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(54) Verfahren zur Herstellung eines synthetischen Peptides

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines synthetischen Peptides mit EinfluR auf die Sekretion
der Hypophyse fir die Anwendung zur Diagnostik oder zur Beschleunigung des Wachstums in der Tierproduktion.
Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung neuer Peptide mit hoherer Aktivitét, die gegeniber dem enzymatischen Abbau
im Kérper widerstandsfahig sind. ErfindungsgemaB werden neue Peptide mit der folgenden Sequenz hergestellt:
R1-Rz-R3—Ala-I|e-Phe-Thr-Ra-Ser-Rm‘Arg-R12-R13-R14-R15-Gln-R17-R,S-Ala-Arg-Lys-Leu-Rn-Ru-RzylIe-Rﬂ-Rza-Rzg
-GIn-GIn-Gly-Glu-Ry,-Asn-GIn-Glu-Rg-Rag-Reg-Arg-Ra-Rag-Ras

worin R, Tyr, D-Tyr, Phe, D-Phe, pCl-Phe, Leu, His oder D-His darstellt mit entweder einer C*Me- oder
Ne-Me-Substitution oder in unsubstituierter Form: R, ist Ala, D-Ala oder D-NMA; R; ist Asp oder D-Asp; Rg ist Ser,
Asn, D-Ser oder D-Asn; Ry, ist Tyr oder D-Tyr; Ry, ist Arg oder Lys; Ry, ist lle oder Val; Ry, ist Leu oder D-Leu; Ry5 ist Gly
oder D-Ala; Ry; ist Leu oder D-Leu; Rg ist Tyr oder Ser; Ry ist Leu oder D-Leu; Ry, ist His oder Gln; Rys ist Glu, Asp,
D-Glu oder D-Asp; Ry, ist Met, D-Met, Ala, Nle, ile, Leu, Nva oder Val; Ry ist Asn oder Ser; Ry ist Arg oder D-Arg; Rjy
ist Arg oder Ser; Ry ist GIn oder Arg; Ry ist Arg oder Gly; Ry ist Ser oder Ala; Ry, ist Phe, Ala oder Val; Ry ist Asn oder
Arg; Ry, ist mit der MaRgabe, daB irgendeiner oder alle der Reste zwischen Ry, und einschlieBlich Ry, gestrichen
werden kénnen und der weiteren MaRgabe, daR R, D-NMA und/oder Ry, D-Leu und/oder Ry D-Arg ist.
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Verfehren zur Herstellung eines synthetischen Peptides

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel-
lung eines Peptides mit EinfluBl auf die Funktion der Hypophy-
se beim llenschen oder bei anderen Lebewesen., Insbesondere
wird erfindungsgemifl ein Peptid hergestellt, daB die Frei-
setzung von Wachstumshormonen durch die Hypophyse beschleu-
nigt.

Charakteristik der bekannten technischen Lisunsen

Physiologen haben seit Linkerer Zeit erkannt, daB der Hypo-
thalamus die sekretorischen Punktionen der Adenohypophyse mit
den vom Hypothalamus produzierten speziellen Substanzen steu-
~ert, die die Sekretion jedes Hypophysenhormons stimuliért
oder inhibiert. Ein hypothalamischer Inhibierungsfaktor wurde
1972 in Form von Somatostatin charakterisiert, das die Sekre-
tion von Wachstumshormon (GH) inhibiert. Im Jahre 1982 wurden
humanpankreatiscie (Tumor) freisetzende Faktoren (hpGRF) aus
Extraktionen menschlicher pankreatischer Tumore isoliert, ge-
reinigt, bestimmt, synthetisiert und getestet, wobei gefunden
wurde, daB sie die Freisetzung von GH durch die Hypophyse be-
schleunigen. Beide'hypophysiotrope Faktoren wurden durch To-
talsynthese reproduziert, und es wurden Analoge der natlrli-
chen Strukturen synthetisiert. llan vermutet, daf der human-
hypothalamische GH-freisetzende Paktor prédzise die gleiche
Struktur hat; somit wird der Begriff hGRF hier anschlieBend
verwendet. AuBerdem wurde ein entsprechender schweinehypotha-
lamigcher GH-freisetzender Faktor (pGRF), ein entsprechender
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rattenhypothalamischer GH-freisetzender Faktor (rGRF) und
ein entsprechender rinderhypothalamischer Gil-freisetzender
Faktor bGRF charakterisiert und synthetisiert. '

Z2iel der Irfindung

Ziel der Irfindung ist die Bereitstellung von neuen syanthe-
tischen Peptiden mit EinfluB auf die Funktion der Hypophyse,
die gegeniiber bekannten Peptiden eine wesentlich hhere Akti-
vitdt aufweisen und die gegenliber dem enzymatischen Abbau im
| Korper widerstandsfihig sind.

Darlegung des VWesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgebe zugrunde, neue Peptide mit
den gewiinschien Eigenschaften und Verfahren zu ihrer Herstel-
lung aufzufinden.

Es wurden nun synthetische Polypeptide synthetisiert und ge-
testet, die GH aus kultivierten Hypophysenzellen freigsetzen
und die zumindest teilweise den enzymatischen Abbau im Kor-
per hemmen und eine sehr wesentlich gesteigerte Potenz zei-
gen. Diese Peptide weisen NdQCHB-D-Ala (D-NMA) in 2-Stellung
und/oder D-Leu in 14-Stellung und/oder D-Arg in 29-Stellung
auf und vorzugsweise auch Nle in 27-Stellung. D-Leu kann in
17=- und/oder 23-Stellung vorhenden seir, und entweder D-Glu
oder D~Asp kann in der 25-Stellung vorhanden sein. Die Pep-
tide kdnnen auch einen der folgenden Reste in der 1-Stellung
. haben: Tyr, D-Tyr, let, Phe, D-Phe, pCL-Phe, Leu, His und D-
. His, wobei diese Reste gegebenenfalls eine iiethylsubstitution
-entweder am alpha-Kohlenstoff oder in der alpha-Aminogruppe
aufweisen konnen. Sie kOnnen gegebenenfalls D-Asp in 3-Stel-
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lung und/oder entweder D-Arg oder D-Ser in 8-Stellung und/
oder D-Tyr in 10-Stellung und/oder D-Ala in 15-Stellung auf=-
weisen. Auch ktnnen sie D-liet oder lva anstelle von entweder
Hle oder lMet in 27-5tellung aufweisen,

Zu pharmazeutischen Zusammensetzungen in Zusammenhang mit der
Erfindung gehodren derartige Analoge mit zwischen etwa 27 und
44 Resten in der Linge, oder eines ihrer nichttoxischen Sal-
ze, dispergiert in einer pharmszeutisch oder veterindr snnehm-
baren Flissigkeit oder einem festen Trédger. Derartige pharma-
zeutische Zusammenseizungen kdnnen in der klinischen Human-
oder Veterindrmedizin zur Verabreichung filr therapeutische
Zwecke auch zu diagnostischen Zwecken eingesetst werden. Da—
riiber hinaus konnen sie dazu verwendet werden, das Wachstum
von Wermbliitern einschlieBlich Vogeln (Gefliigel) sowie in der
Aquikultur bei Kaltbliitern,’ z. B. Fischen, Aalen usw. zu be-
‘schleunigen. ' '

Die zur Definition der Peptide verwendeten Homenklatur ent-
spricht der von Schroder u. Lubke in "Die Peptide" (The Pep-
tides), Academic Press, 1965, worin in Ubereinstimmung mit

der Ublichen Darstellung die Aminogruppe am W-Ende (N-Termi-
nal) links und die Carboxygruppe am C-Ende (C-Terminal) rechts
erscheint. Unter natiirlichen Aminosiuren sind iibliche, natiir-
lich auftretende, in Proteinen zu findende Aminosiuren zu ver-
stehen, wie Gly, ila, Val, Leu, Ile, Ser, Thr, Lys, Arg, Asp,
Asn, Glu, Gln, Cys, liet, Phe, Tyr, Pro, Trp und His. Mit Nle
ist Norleucin und mit Nva ist Norvalin gemeint. Wo die Amino-
séurereste isomere Formen aufweisen, ist es die IL~Form, die
dargestellt ist, falls nichts anderes ausdriicklich hervorge-
hoben wird. D-fliA bedeutet das D-Isomere von Alanin, worin

die alpha~iminogruppe durch liethyl substituiert ist.
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Die Erfindung betrifft synthetische Peptide mit der folgen-
den Sequenz (I):

R1-RZ-RB—Ala-Ile—Phe-Thr-R8-Ser-R1O-Arg-R12-
R13—R14-R1S—Gln—R17-R18-Ala-Arg—Lys-Leu-R23-
R24-R25-Ile-R27-R28-R29~Gln~Gln-Gly—Glu—R34-
‘Asn—Gln-GlufRBB-RB9-R4O-Arg-R42-R43-R44

worin R1 Tyr, D-Tyr, let, Phe, D-Phe, pCl-lhe,

Leu, His oder D-His bedeutet mit entweder einer CMie
oder N*Me—Substitﬁtion oder unsubstituiert ist, R2 Ist

. Ala, D-Ala oder D-IlA; R3 ist Asp oder D-Asp; R8 ist

Ser, Asn, D-Ser oder D-Asn; R1O ist Tyr oder D-Tyr;

R12 ist Arg oder Lys; R13 ist Ile oder Val; R14 ist

Leu oder D-Leu; R15 ist Gly oder D~Ala; R17 ist Leu
oder D-Leu; R;g ist Tyr oder Ser; Rpg ist Leu oder D-
Leu; R24 ist His oderlen; R25 ist Glu, Asp, Dleu oder
D-ﬁsp;-R27 ist Met, D-llet, Ala, Hle, Ile, Leu, Hva oder
Val; R28 ist Asn oder Ser; R29 ist arg oder D-Arg; 334
ist Arg oder Ser; R38 ist Gln oder Arg; R39 ist Arg oder
Gly; R4O ist Ser oder Alaj R42 ist Phe, Ala oder Val;
,R43 ist Asn odexr Arg; R44 ist eine natiirliche Amino-
sdure;

mit der MaBgabe, daB beliebige oder alle Reste zwischen R28
und einschlieflich R44 gestrichen werden kOnnen und der wei-
teren MaBgabe, daB R2 D-1lIA und/oder R14 D-Leu und/oder R29
D-Arg ist. "Y" wird hier fiir die Darstellung des Carboxytei-
les dos Aminosiurerestes am C-Terminal verwendet und einer der
folgenden Radikale sein: -COOR, -CRO, -CONHIHR, -CON(R) (RY)
oder —CH20R, wobei R und R' Wiederalkyl, Fluorniederalkyl

oder Wasserstoff sein konnen und die bevorzugten Niederalkyl-
gruppen liethyl, Bthyl und Propyl sind.

Wenn sich ein Rest in der 44-Stellung befindet, wird iliblicher-



-5 - 65 333/18

welse eine Aminosdure auler Cys gewihlt, falls der Wunsch be-
steht, ein Dimeres zu bilden oder das synthetische Peptid an
ein anderes Peptid zu koppeln. Wenn Met in 1-Stellung auf-
tritt, ist es vorzuziehen, einen anderen Rest in 27-Stellung
zu haben.,

Wie oben aufgefiihrt, haben Fragmente, die sich von i-Terminsl
her lber den Rest-27 erstrecken, biologische Wirksamkeit bei
der Freigetzung von GH durch die Hypophyse und derartige bio-
logisch aktive Fragmente werden als in den Schutzumfang der
Erfindung fallend betrachtet. Wenn sich das Peptidfragment
nur bis'zum Rest 27 oder 28 erstreckt, sollte Y—CONH2 oder
ein substituiertes Amid sein. Wenn sich das Fragment bis auf
einen der Reste 29 bis 39 erstreckt, ist vorzugsweise ein Amid
oder ein substituiertes Amid, kann aber auch -COOH sein. Wenn
.das Pragment 40 oder mehr Reste hat, gibt es keine deutliche
. Priferenz fiir den Teil am C~Terminal.,

Die Peptide wurden mittels geeigneter Verfahren synthetisiert,
beispielsweise durch alleinige TFestphasentechnik, teilweise
Festphasentechnik; Fragementkondensation oder klassische I&5-
sungskupplungen. Es kann auch die kiirzlich entwickelte rekom=-
binante DiA-Technik eingesetzt werden, um einen Teil eines
Analogen, dei nur natiirliche Aminosdurereste enthilt, herzu-
stellen, der dann mit einem kurzean N-Terminal-Peptid verbunden
wird., Beispielsweise sind die Techniken der vollstindigen Fest-
phasensynthese in dem Lehrbuch "Solid~Phaese Peptide Synthesis"
(Festphasenpeptidsynthese) von Stewart und Young, Freeman &
Co., San Francisco, 1969 beschrieben und erliutert durch die
Offenbarung in der US-PS 4 105 603 (Vale etal.), die am 8.
August 1978 verdffentlicht wurde. Die klassische Losungssynthe-
se ist detailliert in der llonografie "lethoden der Organischen
Chemie" von Houben-ieyl, Synthese von Peptiden, L. Wunsch (He-
rausgeber), Georg Thieme, Verlag Stuttgart, BRD, beschrieben
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(Die Fragmentkondensationsmethode der Synthese ist in der US-
PS 3 972 859 (vom 3. 8. 1976) erliutert. Andere gingige Syn-~
thesen sind in den US=PS 3 842 067 (vom 15. 10. 1974) und

3 862 925 (vom 28. 1.-1975) erldutert.

Allen diesen Synthesen gemeinsam ist der Schutz der labilen
Seitenkettengruppen der verschiedenen Aminosduretelle mit ge-
eigneten Schutzgruppen, die das Aufireten einer chemischen
Reaktion an dieser Stelle verhiiten, bis die Gruppe letztent=-
lich entfernt wird. Ublicherweise ist ihnen weiterhin gemein-
sam, der Schutz einer alphe-Aminogruppe an einer Aminosiure
oder einem Fragment, wihrend dieses mit der Carboxygruppe re-
agiert, gefolgt von der selektiven Entfernung der alpha-Amino-
schutzgruppe, um nun die Reaktion an dieser Stelle stattfinden
zu lassen. DemgemiB ist es gewChnlich so, daB als eine Stufe
der Synthese eine Zwischenverbindung hergestellt wird, zu der
jeder der Aminosdurereste gehdrt, angeordnet in der gewlngch-
ten Sequenz in der Peptidkette mit Seitenkettenschutzgruppen,
die mit den entsprechenden Resten verbunden sind.

Als innerhalb des Schutzumfanges der vorliegenden Erfindung
befindlich werden auch Zwischenprodukte der Formel (II) ange-
senen:

X1-R (X oder X° )-R2—R (X )-Ala-Ile-Phe-Thr(A4)-R (x* oder
%2y Ser(i4)—R ()= Arf(K )-312(56 oder X7 )-R13-R14
R15—Gln(is)-§17—R18(X )-Ala-irg (2°)- by (% - :eu-323

24(A5oder X %-R25-(l ) - Ile-R27-{%8 oder A %
Gln(X”)=-Gln(X”)- Gly-Glu(K )-R34( oder X Y-Asn (X ) Gln
(X°)-Glu(X 3)-R (X0 oder X0)-Ron(x8)-R, (x})-Areg(x®)-

3805 0%6r 5 1539t o
42- 43(£ oder Y )=R 4( V=7,

worin X1 entweder Wasserstoff oder einew -Aminoschutzgruppe
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gind solche, die aus dem Stand der Technik fir die stufen-
weise Synthese von Polypeptiden bekannt sind. Unter die zu
verwendenden Klassen von a-Aminoschutzgruppen, die als X1 ein-
gesetzt werden knnen, fallen (1) aromatische Schutzgruppen
vom Urethantyp wie Fluorenylmethyloxycarbonyl (FMOC), Bénzyl—
oxycarbonyl (Z) und substituiertes Z, wie p-Chlorbenzyloxy-
carbonyl, p-Nitrobenzyloxycarbonyl, p-Brombenzyloxycarbonyl
und p-llethoxybenzyloxycarbonyl; (2) aliphatische Urethan-
Schutzgruppen wie t-Butyloxycarbonyl (BOC), Diisopropylmethyl-
oxycarbonyl, Isopropyloxycarbonyl, Ethoxycarbonyl, Allyloxy-
carbonyl, und (3) Cycloalkyl-Urethantyp-Schutzgruppen wie
Cyclopentyloxycarbonyl, Adamantyloxycarbonyl und Cyclohexyl-
oxycarbonyl, Die bevorzugte w~Aminoschutzgruppe ist BOC, ge=-
rade dann, wenn ein N*-lie-substituierter Rest sich in 1-Stel-
lung befindet. ‘ '

- X ist Wasserstoff oder eine Schutzgruppe fiir den Imidazolstick-
stoff von His, wie z.B. Tos.

K2 kann eine geeignete Schutzgruppe fiir die phenolische Hydrox-
ylgruppe von Tyr sein, wie Tétrahydropyranyl, tert.-Butyl,
Trityl, Bzl, CBZ, 4Br-CBZ und 2,6-Dichlorbenzyl (DCB). Die be-
vorzugte Schutzgruppe ist 2,6 Dichlorbenzyl. X2 kann Wasser-
stoff sein, das bedeutet, deB es in dieser Stellung keine Sei-
tenkettenschutzgruppe am Aminosdurerest gibt.

K3 ist Jasserstoff oder eine geeignete esterbildende Schutz-
gruppe fir die Carboxygrupre von Asp oder Glu, wie Benzyl
(0Bzl), 2,6-Dichlorbenzyl, liethyl und Ethyl.

X4 kann eine geeignete Schutzgruppe fiir die Hydroxygruppe von
Thr oder Cer sein, wie Acetyl, Benzoyl, tert.-Butyl, Trityl,

Tetrshydropyranyl, Bzl, 2,6-Dichlorbenzyl und CBZ. Die bevor-
zugte Schutzgruppe ist Bzl. X4 kann Vasserstoff sein, was be-
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deutet, daB keine Schutzgruppe an der Hydroxygruppe vorhanden
ist. |

X5 ist Wasserstoff oder eine geeignete Schutzgruppe fiir die
. Seitenkettenaminogruppe von Asn oder Gln. Es ist vorzugswel-
se Xanthyl (Xan).
X6
Arg, wie Nitro, Tos, CBZ, Adamantyloxycarbonyl und BOC, oder
ist Wasserstoff. |

ist eine geeignete Schutzgruppe fir die Guanidingruppe von

X7 ist Wasserstoff oder eine geeignete Schutzgruppe fir die
Seitenkettenaminogruppe von'Lys, Beispiele fiir geeignete Sei-
tenkettenamino-Schutzgruppen sind 2-Chlorbenzyloxycarbonyl
(2-C1-Z), Tos, t-Amyloxycarbonyl und BOC.

K8 ist Wasserstoff oder eine geeignete Seitenkettenschutzgrup-
pe wie sie generell weiter oben genannt wurde. Met kann gege-
benenfalls durch Sauerstoff geschiitzt werden, wird aber vor-
zugswelse ungeschitzt gelassen.

Die Auswahl einer Seitenkettenamino-Schutzgruppe ist nicht kri-
tisch mit der Ausnahme, daB im allgemeinen eine auszuwihlen
ist, die widhrend der Abspaltung der Schutzgruppen fiir die X
-Aminogruppen wéhrend der Synthese nicht entfernt wird. Aller-
dings ist flir einige Aminosduren, z.B. His, ein Schutz nicht
allgemein erforderlich, nachdem die Kupplung vollzogen ist,

und die Schutzgruppen konnen dieselben sein.

X9 ist eine geeignete Schutzgruppe fir die Carboxygruppe am
C-Ende, wie die esterbildende Gruppe X3, oder sie ist eine
Haftbindung, wie sie bei der Festphasensynthese zur Bindung
en einen festen Harzitridger benutzt wird, oder sie ist das —X9,
wobei in diesem Falle der Rest am C-Ende einen Carboxyteil
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hat, der Y ist, wie es weiter vorher definiert worden ist.
VWenn ein solcher fester Harztriger verwendet wird, ist er im
weitesten Sinne als Schutzgruppe anzusehen und kann irgend-
einer von denen aus dem Stand der Technik sein, wie: —O-CHQ-
Harztriger, -NH-Benzylhydrylamin-(BHA)-Harztriger oder -NH=
Paramethylbenzylhydrylamin- (1MBHA)-Herztriger. Wenn das un-
substituierte Amid gewlinscht ist, ist das BHA- oder MBHA-Harz
bevorzugt, da die Abspaltung direkt zum Amid fithrt. PFlir den
Fall, daB das H-lethylamid gewlinscht wird, kann es aus dem N-
Methyl-BHA-Harz erzeugt werden. Sollten andere substituierte
Amide gewlnscht sein, oder sollten andere Gruppen als die freie
Stiure em C-Inde gewlnscht sein, kann es vorzuziehen sein, das
Peptid unter Verwendung klassischer liethoden gemi8 Houben-
Wieyl zu synthetisieren. -

In der Formel flir das Zwischenprodukt ist zumindest eine der
Z-uruppen eine Schutzgruppe, oder X9 erfaft einen Harztriger.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung
eines gewlinschten Peptids durch

a) Bilden eines Peptids mit wenigstens einer Schutzgruppe und
der Formel (II), worin X, X', X2, %2, 4, %2, %%, %/ una
XB Jeweils entweder Vasserstoff oder eine Schutzgruppe dars
stellt und,X9 ist entweder eine Schutzgruppe oder eine Haft-
bindung an dem Harztriger oder des —X9, in welchem Falle

der Rest am C-Ende einen Carboxyteil ist, der Y entspricht;

b) Abspalten der Schutzgruppe oder -gruppen oder der Iaftbin-
dung von dem Peptid der Formel (II) und

c) gewilinschtenfalls Umwendeln des erhaltenen Peptids in dessen
nichttoxisches Salz.

bBei der Auswahl einer besonderen Seitenkettenschutzgruppe, die
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bei der Synthese der Peptide eingesetzt wird, bestehen fol-
gende allgemeine Regeln: (a) die Schutzgruppe behilt vorzugs-
weise ihre Schutzeigenschaften und wird nicht unter Kupp-
lungsbedingungen abgespalten, (b) die Schutzgruppe sollte

dem Reagenz gegeniber gtabil sein und ist, mit Ausnahme von
Xyn, vorzugsweisé unter den Reaktionsbedingungen stabil, die
fir die Entfernung derxa~Aminoschutzgruppe bei Jeder Synthese-
stufe ausgewihlt wird, und (c) die Seitenkettenschutzgruppe
muB nach Ende der Synthes entfernbar sein, bei der man die
gewlinschte AminosHuresequenz erhilt, und zwar unter Reaktions-
bedingungen, die die Peptidkette nicht in unerwinschter Veise
- beeintrichtigen. ' '

Wenn die Peptide nicht nach der rekominanten DNS-Technologie
hergestellt werden, werden sie vorzugsweise mittels Festpha-
sengynthese hergestellt, die dies allgemein von lierrifield
J.Am.Chen.Socs 85 (1963)p 2149 beschrieben wurde, obgleich
auch nach anderen aus dem Stand der Technik bekannten und oben
genannten Verfahren gearbeitet werden kann. Bei der Festpha-
gsensynthese wird vom C-Ende des Peptids begonnen, indem eine
gesohﬁtzteab—ﬂminosaure an ein geeignetes Harz gekuppelt wird.
Ein solches Startmaterigl kann durch Anfligen einer ¢, -Amino-
geschiitzten Aminosiiure iiber eine Esterbindung an ein chlor-
methyliertes Harz oder ein Hydroxymethylharz oder durch eine
Amidbindung an ein BHA-Harz oder LiBHA-Harz hergestellt wer-
den. Die Herstellung des Hydroxymethylharzes ist von Bodansky
et al., Chem.Ind. (London) 38 (1966) 1597-98 beschrieben wor-'
den. Chlormethyliertes Harze sind kommerziell von Bio Red
Laboratories, Richmond, Californien und von Lab. Systems, Inc.
erhidltlich. Die Herstellung eines solchen Harzes ist von Ste-~
wart et al., "Solid Phase Peptide Syntheses" (Freemen& Co.,
Sen Francisco, 1969) Kap. 1, S. 1-6 beschrieben worden. BHA-
und IBHA-Harztriger sind kommerziell erhiltlich und werden um
allgemeinen eingesetzt, wenn die zu synthetisierenden gewlinsch-
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ten Polypeptide ein unsubstituiertes Amid am C-Ende haben.

Die Aminosdure mit C-Lnde, z.B. Asn, geschiitzt durch BOC und
durch Xan, kann zuerst an das chlormethylierte Harz gekuppelt
werden, und zwar nach der Verfehrensweise, die in Chemistry
Letters (1978), 165-168 von K. Horiki et al. beschrieben Wur-
de, unter Verwendung von XF in DHF bei etwa 60° C iiber 24 Stun-
den und unter Rithren, wenn das Peptid mit 43 Resten zu synthe-
tisieren ist. Hach dem Kuppeln‘der BOC~geschiitzten Aminosiure
an den Harztriger wird die a-Aminoschutzgruppe entfernt unter
‘Verwenduno von Trifluoressigsdure (TF4) in lMethylenchlorid
oder in TFA allein. Das Apspalten der Schutzgruppe wird bei
einer Temperatur von zwischen etwa 0° C und Zimmertemperatur
durchgefﬁhrt. Andere Standardpridparate zum Abspalten, wie Hel
in Dioxan sowie Bedlngungen zur bntfernung der spezifischen
w-AmlnoschutZﬂrupoen kGnnen vemaﬁ der Bescnrelbung in Schro-
der u. Lubke "The Peptides"; 1, S. 72-75 (Academic Press 1965)
eingesetzt werden.

Nach Intfernung der a~Aminoschutzgruppe werden die'verbligbenen
A~Amino-. und Seitenketten-geschiitzten Aminosiuren schrittweise
in gewiinschiem lMaBe gekuppelt, wobei man ein bereits oben de-
finiertes Zwischenprodukt erhdlt, oder als Alternative zur Zu~
gabe jeder Aminosiure separat in der SJnthese, die mSgliche
Kupplung einiger von ihnen aneinander bereits vor der Zugsabe
zum Festphasen-ReaktionsgefiB. Die Auswshl eines entsprechen-
den Kupplungsreagenz erfolgt gemif dem Stand der Technik. Ins-
besondere als Kupplungsresgenz geeignet ist N,H'-Dicyclohexyl-
carbodiimid (DCCI).

Die bei der Festphasensynthese der Peptide eingesetzten aktivie-
renden Reagentien sind in der Peptidchemie bekannt. Beispiele
geeigneter sktivierender Reagentien sind Carbodiimide_wie N,I'-
Diisopropylcarbodiimid und H—Ethyl—ﬂ'—(3—dimethylaminopropyl)
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carbodiimid. Andere akitivierende Reagentien und deren Ver-
wendung bei der Peptidkupplung sind von Schroder und Lubke
S.0, im Kap. III und von Kappbr in J. Pharm. Sci. 59 (1970)
Se 1-27 beschrieben worden.

Jede geschlitzte Aminoséure oder Aminosduresequenz wird in das
Festphasen-ReaktionsgefiB in efwa dem vierfachen UberschusB
oder mehr eingebracht, und die Kupplung kann in einem lLledium
von Dimethylformamid (DMF):CH2012 (1:1) oder in DHF oder
CH2012 allein durchgefiihrt werden. In Fidllen, wo die Kupplung
unvollsténdig ist, wird die Kupplungsprozedur wiederholt bevor
die Entfernung der sv-Aminoschutzgruppe vor dem Kuppeln der
néchgten Aminosidure erfolgt. Der Erfolg der Kupplungsreaktion
in jedem Synthesestadium, wenn sie menuell durchgefiihrt wird,
wird vorzugsweise liber die Ninhydrinfeaktion verfolgt, wie von
E. Kaiser et al. in Anal. Biochem. 34 (1970) 595 beschrieben.
Die Kupplungsresktionen konnen automatisch durchgefiihrt werden
wie z.B. auf einem Beckmann 990-Automatiksynthesizer unter Ver-
wendung eines Programms wie von Rivier et al. in Biopolymers,
1979, 17, S. 1927-1938 berichtet.

Nachdem die gewlinschte Aminosfuresequenz vollstindig ist, kann
das Zwischenprodukt-Peptid vom Harztriger entfernt werden durch
Behandlung mit einem Reagenz wie FluBlsdure, das nicht nur das
"Peptid vom Tréger abspaltet; gondern ebenso die verbliebenen

. S T -6 ]
Seitenkettenschutzgruppen XL, L7, A3, £4, Xs, x7, A7 und X7 und

die Haftbindung X9 und ebenso dieor-Aminoschutzgruppe K1, wenn
eine vorhanden ist, um das Peptid als freie Sdure zu erhalten.
Wenn in der Sequenz Het vorhanden ist, wird die BOC-Schutzgrup-
pe vorzugsweise zuerst entfernt unter Verwendung von Trifluor-
esgigsiure (TFA)/Ethandithiol vor dem Abtrennen des Peptids vom
Harz mit HF', um die potentielle S~iAlkylierung zu eliminieren.
Wenn zum Abtrennen FluBsiure eingesetzt wird, werden Anisol und
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lethylethylsulfid als Spllmittel in den Reaktionsbehilter ein-
gebracht.

© Augfihruncsbeispiel

Die Erfindung wird nachstehend an einigen Beispielen niher er-
liutert.

Das folgende Beispiel stellt ein bevorzugtes Verfahren zur
Synthetisierung von Peptiden mittels Fegtphasentechnik dar. Es
igt natirlich selbstverstindlich, daB die Synthese eines ent-
sprechend kiirzeren Peptidfragments in der gleichen Weise be-
wirkt wird durch einfaches Eliminieren der notwendigen Anzahl
von Aminosduren an jedem Ende der Aette, allerdings wird ge-
genwdrtig vermutet, daB biologisch aktive Frag mente dle anoe-
zeigte uequenz am d—unde ‘enthalten sollten.

Beigpiel T

Die Synthese des Peptids ((*MeTyr ', D-ILAZ, D-Leu2>)-rGRT
(1-43)=0H mit der TFormel

N HeTyr-D-lilA-Aisp-AGa-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-irg -Arg=-Ile-
Leu-Gly-Gln~Leu~Tyr-Ala-Arg-iys—-Leu~D-Leu~Hig=Glu~I1li-liet-
Asn-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln—Glu—uln-Arg-Ser—Arg-Phe-
Asn-0H

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem chlormethylierten
Harz mit einem Substitutionsbereich von etwa 0,1 bis 0,5 mmol/
g Herz. Die Kupplung von BOC-Asn(Xan) an das Harz erfolgte ge-
mif der allgemeinen Verfahrensweise in Chemical Letters, siehe
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oben, unter Verwendung von KI' in DiF bei etwa 60° ¢ iiber 24
Stunden unter Rithren, wobel man eine Substitution von etw
0,35 mmol Asn pro Gremm Iarz erhielt. |

Hach dem Intblockieren und der Heutralisation wurde die Pep-
tidkette schrittweise am Harz aufgebaut in allgemeiner Uber-
einstimmung nach der Verfahrensweise von Rivier, J.; J. iAmer.
Cehm. Soc. 96, 2986-2992 (1974). iAlle dabei verwendeten Ld-
sungsmittel waren sorgfdltig durch Splilen mit einem Inertgas
wie z.B. Helium oder Siickstoff entgast wordeh, um zu sichern,
daB kein Ssuerstoff vorheanden war, wodurch der Schwefel des
Het-Restes in unerwiinschter Weise oxidiert werden kdnnte.

Das Entblockieren erfdlgt vorteilhaft in Ubereinstimmung mit
der folgenden Tabelle A '

Tabelle A

Reagenz Mischzeit (Ilinuten)
1o 60 % TFA/2 % Ethandithiol 10

2. 60 % TFA/2 % Ethandithiol _ 15

3. IPA/1 % Ethandithiol 0,
4o EtgN (10 %) in CH,Cl,
5. MeOH

6 EtBN‘(1O %) in CH2012
7. MeDH (zweimal)

8. CH2012 (zweimal)

O O O O O
(SR G IS B G2 IR 1 ]

-

Die Kupplungen wurden vorzugswelse gemdB der folgenden Tabelle
B durchgefihrt:
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Tabelle B

Reagenz Migchzeit (liinuten)
9. DCCI -

10. Boc-Aminosdure 50 - 90

11+ ke OH (zweinal) 0,5

12. CHZClé (zweimal) 0,5

13 Ac20 (3i) in CHZCLE) 15,0

14, CH20u2 0,5

15, MeOH 0,5

16, CH2C12 (zweimal) 0,5

Es wurden ein- bis zwel mmol BOC~geschiitzter Aminosiure in
lMethylenchlorid pro g Harz eingesetzt plus ein Aquivalent 1,0
molgrem DCCI in Methylenchlorid fiir zwei Stunden. Wenn BOC-Arg
(T0S) gekuppelt wird, wird ein Gemisch von 50 % DHF und lethy-
lenchlorid verwendet. Bzl-Ether wurde Hydroxy-Seitenketter~ -
schutzgruppe fiir Ser und Thr eingesetzt. Die Amidogruppe von
Asn oder Gln wurde durch Xan geschiitzt wenn die DCC-Kupplung
verwendet wird, wie es bevorzugt wird. Es kann such p-litro-
phenylester (ONp) verwendet werden, um das Carboxyende von Asn
oder Gln und beispielsweise BOC~-Asn (ONp) kenn iiber Nacht unter
Einsatz von einem Aquivalent HOBt in einem 50 %igen Gemisch wvon
DiF und liethylenchlorid gekuppelt werden. Als Schutzgruppe fiir
die Lys=-Seitenkette wurde'2-Chlof~benzyloxycarbonyl (2C1=2) ver-
wendet. Tos wurde eingesetzt, um die Guanidingruppen von Arg
und den Imidazolstickstoff von His zu schiitzen, und die Glu-
oder Asp-Seitenketten-Carboxygruppe wurde mit OBzl geschiitzt.
Die phenolische Hydroxygruppe von Tyr wurde mit 2,6-Dichlorben-
zyl (DCB) geschiltzt. Am Inde der Synthese erhielt man die fol-
gende Zusammensefzung:

BOC-m‘LheTyr(i )-D-NMA-Asp(’3)-Ala-Ile—Phe-an(X4) ber({4)-
Ser(x )-Tyr({ )—Arg(X6)-Arc(X )-Ile-Leu~Gly- Gln(K )~
Leu—Tyr(i )—Ala-Arv(X )-uys(x )=Leu~D~Leu-Hig(X)~Glu (X3)-
Ile-blet-Asn(X?)-Arg (x6)-G1n(x5)-G1n(x5) ~Gly-clu(X3)-
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4 (8) A (X7) =610 (x5) ~G1u(x3) ~61n(X7) ~arg (x°) =

Sex (x4) ~Arg (x8)-Phe-isn(2°)-x? worin I° DCB ist, X° ist 0Bzl
w4 igt Bzl, X0 ist Xan, X° ist Tos, X! ist 201-% und X7 ist
‘-O—CH2-Harztﬁger.

Xen kann teilweise oder vollstindig durch TFPA-Behandlung ent-
fernt werden, um die m™~Aminoschutzgruppe zu entblockieren.,

Un das geschiitzte Peptidharé zu spalten und zu entschiitzen,
wurde es mit 1,5 ml Anisol, 0,5 ml Methylmethylsulfid und 15
ml FPluBsdure (HF) pro Gramm Peptidharz bei -20°% ¢ fiir eine
halbe Stunde und bei 0° C fiir eine halbe Stunde behendelf..
Nach der Entfernung von HF unter Hochvakuum wurde der Harz
—abwechselnd mit trockenem Diethylether und Chloroform gewa-
schen und das Peptid dann mit 2 N widBriger Essigsfure extra-
hiert und aus dem Harz durch Filtrieren abgetrennt. Das ge-
spaltene und entschiitzte Peptid wurde darn in O bis 5 %iger
Essigsture geldst und gereinigt belspielsweise mittels Sephadex
G-50 Peingelfiltration.

Das Peptid wurde dann weiter durch prdparative oder halbprips-
rative HPLC gereinigt, wie bei Rivier et al., Peptide:

Sturktur und biologische Funktion (Peptides: Structure and
Biological Function) (1979) S. 125-128 und Harxi et al. J.Arn.
Chem.Soc. 103, 3178 (1981) beschrieben. Patronen von Watlers '
Associates prep LC-500 wurden mit 15-20 u C18 Silicia von Vydac
(300 A) gepackt. Ein Gradient von CHBCN in TEAP wurde durch
einen fiederdruck-Eldexgradientenerzeuger erzeugt wie bel Rivier
Je; J. Liqu. Chromatograephy 1, 343-367 (1978) beschrieben. Die
chroatografischen Frektionen wurden sorgfédltig iiber HPLC be-
obachtet und nur die Frektionen, die wesentliche Reinheit zeig-
ten, wurden vereinigt. Die Intsalzung der gereinigten Fraktio-
nen, die unabhingig auf Reinheit geprift wurden, erreichte man
unter Verwendung eines Gradienten von GHBCN in 0,1 % TFA. Der
Mittelschnitt wurde dann lyophilisiert, um das gewlinschte Pep-
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i
tid zu erhalten, wobei dessen Reinheit'graﬁer als 98 % sein
kann.

Die Synthese wurde wiederholt unter Verwendung eines MBHA~
Harzes, um das gleiche Peptid mit einem amidierten CG-Terminus
zu erhalten, unter Einsatz des urspriinglichen Verfahrens, wie
es von Vale et al in der US-PS 4 292 313 beschrieben wurde,
um Asn an das MBHA-Harz zu binden.

Beigpiel 1T
Die Synthese eines amidierten Peptids mit 40 Resten /C MeHis1,
DA%, D-Leu®’] - BGRF (1-40)-NH, mit der Formel:

H—Cd"MeHis-D—HMA—Asp—Ala-Ile-Phe-Thr—Asn—Ser-Tyr—Arg—Lys-
Val-Leu-GLly-Gln-Leu-Ser-Als~-Arg-Lys-Leu-D-Leu~Gln-Asp~Ile~
<Met—Ser—Arg-Gln—Gly—Glu—Ser-Asn—Gln-Glu—Arg—Gly-Ala—NHZ :

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie allge-
mein von Vale et al., im US-Patent 4 292 313 beschrieben. Das
Peptid wurde 2ls im wesentlichen rein nach TLC und HPLC gefun-
den.

Beispiel III

2

Die Synthese von /D-HHA®, Wle®!7-rGRF (1-43)-OH mit der Tormel

- H-Hig-D-DilllA~Asp-Ala~Ile~Phe-Thr~Ser-Ser-Tyr-irg-irg-Ile-Leu~
Gly-Gln-Leu-Tyr-ila~Arg-Lys-Leu-Leu-Hig-Glu-Ile-Nle-Asn-Arg-
Gln=-Gln-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln-Arg-Ser-Arg~Phe~Asn~0H

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
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mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem chlormethylierten
Horz, wie es allgemein im Beispiel 1 beschrieben wurde. Dag
Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC gefun-
den.

Beispiel IV

2

Die'Synthese des hGRF-Analogfragments /D-NHAT, HleE?]FhGRF

(1-32)-NH2 mit der Tormel

H-Tyr-D-1lliA-Asp-Ala-Ile~Phe~Thr-isn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-
Leu-Gly-Gln~-Leu~-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu~Leu-Gln-Asp-Ile-Nle-
Ser—Arg-Gln—Gln-Gly—HH2

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem HBHA-Herz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Das Analoge wurde als im wegentlichen
rein nach ZLC und HPLC gefunden. Die Synthege wurde zweimal
wiederholt, und men erhielt /D-IMA%, D-Met?(7-hGRP (1-32)-NH,
und /D-1A°, D-Leu®>, Wie?T/-hGRF(1-32)-IH,.

Beispiel V

2

Die Synthese des hGRFP-Analog-Fragments [D-HMA", Hle2?]-hGRF

(1-29)-Nﬂ2 mit der Formel

H-Tyr-D-lliA-Asp-Ala~Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
Gly-Gln-Leu—Ser—Ala—Arg-Lys-Leu—&eu—Gln—Asp—Ile-Nle-Ser-Aré-
- HH,

wurde schrittweise durchgefiinrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem UBHA-Harz wie im Bei-
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spiel II beschrieben.

Das Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC
gefunden. Die Synthese wurde wiederholt und man erhielt /D-

Mmis%, N1e277;hGRF(1-27)-NH2

Beispiel VI
Die Synthese von /D-ilA°, 1Me®T/-rGRP (1-29)-NH, mit der Formel

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

wurde schrittweise durchgefithrt unter‘Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie im Bei-
gpiel II beschrieben.

Das Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC
gefunden. Die Synthese wurde wiederholt, um'[ﬁ—NMAZ, D—Leu23,

W1e? 7-RGRP (1-29)-IM, zu erhalten.

Beigpiel VII

2

Die Synthese von /D-MIAZ, D-Glu®?, N1e27]-hGRF(1-29)-NH2 mit

der Formel

HePyr-D-liii=-Asp-Ala~Ile~Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-iLys-Val-leu-
Gly-Gln-Leu-Ser-Als-Arg-iys-Leu-Leu-Gln-D-Glu-Ile-Nle-3er-Arg-
NH2
wurde schrittweise durchgefithrt unter Verwenduag eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen rein
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nach TLC und HPLC gefunden.

Beigpiel VIIT

Die Synthese von /D-mia%, D-G1u2?, mva?'7-rGRF(1-29)-lH, mit
der Formel

H-His-D-illA-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-irg-Ile-Leu~
Gly=-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys~Leu-Leu-His-D-Glu-Ile-fiva~Asn-Arg-
IH, :

wurde schrittweise durchgefihrt unter Verwendung eines Beck-
 mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem LiBHA-Harz wie im Bel-
spiel II beschrieben.,

. Das Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und PHLC ge-
funden.

Beisgpiel IX

1 2

Die Synthese von /D-Phe', D-IDMA

, D-Leu27-pGRF(1-44)-NH, mit
der Formel ' :
H-D-Phe-D-HliA-Asp-Ala-Ile~Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-irg-Lys-Leu-D-Leu~-Gln-Asp-Ile-liet-Ser-irg-
Gln—Gln~Gly-Glu—Arg-Asn-Gln—Glu—Gln-Gly-Ala—Arg-Val—Arg—Leu—HH2

wurde schrittweise durohgefuhrt unter Verwendung eines Beck=-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem lBHA-Harz wie allge-
mein von Vale et al. im US-Patent 4 292 313 beschrieben. Das
Peptid wurde als im wesentlichen rein mnach TLC und HPLC gefun-
‘den.
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Beigpiel X

1 2

Die Synthese von (pCL~Phe', D-NMA®, D- Leu' 1? 23, Asp25, Ile27)~

rGRF (1-43)-0H mit der Formel

H_pCl—?he-D—HMA-Asp—Ala—Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr—Arg-Arg-Ile-
Leu-Gly-Gln-D—Leu-Tyr-Ala~Arg—Lys-Leu-D-Leu—Hiu-Asp-Ile-Ile—
Asn-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln-Ars g-Ser-Arg-Phe-
Asn-0H

wurde schrittwelse durchgefilart unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem chlormethylierten
Harz in der Weise, wie es allgemein im Beispiel I beschrieben
wird., Das Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und
HPLC gefunden. ‘

Beigpiel XI

Die Synthese von (D-ITIA®, D-Asp’23)- ~hGRF(1-32)-NH, mit der
Formel

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-NH2

wurde schrittweise durchgefilhrt unter Verwendung eines Beck-
menn 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wis im Bei-
spiel II beschrieben.

Das Analoge wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC
gefunden.
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Beigpiel XII

2 8 10

Die Synthese von (D-Tyr1, D-HMAS, D-AspB, D-Asn~, D-Tyr -,
D-Ala'?, D-Leu! 7223, p-agp?, D-Het% ") ~hGRF (1-29)-1H, mit der
Formel

H—D—Tyr-D—HMA—D-Asp—Ala—Ile—Phe—Thr-D-Asn—Ser-D~Tyr—Arg-Lys-
Val—Leu—D—Ala-Gln-D-Leu—Ser-Ala—Arg—Lys-Leu—D-Leu—Gln—D-Asp—
Ile-'D—Met-Ser~Arg-NH2

wurde schritiweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck~
menn 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHa-tiarz wie im Bei-
-spiel II beschrieben.

Das Analoge wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC
gefunden.,

Beispiel XITIT

Die Synthese von (D-His', D-iNia®, D-SerP, D-Ieu?, H1e2T)-
TGRF(1-43)~0H mit der Formel

H-D-Hig-D-NlA-Asp-Ala~Ile-Phe-Thr-D-Ser-Ser-Tyr-Arg-irg-Ile-
Leu-Gly~-Gln-Leu-Tyr-ila-irg-Lys-Leu-D-Leu~-His~-Glu-Ile~Nle~Asn-
‘ Arg~Gln-Gln-Gly-Glu-Arg~-Asn-Gln-Glu-Gln-Arg-Ser-Arg-Phe-Asn~0H

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990.Peptid-Synthetisators auf einem chlormethylierten Herz
in der VWelse, wie es allgemein im Beispiel 1 beschrieben wurde.
Das Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC ge-
funden.
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Beispiel XIV

Die Synthese eines rGRP-Analog-Fragmentes und zwar von
(IleTyr ', D-iAZ, D-Glu25)-rGRF(1-29)-NH2 mit der Formel

NM—MeTyr-D-HMA-Asp—Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr—Arg—Arg-Ile-
Leu-Gly—Gln—Leu—Tyr-Ala-Arg—Lys—Leu-Leu—His—D—Glu-Ile-Met-Asn—

wurde schrittweise durchgefithrt unter Verwendung eines Beck-

mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie 1im Bei-

spiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen rein
nach TLC und HPLC gefunden.

Beigpiel XV
Die Synthese von (C“MeLeu1, D-NMAZ, D'Leu23, D—Glugs, Ala27)~
rGRP-(Val**)-NH, nit der Formel

H—C“MeLeu-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-D—Glu—Ile-Ala—
_ Asn-Arg-Gln-Gln-Gly—Glu—Arg-Asn-Gln-Glu-Gln—Arg—Ser-Arg—Phe-
Asn—Val-HH2

wurde schrittweise durchgefilhrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem liBHA-Herz wie im Bei-
spiet II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen rein
nach TLC und HPLC gefunden.

. Beispiel XVI

Die Synthese von (D-NHAZ, Nle27)—pGRF(1-29)~NH2 mit der Formel
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H—Tyr—D—NMA-Asp—Ala—Ile-Phe-Thr-Asn—Ser-Tyr-ArgFLys-Val-Leu—
Gly-Gln-Leu~Ser~-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Hle-Ser-Arg-
HH2 '
wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie allge-
mein von Vale et al. im US-Patent 4 292 313 beschrieben. Das
Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC ge-
funden.

Beispiel XVII

Die Synthese von (D-Tyr', D-iTiAZ, D-Leu®’)-bGRT(1-44)-NH, mit
der Formel . '

H—D-Tyr-D-NMA—Asp-Al&-Ile-Phe—Thr—Asn—Sér—Tyr-Arg-Lys-Val-Leu—
Gly-Gln~Leu-Ser-Ala-Arg-Lys~Leu-D-Leu-Gln-Asp-Ile-liet-Met-Asn-
Arg-Gln-Gln—Gly-Glu—Arg-Asn—Gln;Glu—Gln-Gly—Ala—Arg—Val—Arg-
Leu—NH2 ‘

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-

mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem LiBHA-Harz wie allge-
mein von Vale et al, im US-Patent 4 292 313 beschrieben. Das

Peptid wurde alsim wesentlichen rein nach TLC und HPLC gefun-
dene

Beigpiel XVIII
Die Synthese von (D-NMAZ, Wle?7).bGRF(1-29)-IH, mit der Tormel
H-Tyr-D-illA-Asp-ila-Ile-Phe~-Thr-Asn~Ser-Tyr-irg-Lys-Val-Leu~

Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg~ Lys—Leu-Leu—Gln-Asp—Ile-Nle-Asn—Arg—
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wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie allge-
mein von Vale et al. im US-Patent 4 292 313 beschrieben, Das

- Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC gefun-
den. . '

Beispiel XIX

1 2

Die Synthese von (C%iePhe
mit der PFormel

s D-HLAT, V8127)~rGRF-(Leu44)_1=IH2

H-C*HMePhe—D-HMA—Asp-Ala-Ile-Phe-Thr—Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg—Ile—
Leu-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Ilys-leu-Leu-Hig-Glu~Ile-Val~Asn-
Arg=Gln-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln-Arg-Ser-irg-Phe-Asn-Leu-
NHg . ' .
wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptids-Synthetisators auf einem HMBHA-Harz wie im
Beispiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen
rein nach TLC und HPLC gefunden.

Beigpiel XX

2

Die Synthese von (D-let', D-MLIAZ, Tyr18)-bGRF(1-44)-ﬁH2 mit

der Tormel .

H-D-Met-D—hf'—Asp~Ala—Ile-Phe—Thr—Asn—Ser-Tyr-Arg-ﬁys—Val-Leu-,
Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala—Arg—Lys—Leu-Leu-Gln—'Asp-Ili-Met—Asn-Arg—
Gln—Gln—Gly—Glu-Arg-Asn-Gln-Glu~Gln-Gly—Ala—Arg-Val—Arg—Leu—NH2

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
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mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem HBIA-Harz wie all-
gemein von Vale et al. im US-Patent 4 292 313 beschrieben.
Das Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC
gefunden.

Beispiel XXI

Die Synthese von (N“eHis', D-IMAZ, NLe®T)-pGRF (1-29)-H,
mit der Formel

H-NileHis~D-NMA-Asp-Ala~-Ile~Phe-Thr-Agn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-
Leu—Gly-Gln—Leu—Ser—Ala-Arg—Lys—Leu—Leu—Gln-Asp—Ile—Nle—Ser-
Arg—HH2 ' )

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck=-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem LBHA-Harz wie allge-
mein von Vale et al. im US-Patent 4 292 313 beschrieben. Das
Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC gefun-
den.

Beigpiel XXIT

2 27

, Leu“’', Asn28)

Die Synthese des hGRF-Analogfragments (D-NMA
hGRF(1-32)-NH2 mit der Formel

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—Leu—Asn-Arg-
Gln-Gl'n—Gly-'-NH2

wurde schrittweise durchgefithrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem IBHA-Harz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Das Analoge wurde als im wesentlichen
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rein nach TLC und HPLC gefunden. Die Synthese wurde zwelmal

wiederholt und man erhielt (D-NMAZ, ﬂva ) hGRP(1-32)-VH2

Beigpiel XXIII

12

Die Synthese von (D-MHMAZ, Iys'2, Nle27)- rGRP(1—29)-NH2, mit

der Formel

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-
IH,, ‘

wurde schrittweise durchgéfﬁhrt-unter Verwendung eines Beck-
mann 990~Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen

- rein nach TLC und HPLC pefunden. Die Synthese wurde zweimal
wiederholt, und men erhielt (D-NMAZ, Vall?), ser'®)-rGRF(1-29)
-NH2.

Beispiel XXIV

Die Synthese des hGRP-Analogfragments (D-IA°, irg'2, T1e27)-
hGRF(1-29)-NH2 mit der Formel

H—Tyr-D-NMA—Asp—Ala—Ile—Phe-Shr—Asn—Ser-Tyr;Arg-Arg-Val—Leu-
Gly-Gln-Leu-SeréAla—Arg-Lys—Leu—Leu—Gln—Asp-Ile-Ile—Ser-Arg—
NH2

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-~
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie im Bei-
gpiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen rein
nach TLC und HPLC gefunden. )
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Beigpiel XXV

Die Synthese von (D-Phe!, D-1a%, D-Ala'?, D-Met®!)-hGRE
(1=29) mit der Formel

H-D~Phe-D-NliA-Agp-Ala~-Ile-Phe-Thr~Asn-Ser-Tyr-Arg-iLys-Val-
Leu-D-Ala~Gln-Leu~Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln~-Asp-Ile-D-let-
Ser-Arg~NH2

wurde schrittweise durchgefithrt unter Verwendung eines Beck-
menn 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie im.
Beigpiel II beschrieben. Das Analoge wurde als im wesentli-
chen rein nach TLC und HPLC gefunden.

~re

Beispiel XIVI

Die Synthese von (D-MA%, His®*, D-Asp®”)-hGRP(1-32)-NH, mit
der Formel

H-Tyr-D-NlA-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-irg~Lys-Vael-Leu-
Gly-Cln=-leu-Ser-iAla-Arg-Lys-Leu-Leu~His-D-Asp-Ile-liet-Ser-Arg-
Gln—Gln—Gly—NHz_

wurde schrittweise durchgefiilhrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Das Analoge wurde als im wesentlichen
rein nach TLC und HPLC gefunden.

Beispiel XXVIT

Die Synthese von (W“leHis', D-illi®, D-isp®”)-rGRTF(1-29)-IH,
mit der Pormel o
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N“MeHis-D-VVﬁ-Asp-Ala—Ile—Phe Thr-Ser-Ser-Tyr-irg-irg-Ile-Leu-
Gly-Gln—Leu-Tyr-Ala-Arg-hyo—Jeu—Leu-hl°~D—Asp-Ile-Met-Asn~
A:c'g--ﬂH2

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
menn 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen rein
nach TLC und HPLC gefunden.

Beispiel XXVIII

Die Synthese von (D-His', D-miA%, D-Asn®, 11e27, ser34,41449)-
rGRF(1-43)-OH mit der Formel

H~D—His-D-NMA—Asp~Ala—Ile—Phe-Thr-D—Asn—Ser-Tyr-Arg-Arg—Ile—
Leu—Gly-Gln—Leu—Tyr-AlaéArg-Lys—Léu—Leu-His-Glu— le-Nle—Asn-;
Arg-Gln—Gln-Gly—Glu-Ser-Asn-Gln—Glu—Gln—Arg—Ala—Arg—Phe—Asn—
OH

wurde schrittweise durchgefithrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem chlormethylierten
Harz in der Vieise, wie es allgemein im Beispiel I beschrieben
wurde; das Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und
HPLC gefunden.

Beispiel ALIX

Die Synthese von (D-Ala®, D-Asp’, D-Arg2?)- hGRF(1—32)-HH mit
“der Pormel

H-Tyr-D-AlarD—Asp-Ala-Ile—Phe-Thr~Asn—Ser-Tyr—Aig-Lys-Val—Leu—
Gly-Gln-Leu-Ser-Ala—Arg-Lys-Leu—Leu—Gln—’Asp—Ile-Met—Ser—D—Arg-
Gln-Gln-Gly—NH2
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wurde schrittweise durchgefilhrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem HBHA-Harz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Das inaloge wurde als im wesentlichen
rein nach TLC und HPLC gefunden.

Beispiel XX

Die Synthese von (D-Tyr!, D-IA2, D-Asp ?2?, D-asn®, D-Tyr'*,
p-ala!®, p-Leu!® 1723 poyet®T, D-arg??)--hGRF(1-29)-FH, mit
der Formel

H-D=Tyr-D-HlA~D~Asp-Ala-Ile-Phe~Thr-D-Asn-Ser-D-Tyr-Arg-Lys—
Val—'D—Leu-D-Ala-Gln-D—Leu—Ser-Ala—Arg-Lys-Leu—D-Leu—Gln—D—
Asp-Ile-D-ifet-Ser-D-Arg~Ni, ‘

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Herz wie im Bei~-
spiel II beschrieben. Das Analoge wurde als im wesentlichen
rein nach TLC und HPLC gefunden.

Beigpiel XXXTI

1 2 8 14

Die Synthese von (D-His', D-IMA®, D-Ser”, D-Leu
rGRF(1-43)—NHCH2CH3 mit der Formel

, Wle2®)-

H-D=Hig=D-NiA=Asp-Ala~Ile-Phe-Thr-D-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile~
D-Leu-Gly-Gln—Leu—Tyr—Ala—Arg—Lys—Leu—Leu—His—Glu—Ile—Nle—Asn-
Arg-Gln-Gln—Gly-Glu—Arg—Asn—Gln-Glu-Gln—Arg-Ser—Arg-Phe-Asn-
NHCH,CH, |

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem chlormethylierten Harz
in der Weise, wie es allgemein im Beispiel I beschrieben wurde.
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Des FPeptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPIC
gefunden.

Beispiel XXIT

Die Synthese des rGRF Analogfragments (H*MeTyr1, D-Leu14,
D-G1u®)-rGRF(1-27)-lH, mit der Pormel

NWMeTyr—Ala—ASp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr—Arg-Arg-Ile—D-
Leu—Gly—Gln—Leu—Tyr-Ala—Arg—Lys-Leu—Leu-His—D-Glu-Ile—Met—NH2
wurde schrittweise durchgefithrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthestisators auf einem MBHA-Harz wie im
Beispiel II beschrieben, Dag Peptid wurde als im wesentlichen
rein nach TLC und HPLC gefunden.

R Al

Beispiel XXXTIT

Die Synthese von (D-Tyr', D-Miia%, D-Ieu'4, D-arg®?)-pGREF(1-44)-
NH2 mit der Formel _
H-Dnyr—D—HMA—Asp-Ala—Ile-Phe—Thr—Asn«Ser-Tyr-Arg—Lys—Val—D—
Leu-Gly-Gln—Leu—Ser—Ala—Arg-LyseLeu-Leu-Gln—Asp—Ile-Met-Ser-
D—Arg-Glﬂ-Gln—Gly-Glu-Arg-Asn-Gln—Glu—Gln-Gly—Ala—Arg—Val—Arg-
Leu—NH2

wurde schrittweise durchgerfiihrt unter Verwendung eines Beck-
megnn 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie allge~
mein von Vale et al, im US-Patent 4 292 313 beschrieben. Das
Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC gefun-
den. - -
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Beispiel.XKXIV

2

Die Synthese von (Celeuw', D-iia%, D-Leu'4, D-G1u®?, 116%7)-

rGRF(1-27)—NH2 mit der Formel

H-C%-}le Leu-D-Niii~Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-irg-Ile~
D-Leu~Gly-Gln-Leu~Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His=D-Glu-Ile-Ile-
- ,

1&12
Wﬁrde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem lBHA-Harz wie im
Beispiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen
rein nach TLC und HPLC gefunden.

Beigpiel XXXV
Die’ Synthese von (D-Tyr', D-IMAZ, D-Leu'#, D-arg®?, a1a*?)-
bGRF(1-44)-NH, mit der Formel

HeD~Tyr-D-lliA-Asp-Ala~-Ile-Phe~Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-D-
Leu=Gly-Gln-Leu~-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asn~-Ile-liet-Asn-
D-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu~-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln~Gly~Ala-Arg-Ala-Arg-
Leu—NH2
wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie allge-
‘mein von Vale et als im US~Patent 4 292 313 beschrieben. Das
Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC ge-
funden,

Beigpiel XXXVI

2

Die Synthese von (D-WMAZ, Wle®!, D-irg®?)-pGRF(1-29)-IH, mit
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der Formel

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—

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990~Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie allge-
mein von Vale et al. im US-Patent 4 292 313 beschrieben. Das
Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und HPLC gefun-
den. Das Acetatsalz wurde anschlieBend durch Lisen des Peptids
in Wasser und Zusatz von 1 N Egsigsdure hergestellt. Die er-
haltene LSsung wurde lyophilisiert, um das Lssigs8uresalz zu
erhalten.

-Beispiel XTIXVII

Die Synthese des hGRF-Analogen (D-iliA%, le?!, D-irg®?)-hamp
(1—29)-NH2 mit der Formel

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—

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptids-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie im
Beispiel II beschrieben. Das Analoge wurde als im wesentlichen
rein nach TLC und HPLC gefunden. Die Synthese wurde wiederholt
um (D-IMA%, D-Leu'4, w1627, D—Arg29)-hGRF(1-32)-NH2 herzustel-
len. '

I
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Beispiel XXXVITI

Die Synthese von (D-Leu14, Nle27)-rGRF(1—29)—I‘IH2 mit der For-
mel .

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

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck=~
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem LiBHA-Harz wie im
Beispiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen
rein nach TLC und HPLC gefunden., Die Synthese wurde wiederholt, -
un zu (D-NMA®, D-Leu'?, w1e®T)-rarP(1-29)-H, zu gelangen.

Beigpiel XXIX
Die Synthese des hCRF-Ainalogen (D-NMAZ, Nle2!, Asn2®)
(1-29)—NH2 mit der TFormel

-hGRT

H-Tyr-D-HHA-Asp-ila-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-irg-Lys-Val-Teu-
Gly-Gln—Leu-Ser-—Ala,—Arg-Lys-Leu—Leu—Gln-Asp-Ile-I\Tle-Asn—Arg-NH2

wurde schrittweise durchgefilhrt unter Verwendung einesg Beck-
mann 990-Peptid~lyanthetisators auf einem MBHA-Harz wie im Bei-
spiel IT beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen rein
nach TLC und HPLC gefunden.

Beigpiel XL

Die Synthese von (D-Ala®, D-G1u®?, Nle2!, D-Arz®’)-hGRP(1-29)-
NH2 mit der Formel
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H—Tyr—D-Ala-Asp—Ala—Ile—Phe-Thr-Asn—Ser-Tyr—Arg-Lys-Val—Leu—
Gly-Gln-Leu—Ser-Ala—Arg-Lys-Leu—Leu—Gln-D—Glu-Ile-Nle-Ser-D—

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem HBHA-Harz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Nach Entfernung aus dem Harz und Ent-
schiitzen wird das Peptid mit 1N Essigsiure behandelt, um zum
Acetatsalz vor der Lyophilisierung herzustellen. Das Peptid
wurde als im wesentlichen réin nach TLC und HPLC gefunden.

Beispiel XLI

Die Synthese von (ile?', D—Arg29)~rGRF(1-29)-NH2 mit der For-
mel ' '

H-Hls-Ala-Asp—Ala-Tle-Bhe-Thr-Ser—Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-GlJ-
Gln—Leu-Tyr-Ala—nrg~hys—Leu—Leu—Hls—Glu—Ile-Jle-A n—D-Arg-NH2

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid-Synthetisators auf einem MBHA-Harz wie im Bei=~
splel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wegentlichen
rein nech TLC und HPLC gefunden.

Beigpiel XLII

Lie Synthese von (pCl-Phe', D-IIiA%, D-Teu'%, 16?7, pearg?)-

rGRIP(1-43)-0H mit der Formel

H-pCl—Phe-D~HMA-Asp-Ala—Ile-Phe—Thr-Ser-Ser-Tyr—Arg-ArgnIle-
D-Leu—Gly-Gln—Leu—Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu—Leu—His—Asp-Ile-Nle—Asn-
D-Arg-Gln—Gln—Gly-Glu—Arg-Asn—Gln-Glu-Gln—Arg-Ser~Arg~Phe—Asn—
OH
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wurde schrittweise durchgefilhrt unter Verwendung eines Beck-
‘mann 990-Peptid-Synthetisators auf einenm chlormethylierten
Harz in der Vieise, wie es allgemein im Beispiel I beschrieben
wurde. Das Peptid wurde als im wesentlichen rein nach TLC und
HPLC gefunden.

Beigpniel XLIII

Die Synthese des hGRF-Analogfragmentes (D-IMiA%, D-Tyr 0, wie27)-
hGRF(1-29)-NH2 mit der Formel H-Tyr-D-UMA-Agsp-Ala-Ile-Phe-Thr-
Asn~-Ser-D-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu=-
Leu~Gln--Asp-Ile-’\Ile-Ser-Arg-NH2

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
menn 990-Peptid-Synthetisators auf einem lBHA-Harz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen
rein nach TLC und HPLC gefunden., Die Synthese wurde wiederholt,
wn zu (D-NA®, D-Leu'l, 1e?7)~hGRF(1-27)-NH, zu gelangen.

Beigniel XLIV

2

Die Synthese des hGRP-inalogfragmentes (D-MIAZ, Hle®!)-nGRF

(1-29)-NHEt mit der Formel

H-Tyr-D=-IliA-Asp~Ala-Ile~Phe~Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
Gly-Gln-Leu-Ser~ila~irg-Lys~Leu-Leu-Gln-Asp~Ile-lle-Ser-Aeg~
NHCH20H3

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendunz eines Beck-
mann 990-Peptid-~-Synthetisators auf einem chlormethylierten
Harz in der Veise, wie es allgemein im Beispiel I beschrieben
wurde. Das Peptid wurde aus dem Harz durch Ammonolyse mittels
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Ethylenaminbehand lung abgespalten. Das Peptid wurde als im
wesentlichen rein nach TLC und HPLC gefunden,

Beigpiel XLV

Die Synthese von (D-Ieu'?), Nle27)-rGRF(1—29)—NH2 mit der TFor-
mel

H-&1s—Ala—Asp—Ala—Ile-Phe-Thr-Ser-Ser—Tyr-Arg-Arg—Ile-D-ueu-
Gly-Gln-deu—Tyr-Ala—Arg—Lys~ueu-Leu—Hls Glu-Ile-Jle-qu

wurde schrittweise durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Pept1d-Synthetlsators auf einem MBHA-Harz wie im
Beispiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wesentlichen
rein nach TLC und HPLC gefunden,

Beigpiel XLVI

Die Synthese des hGRF-Analogfragmentes (D—Tyr1, D-fMAz Nle27,
D~Arg29)-hGRF(1~29)-Jq2 mit der Formel

H-D-Tyr=-D-lliA~Asp-Ala-Ile-Bhe- Thr-Asn-oer—1Jr~&r~~uys-Val—Leu-
Gly-Gln—Leu—Ser-Alo-Arg-Dys—ueu-ueu-Gln—Asp-Ile-dle—Ser-D—Arg-

Nl

wurde gchrittweige durchgefiihrt unter Verwendung eines Beck-
memn 990-Peptid-Synthetisators auf elnem lBHA={larz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Das Peptid wurde alg im im wesentlichen rein
nach TLC und HPuC aefunden. Die Synthese wurde zweimal wiedetr-
holt, um zu (et D-NMA , Jle27)-hGn1(1-27)-EH2 zu gelangen.

Beigpiel XLVIT

Die Synthese desg hGRF-Analogfragmentes (D-N&MeTyr,D-NMAE
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)

Nle27)-hGRF(1—29)—NH2 mit der Formel

H-D-I lleTyr-D-illA-Asp-Ala~Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys—
Val-Leu-Gly-Gln~Leu~Ser-ila-Arg-Lys,-Leu-Leu~Gln-Agsp-Ile-Nle~

wurde schrittweise durchgefilhrt unter Verwendung eines Beck-
mann 990-Peptid~-Synthetisators auf einem LBHA-Harz wie im Bei-
spiel II beschrieben. Das Peptid wurde als im wegsentlichen rein
nach TLC und HPLC gefunden.

BeispieleLVIII

Die Synthese des hGRF-Analogfragmentes (His', D-iHAZ, Wle2!)-
hGRF(1-29)-NH2 mit der Formel

H-Hig~D-llA-Asp-Ala~Ile~Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
Gly-Gln-Leu-Ser-Ale~Arg-Lys-Leu~Leu-Gln-isp-Ile-Nle-Ser-Arg-

wurde schrittweise durchgefilhrt unter Verwendung eines Beck-.
mann 990_Peptid—Synthetisatoré auf einem MBHA-Harz wie im Bei-
gpiel II beschrieben. Das Pepfid wurde nach TLC und HPLC als
im wesentlichen rein angesehen.

Die Synthese wurde zweimal wiederholt, um zu (His1, Nle27, D-
Ar829)-hGRF(1-27)—NH2 zu gelangen.

- Die in den Beispielen hergestellten Peptide verglich man mit
synthetischen hpGRF(1-40)-0H in vitro-Assays, wobei gefunden
wurde, dall sie eine allgemein groBere Potenz filr die GH-Sekre-
tion und Ehnliche Eigenaktivitéten zeigten. Alle diese Peptide
gind als biologisch sktiv anzusehen und potentiell niitzlich fiir
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die Stimulierung der Freisetzung von GH durch die Hypophyse.

Un die Effektivitdt verschiedener synthetischer Peptide zur
Beschleunigung der Freisetzung von Wachstumshormonen zu be-
stimmen, wurden in vitro-Assays durchgefiihrt unter Verwen- )
dung von synthetischem hpGRF(1-40)-0H als Standard in neben-
einanderliegenden Vergleich nit dquimolaren Konzentrationen
der verschiedenen anderen synthetisierten Analoge und Frag-
mente. Es wurden Kulturen verwvendet, die Zellen von ratten-
hypophysen enthielten, die man 3 bis 5§ Tage vorher entfernt
hatte. Kulturen, die alsoptimal fiir die Sekretion von Wachs~
tumshormonen zu betrachten sind, werden fiir die Vergleichs-
versuche eingesetzt, wie es allgemein von ‘Vaele et al. in Endo=-
rinology, 91 (1972) 562-572 und noch eingehender von Vsle et
al. in Endocrinology 112, 1553-55 (1983) beschrieben worden
ist. Die Inkubation mit der zu testenden Substanz erfolgt liber
3 bis 4 Stunden und Aliquote des Kulturacdiums werden entfernt
und behandelt, um deren Gehalte an immunoreaktiver GH(ir GH)
durch eine gut cherakterisierende Radioimmunoassay zu messen.
Die DErgebnisse sieses Vergleichstests'fﬁr dquimolare Konzen-
trationen gind in Tabelle I gufgefﬁhrt._

Tabelle I

Peptid Vergleich (%)
HGRT (1-40) =0H

(Standard fiir diesen Test) 100 %
(D-1142, Hle27)—hGRF(1-29)—ﬁH2 | 1330 4
(D-mA° Nle27)—hGRF(1-27)-NH2 150 %
(D-NMAZ, Hle27)—hGRP(1 29)-THES 1130 %
(p-m1a%, W1e?7T, 48n?®)_nome(1-29) -1, 500 %
(D—heu14, 1e®T)-rerr(1-29)-1m, : | 120 9

(1e?7, D-arg??)-rerm(i- 29)—JH2 386 %
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(D-14°, Nle®!)-rGRP(1-29)-1H, 900 %
(D-m1a%, D-ryr'0, WLe?7)-neRT(1-29)-1L, 270 %
(D-mia®, §1e?T, D-irg®?)-heRF(1-29)-IH, 580 %
(D-Tyz', D-mi®, Wie®!, D-arg®?)-nCRF(1-29)-1H, 60 %
(D-Iuetyr!, D-MAY, Wle®!)-hGRP(1-29)-IH, 30 %
(s, D-mia®, Wle®T)-heRP(1-29)-1H, 260 %

In vitro Tests dieser synthetischen Peptide zeigen, daB jedes
dieser die volle biologische Eigenaktivitdt von hpGRF(1-40)-
OH sufweist. Die minimale effektive Konzentration fir /D-NHAZ,
1e?'7-hpGRP(1-29)-NH, ist etwas 1 picomolar.

Zusttzlich zu den in vitro-Tests filr die Sekretion von Wachs-
tumshormonen wurden iber in vivo-Exzperimente die syntheti-
schen Peptide intravents in Urethan—anﬁétetisierte miinnliche
Ratten injiziert und bestimmt, daB sie die spontane GH-Sekre-
tion ohne Beeinflﬁ%sung der Wirkung auf die exogene GRF un-
terdriicken. Es wurden Blutproben genommen unmittelbar vorher
und 10, 20 und 90 Minuten nach den Injektionen. GH-Spiegel im
Blut, gemesgen durch Radioimmunoassay, zeigten, daB syntheti-
sches /D-MiA®, Wle?T/-nGRP(1-29)-IH, annihernd sechsmal wirk-
samer als hGRF(1-40)-0H ist, im Hinblick auf Blutspiegel von
Hypophysen-GH bei kiessung sowohl bei 10 als auch bei 30 dinu-
ten nach i.v.-Injektion. Andere bekannte in vivo-Tests von

GRP, die fiir die Bestimmung der Sekretion von GH als wirkungs-
voll bekennt sind, sind fir die Bestdtigung dieser Ergebnisse
~eingesetzt worden. Dosilerungen zwischen etwa 50 Nanogramm und
etwa 5 Mikfogramm dieser Peptide pro kg Korpermasse sind zum
[lervorrufen der GH-Sekretion als wirkungsvoll anzusehen. Einige
Peptide, die in vetro biologische VWirksamkeit etwa gleich oder
leicht geringer als der Standard, zeigten eine wesentlich grds-
sere in vivo Wirksamkeit.

Derartige synthetische hpGRP-~Analoge und mdglicherweise rGRI-
und pGRF-Analoge sollten fiir die Anwendung beim llenschen als



- 41 - 65 333/18

niitzlich angesehen werden, wenn der Arzt die GH-Produktion
fordern will. Die Stimulierung der GH-Sekretion durch der-
artige Analoge ist bei Patienten mit vollstindigem oder rela-
tivem GH-llengel hervorgerufen durch Unterproduktion endoge-
ner GRF, von Interesse. Weiterhin ist es wahrscheinlich, daB
steigende Gii-Sekretion und damit einhergehende Steigerung

des VWachstums bei liengen oder Tieren mit normalen GH=-Spiegeln
erreicht werden kaenn. Dariiber hinsus sollte die Verabreichung
den Kdrperfeftgehalt und endere GH-abhiingige metabolische,
immunologische uad Entwicklungsprozesse veriindern. Beispiels-
weise kdnnen diese Analoge als Hittel zur Stimulierung anabo-
lischer Prozesse bei lienschen unter Zustdnden, wie sie in der
Folgé von Verbrennungen auftreten, niitzlich sein. Bin weite-
res Beispiel wlre, wenn diese Analogen.warmbliitigen Tieren
der Tierproduktion verabreicht Werden'wﬁrden, z+.B. Hihnchen,
Truthlihnchen, Schweinen, Ziegen, Rindern_und'Schafen, oder
auch in der Aquikultur zur Aufzucht von PFischen oder anderen
kaltbliitigzen Wasserlebewesen, wie lieeresschildkrdten oder
Aslen und amphibischen Lebewesen, um das Wachstum zu beschleu-
nigen und das Verh#ltnis von Protein zu Fett zu steigern, er-
zielt durch Fitterung effektiver Peptidmensgen.

Flr die Verabreichung an lienschen gollten diese synthetischen
Peptide eine Reinheit von wenigstens etwa 93 % haben, vorzugs-
weise von wenigstens 98 %. Fiir die Zwecke dieser Erfindung be-
zleht gich "Reinheit" auf das gewilinschte Peptid, das die an-
gegebene liasse % aller vorhandener Peptide und Peptidfragmen-
te ausmacht. PFlir die Veragbreichung derartiger synthetischer
Peptide an Tiere und auch an .industriell produzierte Tiere,

um das Wachstum zu beschleunigen und den Fettgehalt zu ver-
ringern, kann eine niedrige Reinheit von etwa 5 % oder auch
0,01 % akzeptiert werden.

Diese synthetischen Peptide oder deren nichttoxischen Salze,
kombiniert mit einem pharmazeutisch oder veterinir annehmba-
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ren Triger in einer pharmazeutischen Zusammensetzung, kenn an
Lebewesen einschlieBlich Menschen entweder intravents, subku-
tan, intramuskuldr, perkutan, z.B. intranasal oder eben oral
versbreicht werden. Die Verabreichung kann durch einen Arzt
erfolgen, un die Freisetzung von GH zu stimulieren, wenn der
zu behandelnde Patient eine solche therapeutische Behandlung
bendtigt. Die erforderliche Dosis hingt von den Behandlungsbe~
dingungen ab, von der Behandlungsgenauigkeit und von der Dauer
der gewlinschten Behandlung ab.

Derartige Peptide werden oft in Form nichitoxischer Salze ver-
abreicht, beispielsweise als Sdureadditionssalz oder Hetall~-
komplexe, z.B. mit Zink, Eisen oder &dhnlichen ketallen (die
als Salze fiir die Zwecke dieser Ammeldung angesehen werden).
Beispiele fir solche Siureadditionssalze gind Hydrochlorid,
Hydrobromid, Sulfet, Fhosphat, Ealeét, Acetat, Citrat, Benzo-
at, Succina®, Halat, Ascorbat, Tartrat und dhnliche. Wenn der
aktive Bestandteil oral in Tablettenform zu verabreichen ist,
kann die Tgblette ein Bindemittel wie Tfagacanth, laisstirke,
oder Gelatine enthalten; ein Verteilungsmittel wie Alginslure;
und ein Gleitmittel wie lagnesiumstearat. Venn eine Verabrei-~
chung in fliissiger I'orm gewﬁnécht wird, konnen Slifungsmitiel
und/oder Geschmacksstoffe verwendet werden, und intravendse
Verabreichung kann in isotonischer Salzlisung, Phosphatpuffer—
16sungen oder &Zhnlichen bewirkt werden.

Die Peptide sollten an menschliche Patienten unter drztlicher -
Aufsicht verabreicht werden. Pharmazeutische Zusammensetzung-
en enthalten tiblicherweise das Peptid zusammen mit einem kon-
ventionellen, festen oder flilssigen, pharmazeutisch annehmba-
ren Triger. Ublicherweise liegt die parenterale Dosis des Pep-
tids zwischen etwa 0,01 bis etwa 1 Hikrogramm pro Kilogramm
Korpermasse des Patienten. Obgleich die Erfindung in Hinblick
guf ihre bevorzugte Ausfihrungsform beschrieben worden ist,

die die beste den Erfindern gegenwiirtig bekannte Art darstellt,
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sollte klar sein, daf zahlreiche Anderungen und lodifikatio-
nen fiir den Durchschnittsfachmann euf diesem Gebiet durchfiinr-
bar sind, ohne den Schutzumfang der Erfindung zu verlassen,
die in den nachstehenden Anspriichen dargelegt ist. Beispiels-
weise konnen lodifikationen in der Peptidkette, insbesondere
Weglassungen erfolgen, beginnend am Carboxyende des Peptids
bis etwa zur Position 27, gemidB bis heute bekannter experimen-
teller Praxis, um Peptide oder Peptidfragmente zu erhalten,
die alle oder die wesentlichsten Teile der biologischen Potensz
des Peptids aufweisen. Auch solche Peptide werden als im
Schutzumfeng der Erfindung liegend betrachtet. Dariiber hinaus
kbnnen an einem oder beiden Kettenenden Additionen durchge=-
fihrt werden und/oder allgemein #quivalente Reste fiir natiir-
lich auftretende Reste substituiert werden, wie dag in der
Peptidchemie allgemein bekannt ist, um zu anderen Analogen zu
gelangen, die wenigstens einen wesentlichen Teil der Potensz
derxr béanspruchten Polypeptide haben, ohne daB bébei der Schutz-
umfang der Erfindung verlassen wird.

Dariiber hinaus kdnnen Abweichungen hinsichtlich der bevorzug-
ten 4WH2-Gruppe am C-Ende erfolgen in Ubereinstimmung mit dem‘
gegenwdrtigen Stand der Technik, so kann z.B. der Carboxyteil
des Aminosdurerestes am C-Ende das Radikal -COOR, -CRO,
-CONHITHR, -CON(R)(R') oder -QHZOR sein, worin R und R' Nieder-
alkyl, Fluorniederalkyl oder Wasserstoff darstellen, ohne dafB
dadurch filir Verinderungen in Form #quivalenter synthetischer
Peptide von der Erfindung abgewichen wird, .
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Erfindunssanspruch

1. Verfahren zur Herstellung eines synthetischen Peptides
mit der Sequenz

R1-RQ-RB-AlafIle—Phe—Thr-RS—Ser—31O-Arg-R12—R13—R14-R1Sv

Gln-R17-R18-Ala—Arg-Lys—Leu—RZB-R24-RE5-1le—RZT—R28-329-
0INeClv=0lu=R.  =ASn=CG1ln=Glu=Ran=Raa=R =ATZ=R, =R, o=

Gln-Gln-Gly=-Glu R34 Asn-Gln-Glu R38 139 R4O Arg R42 R43

Rya

worin
R1 Tyr, D-Tyr, llet, Phe, D-Phe, pCl-The, Leu, His oder Di-
Hig darstellt.mit entweder einer cMie-oder H¥-lle-Substitu~
tion oder in unsubstituilerter Form;l_R2 ist Ala,‘D—Ala oder
~ D-NMA; R3 ist Asp oder D-Asp; R8 ist Ser, Asn, D-Ser oder
D-Asn; R1O ist Tyr oder D-Tyr; R12'ist Arg oder Lys; R13
ist Ile oder Val; R14 igst Leu oder D-Leu; R15 ist Gly oder
D-Ala; 317 ist ;eu oder D-Leu; R18 ist Tyr oder Ser; R23
ist Leu oder D-Leu; R24 ist His oder Gln; R25 ist Glu, Asp,
D=-Glu oder D-'Asp; R27 ist Met, D-iet, Ala, lile, Ile, Leu,
Hva oder Val; R28 ist Asn oder Ser; R29 ist Arg odexr D-Arg;
R34 ist Arg oder Ser; R38 ist Gln oder Arg; R39 ist Arg
oder Gly; R4O ist Ser oder Ala; R42 ist Phe, Ala odexr Val;
R43 ist Asn oder Arg; R44 ist mit der lMaBgabe, daB irgend-
einer oder alle der Reste zwischen R28 und einschliefilich
R44 gestrichen werden kOnnen und der weiteren MaBgabe, daB
R, D-NIA und/oder R14 D~Leu und/oder Rog D-Arg ist; odex
eines seiner nichittoxischen Salze, gekennzeichnet dadurch,
dal ‘
a) ein Peptid mit zumindest einer Schutzgruppe und der For-
mel (II)
xR, (X oder X%)-Ry-R, (x3)~Ala~ILle-Phe~Thr (X)-Rg(x*
oder 2{5)—Ser—(X4)—R1O(Kz)-Arg(X6)—R12(X6 oder X7)—R13-
Ry =R 5-Gll1(X5)-R1 7Rig (x2)-Ala-hrg () -Tys (X1)-Teu-
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323 Rg (X oder x? )-R g
0g(X7)- Gln(X)- Gln(x )= Gly-qlu(i
Asn(XS) Gln( D)-Glu(v )-R3 (T oder X
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(£2)-Tle- R, -R28(X oder X°)-

§4

(X4 oder K?F

)—R (K ) R

(X )-Arg(i )- Ré2 K§3( oder k )=R 4(X )-A

worin X, X ’ ’

x2, x°, ! und

X8 jeweils Wasserstoff oder eine Schutzgruppe sind;

X9 ist entweder eine Schutzgruppe oder eine Haftbindung
an den Harztriger oder ist des -X9, wobel in letzterem
Falle der Rest am C-~Inde einen Carboxyteil hat, der Y

ist;

b) Abspalten der Schutzgruppe oder -gruppen oder der Haft-

bindung vom Peptid der Formel (II); und

¢) gewiinschtenfalls Umwandeln des erhaltenen Peptids der

Sequenz (I) in eines seiner nichttoxischen Salze.

ist.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB R2 D-ITHA

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch, daB

Verfahren nach einem der Punkte 1-3, gekennzeichnet dadurch,

Verfahren nach einem der Punkte 1-4, gekennzeicnnet dadurch,

daB Rpg D-Glu ist.

Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 5,
durch, dafB R27 le ist,

Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 6,
durch, daB Ry D-lLeu ist,

gekennzeichnet da-

gekennzeichnet da-
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8. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 7, gekennzeichnet
dadurch, daf Ry D-ASP iste ‘

9. Verfanren nach einem der Punkte 1 bis 4, gekennzeichnet
dadurch, dal R17 D-Lieuw ist, R23 ist D-Teu, R25 ist Asp,
R27 is_t Wle und die Reste 30 bis 44 sind nicht vorhanden.
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