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2206-85

Humant GRF{hGRF), rotte-GRF(rGRF), svine~GRF(pGRF) og kva-
GRF{bGRF) har tidligere varet karakteriseret og syntetiseret.
Ifelge opfindelsen angives syntetiske peptider, der er eks-
tremt virksomme til stimulation af frigerelsen af hypofysart
GH i dyr inklusive mennekser, hvilke peptider har modstands-
evne mod enzymatisk nedbrydning i legemet og har sekvensen:
Rl-RZ-RJ"AIa—Ile-Phe-Thr-Ra-Ser—Rl0-Arg~R1Z-Rla-R14~R15-Gln-
R17-RlB—Ala-Arg-Lys-Leu—Rz3-R24-R25—Ile-Rz7-RZB-R29-G1n-G1n-
Gly-Glu-R34-Asn-G1n-Glu-st-R39-R40-Arg~R4Z-RAJ-R44, hveri
R1 er Tvr, D-Tyr, Met, Phe, D-Phe, pCl-Phe. Leu, His eller
D-His med enten en C%Me- eller N®Me-substitution eller usub-
stitueret, R, er Ala, D-Ala eller D-NMA, Ry er Asp eller D-
Asp, Rg er Ser, Asn, D-Ser eller D-Asn, Ryq er Tyr eller D~
Tyr, "12 er Arg eller Lys, Ryy er Ilz eller val, Ry, er Leu
eller D-Leu. R15 er Gly eller D-Ala, R17 er Leu eller D-Leu,
R18 er Tyr eller Ser, R23 er leu eller D-Leu, R24 er His eller
Gln, RZS er Glu, Asp, D-Glu eller D-Asp, R27 er Met, D-Met,
Ala, Nle, Ile, Leu, Nva eller val, Ryg er Asn eller Ser, Ryg
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Den foreliggende opfindelse angar hidtil ukendte GRF-analoge
peptider, der fremmer frigerelsen af vaksthormon fra hypofyse-
kirtelen, farmaceutisk acceptable salte heraf samt farmaceu-

tisk middel indeholdende disse.

Fysiologer har lange erkendt, at hypothalamus styrer adenohy-
pofysens sekretionsfunktioner, idet hypothalamus producerer
serlige stoffer, der stimulerer eller inhiberer sekretionen af
hvert hypofysehormon. En hypothalamisk inhiberingsfaktor blev
i 1972 karakteriseret i form af somastatin, der inhiberer se-
kretionen af vaksthormon (GH). I 1982 isoleredes humane pan-
creas-(svulst) frigerelsesfaktorer (hpGRF) fra ekstrakter af
humane pancreassvulster, hvilke faktorer blev renset, karakte-
riseret, syntetiseret og afprevet og viste sig at fremme af-
gerelsen af GH fra hypofysen. Begge disse hypofysiotrope fak-
torer er blevet genfremstillet ved hjelp af total syntese, og
med de naturlige stoffer analoge forbindelser er blevet synte-
tiseret. Det antages, at human hypothalam GH-frigerelsesfaktor
har nojagtig den samme opbygning. Derfor anvendes udtrykket
hGRF i det fslgende . En tilsvarende rotte-hypothalam GH-fri-
gerelsesfaktor (rGRF), en tilsvarende svin-hypothalam GH-fri-
gorelsesfaktor (pGRF) og en tilsvarende kvag-hypothalam GH-
frigorelsesfaktor (bGRF) er ogsa blevet karakteriseret og syn-

tetiseret.

Syntetiske polypeptider er nu blevet syntetiseret og afprovet,
hvilke polypeptider friger GH fra dyrkede hypofyseceller og i
det mindste delvis kan modsta enzymatisk nedbrydning i legemet
samt udviser meget betydelig foreget virkningsstyrke. Disse
peptider har N%*CH3z-D-Ala(D-NMA) i 2-stillingen og/eller D-Leu
i 14-stillingen og/eller D-Arg i 29-stillingen og har Nle i
27-stillingen. Peptiderne kan ogsa have en af fglgende rester
i 1-stillingen: Tyr, D-Tyr eller His, hviiken rest eventuelt
kan have en methylsubstitution i a-aminogruppen. De kan even-

tuelt have D-Tyr i 10-stillingen.
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Farmaceutiske midler ifelge opfindelsen er kendetegnet ved at
indeholde et peptid ifelge krav 1 eller et ikke-toksisk salt
af ethvert af disse, dispergeret i en farmaceutisk eller vete-
rineart acceptabelt flydende eller fast barer. Sadanne farma-
ceutiske midler kan anvendes inden for klinisk medicin, savel
human som veterinar, til administration med henblik p& tera-
peutiske formal og ogsa diagnostisk. Endvidere kan de anvendes
til fremme af vaksten af varmblodede dyr inklusive fjerkrz og
inden for hydroponik til koldblodede dyr, f.eks. fisk, al,

etc.

Den til definering af peptiderne benyttede nomenklatur er den
af Schroder & Lubke anforte i "The Peptides", Academic Press
(1965), hvori aminogruppen ved N-terminalen i overensstemmelse
med konventionel angivelse forekommer til venstre, og car-
boxylgruppen ved C-terminalen forekommer til hegjre. Med natur-
1ig aminosyre menes en af de almindelige naturligt forekom-
mende aminosyrer, der findes i proteiner og omfatter Gly, Ala,
Val, Leu, Ile, Ser, Thr, Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys,
Met, Phe, Tyr, Pro, Trp og His. Med Nle menes norleucin. Nar
aminosyreresten har isomere former, er det L-formen af amino-
syren, der angives, medmindre andet er udtrykkeligt anfert. D-
NMA betyder D-isomeren af alanin, hvori a-aminogruppen er sub-
stitueret med methyl.

De syntetiske peptider ifelge opfindelsen er kendetegnet ved
felgende sekvens (I):

Ri-Ro-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Rg-Ser-Rig-Arg-R2-R13-R14-61y-Gin-

Leu-Rig-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Rps-Rp5-I1e-Nle-Rzg-R2g-G1n-G1n-

Gly-NHR, hvori R er H eller 1lavere alkyl, Ry er Tyr, D-Tyr
eller His med N®Me-substitution eller i usubstitueret form, Ry
er Ala eller D-NMA, Rg er Ser eller Asn, Rig er Tyr eller D-
Tyr, Ry er Arg eller Lys, Ry3z er Ile eller Val, Rigq er Leu
eller D-Leu, Ryg er Tyr eller Ser, Ry4 er His eller Gln, R2s
er Glu eller Asp, Rpg er Asn eller Ser, og Rzg er Arg eller D-

Arg, forudsat imidlertid, at enhver sekvens af rester begyn-
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dende ved C-terminalen og strzkkende sig til og med Rpg Kkan
vare udeladt, og forudsat endvidere, at Ry er D-NMA og/eller

Ri4 er D-Leu og/eller Rzg er D-Arg.

Peptiderne syntetiseres ved hjalp af en egnet metode, sasonm
udelukkende ved hjalp af fastfaseteknik, ved hjalp af delvis
fastfaseteknik, ved fragmentkondensation eller ved hjalp af
klassiske oplegsningskoblinger. Anvendelse af for nylig udvik-
let rekombinant DNA-teknik kan benyttes til fremstilling af en
del af en analog indeholdende kun naturlige aminosyrerester,
som derpa kunne Knyttes til et kort N-terminal peptid. Metoder
til udelukkende fastfasesyntese er eksempelvis angivet i lare-
bogen "Solid-Phase Peptide Synthesis", Stewart & Young, Freem-
an & Co., San Francisco, 1969, og er eksemplificeret i US-pa-
tentskrift nr. 4.105.603. Klassisk oplesningssyntese er be-
skrevet detaljeret 1 afhandlingen "Methoden der Organischen
Chemie (Houben-Weyl): Synthese von Peptiden", E. Wunsch
(udgiver) (1974) Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Vesttyskland.
Fragment-kondensation-syntesemetoden er eksemplificeret i US-
patentskrift nr. 3.972.859. Andre til radighed stéende synte-
ser er eksemplificeret i US-patentskrifterne nr. 3.842.067 og
nr. 3.862,925.

Felles for s&danne synteser er beskyttelsen af de forskellige
aminosyremolekyldeles labile sidekadegrupper med passende be-
skyttelsesgrupper, der vil forhindre en kemisk reaktion i at
finde sted p& det pagaldende sted, indtil gruppen til sidst
fjernes. Falles er sadvanligvis ogsad beskyttelsen af en a-
aminogruppe pad en aminosyre eller et fragment, medens denne
del eller enhed reagerer ved carboxylgruppen, efterfulgt af
selektiv fjernelise af a-aminobeskyttelsesgruppen for at gere
efterfelgende reaktion mulig pad dette sted. Foglgelig er det
falles, som et trin i syntesen, at en intermediar forbindelse
dannes, hvilken forbindelse indeholder hver af aminosyreres-
terne placeret i dens onskede rakkefeglge i peptidkaden med si-
dekazdebeskyttelsesgruppe knyttet til de pagaldende rester.



10

15

20

25

30

35

DK 162103 B

Mellemprodukter ved syntesen kan have formlen (II):

(1-R{(X eller X2)-Rp-Asp(x3)-Ala-ITe-Phe-Thr(x4)-Rg(X4 eller
x5)-Ser (X4)-R1g(X2)-Arg(X6)-R12(X8 eller XT)-Ry3-R14-Gly-Gln-
(x5)-Leu-Rig(X2)-Ala-Arg(X8)-Lys(XT)-Leu-Leu-Rpg(X eller x5)-
Rog(X3)-Ile-Nle-Rpg(X4 eller X5)-Rpg(X6)-61n(X5)-61n(X5)61y-
x9, hvori X! er enten hydrogen eller en a-aminobeskyttelses-
gruppe. a-aminobeskyttelsesgrupperne, der kommer i betragtning
som X1, er de som vides at vare anvendelige inden for trinvis
syntese af polypeptider. Til klasserne af a-aminobeskyttelses-
grupper, der kan anvendes som X1, herer (1) aromatiske beskyt-
telsesgrupper af urethantype, sasonm fluorenylmethyloxycarbonyl

(FMOC), benzyloxycarbonyl (Z) og substitueret Z, sasom p-

chlorbenzyloxycarbonyl, p-nitrobenzyloxycarbonyl, p-bromben-
zyloxycarbonyl og p-methoxybenzyloxycarbonyl, (2) alifatiske
urethan-beskyttelsesgrupper, sasom t-butyloxycarbonyl (BOC),
diisopropylmethyloxycarbonyl, isopropyloxycarbonyl, ethoxycar-
bonyl og allyloxycarbonyl, og (3) cykloalkylbeskyttelsesgrup-
per af urethantype, sasom cyklopentyloxycarbonyl, adamantyl-
oxycarbonyl og cyklohexyloxycarbonyl. Den foretrukne a-amino-
beskyttelsesgruppe er BOC, endog nar en N&-Me-substitueret
rest benyttes i 1-stillingen.

X er hydrogen eller en beskyttelsesgruppe for imidazolnitro-
genatomet i His, sasom Tos.

X2 kan vare en egnet beskyttelsesgruppe for den phenoliske hy-
droxylgruppe i Tyr, sasom tetrahydropyranyl, tert.-butyl, tri-
tyl, Bzl, CBZ, 4Br-CBZ og 2,6-dichlorbenzyl(DCB). Den fore-
trukne beskyttelsesgruppe er 2,6-dichlorbenzyl. X2 kan vare
hydrogen, hvilket betyder, at der ikke findes nogen sidekade-

beskyttelsesgruppe pa aminosyreresten i denne stilling.
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X3 er hydrogen eller en egnet esterdannende beskyttelsesgruppe

for carboxylgruppen i Asp eller Glu, sdsom benzyl(OBzl), 2,6-
dichlorbenzyl, methyl og ethyl.

X4 kan vere en egnet beskyttelsesgruppe for hydroxylgruppen

i Thr eller Ser, sasom acetyl, benzoyl, tert.-butyl, trityl,
tetrahydropyranyl, Bzl, 2,6-dichlorbenzyl og CBZ. Den fore-
trukne beskyttelsesgruppe er Bzl. X4 kan vare hydrogen, hvil-
ket betyder, at der ikke findes nogen beskyttelsesgruppe pa
hydroxylgruppen.

X5 er hydrogen eller en egnet beskyttelsesgruppe for sidekade-

amidogruppen i Asn eller Gln. X5 er fortrinsvis xanthyl(Xan).

X6 er en egnet beskyttelsesgruppe for quanidinogruppen i Arg,
s&dsom nitro, Tos, CBZ, adamantyloxycarbonyl og BOC, eller

ogsa er x® hydrogen.

X7 er hydrogen eller en passende beskyttelsesgruppe for side-
kadeaminogruppen i Lys. Eksempler pa egnede sidekadeamino-
beskyttelsesgrupper er 2-chlorbenzyloxycarbonyl(2-Cl1-Z), Tos,
t-amyloxycarbonyl og BOC.

Met kan eventuelt vere beskyttet ved hjzlp af oxygen, men

lades fortrinsvis vare ubeskyttet.

Valget af en sidekadeaminobeskyttelsesgruppe er ikke afgerende,
bortset fra at man generelt valger en, der ikke fjernes under
afbeskyttelse af a-aminogrupperne under syntesen. For nogle
aminosyrer, f.eks. His, er beskyttelse imidlertid generelt

ikke nedvendig efter at kobling er gennemfert, og beskyttelses-

grupperne kan vare de samme.

X9 er en egnet beskyttelsesgruppe for C-terminal-carboxylgrup-
pen, sasom den esterdannende gruppe X3, eller ogsa er X9 er
forankringsbinding, der inden for fastfasesyntese anvendes

til at binde til en fast harpiksbarer, eller ogsa er den des-
X9, i hvilket tilfalde resten ved C-terminalen har en carboxyl-

del, som er Y, sdledes som ovenfor anfert. Nar en fast har-
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piksbarer anvendes, kan den vare enhver af de hidtil kendte,
sdsom en med formlerne:—O—CHz—harpiksbarer, -NH-benzhydryl-
amin (BHA)-harpiksbarer eller -NH-paramethylbenzhydrylamin
(MBHA)-harpiksbarer. Nar det usubstituerede amid enskes, fore-
trazkkes anvendelse af BHA- eller MBHA-harpiks, fordi spalt-
ning direkte ferer til amidet. I tilfzlde af at N-methylamidet
enskes, kan det dannes fra en N-methyl-BHA-harpiks. Hvis andre
substituerede amider enskes, eller hvis andre grupper end

den frie syre enskes ved C-terminalen, kan det vare at fore-
trzkke at syntetisere peptidet under anvendelse af klassiske

metoder som anfeort i Houben-Weyl-afhandlingen.

I formlen for mellemproduktet er mindst én af X-grupperne

en beskyttelsesgruppe, eller ogsd omfatter X9 en harpiksbarer.
Et peptid ifelge opfindelsen kan fremstilles ved (a) dannelse
af et peptid med mindst en beskyttelsesgruppe samt formlen
(IT), hvori X, Xl, X2, X3, X4, X5, X6 og X7 er enten hy-
drogen eller en beskyttelsesgruppe, og X9 er enten en be-
skyttelsesgruppe eller en forankringsbinding til harpiksbsrer

eller des—Xg, i hvilket tilfalde resten ved C-terminalen har

en carboxymolekyldel,'der er Y, (b) fraspaltning af beskyt-
telsesgruppen eller beskyttelsesgrupperne eller forankrings-
bindingen fra peptidet med formlen (II), og (c) om snsket
omdannelse af det resulterende peptid med sekvensen (I) til
et ikke-toksisk salt deraf.

Ved valg af en bestemt sidekadebeskyttelsesgruppe, der skal
anvendes ved syntesen af peptiderne, folges fglgende generel-
le regler: (a) beskyttelsesgruppen bevarer fortrinsvis sine
beskyttende egenskaber og fraspaltes ikke under koblingsbe-
tingelser, (b) beskyttelsesgruppen begr vare stabil over for
reagenset og er med undtagelse af Xan fortrinsvis stabil under
de reaktionsbetingelser, der valges til fjernelse af a-amino-
beskyttelsesgruppen pad hvert trin i syntesen, og (c) side-
kadebeskyttelsesgruppen skal kunne fjernes efter afslutning

af syntesen indeholdende den gnskede aminosyresekvens under
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reaktionsbetingelser, der ikke pd uensket made vil andre

peptidkaden.

N&r peptider ikke fremstilles under anvendelse af rekombi-
nant DNA-teknik, fremstilles de fortrinsvis under anvendelse
af fastfasesyntese, sdsom den der generelt er beskrevet af
Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85, side 2149 (1963), selv

om andre dermed @kvivalente i og for sig kendte kemiske syn-
teser ogsa kan anvendes som navnt i det foregdende. Fastfase-
syntese pabegyndes fra peptidets C-terminale ende ved kobling
af en beskyttet a-aminosyre til en passende harpiks. Et sadant
udgangsmateriale kan fremstilles ved at knytte en a-amino-
beskyttet aminosyre til en chlormethyleret ester eller en
hydroxymethylharpiks ved hjzlp af en esterbinding eller til

en BHA-harpiks eller MBHA-harpiks ved hjzlp af en amidbinding.
Fremstilling af hydroxymethylharpiksen er beskrevet af Bodan-
sky et al., Chem. Ind. (London) 38, 1597-1598 (1966). Chlor-
methylerede harpikser fés kommercielt fra Bio Rad Laboratories,
Richmond, California og fra Lab. Systems, Inc. Fremstilling

af en s&dan harpiks er beskrevet af Stewart et al., "Solid
Phase Peptide Synthesis" (Freeman & Co., San Francisco 1969),
kapitel 1, side 1 - 6. BHA- og MBHA-harpiksbazrere fas kommer-
cielt og anvendes generelt kun, ndr det enskede polypeptid,

som syntetiseres, har et usubstitueret amid ved C-terminalen.

Den C-terminale aminosyre kan til at begynde med kobles

til den chlormethylerede harpiks i overensstemmelse med
proceduren angivet i Chemistry Letters, K. Horiki et al.,
165-168 (1978), under anvendelse af KF i DMF ved ca. 60°C

i 24 timer under omrgring, nar peptider med 29-32 aminosyre-
rester skal syntetiseres. Efter kobling af den BOC-beskytten-
de aminosyre til harpiksbareren, fjernes a-aminobeskyttelses-
gruppen, sdsom ved anvendelse af trifluoreddikesyre (TFA) i
methylenchlorid eller TFA alene. Afbeskyttelsen udferes ved
en temperatur mellem ca. 0°c og stuetemperatur. Andre stan-
dardspaltningreagenser, sasom HCl i dioxan, og betingelser

til fjernelse af specifikke o-aminobeskyttelsesgrupper kan
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anvendes som beskrevet i Schroder & Lubke, "The Peptides",
1 side 72 - 75 (Academic Press 1965).

Efter fjernelse af a-aminobeskyttelsesgruppen kobles de tilbage-

verende a-amino- og sidekadebeskyttede aminosyrer trinvis

i den enskede orden til opndelse af den ovenfor definerede
mellemproduktforbindelse, eller ogsé'ka@,SOm'alternativ til
tilfgjelse af hver aminosyre Sépérét i syntesen nogle af dem
vare koblet til hinanden forud for tiléatﬁing til fastfase-
reaktoren. Udvalgelsen af,et paSSeﬁdé koblingsmiddel ligger
inden for fagmandens viden. Serlig egnet som koblingsreagens

-er N,N'-dicyklohexylcarbodiimid (DCCI).

De aktiverende reagenser, der anVendéS ved fastfasesyntesen
af peptiderne, er velkendte p& peptidomradet. Eksempler pa
egnede aktiverende reagenser er carbodiimider, sdsom N,N'-
diisopropylcarbodiimid og N-ethyl-N'-(3~dimethylaminopropyl)=
carbodllmld Andre aktiverende reagenser og deres anvendelse

t11 peptldkobllng er beskrevet af Schroder & Lubke supra,

i kapltel IIT- og af Kapoor, J. Phar. Sci., 59, side 1 - 27
: (1970) '

- :'Hver beskyttet amlnosyre eller amlnosyresekvens indfores i

s fastfasereaktoren i ca. et flrdobbelt eller steorre overskud,

og kobllngen kan udfzres i et medium af dimethylformamid(DMF):
CH2C12 (1:1) eller i DMF eller CH2C12 alene. I et tilfazlde,
hvor ufuldstandig kobling finder sted, gentages koblingsproce-
duren fgr fjernelse af o-aminobeskyttelsesgruppen forud for
koblingen af den naste aminosyre. Vellykketheden af koblings-
reaktionen pad hvert trin i syntesen, hvis den udfores manuelt,
méles fortrinsvis ved hj=zlp af ninhydrinreaktionen, siledes
som beskrevet af E. Kaiser et al., Anal. Biochem. 34, 595
(1970). Koblingsreaktionerne kan udfgres automatisk, sdsom

pad en Beckman 990 automatisk syntetisator, under anvendelse

~af et_program,_sésom det af Rivier et al. omtalte i Biopolymers,

1978, 17, side 1927-1938.

Efter at den enskede aminosyresekvens er blevet afsluttet,
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kan mellemproduktpeptidet fjernes fra harpiksbareren ved be-
handling med et reagens, sasom flydende hydrogenfluorid, der
ikke alene spalter peptidet fra harpiksen, men ogsa fraspalter

alle tilbagevarende sidekadebeskyttelsesgrupper X, X2, X3,

X4, XS, X6 og X7 og forankringsbindingen X9 og ogsa o-
aminobeskyttelsesgruppen Xl, hvis der anvendes en, til op-
naelse af peptidet i form af den frie syre. Hvis Met findes

i sekvensen, fjernes BOC-beskyttelsesgruppen fortrinsvis ferst
under anvendelse af trifluoreddikesyre (TFA) /ethandithiol

forud for fraspaltning af peptidet fra harpiksen med HF til
fjernelse af potentiel S-alkylering. Ved anvendelse af hydrogen-
fluorid til spaltning medtages anisol og methylethylsulfid

i reaktionsbeholderen som skylle- eller rensemidler.

Det efterfolgende eksempel angiver en foretrukken metode til
syntetisering af peptider ved hijzlp af fastfaseteknikken.

Eksempel 1.

Syntesen af peptidet [NdMeTyrl, D—NMA2, D—Leu23]-rGRF(1—43)—

OH med formlen:

NGMeTyr—D—NMA—Asp—Ala—Ile—Phe—Thr—Ser—Ser—Tyr—Arg—Arg-Ile—
Leu—Gly—Gln—Leu—Tyr-Ala-Arg—Lys—Leu-D-Leu—His-Glu—Ile—Met—
Asn—Arg—Gln—Gln—Gly—Glu-Arg—Asn-Gln—Glu—Gln—Arg—Ser-Arg—
Phe-Asn-OH

udfores pa trinvis mdde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en chlormethyleret harpiks med et sub-
stitutionsomrade pd ca. 0,1 til 0,5 mmol/g harpiks. Kobling
af BOC-Asn(Xan) til harpiksen gennemfegres ved hjelp af den
generelle procedure, der er angivet i Chemistry Letters,
supra, under anvendelse af KF i DMF ved ca. 60°C i 24 timer
under omrering, og den resulterer i substitution af ca. 0,35

mmol Asn pr. gram harpiks.

Efter afblokering og neutralisering opbygges peptidkaden trin
for trin p& harpiksen. Afblokering, neutralisering og til-

fojelse af hver aminosyre foretages generelt i overensstemmelse
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med proceduren angivet detaljeret af J. Rivier i J. Amer.
Chem. Soc., 96, 2986-2992 (1974). Alle benyttede oplesnings-

midler afgasses ved gennembobling med en inert gas, f.eks.

helium eller nitrogen, til sikring af fraver af oxygen, som

p&d usnsket made kunne oxidere svovlet i Met-resten.

Afblokering udferes fortrinsvis i overensstemmelse med skema

A som folger:

Skema A.
Reagens
1. 60% TFA/2% ethandithiol
2. 60% TFA/2% ethandithiol
3. IPA/1% ethandithiol
4. Et3N (10%) 1 CH2C12
5. . MeOH o
6. Bt,N (108) i CH,CL,
7. MeOH (2 gange)
8. CH,CL, (2 gange)

Blandetid (min.)

10

15
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

Koblingerne udferes fortrinsvis som angivet i folgende skema

B:

Skema B.

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

Reagens

DCCI

Boc-aminosyre

MeOH (2 gange)
CH,C1, (2 gange)

Ac20 (3M) i CH2C]_2

CH2C1
MeOH

CH2C12 (2 gange)

2

Blandetid (min.)

50 - 90

0,5
0,5
15,0
0,5
0,5
0,5.
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Kort fortalt anvendes ét eller to mmol BOC-beskyttet amino-
syrer i methylenchlorid pr. gram harpiks plus ét zkvivalent
1,0 molar DCCI i methylenchlorid i 2 timer. Nar BOC-Arg(TOS)
kobles, anvendes en blanding af 50% DMF og methylenchlorid.
Bzl-ether anvendes som hydroxyl-sidekadebeskyttelsesgruppe
for Ser og Thr. Amidogruppen i Asn eller Gln beskyttes eller
med Xan, ndr DCC-kobling anvendes, som det foretrakkes. P-
nitrophenylester (ONp) kan ogsd anvendes til aktivering af
carboxylenden af Asn eller Gln, og BOC-Asn(ONp) kan f.eks.
kobles natten over under anvendelse af ét @kvivalent HOBt

i en 50% blanding af DMF og methylenchlorid, i hvilket til-
felde intet DCC tilsattes. 2-chlor-benzyloxycarbonyl(2C1-Z)
anvendes som beskyttelsesgruppe for Lys-sidekaden. Tos anvend-
es til beskyttelse af Arg's guanidinogruppe og His's imida-
zolnitrogen, og Glu- eller Asp-sidekadecarboxylgruppen be-
skyttes med OBzl. Tyr's phenoliske hydroxylgruppe beskyttes
med 2,6-dichlorbenzyl(DCB). Ved syntesens afslutning opnds

felgende sammensatning:

BOC—NaMeTyr(XZ)—D—NMA—Asp(X3)—Ala—Ile—Phe—Thr(X4)—Ser(X4)-
Ser(X4)—Tyr(XZ)-Arg(X6)—Arg(X6)—Ile—Leu—Gly-Gln(XS)-Leu—Tyr=
(X2)—Ala—Arg(X6)—Lys(X7)—Leu—D—Leu—His(X)—Glu(x3)-Ile—Met—
Asn(X5)—Arg(X6)—G1n(X5)-Gln(X5)—Gly—Glu(X3)—Arg(X6)—Asn(xs)—
61n(x2)-Glu(x3)-cln(x>)-arg(x®)-ser (x*)-Arg (x®)-Phe-asn(x°)-
X9, hvor X2 er DCB, X3 er 0OBzl, X4 er Bzl, X5 er Xan, X6 er
Tos, X7 er 2Cl-Z, og X9 er —O—CHz—harpiksbarer. Xan kan helt
eller delvis vere fjernet ved hjelp af TFA~behandling, der

anvendes til afblokering af a-aminobeskyttelsesgruppen.

For at spalte og afbeskytte den beskyttede peptid-harpiks,
behandles denne med 1,5 ml anisol, 0,5 ml methylethylsulfid

og 15 ml hydrogenfluorid(HF) pr. gram peptid-harpiks ved -20°¢
i 1/2 time og ved 0°c i 1/2 time. Efter fjernelse af HF under
hejvakuum, vaskes det tilbagevearende harpiks—-peptid skifte-
vis med teor diethylether og chloroform, og peptidet ekstra-
heres derpa med afgasset 2N vandig eddikesyre og skilles fra

harpiksen ved filtrering.
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Det fraspaltede og afbeskyttede peptid oplgses derpd i 0 -
5¢ eddikesyre og underkastes rensning, som kan omfatte fil-

trering med fin gel af "Sephadex" G-50.

Peptidet renses derpd yderligere ved hijzlp af praparativ el-
ler halvpraparativ HPLC som beskrevet af Rivier et al., Pep-
tides: Structure and Biological Function, (1979), side 125 -
128, og Marki et al. J. Am. Chem. Soc. 103, 3178 (1981). Pa-
troner, der passer til Waters Associates prep LC-500, pakkes
med 15 - 20 uC,g-silica fra Vydac (300A). En gradient af CH,CN
i TEAP dannes ved hjazlp af en Eldex lavtryksgradientdanner,

‘s&ledes som beskrevet af J. Rivier i J. Lig. Chromatography

1, 343-367 (1978). De kromatografiske fraktioner madles omhyg-
geligt ved hjzlp af HPLC, og kun de fraktioner, der udviser
vesentlig renhed,samles. Afsaltning af de rensede fraktioner,
der er kontrolleret uafh@ngigt for renhed, opnéds ved anvend-
else af en gradient af CH3CN i 0,1% TFA. Midterfraktionen
lyofiliseres derpd til opndelse af det gnskede peptid, hvis

renhed kah vere storre end 98%.

SynteSen'geﬂtages under anvendélse af en MBHA-harpiks til
fremstillingraf det samme pe?tid med en amideret C-terminal
under anvendelse af enerQYhdelsesprocedure som generelt be-
skrevet af Vale et al. i US patentskrift nr. 4.292.313 til
at knytte Asn til MBHA-harpiksen.

Eksempel 2.

Syntesen af et amideret 40-rest-peptid [CGMeHisl, D-NMAZ,

D-Leu?3]-hGRF(1-40)-NH, med formlen:

H-C%MeHis-D-NMA-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-
Leu-Gly-Gln-Leu—Ser—Ala—Arg—Lys—Leu—D—Leu—Gln-Asp—Ile-Met—
Ser-Arg—Gln—Gln—Gly—Glu—Ser—Asn—Gln-Glu—Arg—Gly—Ala—NH2
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udfores pa trinvis mdde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som generelt beskrevet
af Vale et al. i US patentskrift nr. 4.292.313. Peptidet be-
demmes som varende i det vasentlige rent ved anvendelse af

TLC og HPLC.

Eksempel 3.

Syntesen af det analoge hGRF-fragment [D—NMAZ, N1e27]—hGRF(1—

32)—NH2 med formlen:

H—Tyr-D-NMA—Asp—Ala—I1e—Phe—Thr—Asn—Ser—Tyr—Arg-Lys—Val—Leu—
G1y—Gln—Leu—Ser—Ala—Arg—Lys—Leu-Leu—Gln—Asp—Ile—Nle—Ser—Arg—
Gln—Gln-—Gly—NH2

udfores pad trinvis mdde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Den-
ne analog bedemmes som varende 1 det vasentlige ren ved an-
vendelse af TLC og HPLC.

Eksempel 4.

Syntesen af det analoge hGRF-fragment [D—NMAZ, N1e27]—hGRF(l—

29)—NH2 med formlen:
H—Tyr-D—NMA—Asp—Ala-Ile—Phe-Thr—Asn—Ser—Tyr—Arg—Lys—Val—Leu-
Gly—Gln—Leu-Ser—Ala-Arg—Lys-Leu—Leu—Gln—Asp—I1e—N1e—Ser—Arg—
NH2

udferes pa trinvis mdde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedemmes som varende i det vasentlige rent ved anvendel-

se af TLC og HPLC.

Syntesen gentages til fremstilling af [D—NMAZ, N1e27]—hGRF(l—

27)—NH2.
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Eksempel 5.

Syntesen af [D-NMAZ, N1e27]—rGRF(l—29)—NH2 med formlen:
H-His-D-NMA-~Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-
Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg~Lys-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Nle-Asn-Arg-
NH2
udfores pad trinvis made under anvendelSé:af“eaneckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedemmes som varende i det vaesentlige rent ved anvendel-
se af TCL og HPLC.

Eksempel 6.

Syntesen af [D—NMAZ, D-G1u25, Nle27]-hGRF(l-29)—NH2 med form-

len:
H—Tyr-D—NMA—AspFAla—i1e—Phe—Tﬁr—AshFSéf—Tyr—Arg—Lys—Val—Leu-
Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-D-Glu-Ile-Nle-Ser-
Arg-NH2
udfores pd trinvis mdde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedgmmes som varende i det vasentlige rent ved anvendel-
se af TLC og HPILC.

Eksempel 7.

2 3,25

Syntesen af [D-NMA™, D-Asp ]-hGRF(1-32)-NH,, med formlen:

2

~ H-Tyr-D-NMA-D -Asp-Ala-Ile-Phe~-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-

Leu—Gly—Gln—Leu -Ser-Ala- Arg Lys -Leu-Leu-Gln-D-Asp-Ile-Met-

' Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-NH,
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udferes p& trinvis madde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som beskrevet i eksem-
pel 2. Denne analog bedemmes som vaerende i det vasentlige

ren ved anvendelse af TLC og HPLC.

Eksempel . 8.

Syntesen af [D-NMA2, N1e27]—pGRF(1—29)-NH2 med formlen:

H-Tyr-D-NMA-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-

G‘ln—Leu—Ser-Ala—Arg—Lys—Leu—Leu—Gln—Asp—Ile-—Nle—Ser—Arg—NH2

udfores pa trinvis mdde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som generelt beskrevet
af Vale et al. i US patentskrift nr. 4.292.313. Peptidet be-
demmes som varende i det vasentlige rent ved anvendelse af

TLC og HPLC.

Eksempel 9.

2

Syntesen af [D-NMA®, Nle27]—bGRF(1—29)—NH med formlen:

2
H-Tyr-D-NMA-Asp—-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
Gly-Gln—Leu—Ser—Ala—Arg-—Lys—Leu—Leu—Gln-Asp—Ile—Nle—Asn—Arg—NH2
udferes pd trinvis made under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som generelt beskrevet
af vale et al. i US patentskrift nr. 4.292.313. Peptidet be-
demmes som varende i det vasentlige rent ved anvendelse af

TLC og HPLC.

Eksempel 10.

Syntesen af [NaMeHisl, D—NMA2, N1e27]—pGRF(l—29)-NH2 med form-

len:
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H—NaMeHis—D—NMA-Asp—Ala—I1e—Phe—Thr—Asn—Ser-Tyr—Arg—Lys—Val—
Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln~Asp-Ile-Nle-Ser-
Arg-—NH2
udferes pa trinvis made under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som generelt beskrevet
af Vale et al. i US patentskrift nr. 4.292.313. Peptidet be-
dgmmes som varende i det vasentlige rent ved anvendelse af
TLC og HPLC.

Eksempel 11.

2 12

Syntesen af [D-NMA®, Lys 7, N1e27]—rGRF(1—29)-NH2 med form-

len:

H-His-D-NMA-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Lys—-Ile-Leu-
Gly-Gln-Leu-Tyr—-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Nle-Asn-Arg-
NH2
udfores pa trinvis mdde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedgmmes som varende i det vesentlige rent ved anvend-
else af TLC og HPLC.

. qq 2 13 18
Syntesen gentages til fremstilling af [D-NMA®, Val™~, Ser™ ]-

rGRF(l—29)-NH2.

Eksempel 12.

Syntesen af [D—NMAZ, Nle27

len:

' D—Arg29]—pGRF(1—29)—NH2 med form-

H-Tyr-D-NMA-Asp-Ala-Ile~Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Nle-Ser-D-

Arg-NH,
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udferes pd trinvis made under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som generelt beskrevet
af Vale et al. i US patentskrift nr. 4.292.313. Peptidet be-
dommes som varende i det vesentlige rent ved anvendelse af
TLC og HPLC. Acetatsaltet fremstilles derpd ved oplesning

af peptidet i vand og tilsetning af 1N eddikesyre. Den re-
sulterende oplesning lyofiliseres til opndelse af eddikesyre-
saltet.

Eksempel 13.

Syntesen af hGRF-analogen ID-NMAz, N1e27, D—Argzg]—hGRF(l-

29)—NH2fmed formlen:

H-Tyr-D-NMA-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn~Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Nle-Ser-D-
Arg-NH,
udferes pa trinvis made under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Den-
ne analog bedgmmes som verende i det vasentlige ren ved an-
vendelse af TLC og HPLC.

Syntesen gentages til fremstilling af [D-NMAZ, D—Leu14, N1e27,

D-arg?”]-hGRF(1-32) -NH, .

Eksempel 14.

14, N1927]—rGRF(l—29)—NH med formlen:

Syntesen af [D-Leu 2

H-His-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe~Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-D-Leu-
Gly-Gln-Leu~Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Nle-Asn-Arg-

NH2

udfores pd trinvis mdde under anvendelse af en Beckman 990

peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-



10

15

20

DK 1621038

18

tidet bedemmes som varende i det vasentlige rent ved anvend-
else af TLC og HPLC.

Syntesen gentages til fremstilling af [D—NMAZ, D—Leul4, Nle27

rGRF(l-29)—NH2.

]_

Eksempel 15.

Syntesen af hGRF-analogen [D—NMAZ, N1e2?

NH2 med formlen:

’ Asn28]—hGRF(l—29)-

H-Tyr-D-NMA-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile~Nle-Asn-Arg-
NH2

udferes pad trinvis made under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedemmes som varende i det vaesentlige rent ved anvend-
else af TLC og HPIC.

Eksempel _16.

Syntesen af [Nle27, D-Argzg]—rGRF(1-29)—NH2 med formlen:

H-His-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe~-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-
Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His~-Glu-Ile-Nle-Asn-D-
Arg-NH,
udferes pad trinvis mdde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedemmes som varende i det vesentlige rent ved anvend-
else af TLC og HPLC.
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Eksempel 17.

syntesen af det hGRF-analoge fragment [D—NMA2, D—Tyrlo, N1e27]—

hGR‘F(l—29)—NH2 med formlen:

H—Tyr—D—NMA—Asp—Ala-I1e—Phe—Thr—Asn—Ser—D—Tyr—Arg—Lys—Va1—
Leu—Gly—Gln—Leu—Ser—Ala~Arg—Lys-Leu—Leu-G1n-Asp-I1e—N1e—Ser—
Arg--:NH2

udfores pd trinvis made under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedgmmes som varende i det vasentlige rent ved anvend-

else af TLC og HPLC.

: . g q s 2 17 27
Syntese gentages til fremstilling af [D-NMA“, D-Leu ', Nle 1-
hGRF(1-27)-NH,,.

Eksempel 18.

syntesen af det hGRF-analoge fragment [D—NMAZ, N1e27]—hGRF(l—

29)-NHEt med formlen:

H—Tyr—D—NMA—Asp—Ala—I1e—Phe—Thr—Asn—Ser—Tyr—Arg—Lys—Val-Leu—
Gly—Gln—Leu—Ser—Ala—Arg—Lys-Leu—Leu—Gln—Asp—Ile—Nle-Ser—Arg—

NHCHZCH3

udfgres pd trinvis made under anvendelse af en Beckman 990

peptidsyntetisator til en chlormethyleret harpiks som i eksem-
pel 1. Peptidet spaltes fra harpiksen ved hjelp af ammonolyse
ved behandling med ethylamin. Peptidet bedemmes som verende

i det vasentlige rent ved anvendelse af TLC og HPLC.

Eksempel 19.

Syntesen af Syntesen af [D—Leul4, N1e27]-rGRF(1—29)—NH2 med

formlen:
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H-His-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-D-Leu-
Gly—Gln—Leu-Tyr—Ala—Arg—-Lys-Leu—Leu—His-Glu—I1e—N1e-NH2
udferes pa trinvis made under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedemmes som varende i det vasentlige rent ved anvend-
else af TLC og HPLC.

Eksempel 20.

Syntesen af det hGRF-analoge fragment [D—Tyrl, D-NMAZ, N1e27,

D—Arg29]—hGRF(1—29)—NH2
udferes pa trinvis madde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedgmmes som varende i det vesentlige rent ved anvend-
else af TLC og HPLC.

Syntesen gentages to gange til fremstilling af [Metl, D-NMAZ,
Nle®’1-hGRF(1-27)-NH,.

Eksempel 21.

2
Syntesen af det hGRF-analoge fragment [D—NwMeTyr, D-NMA™,
7

Nle 1-hGRF(1-29)-NH, med formlen:
H—D—NaMeTyr—D-NMA—Asp—Ala—I1e—Phe—Thr—Asn—Ser—Tyr—Arg—Lys—
Val-Leu~Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu~Gln-Asp-Ile- Nle-
Ser—Arg—NH2
udfores pd trinvis madde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedeommes som varende i det vasentlige rent ved anvend-
else af TLC og HPILC.
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Eksempel 22.

Syntesen af det hGRF-analoge fragment [Hisl, D—NMA2, Nle27]-

hGRF(l-29)-NH2 med formlen:
H-His-D-NMA-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Nle-Ser-Arg-

NH2

udferes pa trinvis mdde under anvendelse af en Beckman 990
peptidsyntetisator til en MBHA-harpiks som i eksempel 2. Pep-
tidet bedgmmes som varende i det vasentlige rent ved anvend-
else af TLC og HPLC.

1

Syntesen gentages to gange til fremstilling af [His™, N1e27,

D~Ar929]-hGRF(l—27)~NH2.
De syntetiske peptider, som er fremstillet ifelge eksemplerne,
sammenlignes med syntetisk hpGRF(1-40)-OH ved in vitro forseg
og viser sig at udvise generelt stegrre virkningsstyrker med
hensyn til sekretion af GH og lignende egenvirkninger. Alle
disse syntetiske peptider anses for biologisk aktive og po-
tentielt anvendelige til stimulation af frigerelsen af GH

fra hypofysen.

Til bestemmelse af den relative effektivitet af visse repra-
sentative syntetiske peptider med hensyn til fremme af fri-
gerelsen af veksthormon udferes in vitro forseg ved anvend-
else af syntetisk hpGRF(1-40)-0H som standard ved sammenlig-
ning side -om side med #kvimolare koncentrationer af de repra-
sentative analoge, som er blevet syntetiseret. Anvendte kul-
turer indbefatter celler af rottehypofysekirteler, der er
fjernet ca. 3 - 5 dage forinden. Sadanne kulturer betragtes
som optimale til sekretion af vaksthormon og anvendes til

den sammenlignende afprevning p& den generelle made, der er
beskrevet af Vale et al. i Endocrinology, 91, 562-572 (1972)
og som narmere beskrevet af Vale et al. i Endocrinology, 112,
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15563-155 (1983). Inkubation sammen med det stof, der skal un-
dersgges, udferes i 3 - 4 timer, og aliquot mangder af kultur-
mediet fjernes og behandles til maling af deres indhold af im-
munoreaktivt GH(iQ GH) ved en godt karakteriseret radioimmuno-

prove.

Resultaterne af denne sammenlignende afprevning ved akvimolare
koncentrationer er vist i tabel 1.

Tabel 1.
Optisk

Sammen- drejning,

ligning, [a]42, c=1,
Peptid % 1% HAc
hGRF (1-40)-0H

(standard til dette forsag) 100%

[D-NMAZ, N1e27T]-hGRF(1-29)-NHy 1330% 57,9°
[D-NMAZ, N1e27]1-hGRF(1-27)-NHy 150% 56,8°
[D-NMA2, N1e27]-hGRF(1-29)-NHEt 1130% 57,0°
[D-NMAZ, N1e27, Asn28]1-hGRF(1-29)-NHy 520% 57,6°
[D-Leul4, N1e27]-rGRF(1-29)-NHy 120% 52,6°
[N1e27, D-Arg29]1-rGRF(1-29)-NH, 386% 52,7°
[D-NMAZ, N1e27]-rGRH(129)-NH> 900% 51,9°
[D-NMAZ, D-Tyrl0, N1e27]-hGRF(1-29)-NH, 270% 56,7°
[D-NMAZ, NTe27, D-Arg29]1-nGRF(1-29)-NH, 580% 57,8°
[D-Tyrl, D-NMAZ, N1e27, D-Arg29]-
hGRF (129) -NH, 60% 57,5°
[D-N®MeTyrl, D-NMAZ, N1e27]-
hGRF (1-29) -NH, 30% 57,2°
[Hisl, D-NMAZ, N1e27]-hGRF(1-29)-NHy 260% 57,3°
[Ac-Tyrl, D-NMAZ, N1e27]-hGRF(1-29)-NH,  90% 56,8°
[D-NMAZ, serl®, N1e2T]-rGRF(1-29)-NH> 260% 52,3°
[D-NMAZ, N1e27, Asn28]-hGRF(1-29)-NHEt 1510% 56,9°
[D-NMAZ, N1e27]-hGRF(1-28)-NHEt 140% 56,5°
[D-NMA2, N1e27, Asn28]-hGRF(1-32)-NH 82% 57,9°

In vitro afpregvning af disse syntetiske peptider viser, at
mange af dem har overraskende stgrre biologisk virknings-

styrke end den, den udvises af hpGRF(1-40)-0H, og f.eks. er den
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mindste effektive koncentration af [D-NMAZ, Nle?’]-hGRF(1-29)-

NH, ca. 1 picomoler.

2
Foruden in vitro forsegene vedrerende sekretion af vaksthor-
mon blev de syntetiske peptider ved in vivo eksperimenter
intravenest injiceret i urethanbedevede hanrotter, og det

blev fastsldet, at de undertrykker spontan GH-sekretion uden
ophavelse af reaktionen pd eksogent GRF. Blodprever udtages
umiddelbart fer og 10, 30 og 90 minutter efter injektioner-
ne. GH-mengder i blod, malt ved radioimmunpreve, viser, at
syntetisk [D—NMAz, Nle27]—hGRF(1-29)-NH2 er ca. 6 gange mere
virksomt end hGRF(1-40)-OH med hensyn til blodmengder af hy-
pofysart GH ved mdling bade 10 og 30 minutter efter fjerde
injektion. Andre kendte in vivo GRF-forseg, som vides at

vare effektive til pdvisning af sekretion af GH, anvendes

til bekraftelse af disse resultater. Doser mellem ca. 50 nano-
gram og ca. 5 mikrogram af disse peptider pr. kg legemesveagt
anses for effektive til at forarsage GH-sekretion. Nogle pep-
tider, der in vitro udviser en biologisk virkningsstyrke,

som er ca. lig med eller endog en smule mindre end standarden,

udviser meget steorre in vivo virkningsstyrke.

Sddanne syntetiske hGRF-analoge og eventuelt rGRF-, bGRF-

og pGRF-analoge skulle vare anvendelige til humane anvendelser,
ved hvilke en lage ensker at forege GH-produktionen. Stimu-
lation af GH-sekretion ved hjzlp af sddanne analoge har inte-
resse for patienter med fuldstzndig eller relativ GH-mangel
fordrsaget af underproduktion af endogent GRF. Det er end-
videre sandsynligt, at foreget GH-sekretion og dennes led-
sagende vakstforogelse kunne opnds hos mennesker og dyr med
normale GH-mazngder. Administration skulle endvidere kunne
@ndre legemets fedtindhold og modificere andre GH-afhangige
metaboliske, immunologe og udviklingsmessige processer. For
eksempel kan disse analoge vere anvendelige som et middel

til stimulation af anabole processer i mennesker under sadanne
omstzndigheder, som folger efter padragelse af forbrandinger.
Som et andet eksempel kan disse analoge administreres til

kommercielle varmblodede dyr, sasom hens, kalkuner, svin,
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geder, kvag og far, og de kan anvendes inden for hydroponik
til opdrat af fisk og andre koldblodede havdyr, f.eks. hav-
skilpadder og al samt amfibier, til accelerering af vakst
og foregelse af forhold mellem protein og fedt, som opnas

ved fodring med effektive mangder af peptiderne.

Til administration til mennesker beor disse syntetiske peptider
inve en renhed pa mindst ca. 93% og fortrinsvis mindst 98%.
Renhed vil i denne forbindelse referere til det tilsigtede
peptid, der udger den anferte vegt% af alle tilstedevarende
peptider og peptidfragmenter. Til administration af sadanne
syntetiske peptider til kommercielle og andre dyr med henblik
pd fremme af vakst og reduktion af fedtindhold kan en renhed
sa lav som ca. 5% eller endog sa lav som 0,01% vare accep-
tabel.

Disse syntetiske peptider eller de ikke-toksiske salte deraf
i kombination med en farmaceutisk eller veterinsrt acceptabel
bzrer til dannelse af et farmaceutisk middel kan admini-
streres til dyr inklusive mennesker enten intravengst, sub-
kutant, intramuskulart eller perkutant, f.eks. intranasalt
eller endog oral. Administrationen kan foretages af en lzge
med henblik pd stimulation af friggrelsen af GH, ndr den be-
handlede vart kraver en sadan terapeutisk behandling. Den
krazvede dosis vil variere med den pagzldende tilstand, der
behandles, med alvorligheden af tilstanden og med varigheden
af den onskede behandling.

Saddanne peptider adminstreres ofte i form af ikke-toksiske
salte, sdsom syreadditionssalte eller metalkomplekser, f.eks.
med zink, jern eller lignende (der betragtes som salte til

det foreliggende formdl). Eksempler pa sadanne syreadditions-
salte er hydrochloridet, hydrobromidet, sulfatet, phosphatet,
maleatet, acetatet, citratet, benzoatet, succinatet, malatet,
ascorbatet, tartratet og lignende. Hvis den aktive bestand-
del skal administreres oralt i tabletform, kan tabletten inde-

holde et bindemiddel, sdsom tragacanth, majsstivelse eller
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gelatine, et desintegrerende middel, sasom alginsyre, og et
smoremiddel, sasom magnesiumstearat. Hvis administration i
flydende form gnskes, kan et sodemiddel og eller aromamiddel
anvendes, og intravengs administration i disotonisk saltvand,

phosphatpufferoplesninger eller lignende kan foretages.

Peptiderne bgr administreres ti1 mennesker under vejledning af
en lage, og farmaceutiske midler vil sedvanligvis 1indeholde
peptidet sammen med en konventionel fast eller flydende farma-
ceutisk acceptabel barer., Sadvanligvis vil den parenterale do-
sis vere fra ca. 0,01 til ca. 1 mikrogram af peptidet pr. Ki-

logram af vartens legemsvagt.

PatentXkrayv.

1. Syntetisk GRF-analogt peptid eller et ikke-toksisk salt
deraf, kendetegnet ved, at det har sekvensen: Rq-
R2—Asp—A1a—I1e-Phe—Thr—Rg—Ser—Rlo—Arg—R12—R13-R14-G1y—G1n—Leu-
R18—A1a-Arg-Lys-Leu—Leu—R24—R25-I1e—N1e—R28—R29-G1n—G]n-G1y—
NHR, hvor R er H eller Tlavere alkyl, Ry er Tyr, D-Tyr eller
His med N*Me-substitution eller usubstitueret, Ry er Ala eller
D-NMA, Rg er Ser eller Asn, Ryg er Tyr eller D-Tyr, Ri2 er Arg
eller Lys, Ry3z er Ile eller Val, Ryyq er lLeu eller D-Leu, Ryg
er Tyr eller Ser, Ry, er His eller Gln, Rpg er Glu eller Asp,
Rog er Asn eller Ser, og Rog er Arg eller D-Arg, forudsat
imidlertid, at enhver sekvens af rester begyndende ved C-
terminalen og strazkkende sig til og med Rpg kan vare udeladt,
og forudsat ogsa, at R, er D-NMA og/eller Ryyq er D-lLeu og/el-
ler Rog er D-Arg.

2. Peptid ifelge krav 1, kendetegne t ved, at Rsp
er D-NMA.

3. Peptid ifelge krav 1 eller 2, k e n detegnet ved,
at Rog er D-Arg.
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4, Peptid ifeolge ethvert af kravene 1-3, kendeteg-
net ved, at Ryq er D-Leu.

(3,1

Peptid ifelige ethvert af kravene 1-4, kendeteg-

3

e t ved, at R er H.

6. Farmaceutisk middel til stimulation af frigeorelsen af GH i
et dyr, kendetegnet ved, at det omfatter peptidet
ifelge krav 1 eller et ikke-toksisk salt deraf samt en farma-

ceutisk eller veterinart acceptabel flydende eller fast barer

derfor.
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