -
175-1 - -
cb - -
GHRH® - -
Tpd - -
175-1 GHRH -
175-1 TP -
175-1 GHRH TP
175-1 GHRH -
175-1 TP -
175-1 GHRH TP
o GHRH -
C TP -
o GHRH TP
semmin US-patentissa no.

4 880 778.
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a - 175-1 = Gus-D®Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH, (keksin-

nén yhdiste)

b - C = His-DTrp-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH, (vertailu yh-

diste)

Cc - GHRH = Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-
Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-
Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-
Ala~-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-
AsD-Ile-Nle-Ser-Arg-NH,

(1-ryhmé&n yhdiste)
d - TP = Tyr-DArg-Phe-Gly-Nh, (3-ryhm&n yhdiste)

Taulukko 7 osoittaa, ettd keksinndn yhdiste antaa
synergistisen vasteen, Kkun se annetaan yhdessd& esimerkki-
vhdisteiden, ryhm&n 1 ja ryhmd@n 3 yhdisteiden kanssa. Tau-
Jukon 7 tuloksista kdy edelleen ilmi, ettd keksinntén yh-
disteelld on suurempi synergistinen vaste kuin vertailu-
yhdisteelld (C) saatu vaste, jolla yhdisteelld on aikai-
semmin osoitettu olevan synergistinen vaste.

Esimerkki 4

Peptidifragmenttien kondensaatioreaktio pepetidin
muodostamiseksi

Yleiset menetelmdt

Sulamispisteet voidaan md&rittda Thomas Hooverin
kapillaarisulamispisteenmddrityslaitetta kayttden. Infra-
puna (IR) -spektrit voidaan tallentaa Perkin-Elmer Model
137 tai Nicolet Model 5DX -spektrofotometrillad ja ilmaista
aaltolukuina (cm™). Massaspektrit (MS) voidaan saada kayt-
tden VG Analytical Ltd. Model ZAB-IF -massaspektrometria
EI- (elektronitdérmiays), FD- (kentdn desorptio) tai FAB-
(nopea atomipommitus) tavoilla. GCMS voidaan saada k&ayttéd-
en Finnigan 4023 GCMS:d, joka on varustettu 30 m DB5 -ka-
pillaarikolonnilla (J & W Scientific), kayttden heliumia

kantajakaasuna. Optiset kiertokyvyt voidaan mitata kaytté-



e

»

10

15

20

25

30

35

26

en Autopol III -polarimetrid, jota valmistaa Rudolph
Research.

'H NMR -spektrit voidaan saada JEOL GX-400 NMR
-laitteella, kayttden 400 MHz:&, tai JEOL GX-270 NMR
-laitteella, kdyttden 270 MHz:8. N&illd laitteilla pysty-
td8n rutiininomaiseen digitaaliseen erotukseen, joka on
vdhemm&n kuin 0,7 Hz. Kemialliset siirtymd&t ilmoitetaan
miljoonasosina suhteessa sisdiseen 3-(trimetyylisilyyli)-
tetradeuteronatriumpropionaattiin (TSP).

Suuren erotuskyvyn omaava nestekromatografointi
(HPLC) voidaan suorittaa ké&dyttden Hitachi-jadrjestelmé&d,
joka koostuu L-5000-gradientinsddtimestd ja 655A-pumpusta,
joka on kytketty Vydac 201TP1010 tai 218TP1010 -puolival-
mistavaan kolonniin. Yhdistelmi&, joissa on vettd, joka
sisdltda O0,2-%:ista trifuorietikkahappoa ja metanolia,
voidaan kdyttad eluointiliuottimena. Tavallisesti kiinnos-
tavat yhdisteet eluoidaan virtausnopeudella, joka on kuusi
ml minuutissa, k&yttden gradientiltaan kasvavaa orgaanista
komponenttia, joka on suuruudeltaan noin 1 - 2 % minuutis-
sa. Yhdisteet detektoidaan sitten sopivilla aallonpituuk-
silla, kayttden LKB 2140, diodirivilla varustettua UV-de-
tektoria. Integroinnit voidaan sitten suorittaa k&yttéden
Nelsonin analyyttisi8 ohjelmia (versio 3.6).

Reaktiot suoritetaan inertissd typpi- tai argonat-
mosfd&drissd, ellei toisin mainita. Vedetdn tetrahydrofu-
raani (THF, UV-laatu) ja dimetyyliformamidi (DMF) voidaan
ostaa Burdick and Jackson'ilta ja k&yttdd suoraan pullos-
ta.

A. Tripeptidifragmentin - ,NH-Trp-DPhe-Lys(Boc)-NH,
valmistus

N°-bentsyylioksikarbonyyli- (N¢-t-butoksikarbonyyli) -
lysiiniamidi, 4.

10-°C:iseen liuokseen, jossa on Kkarbonyylidi-imi-
datsolia (CDI, 2, 88,24 g, 0,544 mol) ja kuivaa tetrahyd-
rofuraania (THF, 1500 ml), lis&t&&n hitaasti N(CDCl,) N%-



27

bentsyylioksikarbonyyli-(N¢~t-butoksikarbonyyli)lysiinid
(1, 180 g, 0,474 mol). Lis8yksen aikana on havaittavissa
kaasun kehitysté. N°-bentsyylioksikarbonyyli-(N*-t-butoksi-
karbonyyli)lysiini-imidatsoliv&lituotteen, 3, muodostuessa
valmistetaan kyll&inen 1liuos, jossa on ammoniakkia ja
THF:a (2 000 ml) (vedetdntd@ NH,-kaasua johdetaan THF:iin
S - 10 °C:ssa). Kun vdlituotteen 3 on todettu mudostuneen
(kun kaasun kehitys on p&&ttynyt, noin 2 tuntia), puolet
THF-liuoksesta, joka sis&ltd88 3:a, lis&t&&8n 30 minuuttia
myShemmin. Ammoniakkikaasun annetaan virrata jatkuvasti
lisdyksien aikana ja 45 minuuttia t&m&n j&lkeen. Kun kaksi
3:a sis&dltdvdd liuosta on 1lis&tty, muodostuu valkoinen
saostuma. Reaktion annetaan l&mmetd& huoneenlémpébtilaan ja
sité sekoitetaan 15 tuntia. Liuotin poistetaan suspensios-
ta tyhjbssd. J&88nnds suspensoidaan veteen ja syntynyt
kiinted aine otetaan talteen tyhjosuodattamalla.

N€-t-butoksikarbonyyli-lysiini-amidi, 5.

Liuos, jossa on lysiiniamidia 4 (181,48 g, 0,479
mol) metanolissa (MeOH, 1 000 ml), lis&t&d&n katalyyttisus-
pensioon, jossa on 5-%:ista Pd/C:a (5 g) metanolissa
(250 ml) argonatmosfddrissda. Vedyn annetaan kuplia reak-
tionseokseen (n. 15 minuuttia) ja reaktiota sekoitetaan
sitten vetyatmosfddriss&d, kunnes HPLC-analyysi osoittaa,
ettd reaktio on p&attynyt (36 tuntia). Vetyatmosféddri kor-
vataan sitten argonilla. Reaktioliuos kirkastetaan Celite®
-suodattimen 1l8pi ja liuotin poistetaan tyhjtss&d, jolloin
saadaan kiintedd ainetta.

N°-bentsyylioksikarbonyyli-D-fenyylialanyyli- (N®-t-
butoksikarbonyyli)lysiini-amidi, 8.

N°-bentsyylioksikarbonyyli-D-fenyylialaniinia (6,
126,39 g, 0,423 mol)lis&dtd&n hitaasti 10-°C:iseen liuok-
seen, jossa on CDI:ta (2, 66,03 g, 0,409 mol) THF:ssa
(500 ml). Kaasun kehitystd on havaittavissa lisdyksen ai-
kana. Kun kaasun kehitys on pé&&ttynyt, lysiiniamidi 5
(110,75 g, 0,452 mol) 1lis&dtddn THF-liuoksena (500 ml).
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Noin 48 tunnin kuluttua seos suodatetaan kiintedn aineen
poistamiseksi. Suodos vdkevdiddan tyhjdssa.

Syntynyt jad&nnds otetaan talteen etyyliasetaattiin
(EtOAc, 500 ml) ja pestddn sitten seuraavalla tavalla ero-
tussuppilossa:

1. HCl:n vesiliuos (1 N, 3 x 500 ml) pesuliuoksen 1
pH noin 8; t&médn j&dlkeen pesuliuosten pH:t 1,

2. vesi (500 ml), ,

3. Na,C0,:n vesiliuos (puolikylldinen, 2 x 500 ml),
suodatetaan kiteisen kiinte&@n aineen talteen ottamiseksi
(8),

4. vesi (3 x 500 ml).

Orgaaninen kerros kuivataan MgSO,:11la. Kirkastamisen
jalkeen liuotin poistetaan tyhj&ss&. Syntynyt j&&nnds voi-
daan uudelleenkiteyttd8& kuumasta EtOAc:sta, jolloin saa-
daan toinen ndyte 8:a.

D-fenyylialanyyli- (N€-t-butoksikarbonyyli)lysiini-
amidi, 9.

Metanolipitoinen 1liuos (1 500 ml) amidia 8
(120,53 g, 0,229 mol) lisatdén katalyyttisuspensioon, jos-
sa on 5-%:ista Pd/C:tad (50 g) MeOH:ssa (200 ml). Argonat-
mosfddri korvataan vedylld. Kun HPLC-analyysi osoittaa,
ettd reaktio on paattynyt (n. nelj& tuntia), vetyatmosfia-
ri korvataan argonilla. Reaktioliuos kirkastetaan sitten
Celite® -suodattimen l8pi ja suodos haihdutetaan j&&nnok-
seksi tyhjossd. T&atd dipeptidituotetta voidaan kayttaa
suoraan tripeptidin 12 valmistuksessa.

N°bentsyylioksikarbonyyli-tryptofyyli-D-fenyyliala-
nyyli-(N¢-t-butoksikarbonyyli)lysiini-amidi, 12.

10-°C:ista liuosta, jossa on N’-bentsyylioksikar-
bonyyli~tryptofaania (10, 67,60 g, 0,200 mol), THF:a
(500 m1) ja CDI:td (2, 33,05 g, 0,204 mol), sekoitetaan,
kunnes kaasun kehitys on pd&dttynyt. Liuos, jossa on 9:84
(40,8 g, 0,103 mol) THr:ssa (n. 200 ml), lis&dtdin sitten
reaktioseokseen. Syntyneen liuoksen annetaan reagoida 15
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minuutin ajan, l&mmittden sitd samalla huoneenlé&mpéttilaan.
Muodostunut kiinted aine otetaan sitten talteen tyhjdsuo-
dattamalla. Suodoksesta saadaan j&8nnds vdkevdimdlla tyh-
jossd. Syntynyt j&&nnds ja kiinte& aine yhdistetddn ja
otetaan alteen EtOAc:iin (4 000 ml), heikosti l&mmitté&en.
Kun liuos on j&ahdytetty huoneenlé&mpbdtilaan, muodostuu
kiinte&& ainetta. Kiinte& aine otetaan talteen tyhjdsuo-
dattamalla. T&m& kiinted aine uudelleenkiteytetddn kuumas-
ta MeOH:sta, jolloin saadaan puhdistettua tripeptidid 12.
EtOAc-suodos (ensimmdisestd kiteytyksestd) pestdan seuraa-
valla tavalla erotussuppilossa:

1. HCl:n vesiliuos (1 N, 2 x 500 ml),

2. vesi (1 x 500 ml),

3. Na,COs:n vesiliuos (puolikylldinen, 2 x 500 ml),

4. NaCl:n vesiliuos (1 x 500 ml).

Orgaaninen kerros kuivataan MgSO,:1la ja kirkaste-
taan sitten tyhjdsuodattamalla. Suodoksen liuotin poiste-
taan tyhjossd. Syntynyt ja&nnds otetaan jdlleen talteen
EtOAc:iin, jolloin saadaan kuivaa kiinte&d ainetta. Kiin-
tedlle aineelle voidaan suorittaa uudelleenkiteytys kuu-
masta MeOH:sta, jolloin saadaan toinen erd l2:ta valkoise-
na kiinte&n&@ aineena.

Tryptofyyli-D-fenyylialanyyli- (N€-t-butyylioksikar-
bonyyli)lysiini-amidi 13.

Metanolipitoinen liuos (1 500 ml), jossa on tripep-
tidig 12 (64,59 g, 0,091 mol), lis&td&n katalyyttisuspen-
sioon, jossa on 5-%:ista Pd/C:t4 (5 g) ja MeOH:a (250 ml)
argonatmosfddrissd. Lisdtdidn vield MeOH:a (2 250 ml). Ar-
gonatmosfddri korvataan vedyll& ja annetaan reagoida (n.
24 tuntia). Kun reaktio on paattynyt, vetyatmosfasdri kor-
vataan argonilla. Liuos kirkastetaan celite®? -suodattimen
lapi ja suodos vékevdiddan tyhjossd, jolloin saadaan tri-

peptidid 13 valkoisena kiinte&n& aineena.
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B. Tripeptidifragmentin - K-His-D°Nal-Ala-OMe val-
mistaminen

N°-bentsyylioksikarbonyyli-histidyyli-D-beta-naftyy-
lialaniinimetyyliesteri 25.

Livosta, jossa on EtOAc:a (400 ml) ja D-beta-naf-
tyylialaniinimetyyliesterihydrokloridia (22, 0,62 ol) pes-
t&8&n kyll&isell& natriumkarbonaatilla (400 ml) ja 0,8
N:isella natriumhydroksidin vesiliuoksella (n. 500 ml).
Syntynyt vesifaasi poistetaan (pH 8,5) ja orgaaninen faasi
pestdén sen jalkeen puolikyll&iselld Na,CO,:n vesiliuoksel-
la (150 ml) ja sitten vedelld (50 ml). 22:n vapaa emdsmuo-
to eristetddn sen jdlkeen, kun etyyliasetaattikerros on
vidkevdity tyhjbsséi.

Disykloheksyylikarbodi-imidi& (DCC, n. 95 g,
0,46 mol) lis&t&8&8n -5-°C:iseen (jd&-etanolihaude) liuok-
seen, jossa on N°-bentsyylioksikarbonyyli-histidiini& (19,
143,5 g, 0,50 mol), N-hydroksisuksinimidii ’(HONSu, 23,
0,62 mol) ja juuri valmistettua 22:n vapaata emdsmuotoa
(n. 0,52 mol) DMF:ssa (n. 3 1). Syntyneen reaktioliuosken
annetaan sekoittua 24 tuntia, sen samalla ldmmetessd huo-
neenldmpdtilaan. HPLC-analyysid tulee kayttda, jotta ndh-
dddn onko reaktio paattynyt. Mikdli se ei ole paattynyt,
reaktioliuos jd&hdytetd&n sitten noin -5 °C:seen ja 1li-
sdtd8n vield annos disykloheksyylikarbodi-imidida (n.
0,17 mol) reaktioon. Reaktioseoksen annetaan sitten se-
koittua vield 24 tuntia, sen samalla l&mmetessd huoneen-
l&mpbdtilaan. Seos suodatetaan sitten disykloheksyyliurean
(DCU) poistamiseksi. Suodokseen lis&dtddn vettd (1 1) ja
syntynyt liuos vidkevdid&sdn tyhjdssd. Syntynyt jd&nnds ote-
taan talteen 1-N:iseen HCl:n vesiliuokseen (n. 1 1, Kunnes
vesifaasin pH on 1). Vesifaasi uutetaan sitten kahdesti
etyyliasetaatilla (1 1 kummallakin kerralla). Etyyliase-
taattikerrokset heitetd@d@n pois. Vesifaasin pH s&adet&an
sitten lisd&m&lld kylmdd 2-N:ista natriumhydroksidia

(500 ml) ja natriumhydroksidipellettejd. T&man neutraloin-
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nin aikana liuos pidet&dn kylménd lisddmdllsd kylmdsd etyy-
liasetaattia (1 1). Kun vesifaasin pH on noin 7, saostuu
tavallisesti runsaasti valkoista kiinted8 ainetta tai 01-
jyéd. Tédm& saostuma otetaan talteen tyhjtsuodattamalla tai
dekantoimalla ja pest8&n perdkkdin puolikyll&isellsd natri-
umkarbonaatilla (2 x 1 500 ml), vedellsa (6 x 1 500 ml) ja
etyyliasetaatilla (3 x 1 500 ml). Syntynyt aine kuivataan
korkeatyhjdss8 vakiopainoonsa. Té&m& aine voidaan hydroly-
soida suoraan ilman lis#puhdistusta.

DPhe-peptidi voidaan valmistaan k&yttden D-fenyy-
lialaniinimetyyliesterihydrokloridia yhdisteend 22 D-beta-
naftyylialaniinimetyyliesterihydrokloridin sijaan.

N°bentsyylioksikarbonyyli-histidyyli-8-naftyyli-D-
alaniini, 26.

Natriumhydroksidin vesiliuosta (192 ml, liuos, jos-
sa on 0,08 g/ml, 0,38 ml) lis&td&n liuokseen, jossa on
dipeptidiga 25 (n. 0,38 mol), vetta (360 ml) ja MeOH:a (n.
6 1). Liuosta sekoitetaan huoneenlamp®dtilassa, kunnes hyd-
rolyysi on tapahtunut taydellisesti (n. 24 tuntia). L&ht6-
ainepeptidin h&viadminen osoitetaan HPLC-analyysin avulla.
Liuos vakevodiddadn tyhjossd jaannokseksi, joka liuotetaan
veteen (n. 1 1). Vesikerros (pH n. 10) uutetaan sitten
EtOAc:1la (2 x 500 ml) erotussuppilossa. Etyyliasetaatti-
kerrokset heitetd&n pois. Syntyneen vesifaasin pH sé&&de-
td8n arvoon, joka on noin 5, wvdkevdllada HCl:1lla, jolloin
saostuu tavallisesti saostuu valkoista kiinte&& ainetta
tai muodostuu &ljyd. Tuote otetaan talteen ja kuivataan
tyhjbssa.

N°-bentsyylioksikarbonyyli-histidyyli-D-beta-naftyy-
lialanyyli-alaniinimetyyliesteri, 20.

Dipeptidi N°-bentsyylioksikarbonyyli-histidyyli-D-
beta-naftyylialaniini (26, 0,253 mol) lis&t&&n liuokseen,
jossa on HONSu:a (23, 0,505 mol) DMF:ssa (800 ml) argonat-
mosfddrissd. T&hé&n liuokseen lis&td&n seos, jossa on ala-

niinimetyyliesterihydrokloridia (15, 0,303 mol), N-metyy-
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limorfoliinia (16, 0,303 mol) ja DMF:a (200 ml). Syntynyt
liuvos jsaadhdytetdsan 10 °C:seen, jolloin lisd&tédn disyklo-
heksyylikarbodi-imidid (24, 0,265 mol), joka oli metylee-
nikloridissa (273 ml). Reaktiota seurataan HPLC:n avulla,
pitden reaktiolampttila 10 °C:ssa, kunnes reaktio on paat-
tynyt. Ellei reaktio oli p&dattynyt useiden pdivien (n. 4)
jélkeen, lis&dtéddn vield 24:84 (0,080 mol) ja reaktioseok-
sen annetaan sekoittua vield pdivd 10 °C:ssa. Reaktiota
seurataan edelleen HPLC-analyysin avulla, kunnes se on
paddttynyt (tavallisesti n. viisi pdiv&d). Kiintedt aineet,
jotka muodostuvat reaktion aikana, otetaan talteen tyhjo-
suodattamalla. Suodos va@kevdid&dadn sitten jaddnndkseksi tyh-
jbss&. Syntynyt j&&nnds otetaan talteen etyyliasetaattiin
ja uutetaan pyolikyllaiselld Na,CO,:n vesiliuoksella (2 x
500 ml). Etyyliasetaattifaasi kuivataan MgSO,:1la. Syntynyt
liuos kirkastetaan ja vakevtid&dn jaa&nnokseksi tyhjosséE.

C. Tetrapeptidifragmentin Ala-His-N®Nal-Ala-OH val-
mistaminen

Histidyyli-D-beta-naftyyli-alanyyli-alaniinimetyy-
liesteri, 30.

Viisprosenttista palladioitua hiiltd (3 g) lis&t&an
varovasti liuokseen, jossa on N°-bentsyylioksikarbonyyli-
histidyyli-D-beta-naftyyli~alanyyli-alaniinimetyyliesteria
20 (71 mmol) metanolissa (500 ml) argonatmosfd&driss&. Ar-
gonin annetaan kuplia reaktioseokseen 15 minuutin ajan ja
sitten lisd&t&&n etikkahappoa (15 ml, 0,26 mol). Vedyn an-
netaan kuplia (pinnan alle) syntyneeseen seokseen 15 mi-
nuutin ajan ja sitten reaktioseoksen annetaan sekoittua
huoneenl&mpdtilassa vetykerroksen alla (1 atm). HPLC-ana-
lyysi8 kdytet&an sitten seurattaessa, kuinka paljon, taiko
ollenkaan, l&htdainetta on j&ljella. Mik&li sitd on j&al-
jelld, argonin annetaan kuplia varovasti reaktioseokseen
(pinnan alle 30 minuutin ajan) ja lis&dtdsdn 5-%:ista palla-
dioitua hiilt& (2,5 g). Sitten johdetaan j&lleen vetya.

Argonin annetaan taas kuplia reaktioseokseen ja syntynyt
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liuvos kirkastetaan suodattamalla piimaasuodattimen 1l&pi.
Syntynyt liuos vdkevdidadsdn tyhjdss&, jolloin saadaan tuo-
te. Osa tdtd tuotetta liuotetaan tai suspensoidaan veteen
(500 ml). Etyyliasetaattia ja kyll&distd natriumkarbonaatin
vesiliuosta lis#td&n syntyneeseen aineeseen. Eristdmdlla
etyyliasetaattikerros tai syntyneet kiinte&dt aineet, saa-
daan ainetta (30), jossa ei ole asetaattia.

Boc-alaniini~N-hydroksisuksinimidiesteri, 31.

Disykloheksyylikarbodi-imidi&d (43 mmol) lis&t&&n
huoneenlémpdtilassa olevaan liuokseen, jossa on Boc-ala-
niinia (43 mmol) ja N-hydroksisuksinimidiid (48 mmol) me-
tyleenikloridissa (250 ml). Syntyneen liuoksen annetaan
sekoitettua ybn yli. Reaktioseos suodatetaan sitten disyk-
loheksyyliurean poistamiseksi ja kirkastettu suodos vake-
vbid&d&n tyhjossd, jolloin saadaan tuote, jota pidetdin
~-20 °C:ssa argonatmosfddrissd ennen kayttoa.

Boc-Ala-His-D-®Nal-Ala-OMe, 32.

Edelld oleva alaniiniesteri (23,9 mmol) lisé&t&&n
liuokseen, jossa on His-D-°Nal-Ala-OMe:a (30) (20,1 mmol)
vedetttméssd dimetyyliformamidissa (DMF, 200 ml). Synty-
neen homogeenisen liuoksen annetaan sekoittua viikonlopun
yli huoneenl&mp®tilassa ja sit&@ valvotaan. Kun HPLC-ana-
lyysi osoittaa, ettd reaktioseoksessa ei kaytdnndllisesti
katsoen ole tripepetidid j&ljella (esim. noin kolme pé&di-
véd), reaktioseokseen lis&t&d8n vettd (50 ml) ja syntyneen
seocksen annetaan sekoittua vield pdiva. Tamid liuos vdke-
vbid&én sitten tyhjodssd. Syntynyt jd&nnds liuotetaan etyy-
liasetaattiin ja sitten se uutetaan puolikylldiselld nat-
riumkarbonaatin vesiliuoksella (2 x 300 ml). Orgaaninen
faasi kuivataan MgSO,.lla ja Na,SO,:1lla ja vdkevoid&sn tyh-
j6ssd, jolloin saadaan tetrapeptidi. T&m& aine kdytet&din
ilman lisdpuhdistusta Boc-Ala-His-D-"Nal-Ala-OH:n valmis-

tuksessa.
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Boc-Ala-His-D-"Nal-Ala-OH, 33.

2-N:inen natriumhydroksidin wvesiliuos (7,5 ml,
15 mmol) 1lis&t&8&n metanoli~ (500 ml) ja vesiliuokseen
(200 ml), jossa on Boc-Ala-His-D-?Nal-Ala-OMe:a (13,7 m-
mol). Kun reaktion on annettu sekoittua y®6n yli huoneen-
lampdtilassa, HPLC-analyysi osoittaa, ettd lidhtdainetta on
jdljella. Kun reaktio on pdaasiallisesti p&&dttynyt (noin
yon yli), syntynyt liuos vdkevdid&&n tyhjéssd tilavuuteen,
joka on noin 200 ml. Lis&t&&n vettd (100 ml) ja pH sdade-
td8n arvoon, joka on noin 12, lisd&milli 2-N:ista natrium-
hydroksidia (1 ml). Syntynyt liuos uutetaan etyyliasetaa-
tilla (2 x 500 ml). Etyyliasetaattikerrokset heitetdan
pois. Vesifaasi pH s&&ddetdsan sitten arvoon, joka on noin
5, 1lisd8m&8ll8 HCl:n vesiliuosta, mistd on yleensd seurauk-
sena tuotteen saostuminen. On tdrkedd minimoida vesifaasin
tilavuus saostumisen edistédmiseksi. Vesifaasi dekantoidaan
pois tuotteesta ja tuote huuhdellaan sitten vedelld (2 x
50 ml). Eristetty tuote kuivataan vakiopainoonsa tyhj&ssa.

D. Peptidifragmenttien kondensointireaktio hepta-
peptidin valmistamiseksi

Boc-Ala-His-D°Nal-Ala-Trp-D-Phe-Lys(Boc)-NH,, 34.

Kaksi peptidisd, Boc-Ala-His-D-°N-Nal-Ala-OH (33,
2,6 mmol) ja Trp-D-Phe-Lys(Boc)-NH, (13, 2,8 mmol) liuote-
taan vedettdémddn DMF:iin ja syntynyt liuos vdkevbiddéan
tyhjossa. Tam& alustava vakevdinti suoritetaan tarkoituk-
sena poistaa mahdolliset mukana olevat metanolijdamét.
Syntynyt peptidiseos liuotetaan uudelleen DMF:iin ja sit-
ten lis&t88n N-hydroksisuksinimidid (5,1 mmol). Syntynyt
liuvos j&dhdytet&&n sitten liuoslampdtilaan, joka on -2 °C,
ja sitten 1lis#dtd88n disykloheksyylikarbodi-imidia (3,4
mmol), joka on liuoksena metyleenikloridissa (3,5 ml).
Syntyneen reaktioseoksen annetaan sekoittua -2 °C:n liuos-
lampdtilassa kolme p&aiv&d. HPLC-analyysid kaytetddan mas-
rittédm&an onko reaktio p&d&dasiallisesti p&ddttynyt. T&mdn

ajan jdlkeen, mik&@ se ei ole p&dattynyt, voidaan lisata
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disykloheksyylikarbodi-imidi8 ja syntyneen reaktioseoksen
annetaan sekoittua vield p&ivd -2 °C:ssa. Mikdli seuraa-
vana p8ivand (yhteensd nelja pdivad) HPLC-analyysi osoit-
taa jédlleen, ettei reaktio ole pddttynyt, reaktioseoksen
jaahdytys tulee lopettaa. Reaktion liuoslé&mpdtilaa voidaan
hitaasti nostaa huoneenlampétilaan (25 °C) tuntien aikana
(n. 8). Syntyneen reaktioseoksen annetaan sekoittua yoén
yli huoneenl8mpdtilassa. Menetelmdd toistetaan, Kkunnes
reaktio on p&dttynyt. Sitten lis&td&an vettd (50 ml) ja
syntyneen reaktioseoksen annetaan sekoittua vield yksi
paivd. Reaktioliuos suodatetaan sitten disykloheksyyliure-
an poistamiseksi ja syntynyt suodos vdkevdidddn tyhjéssi
viskoosiksi ©6ljyksi. Syntyneeseen j#dnnokseen lisdtdin
etyyliasetaattia ja puolikyll&istd natriumkarbonaatin ve-
siliuosta (200 ml). Kaksifaasista seosta pydritetssn voi-
makkaasti pyodrivdssd haihduttimessa noin yhden tunnin
ajan. Kaikki muodostuneet kiintedt aineet otetaan talteen,
ja ndin saadaan tuote suodattamalla sintterilasisuppilol-
la. Orgaaninen faasi pest&d&n vedelld ja sitten Kkuivataan
vakiopainoonsa tyhjoss&, jolloin saadaan tuote.
Ala-His-D-°Nal-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH,, 35.
Heptapeptidi, Boc-Ala-His-D-°Nal-Ala-Trp-D-Phe-Lys-
(Boc)-NH, (34, 1,02 mmol) lis&t&&n huoneenldmpdtilassa ole-
vaa liuokseen, jossa on trifluorietikkahappoa (30 ml),
dimetyylisulfidia (14 ml), 1,2-etaaniditiolia (7 ml) ja
anisolia (2,2 ml) metyleenikloridissa (15 ml). Homogeeni-
sen reaktioseoksen annetaan sekoittua 15 minuuttia. T&m&n
jélkeen lis&tddn vedetdntd eetterid (450 ml), jolloin sa-
ostuu kédsittelemdtodn biologisesti aktiivinen peptidituote
35. Tamd tuote eristetddn suodattamalla sintterilasisup-
pilolla tai dekantoimalla. Syntynyt tuote liuotetaan ve-
teen ja lyofilisoidaan. Lyofilisoitu tuote voidaan edel-
leen puhdistaa keskipainekromaotgrafialla 26 x 460 mm:n
lasikolonilla, joka sis&ltid8 Lichroperp™ RP-18-kolonnin-
pakkausainetta (C-18, 25 - 40 mm, ep&dsdidnndllinen seula).
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kun peptidi on injisoitu vedesséd olevana liuoksena, kolon-

nia eluoidaan virtausnopeudella, joka on 9 ml minuutissa

alhaisella gradientilla, jossa on 0 - 25 % metanolia, 5 -
ja sitten gradientilla, jossa on 25 - 55 %
Gradientin metanolikon-

20 tunnin ajan,
metanolia, noin 48 tunnin ajan.
sentraatiota nostetaan sitten nopeudella 2 % tunnissa.
Eluoinnin aikana jdljelle j&&nyt osa liuotinkoostumusta

koostuu vedestd, joka sisaltdd 0,2 % trifluorietikkahap-

poa. Tuote (35) identifioidaan HPLC:n avulla ja se eriste-

tdan vakevHimdlla sopivat eluointitilavuudet.
Keksintdéd on kuvattu yksityiskohtaisesti wviitaten

tiettyihin sen edullisiin suoritusmuotoihin. Asiantuntijat

kuitenkin ymmartdvat, ettd otettuaan tdmdn selvityksen

huomioon, he voivat tehdd variaatioita ja muunnelmia kek-

sinndn suojapiirin sisalla.
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Patenttivaatimukset:
1. Peptidi, jonka kaava on
A,-A,-A,-Trp-A;~-A,-Z,

jossa A, on HIs, 3(NMe)His, His-Ala, Ala, Tyr, A,-
His tai A,-3(NMe)His, jossa A, on luonnollisesti esiintyvéi
L-aminohappo, Met(O), DOPA, Abu tai kaavan L-A, mukaiset
peptidit, jossa L on H, DOPA, Lys, Phe, Tyr, Cys, Tyr-
DAla-Phe-Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe, Tyr-Ala-Gly-Thr tai Tyr-
DAla-Phe-Sar;

A, on D°Nal tai DPhe;

A, on Ala, Gly tai Ser:;

A, on DPhe, D/L?(Me)Phe tai (NMe)DPhe;

A, on B-G tai G, jossa B on mik& tahansa luonnolli-
sesti esiintyv& L-aminohappo, mink& tahansa luonnollisesti
esiintyv&n aminohapon dipeptidej& tai H,N(CH,),CO,H, jossa
n =2 - 12 ja G on Arg, iLys, Lys tai Orn;

Z on polypeptidin C-pddteryhmd tai C-pad&teaminohap-
po (-happoja) plus loppuryhm&, ja Z on -CONR'R?, -COOR?,
-CH,0R!, -Gly-2', -Met-2',6 -Lys-2',6 Cys-Z', -Gly-Tyr-Z' tai
-Ala-Tyr-2', jossa Z' on -CONR'R?, -COOR' tai -CH,OR', jossa
R' on H, alkyyliryhm&, kossa on 1 - noin 6 hiiliatomia,
sykloalkyyliryhmd, jossa on 3 - noin 8 hiiliatomia, alke-
nyyliryhm&, jossa on 2 - noin 8 hiiliatomia, tai aryyli-
ryhmd, jossa on 6 - noin 12 hiiliatomia; R’ m#idritetdan
kuten R' ja ne voivat olla samoja tai erilaisia; jossa ami-
nohappotédhteiden lyhenteet ovat IUPAC-IUB-komission biolo-
gisen nimistdn mukaisia tai sellaisia, joita kéaytetdén
tunnetusti biokemiassa; ellei toisin ole mainittu, amino-
happo on L-muodossa; kun kolmikirjaimisen aminohappoly-
henteen edessd on D-kirjain, aminohappo on D-muodossa; kun

sen edessd on D/L, aminohappo on D- ja L-konfiguraatioiden

seos;
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DOPA = 3,4-dihydroksifenyylialaniini, Met(0O) = me-
tioniinisulfoksidi, Abu = a-aminovoihappo, iLys = Nf-iso-
propyyli-L-lysiini, 4-Abu = 4-aminovoihappo, Orn = L-or-
nitiini, D°Nal = a-naftyyli-D-alaniini, D®Nal = B-naftyyli-
D-alaniini, Sar = sarkosiini, (Me) = metyyli, (NMe) = N-
metyyli:;

sekd sen orgaaniset ja ep&orgaaniset farmaseutti-
sesti hyv8ksyttavat suolat.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen peptidi, t un -
nettu siit&, ettd A, on His. Ala, His-Ala tai A,-His.

3. Patetntivaatimuksen 1 mukainen peptidi, t u n -
nettu siitd, ettd A, on Ala.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen peptidi, t u n -
nettu siitd, ettd A, on Ala, Lys tai Glu; A, on Ala;
A, on Lys, ilLys, Ala-Lys, Ala-Ala-Lys tai H,N(CH,), .CO-Lys,
jossa n' on 4 - 8.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen peptidi, t u n -
nettu siitd, ettd sen kaava on His-IWNal—Ala—Trp-Aﬁ—
Z.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen peptidi, t u n -
nettu siitd, ettd A, on DPhe.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen peptidi, t u n -
nettu siitd, etta sen kaava on His—IﬂNal—Ala—Trp—DPhe-
Lys-NH,.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen peptidi, t u n -
nettu siitd, ettd sen kaava on A,~His-D°Nal-Ala-Trp-
DPhe-A,-Z tai A,-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-A,-Z.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen peptidi, t u n-
nettu siitd, etta A, on Ala.

11. Patenttivaatimusten 6, 9, 18 tai 20 mukainen
peptidi, tunnet tu siitd, ettd Z on -CONH,.

12. Patenttivaatimuksen 12 mukainen peptidi, t u n-

nettu siitd, ettd sen kaava on
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A]a-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Lys-NHz,
Ala-His-DPNal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,,
Ala-His-DANal-Ala-Trp-DPhe-Ala-Lys-NH,,
Ala-His-DPNal-Ala-Trp-DPhe-Ala-Ala-Lys-NH,,

5
Lys-His-DANal-Ala-Trp-DPhe-Ag-NHy, tai
61u-His-DPNal-A1a-Trp-DPhe-Ag-NH, .

13. Patenttivaatimusten 2, 6, 9, 18 tai 20 mukainen
peptidi, tunnettu siitd, ettd A, on G.
10 14. Patenttivaatimuksen 8 mukainen peptidi, t u n-

nettu siitd, ettd sen kaava on

Ala-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Ala-Lys-NH,,

Ala-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Ala-Ala-Lvs-NH,,
15 Lys-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-AG-NHZ tai

Glu-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-A¢-NH,.

15. Patenttivaatimuksen 1 mukainen peptidi, t u n-
nettu siitd, ettd sen kaava on His—Ala—D”Nal-Ala—Trp—
20 DPhe-A,-Z.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen peptidi, t u n-

nettu siitd, ettd Z on -CONH,.
17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen peptidi, t u n-
ool nettu siitd, ettd sen kaava on His-Ala-D°Nal-Ala-Trp-

... 25 DPhe-Lys-NH,.

18. Patenttivaatimuksen 1 mukainen peptidi, t u n-
nettu siitd, ettd sen kaava on His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-

ey A-Z.

.,_. 19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen peptidi, t u n-

o 30 nettu siitd, ettd sen kaava on His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-
Lys-NH,.

.f: 20. Patenttivaatimuksen 1 mukainen peptidi, t u n-

E nettu siitd, ettd sen kaava on Ala-D°Nal-Ala-Trp-DPhe-

A¢,-Z tai Ala-DPhe-Ala-Trp-DPhe-A,-Z.
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21. Patenttivaatimuksen 20 mukainen peptidi, t u n-
nettu siitd, ettsd sen kaava on Ala-D’nal-Ala-Trp-DPhe-
Lys-NH, tai Ala-DPhe-Ala-Trp-Dphe-Lys-NH,.

22. Menetelmd, jolla edistetd&dn kasvuhormonitasoja

eldimessd, tunnettu siitd, ettd annetaan eldimel-

le tehokas m&adrd vahintdan yhtd patenttivaatimusten 1, 4,
5, 7, 9, 12, 14 tai 15 mukaisista peptideista.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd eldin on nisdkéis.

24. Patenttivaatimuksen 22 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd eldin on ihminen.

25. Farmaseuttinen koostumus, jolla edistetd&n kas-

vuhormonitasojen vapautumista el8imissd, tunnet tu

siitd, ettd se kdsittd8d ainakin yhtd patenttivaatimusten
1, 4, 5, 7, 9, 12, 14 tai 15 mukaista peptidia ja farma-
seuttisesti hyvadksyttédvaa kantaja-ainetta tai laimenninta.

26. Patenttivaatimuksen 2 mukainen peptidi, t u n-

nettu siitd, ettd A, on mikd tahansa luonnollisesti

esiintyvd aminohappo.
27. Menetelmd, jolla edistetd&dn veren kasvuhormoni-
tasojen vapautumista ja kohoamista antamalla patenttivaa-

timuksen 1 mukaista peptidid synergistisenada m8dré&nd toisen

yvyhdisteen kanssa, tunnettu siitd, ettd mainittu

toinen yhdiste on yhdiste,
hormonia vapauttavan hormonin reseptorissa tai se est&d

joka toimii agonistina kasvu-

somatostatiinin vapautumisen.
28. Patenttivaatimuksen 25 mukaiset farmaseuttiset

koostumukset, t unne t t u siitd, ettd ne kdsittédvat

edelleen toisen yhdisteen, joka toimii agonistina kasvu-

hormonia vapauttavan hormonin reseptorissa tai estdsd so-

matostatiinin vapautumisen.
29. Seuraavan kaavan mukaisen peptidin kaytto:

A,-A,-A,-Trp-A,-A.,-Z,
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jossa A, on His, 3(NMe)His, His-Ala, Ala, Tyr, A,-
His tai A,-3(NMe)His, jossa A, on mik# tahansa luonnolli-
sesti esiintyvé@ L-aminohappo, Met(0), DOPA, Abu tai kaavan
L-A, mukaisia peptidejd, jossa L on H, DOPA, Lys, Phe, Tyr,
Cys, Tyr-DAla-Gly-Phe, Tyr-Ala-Gly-Thr tai Tyr-DAla-Phe-
Sar:;
, on D°Nal tai DPhe;
; on Ala, Gly tai Ser:;
s on DPhe, D/L®*(Me)Phe tai (NMe)DPhe;
A, on B-G tai G, valmistettaessa lasdkettd, jolla

.

edistetddn veren kasvuhormonitasojen vapautumista ja koho-
amista.
30. Menetelmd, jolla valmistetaan yhdistettd, jonka

kaava on
A,-A,-A,-Trp-A,-A,-Z,

jossa A, on His, 3(NMe)His, His-Ala, Ala, Tyr, A,-
His tai A,~-3(NMe)His, jossa A, on mik& tahansa luonnolli-
sesti esiintyv8 L-aminohappo, Met(0O), DOPA, Abu tai kaavan
L-A, mukaisia peptidej&, jossa L on H, DOPA, Lys, Phe, Tyr,
Cys, Tyr-DAla-Gly-Phe, Tyr-Ala-Gly-Thr tai Tyr-DAla-Phe-
Sar;

A, on D°Nal tai DPhe;

A, on Ala, Gly tai Ser:;

A, on DPhe, D/L®(Me)Phe tai (NMe)DPhe;

A, on B-G tai G, tunnettu siitd, ettd ami-
nohapot tai aminohappojohdannaiset liitet&&n yhteen, jol-
loin muodostuu yhdiste.

31. Menetelm&, jolla valmistetaan patenttivaatimuk-
sen 1 mukaista peptidid, tunnettu siitd, ettd se

kdsittsda peptidifragmenttien kondensointireaktion peptidin

muodostamiseksi.
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Patentkrav:
1. Peptid med formeln
A,-A,-A,-Trip-A,-A,-Z,

vari A, 8r His, 3(NMe)His, His-Ala, Ala, Tyr, A,-His eller
A,-3(NMe)His, vari A, 8r nagon i naturen fdrekommande La-
minosyra, Met(O), DOPA, Abu eller peptider med formeln L-
A,, vari L &8r H, DOPA, Lys, Phe, Tyr, Cys, Tyr-DAla-Phe-
Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe, Tyr-Ala-Gly-Thr eller Tyr-DAla-Phe-
Sar;

, 8r D°Nal eller DPhe;

; 4r Ala, Gly eller Ser;

s 4r DPhe, D/L®’(Me)Phe eller (NMe)DPhe;

A, &r B-G eller G, vari B &r nagon i naturen fére-

>

kommande aminosyra eller H,N(CH,) CO,H, vari n = 2 - 12, och
G 8r Arg, ilLys, Lys eller Orn; Z &r C-~terminala &ndgruppen
av polypeptiden eller den eller de C-terminala amino-
syrorna plus &ndgrupp, och Z &r -CONR'R?, -COOR!, -CH,OR!,
-Gly-2', -Met-Z', -Lys-Z', Cys-2', -Gly-Tyr-Z' eller -Ala-
Tyr-Z', vari 2' &r -CONR'R?, -COOR' eller -CH,0R!, wvari R
dr H, en alkylgrupp med frdn 1 till ca. 6 kolatomer, en
cykloalkylgrupp med fran 3 till ca. 8 kolatomer, en alke-
nylgrupp med frdn 2 till ca. 8 kolatomer, eller en aryl-
grupp med fran 6 till ca. 12 kolatomer, R? &r sasom defini-
erats f&6r R' och kan vara lika eller olika; varvid amino-
syrarestférkortningarna dr i enlighet med dem som rekom-
menderats av IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomencla-
ture eller i enlighet med dem som sedvanligt anvédnds inom
branschen, och d4 ej annat angivits foreligger aminosyran
i L-formen, eller d4 den av tre bokstidver bestdende amino-
syrafdorkortningen fdregas av ett D, dr aminosyran i D-form
och d& den féregds av D/L, &r aminosyran en blandning av

D- och L-konfigurationerna;
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DOPA = 3,4-dihydroxifenylalanin, Met(0O) = metionin-
sulfoxid, Abu = a-aminosmtrsyra, iLys = N-isopropyl-L-ly-
sin, 4-Abu = 4-aminosmérsyra, Orn = L-ornitin, D°Nal = a
nafthyl-D-alanin, D°Nal = B-naftyl-D-alanin, Sar = sarko-
sin, (Me) = metyl, (NMe) = metyl;

jamte dess organiska eller oorganiska, farmaceut-
iskt godtagbara salter.

2. Peptid enligt patentkravl, k & nneteck -
n a d darav, att A, &r His,Ala, His-Ala eller Ao-His.

3. Peptid enligt patentkrav l, kd&nneteck-
n a d darav, att A, ar Ala.

4. Peptid enligt patentkrav 2, k& nneteck-
n a d dérav, att A, 8r Ala, Lys eller Glu; A, &r Ala; A, &r
Lys, ilLys, Ala-Lys, Ala-Ala-Lys eller H,N(CH,), .CO-Lys, vari
n' 8r 4 - 8.

5. Peptid enligt patentkrav l, k @& nneteck -
n a d ddrav, att A, &r D°Nal.

6. Peptid enligt patentkrav 1 med formeln His-D°Nal-
Ala-Trp-DPhe-A,-Z.

7. Peptid enligt patentkrav 1, k8 nneteck -
n a d darav, att A, &r DPhe.

8. Peptid enligt patentkrav 6 med formeln His-D®Nal-
Ala-Trp-DPhe~Lys~-NH,.

9. Peptid enligt patentkrav 1 med formeln A,-His-
D°Nal-Ala-Trp-DPhe-A,~-Z eller A,-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-A,-
Z.

10. Peptid enligt patentkrav 9, k@& nneteck-
n a d darav, att A, &8r Ala.

1l1. Peptid enligt patentkrav 6, 9, 18 eller 20,
kédnnetecknaddidrav, att Z 8r -CONH,.
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Peptid enligt patentkrav 12 med formeln

Ala-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,,
Ala-His-DANal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,,
Ala-His-DANal-Ala-Trp-DPhe-Ala-Lys-NH,,
Ala-His-DBNal-A1a-Trp-DPhe-Ala-Ala-Lys-NHj,,
Lys-His-DPNal-Ala-Trp-DPhe-Ag-NH,, eller
Glu-His-DANa1-ATa-Trp-DPhe-Ag-NH,.

13.

Peptid enligt patentkrav 2, 6, 9, 18 eller 20,

kdnnetecknad dirav, att A, &r G.

14.

Peptid enligt patentkrav 8 med formeln

Ala-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Ala-Lys-NH,,
Ala-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Ala-Ala-Lvs-RH,,
Lys-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Ag-Nil, eller
Glu-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-A.-NH,.

15.

Peptid enligt patentkrav 1 med formeln His-Ala-

D°Nal-Ala-Trp-DPhe-A,-Z.

16.

Peptid enligt patentkrav 15, kd&dnne -

t ec k nad ddrav, att Z &r -CONH,.

17.

Peptid enligt patentkrav 16 med formeln His-

Ala-D°Nsl-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,.

18.

Peptid enligt patentkrav 1 med formeln His-

DPhe~-Ala-Trp-DPhe-A,-Z.

19.

Peptid enligt patentkrav 18 med formeln His-

DPhe-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,.

20.

Peptid enligt patentkrav 1 med formeln Ala-

D°Nal-Ala-Trp-DPhe-A,-Z eller Ala-DPhe-Ala-Trp-DPhe-A,-Z.

21.

Peptid enligt patentkrav 20 med formeln Ala-

D°Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH, eller Ala-DPhe~-Ala~-Trp-DPhe-Lys-

NH,.

22,

Forfarande fOr befr&mjande av utldsningsgraden

av tillvdxthormon hos ett djur, k&8 nnetecknat
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darav, att man ét'djuret administrerar en effektiv méngd
av atminstone ndgon av peptiderna enligt patentkrav 1, 4,
5, 7, 9, 12, 14 eller 15.

23. F6rfarande enligt patentkrav 22, k @& nne -
t ec knat dirav, att djuret &8r ett daggdjur.

24. Fo6rfarande enligt patentkrav 22, k &nne -
t ec kna t dirav, att djuret &r en ménniska.

25. Farmaceutisk komposition f{6r befr&mjande av
utldésningsgraden tillva@xthormon hos djur, k d8dnne -
t e c k n at ddrav, att det omfattar atminstone ndgon av
peptiderna enligt patentkrav 1, 4, 5, 7 , 9, 12, 14 eller
15 och en farmaceutiskt godtagbar bdrare eller ett dito
utspddningsmedel.

26. Peptid enligt patentkrav 2, k 4 n n é t e c k-
n a d ddrav, att A, &r ndgon i naturen forekommande amino-
syra. '

27. Fbrfarande f6r befr&@mjande av utldsnings- och
6kningsgraden av blodtillv&xthormon genom administrering
av peptiden enligt patentkrav 1 i en synergistisk m&ngd
med en annan f6rening, k 8 nne teckna t didrav, att
den andra fdreningen &r en fdrening som tjénstgdr som en
agonist vid den tillvdxthormon utlésande hormonreceptorn
eller som hdmmar utldsningen av somatostatin.

29. Anvandningen av en férening med formeln
A, -A,-A,-Trp-AA,~Z

vari A; 8r His, 3(NMe)His, His-Ala, Ala, Tyr, A,-His
eller A,-3(NMe)His, vari A, &r ndgon i naturen forekommande
L-aminosyra, Met(0), DOPA, Abu eller peptider med formeln
L-A,, vari L &r H, DOPA, Lys, Phe, Tyr, Cys, Tyr-DAla-Phe-
Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe, Tyr-Ala-Gly-Thr eller Tyr-DAla-Phe-
Sar;

A, 8r D°Nal eller DPhe;

A, ar Ala, Gly eller Ser;
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A, &r DPhe, D/L®’(Me)Phe eller (NMe)DPhe;

A, 8r B-G eller G, vid framstdllningen av ett l&ke-
medel f6r befr@mjande av utldsnings- och Skningsgraden av
blodtillvé&xthormon.

30. Fo6rfarande f6r framst&llning av en f&rening med

formeln
A,-A,-A,-Trp-AA,-Z

vari A, &r His, 3(NMe)His, His-Ala, Ala, Tyr, A,-His eller
A,-3(NMe)His, vari A, &r ndgon i naturen f&rekommande La-
minosyra, Met(0O), DOPA, Abu eller peptider med formeln L-
aA,, vari L &8r H, DOPA, Lys, Phe, Tyr, Cys, Tyr-DAla-Phe-
Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe, Tyr-Ala-Gly-Thr ellexr Tyr-DAla-Phe-
Sar;

A, &r D°Nal eller DPhe;

A, 8r Ala, Gly eller Ser;

A, &r DPhe, D/L?(Me)Phe eller (NMe)DPhe;

A, dar B-G eller G, kd@nnetecknat dirav,
att man kopplar aminosyror eller aminosyraderivat fOr
bildande av fdreningen.

31. Férfarande fo6r framstdllning av peptiden enligt
patentkrav 1, k& nnetecknat ddrav, att det om-
fattar en kondensationsreaktion av peptidfragment fOr

bildande av peptiden.
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