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Peptider med formlen Tyrl—x-A-Pro-B-Pro-C....,
hvor Tyr er aminosyren tyrosin, pro er aminosyren prolin,
A, B og C er en hvilken som helst aminosyre i L-form, og X
en hvilken som helst aminosyre i D-form, har opiatagtig
virkning og kan anvendes som lagemidler inden for human- og
veterinermedicin,
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Den foreliggende opfindelse angdr en analogifrem-
gangsmade til fremstilling af hidtil ukendte B-casomorphin-
analoge peptider samt pharmakologisk acceptable syreaddi-
tionssalte og metalkomplekser deraf, iser sddanne med opiat-

agtig virkning.

Der kendes pharmakologisk aktive peptider, der
ved sarlige biologiske prgvesystemer udviser en specifik
opiatagtig virkning. Det drejer sig her isar om de af
Hughes m.fl. (Nature 258, 577, 1975) fra hjernen isolerede
pentapeptider: methionin- og leucinenkephalin samt disses
langkadede analoge. Disse kendte peptider og deres synte-
tiske derivater har den ulempe, at de efter in vitro-behand-
ling med proteaser (f.eks. Pronase E, Merck) efter en kort
inkubationstid mister deres pharmakologiske virkning, i det-
te tilfzlde en opiatagtig virkning. Ved indgivelse in vivo
angribes disse peptider let af kroppens egne proteaser og
pdelzgges.

P& Int. Narcotic Research Conference's kongres
i juni 1979, North Flamouth, USA, blev hidtil ukendte pepti-
der, P-casomorphiner, beskrevet, der frembyder en hidtil u-
kendt struktur, og som pa overraskende mé&de pd grund af den-
ne struktur har en forgget stabilitet over for proteaser
(f.eks. Pronase E, Merck). Disse peptider frembyder en kraf-
tig opiatagtig virkning inden for forskellige kendte prg¢vesy-
stemer (receptorbindingsprgve og isoleret marsvinetarm)., Ef-
ter injektion af 0,35 Pmol B-casomorphin-5 (Tyr-Pro-Phe-Pro-
-Gly) i ventrikelsystemet i rottehjerne fremkommer en kraf-
tig opiatspecifik analgetisk virkning, der i lgbet af 10 mi-
nutter ndr den maksimale virkning og efter 60 minutter er
klinget fuldstandig af. Denne i forhold til morphin korte
virkningstid med samme analgetiske virkning, tyder straks pé
en eventuelt fuldstendig eller delvis nedbrydning af stof-
fet ved hjzlp af hjernens enzymer.

Ved parenteral eller oral anvendelse af stoffet
udviser B-casomorphin-5, der i ¢gvrigt er det hidtil kraftig-
ste kendte opiatagtigt virkende peptid af B-casomorphinfami-
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lien, ingen analgetisk virkning. Dosis er ved disse forsegg
indtil 150 mg/kg legemsvagt for rotter. Denne ulempe ved de
kendte peptider kan helt eller delvis fores tilbage til

stoffets inaktivering i blodet og/eller i hjernen. Inkuba-

tionsforsgg med stoffet med rottehjernehomogenat eller blod-
plasma viser, at allerede efter en kort inkubationstid pa
15 minutter forsvinder den opiatagtige virkning.

Det er formdlet med opfindelsen at tilvejebringe
hidtil ukendte pharmakologisk aktive peptider, B-casomorphin-
analoge, der efter inkubation (op til 120 minutter) med
rottehjernehomogenat og/eller ovenstdende vazske af rottehjer-
nehomogenat og/eller blodplasma (se udfgrelseseksemplet)
bibeholder deres pharmakologiske, f.eks. opiatagtige virk-
ning. Det er endvidere formdlet med opfindelsen at tilveje-
bringe pharmakologisk aktive peptider, B-casomorphin-analoge,
som efter parenteral (f.eks. intravenes eller subcutan in-

jektion) og/eller oral indgivelse udviser en pharmakologisk

" virkning, isar en opiatagtig virkning. Endelig er det for-

mdlet med opfindelsen, ved beskrivelse af aminosyresekvensen,
isazr positionen af D-aminosyren, at gg¢re en fagmand i stand
til at fremstille peptidet i vilkdrlige mzngder ved gzngse
metoder.

Disse formal opfyldes ifplge opfindelsen med en ana-
logifremgangsmade til fremstilling af B-casomorphinanaloge
peptider med den almene formel

H-Tyr-X-A-R

H-Tyr-X-A-Pro-R

H-Tyr-X-A-Pro-B-R

H-Tyr-X-A-Pro-B-Pro-R

H-Tyr-X-A-Pro-B-Pro-C-R

H-Tyr-X-A-Pro-B-Pro-C-Pro-R eller

H-Tyr-X-A-Pro-B-Pro-C-Pro-D-R,
hvor Tyr er aminosyren L-tyrosin, Pro er aminosyren L-prolin,
A, B, C og D er aminosyrerne Pro, Ala, Thr, Val, Tyr, Phe,

Gly, Ile, Asn, Met i stereokemisk L-form, hvorhos en C-ter-
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minal gruppe A, B, C eller D tillige kan vare -Met(O)-OH

med formlen

CHj3

S —>»0
]

CHy
1

CHy

~NHCHCH,O0H

R kan vazre -OH, lavere alkoxy eller -NH,, og
X er aminosyrerne Pro, Ala, Thr, Val, Tyr, Phe, Gly, Ile,
Asn, Met og/eller methioninderivatet Met (0)-OH i den stereo-
kemiske D-form, deres pharmakologisk acceptable syreadditi-
onssalte eller metalkomplekser, hvilken fremgangsmade er
ejendommelig ved, at de enkelte aminosyrer og/eller tilsva-
rende mindre peptidfragmenter ved knytning af peptidbin-
dingerne i den enskede razkkefolge overfores til de onskede
pharmakologisk aktive peptider under midlertidig beskyttelse
af eventuelle aktive grupper, som ikke skal deltage i pep-
tiddannelsesreaktionen, is@r beskyttelse af aminogrupperne
med carbobenzoxychlorid og beskyttelse af syregrupper som
ester, idet syntesen eventuelt kan finde sted som fastfase-
syntese pd egnede bzrermaterialer, fortrinsvis polystyren.

Ifglge en anden videreudformning betyder X D-alanin,
D-threonin eller D-valin.

Ifplge endnu en udformning foreligger den endestil-
lede, C-terminale aminosyre som et amid eller—en ester.
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De omhandlede peptiders forggede stabilitet over
for nedbrydende enzymer beror p& indfgrelsen af en D-amino-
syre i peptidets 2-stilling. Denne indfgrelse var pd in-
gen made narliggende, idet den kemiker, der fgrst opdagede
0og beskrev denne type B-casomorphinforbindelser p& the In-
ternational Narcotic Research Conference, juni 1979, North
Falmouth, USA, berettede, at den alternerende prolinsekvens
resulterer i en fuldstandig overraskende stabilitet over
for peptidaser, f.eks. Pronase E, Merck. Det var sdledes
p& ingen mide narliggende at ga i gang med en yderligere
stabilisering over for proteasespaltning. Aminosyren i
peptidets 2-stilling forhindrer nedbrydningen ved hijalp af
naturlige enzymer, da de naturlige enzymer fortrinsvis spal-
ter peptidbindinger mellem L~aminosyrer.

Ved en videreudformning af forbindelserne er den
C-terminale aminosyre i et peptid med ulige antal grupper
methionin.

Af sarlig betydning er aminosyren methionin i C-
terminal stilling i penta-, hepta- og nonapeptider. (Tyr er
altid den N-terminale aminosyre.)

Yderst gunstig er methionins derivatdannelse.

Her kan det C-terminale methionin foreligge som -Met (0)-OH:

- HNCHCH ,OH
Denne derivatdannelse medfgrer en forstarkning af
den opiatagtige virkning, dvs. at der med mindre doser af
peptiderne kan opnas starkere virkninger.
De pharmakologisk aktive peptider syntetiseres
ved hjelp af en inden for peptidkemien og/eller i naturen

gangs metode.



10

15

20

25

30

35

DK 160316 B

5

Ved gzngse metoder skal forstds indfgrelsen sd vel
som fraspaltningen af beskyttelsesgrupper, £f.eks. aminogrup-
pens beskyttelse ved hjzlp af carbobenzoxychlorid og beskyt-
telsen af syregrupper som estere under syntesen. Gzngse er
ligeledes synteser pa bzrermaterialer sasom f.eks. poly-
styren.

Ved en videreudvikling af fremgangsmaden fremstilles
de pharmakologisk aktive peptider ved knytning af peptidbin-
dingen mellem de enkelte aminosyrer og/eller de mindre pep-
tidfragmenter ved hjzlp af gzngse metoder.

Der kan af forbindelserne, der fremstilles ved frem-
gangsmaden ifglge opfindelsen, fremstilles human- og vete-
rinerlzgemidler, der indeholder pharmakologisk aktive pep-
tider og/eller disses syreadditionssalte og/eller disses
metalkomplekser.

Disse syreadditionssalte kan fortrinsvis vare hydro-
chlorider, lactater eller citrater. Som metalkomplekser kan
anvendes zink-, magnesium- og koboltforbindelser. Lazgemid-
lernes aktivitet kan pa simpel made konstateres ved relevante
prever.

Lagemidlerne kan iszr anvendes som hostestillende
midler, antidiarré-midler, analgetika, antipsychotika og
beroligende midler.

De gennemfprte analysemetoder, nemlig aminosyreana-
lyse, Edman-nedbrydning og elektroforese viser, at de som
eksempler i tabel I navnte syntetiserede peptider svarer
til de teoretisk forventelige analysevaerdier (jvf. tabel II
og III), og at peptidindholdet i den indvejede stofmzngde
er sterre end 94%.
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Tabel I

=}
a]

i
N = O

Peptid

H-tyr-D-Ala-Phe-NH,
H-Tyr-D-Ala-Phe-Pro-NH,
H-Tyr-D-Ala-Phe-Pro-Gly-NH,
H-Tyr-D-Ala-Phe-Pro-Gly-Pro-NH,
H-Tyr-D-Ala-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-NH,
H-Tyr-D-Ala-Phe-Pro-Tyr-NH,
H-Tyr-D-Ser-Phe-NH,
H-Tyr-D-Ser-Phe-Pro-NH,
H-Tyr-D-Ser-Phe-Pro-Gly-NH,
H-Tyr-D-Ser-Phe-Pro-Gly-Pro-NH,
H-Tyr-D-Ser-Phe-Pro-Tyr-NH,
Normorphin

Tabel IT

Fundne aminosyrer (i mol pr. analyseret peptid); theoretiske
vaerdier er angivet i parentheser.

Peptid ' 1 2 3 4 5 7

(nr. ifelge tabel I)

Tyr  (1): 1,0 0,9 1,0 1,1 1,0 2,0
for nr. 7 (2)

D-Ala (1) 0,8 0,9 1,0 1,0 1,1 1,1
Phe (1) 1,12 1,1 1,0 1,1 1,0 1,1
Pro (1); - o,8 0,9 1,9 1,8 0,9

for nr. 4+5 (2)

Gly

(1) - - 0,8 0,9 1,0 -

Ile

(1) - - - - 0,8 -
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Tabel ITII

Fundne aminosyrer (i mol pr. analyseret peptid); theoretiske
vardier er angivet i parentheser.

Peptid 8 9 10 11 12
(nr. ifglge tabel I)

Tyr  (1,0) 0,9 1,0 1,1 1,0 1,9
for nr. 12: (2,0)

D-Ser (1,0) 0,8 0,9 1,1 1,0 0,9
Phe (1,0) 1,0 1,1 1,1 1,0 1,1
Pro (1,0) - 0,9 0,8 1,9 0,9

for nr. 11 (2,0)

Gly (1,0) - - 1,1 1,0 -

Fremgangsmdden til elektroforesen fremgdr af Hoppe
Seyler's Z. Physiol. Chem., bd. 361, s. 1837, December 1980.
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Eksempel
Syntese af et pentapeptid med sekvensen: Tyr-D-Ala-Phe-Pro-

~-Gly-methylester og Tyr-D-Pro-Phe-Pro-Gly-methylester

A. Synteseplan

Aminokomponenten omsattes ved -15°C eller lavere
i dimethylformamid med et 0,5 molart overskud af en Z-amino-
syreisobutylcarboxylsyres blandede anhydrid (hvor Z er en
N-benzoyloxycarbonylgruppe, der fungerer som beskyttelses-
gruppe) i 2-4 timer.

Det blandede anhydrid fremstilles i DMF ved -15°C
eller lavere i 10-15 minutter ved anvendelse af et 6%'s over-
skud af Z-aminosyrederivat og N-methylmorpholin via chlormy-
resyreisobutylesteren. Derefter gdelagges overskudet af
blandet anhydrid. Ved 0°C indstilles reaktionsproduktets
pH tii 8 ved hjzlp af vandig mettet KHCO3-opl¢sning, og der

omrgres i 30 minutter ved 0°c.

Peptiderne ekstraheres med ethylacetat. Ethylace-
tat/peptidblandingen vaskes for at fjerne Z—aminosyre-kalium-
saltet 3 gange med natriumchlorid/vand, 3 gange med vand og
inddampes. Det sdledes fremstillede peptid, der stadig ba-
rer beskyttelsesgruppen %, hydratiseres i methanol. Herved
tilsettes 100-500 mg Pd/aktivt carbon-katalysator pr. mmol
peptid. COz-fraspaltnihgen kontrolleres med Ba(OH)2—0p1¢s—
ning. Katalysatoren filtreres fra (Schleiner & Schiill papir-
filter nr. 595), vaskes grundigt med vand, og filtratet ind-
dampes i en rotationsfordamper (Biichi, Rotavapor RE). Det
gnskede afblokerede peptid findes i remanensen.

B. Syntese af pentapeptidet Tyr-D-Ala-Phe-Pro-Gly-methylester
og Tyr-D-Pro~-Phe-Pro-Gly-methylester.
Trin 1): a) Fremstilling af det blandede anhydrid.
(A-Phe-Pro-blandet anhydrid) ,

640 mg (1,6 mmol = 6%'s overskud) af dipeptidet

7-IL-Phe-I-Pro (hvor Z er en N-benzyloxycarbonyl=-

gruppe, der fungerer som beskyttelsesgruppe) om-
settes i 20 ml dimethylformamid (DMF) med 200 pl
(1,5 mmol) chlormyresyreisobutylester ved -15°¢
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efter tilsetning af 170 Pl (1,6 mmol) N-methylmor-
pholin i 15 minutter,
b) Forberedelse af aminokomponenten.
125,6 mg (1,0 mmol) glycinmethylester-hydrochlo-
rid oplgses i 20 ml DMF under tilsaztning af 110
yl (1 mmol) N-methylmorpholin ved -15°.
Omsetning af det blandede anhydrid fra trin 1 a med
aminokomponenten fra 1 b.
Det Z-Phe~Pro-blandede anhydrid omsattes med gly-
cinmethylester i 40 ml DMF i 4 timer ved -15°c.

: -15% .
Z-Phe-Pro-bl. anhydrid + Gly-Mester Z—Eiﬁgg—a
A-Phe-Pro-Gly-Metester.

Fgr oparbejdning nedbrydes overskudet pd 50% af
blandet anhydrid. Ved 0°Cc indstilles reaktions-
produktets pH til 8 med vandig mattet KHCO3—op-
lgsning, og der omrgres i 30 minutter ved 0°c..
Derefter ekstraheres peptidet med 50-100 ml ethyl-
acetat (EtAc), og EtAc/peptidblandingen vaskes med
mettet vandig natriumchloridoplgsning. Efter en
yderligere afsluttende vask med vand inddampes
EtAc-fasen.

Fraspaltning af beskyttelsesgruppen ved hydroge-
nering.

Peptidet oplgses i 30 ml methanol, og der tilsat-
tes 100 mg palladium pd aktivt carbon (Merck).
Efter at luften er fortrangt med nitrogen, tilfg-
res der hydrogen til reaktionsbeholderen. Hydro-
generingen sker ved 25-30°C. Hydrogeneringen er
afsluttet, nadr der ikke mere frigives C02, dvs.
ndr der efter kontrol i vandig bariumhydroxidop-
lgpsning ikke mere dannes bundfald. Oplgsningen
filtreres, vaskes med vand og inddampes pa en ro-
tationsfordamper. Det tilbageblevne mellempro-

dukt anvendes derefter i trin 4 som aminokomponent.
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a) Fremstilling af det blandede anhydrid Z-D-Ala-
og Z-D-Pro-blandet anhydrid.

334,8 mg Z-D-Ala (tilsvarende ogsd Z-D-Pro) oplg-
ses i 15 ml DMF under tilsetning af 170 Pl (L,5
mmol) N-methylmorpholin og omsattes i 15 minutter
ved -15°C med 180 Pl (1,4 mmol) chlormyresyreiso-
butylester.

b) omsatning af det blandede anhydrid fra trin 4 a

med aminokomponenten fra trin 3.

%Z-D-Pro- eller Z—D-%la—anhydrid + Phe-Pro-Gly-metester

-15"C

(115 m1l DMF) —r—" Z—ﬁ-Ala—Phe—Pro-Gly—methylester
og Z-D-Pro-Phe-Pro-Gly-methylester

4 timer

(Fremstillingen af Z-D-Ala og Z-D-Pro er anfgrt i

slutningen af syntesen).

Nedbrydningen af overskudet af blandet anhydrid,
ekstraktionstrinnene og hydrogeneringen sker som
tidligere beskrevet.

Slutproduktet 4 b tjener som aminokomponent i trin
5. En kontrol af aminosyresammensatningen efter
hydrolyse viser det korrekte molare aminosyrefor-
hold i dette peptid. En prgve med henblik p& opi-
ataktivitet (prgvemetode, se eksempel I) viser in-
gen som helst opiatagtig virkning.

a) Dannelse af det blandede anhydrid (Z-Tyr-blan-
det anhydrid). - '

629,24 mg (1,4 mmol) N,0-di-Z-L-tyrosin oplgses i
15 ml DMF under tils®tning af 165 ul (1,4 mmol) N-
-methylmorpholin og omsattes med 175 Pl (1,3 mmol)
chlormyresyreisobutylester i 15 minutter ved -15°%.
b) Omsatning af det blandede anhydrid fra trin 5 a
med slutproduktet fra trin 4 b.

Slutproduktet fra trin 4 b oplgses i 15 ml DMF og
omszttes ved -15°C i 4 timer med det blandede an-
hydrid fra trin 5 a. Nedbrydningen af overskuddet
af blandet anhydrid, ekstraktionen og hydrogenerin-
gen sker som beskrevet ovenfor. ‘
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En derpa fglgende adskillelse af reaktionsprodukterne
sker ved hjelp af gelfiltrering pa en "Biogel P 2"-kolonne
(firma Biorad) << 400 mesh, diameter 20 mm, langde 1170 mm,
strgmningshastighed 12 ml pr. time, med ultravioletabsorp-
tionsmdling ved 280 nm og fraktionsopsamler (hvert 20 min/frak.).
Alle fraktionerne fra gelfiltreringen bliver afprgvet péa et
praparat af lengdemusklen Plexus myentericus ophangt i organ-
bad med hensyn til opiatagtig virkning. Til denne prgve ind-
dampes de enkelte fraktioner i wvakuum.

Efter at remanenserne er taget op i vand, tilsattes
dele af disse prg¢ver organbadet og prgves for deres hemmende
virkning pd de elektrisk stimulerede kontraktioner af marsvi-
netarmpraparatet. Den hammende virkning af stofferne, der af-
proves,betragtes som opiatspecifik, nar den ophaves efter til-
satning af den specifikke opiatantagonist "NalOxon", og nar
der efter yderligere tils@tning af "Naxolon" ikke mere kan
fremkaldes en hamning med prgven. Prapareringen og den elek-
triske stimulering af marsvinetarm (frekvens 0,1 Hz, puls
60 volt, 0,5 ms) foregar som beskrevet af Kosterlitz m.fl.
(H.W. Kosterlitz, R.J. Lydon og A.J. Watt, Brit. J. Pharma-
col. 39, 398-413 (1970) og Schulz og Goldstein (R. Schulz
og A. Goldstein, J. Pharmacol. exp. Ther. 183, 404-410 (1972))

De opiataktive fraktioner inddampes til tgrhed.

Efter den sure hydrolyse foretages der af den o-
piataktive fraktion en aminosyreanalyse, der viser det rig-
tige molart aminosyreforhold i overensstemmelse med de to
peptider D-Alaz-B-casomorphin-S og D-Proz-B-casomorphin-S.

Der henvises til, at allerede aktiveringen af det
opiatinaktive tetrapeptid (trin 4 b) ved hjzlp af tyrosin-
kobling til et opiataktivt peptid udggr beviset pd en vellyk-
ket syntese.
Fremstilling af Z-D-Ala (analog Z-D-Pro)

891 mg (10 mmol) D-Ala i 5 ml 2N NaOH behandles
under isafkgling og kraftig omrgring med 3 ml 50%'s chlor-
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myresyrebenzylester i toluen og med 5,16 ml 2N NaOH.

Oplgsningen syrnes med 5,33 ml 2N HCL og ekstra-
heres grundigt med ethylacetat. Den fraskilte ethylacetat-
fase vaskes med fortyndet HCl og vand og ekstraheres ende-
lig med megen KHCO3—opl¢sning. De forenede vandige ekstrak-
ter indstilles til pH 1,5 med HCl og ekstraheres med ethyl-
acetat. Ethylacetatfasen vaskes igen med fortyndet HCl. Ef-
ter en yderligere vaskeoperation med vand tgrres over na-
triumsulfat. Efter afdampning af oplgsningsmidlet bliver det
gnskede slutprodukt tilbage. '

Pavisning af den opiatagtige virknings stabilitet ved inkuba-

tion med rottehjernehomogenat af D—AlaZ—B-casomorphin-S
P& to hanrotter (Sprague Dawley, 220 q), der er
aflivet ved dekapitation, udtages hurtigt hjernen, inkl.

- lillehjernen og disse anbringes i en isafkglet homogenisa¥

tor (nr. S 587, volumen 35 cm3, Braun, Melsungen) fyldt med

7 ml 0,05 molar NaH2P04~puffer. Homogeniseringen sker der-
efter ved et omdrejningstal p& 850 omdr./min. under ti gan-
ge op- og nedadgdende bevagelse af homogenisatorstemplet.

En lille del af homogenatet udtages og lagres p& is. Re-
sten centrifugeres ved 59C i 15 minutter ved 28.000 G.

Bade homogenatet fra fg¢r centrifugeringen og den klare oven-
péd liggende vaske efter centrifugeringen anvendes til de ef-
terfglgende inkubationer.

Alle inkubationerne med substanser med hjernehomo-

- genat og ovenpd flydende vaske sker ved 37°C. Den pagalden-

de inkubationstid afsluttes med 10 minutters opvarmning ved
en temperatur pa 95°C. Denne opvarmning til 95°¢ tjener til
at gdelagge endnu forekommende enzymer, der p& negativ made
ville kunne pévirke pavisningssystemet med henblik p& opiat-
agtig virkning.
1-2 mg af savel B-casomorphin 5 og det ved frem-

gangsmaden ifglge opfindelsen fremstillede D-Alaz-B—casomor-
phin-5 optages i 50 Pl H,0 og blandes med savel 300 Fl hjexr-
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nehomogenat som ovenpa liggende vaske. Hver prgve opvarmes
fgr inkubering ved 37°C straks til 95°C. Disse prgver er
altsd kun i meget kort tid i bergring med de aktive enzymer,
og deres indhold af opiatagtig virkning tjener som reference-
verdi pa tidspunkt 0.

Efter henholdsvis 15, 30, 60 og 120 minutter udta-
ges yderligere prgver af begge de inkuberede opiater fra in-
kubatoren og opvarmes til 95°¢.

Som pavisningssystem, der ogsa omfatter opiatmang-
derne kvantitativt, anvendes den tidligere beskrevne marsvi-
netarmprgve.

En prgve med henblik pé& indhold af opioidt materi-
ale i de enkelte beholdere viser, at de beholdere, som kun
i kort tid (0-verdi) har varet udsat for enzymerne, for beg-
ge de anvendte opiaters vedkommende viser samme aktivitets-
indhold. Men allerede efter 30 minutters forlgb viser de
beholdere, som indeholder PB-casomorphin-5, ikke mere nogen
opiatagtig virkning, medens derimod det fulde opiatagtige
virkningsindhold er paviselig i D—Alaz-B—casomorphin—S bade
efter 30 og 120 minutters inkubation. Peptidet med D-amino-
syren viser derfor en forbavsende stabilitet over for pep-

tidspaltende enzymer.

Med D—Alaz- og D-Pro-B-casomorphinerne kan der ved
systemisk indgivelse (intravengs og subcutan injektion) op-
nds en analeptisk virkning, hvilket ikke er muligt med de
tilsvarende L-forbindelser. Doseringen ligger, svarende
til den ringere virkning end morphin, hgjere.

Analogt med det ovenfor anfgrte inkubationseksem-
pel udfgres prgven med henblik pd den opiatagtige virknings
stabilitet over for blodplasma. Her anvendes i stedet for
de 300 Pl homogenat 300 Pl frisk udvundet rotteblodplasma.
Det viser sig atter, at B-casmorphin-5 uden D-aminosyren al-
lerede efter 30 minutter er gdelagt, medens D—Alaz—B—caso—

morphin-5 beholder sin fulde virkning.
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TABEL IV (fortsat)
Opiatagtige aktiviteter af casomorphiner pd isolerede organpraparater

DK 160316 B

GP! MVD
rel.virkn. rel.virkn.
1Cie CM(5)  morph. 1Cs CM(S) morph. 1C.,MVD

Nr. Forbindelse nMz=SEM =1.0 =10 nM=SEM N =1.0 =1.0 Tti. GPl
1 Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly 2260= 862 1.0 0.03 11400=324 [ 1.0 0.03 5.0

B-Casomorphint5), CM(S) 6500 * 1.0 0.03 40000 * 1.0 0.03 6.2
2 Tyr-Pro-Phe-Pro-NH, 693=123 33 0.1 667=142 1.6 0.6 1.0

Morphiceptin, Mc 1450 * 4.5 0.1 2000 * 20.0 0.55 14
3 D-Phe?-CM(5) 373+ 83 6.1 0.2 421= 81 6 27.1 0.9 1.}
4 D-Pip*-CM(S5). 1= 4 107.6 34 89= 13 6 128.1 4.4 4.2

Depilorphin
S D-Pro*-CM(S), 63x 5§ 35.9 1.1 582=139 7 19.6 0.7 9.2

Deprolorphin
6 D-Pip*-CM(5) 851=220 27 0.08 473=119 7 4.1 0.8 0.56
1 D-Pro*-Mc, 41= 6 55.1. 1.7 523=130 7 21.8 0.8 12.8

Deproceptin
8 D-Pip?,D-Prot-Mc 106= 17 21.3 0.7 243= 63 6 46.9 1.6 23
9 D-Als?,D-Pro‘-M¢ 74= 13 30.5 0.96 149%0= 180 6 7.7 0.27 20.}
10 D-Alt, Tyr"NH,.CM(S) 100 * 65.0 2.0 200 * 200.0 5.5 20
11 D-Ala!,Gly*-NH,.CM(5) 5000 * 13 0.04 8500 4.7 0.1 1.7
12 D-Als? Pro*-NH,-CM(4) 400 * 16.3 0.5 1000 * 40.0 1.1 2.
13 Tyr-Pro-Phe-Pro,CM(4) 21%00 ¢ 03 0.01 84300 * 0.5 0.01 3.8
14 Gly*NH..CM($) 3500 1.9 0.06 7000 * 5.7 0.16 20
15 Morphine-HCl =18 31.8 1.0 395= 96 3 28.9 1.0 5.6

Normorphine 200 * 32.5 1.0 §100 * 36.4 1.0 55
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TABEL V
Analgetisk virkning af casomorphiner efter ICV og IV indgiwelse (EDyqq)

DK 160316 B

Icv v
Rel.virkn. Rel.virkn.
Nr. Forbindelse amol. N C: :(‘g) n:?lr R)h Eml%l—' N m: ‘;p(r)‘ '
1 Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly 129.0 (13.9-202.0) 17 1.0 0.04 - - —
B-casomorphint5), CM(5) 180.0 * 1.0 0.1 — - —_—
2 Tyr-Pro-Phe-Pro-NH, 13.0 (6.6-18.7) 25 9.9 0.43 — - -
Morphiceptin, Mc 200* 0.8 0.08 -— - -
D-Phe?-CM(S) 2.0 (0.5-3.2) 15 645 2.0 10.6 6 -
4 D-Pip*-CM(S). 0.6 (0.04-0.9) 18 215.0 9.3 6.8 9 0.7
Depilorphin 7
5 D-Pro*-CM(5), 0.2 (0.08-2.0) 27 645.0 28.0 24 6 2.0
Deprolorphin
D-Pip*-CMt(5) 4.3 (2.9-5.8) 23 300 1.3 — —_ —
D-Pro*-Mc, 0.7 (0.1-1.9) 27 1840 8.0 8.6 6 0.5
Deproceptin
D-Pip®. D-Pro‘-Mc 1.1 (0.7-1.7) 29 17.0 5.1 10.0 6
9 D-Ala?,D-Pro*-Mc 1.2 (0.1-2.3) 21 1075 4.7 - —_ —
10 D-Ala?,Gly**NH.-CM(5) 7.0* 25.7 2.6 - — -_—
11 D-Ala®,Gly*-NH,-CM(5) 15.0* 12.0 1.2 - — —_
12 D-Ala*-Mc 18.8* 10.0 1.0 - — -
13 Tyr-Pro-Phe-Pro, CM(4) 650.0 * 0.3 0.03 - — -
14 Gly>-NH.-CM(5) 115.0* 1.6 0.16 - —_— -
15 Morphine-HCI 5.6 (4.2-6.4) 21 23.0 1.0 4.7 1.0
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DK 160316 B

Tabel VI viser den relative virkning af de ved frem-
gangsmaden ifglge opfindelsen fremstillede peptider (enke-
phalinanaloge) pa marsvine-ileum i forhold til Met-enkephalin

(Tyr-Gly-Gly-Phe-Met), der er sat til 100.

—

—

TABEL VI
Virkning af enkephalinanaloge p& marsvine-ileum.
Peptid  Peptid- Relativ
nummmer struktur virkning
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met 100
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-NH, 160
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Met-NH, 140-
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Met-ol 360
Tyr-D-Ala-Phe-Met-NH, 120
Tyr-D-Ala-Phe-Leu-NH, 120
Tyr-D-Ala-Phe-Meét-ol 50
1 Tyr-Phe-Met 0
2 Tyr-Phe-Leu —
3 Tyr-Phe-Met-NH, -0
4 Tyr-Phe-Leu-NH, S0
$§  Tyr-Ala-Phe-NH, ' -0
6 Tyr-Pro-Phe-NH, 19
7 Tyr-Aib-Phe-NH, -2
8 Tyr-D-Ala-Phe 0
9 Tyr-D-Phe-Met 0
10 Tyr-D-Phe-Leu 0
11 Tyr-D-Phe-Phe 0.7
12 Tyr-D-Ala-Phe-NH, 25
13 Tyr-D-Ala-Phe-ol 24
14 Tyr-D-Pro-Phe-NH, 0.
15 Tyr-D-Phe-Met-NH, 9
16 Tyr-D-Phe-Leu-NH, 4
17 Tyr-D-Phe-Phe-INH. 23
18 Tyr-D-Phe-D-Met 0
19 Tyr-D-Phe-D-Leu 0
20 Tyr-D-AI2-D-Phe 0.
21 Tyr-D-Phe-D-Phe - 0
22 Tyr-D-Phe-D-Met-NH, 1
23 Tyr-D-Phe-D-Leu-NH, 0.2
24 Tyr-D-Ala-D-Phe-NH, 2
25 Tyr-D-Phe-D-Phe-NH, 1
26 Tyr-D-Phe-NH, 0.1
27 Tyr-D-Ala-BA (benzylamide) 8
28 Tyr-D-Alu-PEA (phenethylamide) 6
29 Tyr-D-Ala-PPA (phenyipropylamide) m
30 Tyr-D-Ala-PBA (phenylbutylamide) 13

(I tabellen betyder endelsen -ol gruppen =-OH)
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Latenstid (sek.)

Tid efter injektion (min)

Ovenstdende diagram viser resultaterne af en in vivo-
bestemmelse af den analgetiske virkning af Tyr-D-Ala-phenyl-
propylamid pd rottehale-slag efter intracerebroventrikulzr
(ICV) injektion med Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Met-NH, som standard.
Latenstiderne for haleslag bestemmes 20 min. for injektion
af peptid og 10, 30, 60, 90 og 150 min. efter injektion.

For at teste reversibilitet indgives naloxon (4 mg/kg) IP
pa tidspunktet for ICV peptidinjektion af 6 ug Tyr-D-Ala-
phenylpropylamid pr. mus (N = 6). 1: standard - 10 ug/mus

(N = 6); 2: standard - 1 pg/mus (N = 6); 3: Tyr-D-Ala-phe-
nylpropylamid - 6 pug/mus (N = 5); 4: Tyr-D-Ala-phenylpropyl-
amid - 0,6 pg/mus (N = 5); 5: Tyr-D-Ala-phenylpropylamid -
0,1 pug/mus (N = 5). P4 molar basis er 6 ug Tyr-D-Ala-phenyl-
propylamid zkvivalent med 10 pg standardpeptid.
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—smin. 60 120 180

Ovenstdende diagram viser tidsforlgbet af analgetisk
virkning af nogle casomorphinanaloge. Ad ordinaten er anfert
log analgetisk virkning, idet den maksimale effekt er 1,0.
Ad abscissen er anfe¢rt tiden efter maksimal analgetisk virk-
ning. 8: D-Pip2-D-Pro%-morphiceptin, 5 nmol ICV; 15: morphin,
7 nmol ICV; 4: D—Pip4-casomorphin(5), 5 nmol ICV; 2: mor-
phiceptin, 20 nmol ICV.

Tabel VII viser halveringstiden for den analgetiske
virkning af peptider fremstillet ved fremgangsmdden ifelge

opfindelsen (nr. 3, 6 og 9).

TABEL VII
Halveringstid for analgetisk virkning (t/2) af

casomorphiner efter ICV injektion.

Nr. Forbindelse nmol (1/2),. min
1 Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly, CM(5) 600 4
2 Tyr-Pro-Phe-Pro-NH,, Mc 20 2
3 D-Phe-CM(5) 10 40
4 D-Pip*-CM(5), Depilorphin 5 55
5 D-Pro*-CM(5), Deprolorphin 10 61
6 D-Pip*-CM(5) 5 72
7 D-Pro*-Mc, Deproceptin 10 115
8  D-Pip®, D-Pro‘-Mc 5 216
9 D-Ala?, D-Pro*-Mc 5 99

Morphine-HCI 7 98

—
W
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Kvantitative angivelser af B-casomorphinernes virkning
i biologiske forsggssystemer.

aa) Intracerebroventrikular injektion, se tabel VII. 7
bb) Analgesiforsgg (elektrisk stimuleret rottehale), se
tabel VII. '
cc) Sammenligning med morphin.
TABEL VIII
Dosis til 50%
Forbindelse smertehamning
p-Casomorphin-5 500 mmol/rotte
p-Casomorphin-5-amid 115 mmol/rotte

D-Alaz-B—Casomorphin-s-amid 15 mmol/rotte

Morphin 18 mmol/rotte

Med D-Alaz—, D-Serz—, D-Met2- og D-Argz-ﬁ-casomor—
phinerne kan der ved systemisk indgivelse (intravengs og -
subcutan injektion) opnds en analgetisk virkning og en an-
tidiarrévirkning, hvilket ikke er muligt med de tilsvarende
L-forbindelser. '

Forklaring til tabel V:

a) Forbindelsen D-Ala2-B-casomorphin-s-amid udviser en

med morphin sammenlignelig analgetisk virkning. I sammenlig-
ning med den analgetiske virkning og styrken af forbindel-
serne B-casomorphin-5 og B-casomorphin-5-amid er forbindelsen
D-Ala2-B-casomorphin-5-amid ifglge opfindelsen vasentlig
sterkere.

b) Forbindelsen D-Ala2-B-casomorphin—s—amid er ogsa
lzngere analgetisk virksom end forbindelserne f-casomorphin-
-5- og/eller B-casomorphin-5-amid.

Dette kan fgres tilbage til, at den enzymatiske ned-
brydning pd grund af indbygningen af en D-aminosyre i amino-
syresekvensens 2-stilling sker langsommere end ved pharmako-
logiske peptider, der ikke indeholder nogen D-aminosyre i
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aminosyresekvensens 2-stilling. D-Aminosyren i peptidets 2-
-stilling forhindrer nedbrydningen af naturlige enzymer, da
de naturlige enzymer fortrinsvis spalter peptidbindinger

mellem L-aminosyre.

Fordele af forbindelser fremstillet ifgplge opfindelsen med
en D-aminosyre i pos. 2 i sekvensen i forhold til kendte
peptider med lignende struktur:

a) Forbindelserne fremstillet ifplge opfindelsen er
stabile over for proteolytisk nedbrydning. Der henvises til
den eksempelvis demonstrerede stabilitet af Tyr-D-Ala-Phe-

Pro-Gly-amid i sammenligning med Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly.
Analoge inkubationsforsgg med de i tabel IX angivne

peptider over for

H-Tyr-Pro-Phe-NH,»

H-Tyr-Pro-Phe-Pro-NH;

H-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-NH;

H-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-NH, og

H-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-NHjp

som kontroller viser, at de tilsvarende analoge med D-alanin

i peptidets 2. position ikke gdelazgges i helblod og plasma,

dvs. at den fulde opiatvirkning ogsad efter 90 minutters

inkubation ved 37°C kan pavises uforandret.
b) Biologisk virkning for nogle af forbindelserne frem-

stillet ifelge opfindelsen.
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TABEL IX

Peptid ' ICgq (uM)
H-Tyr-D-Ala-Phe-NH, : 1,7
H-Tyr-D-Ala-Phe-Pro-NH, 0,4
H-Tyr-D-Ala-Phe-Pro-Gly-NH, 5,0
H-Tyr-D-Ala-Phe-Pro-Gly-Pro-NH,) 8,0
H-Tyr-D-Ala-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-NH, 7,0
H-Tyr-D-Ala-Phe-Hyp-Tyr-NH, 0,02
H-Tyr-D-Ala-Phe~Pro-Tyr-NH, 0,1
H-Tyr-D-Ser-Phe~NH, 1,0
H-Tyr-D-Ser-Phe-Pro-NH, 0,2
H-Tyr-D-Ser-Phe-Pro-Gly-NH, - 2,0
H-Tyr-D-Ser-Phe-Pro~Gly-Pro-NH, 3,0
H-Tyr-D-Ser-Phe-Pro-Tyr-NH, 0,05
H-Tyr-D-Ser-Phe-Hyp-Tyr-NH, 0,01

Normorphin 0,2

Tabel IX viser opiatvirkningen for nogle af peptiderne
ifglge opfindelsen, mdlt pd marsvineileums isolerede lzngde-
muskelprzparat (med hensyn til przparering af marsvineileum -
og forsegsopstilling henvises til Schulz og Goldstein, J.
Pharmakol. exp. Ther., 183, 404-410 (1972)). ICggp-vardierne
er anfort, dvs. koncentrationen (pM) af de anfgrte peptider
i det orgénbad, der bevirker en 50%'s hzmning af marsvine-
ileums elektrisk induéerederkontraktionsamplitude.

Normorphin er anfert til sammenligning. Den hazmmende
virkning af de enkelte peptider kan ophaves og blokeres af
den specifikke opiatantagonisk Naloxon® og m& siledes anses
for opiatspecifik. - '

Peptiderne fremstillet ved fremgangsm&den ifglge
opfindelsen udviser ogsa over for forbindelser, der ikke
som peptiderne ifglge opfindelsen har en'aminosyre med D-
konfiguration i 2-stillingen, en szrlig udprzget hej en-
zymatisk stabilitet. Den stzrkere virkning af de pharmako-
logisk aktive peptider ifglge opfindelsen i forhold til
kendte pharmakologisk aktive peptider fremgar af Peptides,
bd. 3, s. 793-797, hvori vardier for B-casomorphinernes
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opiatvirkning er angivet. Alle forbindelser ifglge opfindel-

sen kan betegnes som kun lidt toksiske.
Saledes udviser f.eks.
H-Tyr - D-Ala - Phe - Pro - NHj

a) efter oral indgivelse af 300 mg pr. kg (p.o) ingen
toksiske fznomener,
b) efter intraperitoneal (i.p.) indgivelse af 200 mg

pr. kg ligeledes ingen toksiske faznomener.
Heraf fas vardier for

LD5gp sterre end 300 mg pr. kg p.o.,

LDy sterre end 200 mg pr. kg i.p.

I Tabel IX er der anfort fysiske egenskaber af pep-
tider fremstillet ifegle opfindelsen (enkephalinanaloge).
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TABEL IX
Fysiske egenskaber af enkephalin-analoge

Peptide . tKCCDF* T HVEY © o TLCE
I ' | pH28 TpHSO, .84 5513

Tyr-Phe-Met 2.33 071 019 063 072

Tyr-Phe-Leu 3.17 ins§ ins . . dns " : ins
Tyr-Phe-Met-NH, 1.22 041 . 0.5 . 0.64 0.85
Tyr-Phe-Leu-NH, 1.78 0.45 ';0.53": 0.65 0.85
Tyr-Ala-Phe-NH, - 0.61 - 0.49 0.58 -0.51 - 0.83
Tyr-Pro-Phe-NH, 1.00 - 049 - 057 - 0.5 -+ 0.8
Tyr-Aib-Phe-NH, ‘1.17 F047 . .055. 057 - 091
Tyr-D-Ala-Phe 1.44 .- 037 0.10 -..057: -."'.0.64
Tyr-D-Phe-Met ©oen L2300 T 071 0.18 - 0:585. 071
Tyr-D-Phe-Leu . ©3.76-++ - ins -, ins  “::-ins “ins
Tyr-D-Phe-Phe- 4.000 . 067 .- 0.13 060 . 0.71
-Tyr-D-Ala-Phe-NH,. - 0.82. *0.49 -:0.56 - .0.57 ' . 0.68"
. Tyr-D-Ala-Phe-o} - K86 - . 0.50 . 0.57 0.64.. 0.81
Tyr-D-Pro-Phe-NH, - - L22-s 045 0.54.  .0.55- - -0.85
Tyr-D-Phe-Met-NH, .-+ .+ 1.63 °° 036 22052 °~ 062 “: 0.82 -
Tyr-D-Phe-Leu-NH, . 1.94 046 .. 0.52- 0:64 v+ -0.83-
Tyr-D-Phe-Phe-NH, : -. -.2.85 =038 - -0.49 *0.62 i 0.78
Tyr-D-Phe-D-Met -233 . 031 0.14 =0.60 .- 0.69
Tyr-D-Phe-D-Len s = 3.76 T 039 . 008 ‘- 0.64 - -:0.75
- Tyr-D-Ala-D-Phe -+ 1.38 0.35 +0.11: 0.63 i 0.64.
Tyr-D-Phe-D-Phe L 3.55 029 - -.0.00 0.65  --70.70
- Tyr-D-Phe-D-Met-NH, 133~ 046 ;056" - 0.66 i:. 0.78. .
Tyr-D-Phe-D-Leu-NH, . 2.03 045 . 058 . 0.67:.~ 0.84
Tyr-D-Ala-D-Phe-NH, .08 - 048 . 0.5 ~. 0.57.: <0.67°
- Tyr-D-Phe-D-Phe-NH, 245 043 - 047 .. 064 .- .-084
Tyr-D-Ala-BA 1.56 - 0.54 . 0.62.:i. 0.67. ° 0.8
Tyr-D-Ala-PEA - L70 . 054 . 0607 .. 062 : 0.81" -
Tyr-D-Ala-PPA L 3.00 0.49 - 0.54 . . -0.65 . 0.87
Tyr-D-Ala-PBA T 42 - 0.4t 0.53 0.67 0.90

Tyr-D-Phe-NH, -, LB - 054 065 0.56 0.72

(I tabellen betyder endelsen -ol gruppen -OH).

Den eksperimentelt bestemte fordelingskoefficient ved
modstromsfordeling i systemet n-BuOH:AcOH:H,0 (4:1:5).
Mobilitet i forhold til Lys = 1,00 ved hgjspazndingselek-
troforese i 1IN AcOH (pH 2,8) og pyridinacetatpuffer (pH
5,0).

Rf-vardier ved tyndtlagschromatografi pa Merck silicagel-
overtrukne glasplader i systemet n-BuOH:AcOH:H,0 (8:3:4)
og EtOAc:pyridin:AcOH:H5O0. '
Peptidet er uoplgseligt i oplgsningsmidlerne anvendt til
oplgsning af prever ved TLC og HVE.

Forkortelser: BA = benzylamid; PEA phenethylamid; PPA =
phenylpropylamid; PBA = phenylbutylamid. '
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Human- og veterinarlagemidlerne er pharmaceuti-
ske praparater, der foruden ikke-toksiske, inaktive, pharma-
ceutisk egnede bzrestoffer indeholder et eller flere af de
aktive stoffer, der fremstilles ved fremgangsmaden ifglge
opfindelsen, eller som bestdr af et eller flere af de her
omhandlede aktive stoffer.

Af de pAgaeldende aktive stoffer kan der fremstil-
les pharmaceutiske praparater i enhedsdoseringsformer. Det-
te vil sige, at praparaterne foreligger som f.eks. tabletter,
dragées, kapsler, piller, suppositorier og ampuller, hvis
indhold af aktivt stof varer til en brgkdel eller et multi-
plum af en enkeltdosis. Doseringsenhederne kan f.eks. inde-
holde 1, 2, 3 eller 4 enkeltdoser eller det halve, en tredje-
del eller en fjerdedel af en enkeltdosis. En enkeltdosis
indeholder fortrinsvis den mangde aktivt stof, der indgives
ved en indgivelse, og som almindeligvis svarer til en hel,
en halv, en tredjedel eller en fjerdedel af en dagsdosis.

Ved ikke-toksiske, inaktive pharmaceutisk egnede
berestoffer skal forstds faste, halvfaste eller flydende
fortyndingsmidler, fuldstoffer og praparathjzlpestoffer af
enhver art.

Foretrukne pharmaceutiske praparater er tabletter,
dragéer, kapsler, piller, granulater, suppositorier, oplgs-
ninger, suspensioner og emulsioner, pastaer, salver, geler,
cremer, lotioner, pudere og sprays.

Tabletterne, dragéerne, kapslerne, pillerne og
granulaterne kan indeholde det eller de aktive stof (fer) for-
uden gangse barestoffer, sdsom fyld- og strazkmidler (f.eks.
stivelser, melkesukker, rgrsukker, glukose, mannit og kie-
selsyre), bindemidler (f.eks. carboxymethylcellulose, algi-
nater, gelatine, polyvinylpyrrolidon), fugtighedsbevarende
midler (f.eks. glvcerol), disintegreringsmidler (£f.eks. agar-
agar, calciumcarbonat og natriumbicarbonat), oplgsningsfor-
halende midler (f.eks. paraffin) og resorptionsfremmende mid-
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ler (f.eks. kvaternzre ammoniumforbindelser), -adsorptionsmid-
ler (f.eks. kaolin og bentonit) og glidemidler (f.eks. talkum,
calcium- og magnesiumstearat og faste polyethylenglykoler)

"eller blandinger af de anfgrte stoffer.

Tabletterne, dragéerne, kapslerne, pillerne og gra-
nulaterne kan vaere forsynet med gangse overtrak, der eventu-
elt indeholder opacificeringsmidler, og ogsa vare sidledes
sammensat, at de afgiver det eller de aktive stof (fer) ude-
lukkende eller fortrinsvis i en bestemt del af mave-tarmka-
nalen, eventuelt protraheret, idet der som indlejringsmidler '
f.eks. kan anvendes polymerstoffer og voksarter.

Det eller de aktive stof (fer) kan eventuelt sammen

med et eller flere af de ovenfor anfgrte bazrestoffer ogsa

ket virkning.

Suppositorier kan foruden det eller de aktive stof-
(fer) indeholde gangse vandoplgselige eller vanduoplgselige
barestoffer, f.eks. polyethylenglykoler, fedtstoffer, f.eks.
kakaosmgr og hgjere estere (f.eks. Cl4—alkohol med Cl6—fedt-
syre) eller blandinger af disse stoffer.

Salver, pastaer, cremer og geler kan foruden det
eller de aktive stof (fer) indeholde de gangse barestoffer
(f.eks. animalsk eller vegetabilsk fedtstof, voksarter, pa-
raffiner, stivelser, tragant) eller blandinger af disse stof-
fer. 7

Oplgsninger og emulsioner kan foruden det eller
de aktive stof(fer) indeholde de gangse barestoffer sisom

- oplgsningsmidler, oplgseligggrende midler og emulgatorer,

f.eks. vand, ethylalkohol, isopropylalkohol, ethylcarbonat,
ethylacetat, benzylalkohol, benzylbenzoat, propylenglykol,
olier, isar bomuldsfrgolie, jordngddeolie, majskimolie, o-
livenolie og sesamolie, glycerol, polyethylenglykoler eller
blandinger af disse stoffer. ,

Til parenteral indgivelse kan oplgsningerne og e-
mulsionerne ogsa foreligge i steril og blodisotonisk form.
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Suspensioner kan foruden det eller de aktive stof-
(fer) indeholde gangse barestoffer sdsom flydende fortyn-
dingsmidler (f.eks. vand, ethylalkohol, propylenglykol), sus-
pensionsmidler (f.eks. ethoxylerede isostearylakoholer, po-
lyoxyethylensorbit- og sorbitanestere, mikrokrystallinsk
cellulose) eller blandinger af disse stdffer.

De navnte praparatformer kan ogsa indeholde far-
vestoffer konserveringsmidler samt lugt- og smagsforbedrende
tilsatningsstoffer, f.eks. pebermynteolie og eukalyptusolie
samt s@gdemidler, f.eks. saccharin.

De terapeutisk aktive forbindelser fofekommer i
de ovenfor anfgrt pharmaceutiske praparater fortrinsvis i
en koncentration pd ca. 0,1-99,5, isar pd ca. 0,5-95% bereg-
net pd vegten af den samlede blanding.

De ovenfor anfgrte pharmaceutiske preparater kan
foruden de her omhandelde aktive stoffer ogs& indeholde an-
dre pharmaceutisk aktive stoffer.

Fremstillingen af de ovenanfgrte pharmaceutiske

praparater sker péd gengs made efter kendte metoder, f.eks.

ved at blande det eller de aktive stof (fer) med barestof (fer).

De aktive stoffer eller de pharmaceutiske prapara-
ter kan anvendes lokalt, oralt, parenteralt, peritonealt og/
eller rectalt, fortrinsvis parenteralt.

I reglen betragtes det inden for humanmedicin som
fordelagtigt at indgive det eller de foreliggende aktive
stoffer i en samlet mengde pa ca. 5-500, fortrinsvis 50-250
mg hver 24 timer, eventuelt i form af flere enkelte indgi-
velser, til opnéaelse af det ¢gnskede resultat. En enkeltind-
givelse indeholdet det eller de aktive stof(fer) i mangder
pa ca. 10 til ca. 300, fortrinsvis 50-200 mg/dosis. Det
kan dog vare ngdvendigt at afvige fra den navnte dosering
afhengigt af patienten og dennes legemsvagt, af sygdommens

art og svarhedsgrad, praparatets art og lagemidlets indgi-
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velsesvej samt det tidsrum eller interval, hvormed indgi-
velsen finder sted. Det kan sdledes i enkelte tilfalde
vere tilstrakkeligt at anvende mindre end den ovennavnte
mengde aktivt stof, medens man i.andre tilfalde mé& over-
skride den anfgrte mengde aktivt stof.

Bestemmelse af den til enhver tid ngdvendige op-
timale dosering og indgivelsesméde af det aktive stof kan
dog let foretages af enhver fagmand ud fra hans fagkundskab.
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PATENTEKRAUV.
1. Analogifremgangsmdde til fremstilling af g-casomor-

phinanaloge peptider med den almene formel
H-Tyr-X-A-R
H-Tyr-X-A-Pro-R
H-Tyr-X-A-Pro-B-R
H-Tyr-X-A-Pro—-B-Pro-R
H-Tyr-X-A-Pro-B-Pro—-C-R
H-Tyr-X-A-Pro-B-Pro-C-Pro-R eller
H-Tyr-X-A-Pro-B-Pro-C~Pro-D-R
hvor Tyr er aminosyren L-tyrosin, Pro er aminosyren L-prolin,
A, B, C og D er aminosyrerne Pro, Ala, Thr, Val, Tyr, Phe,
Gly, Ile, Asn, Met i stereokemisk L-form, hvorhos en C-ter-
minal gruppe A, B, C eller D tillige kan vare -Met(O)-OH
med formlen .

CHj

S—>0
]

CH,

CH,

-NHCHCH,OH.

R kan vare -OH, lavere alkoxy eller -NH,, og X er aminosy-
rerne Pro, Ala, Thr, Val, Tyr, Phe, Gly, Ile, Asn, Met i
den stereokemiske D-form, deres pharmakologisk acceptable
syreadditionssalte eller metalkomplekser, k ende t e g -
n et ved, at de enkelte aminosyrer og/eller tilsvarende
mindre peptidfragmenter ved knytning af peptidbindingerne i
den #nskede rzkkefelge overfgres til de ¢nskede pharmakolo-
gisk aktive peptider under midlertidig beskyttelse af even-
tuelle aktive grupper, som ikke skal deltage i peptiddannel-
sesreaktionen, iszr beskyttelse af aminogrupperne med car-
bobenzoxychlorid og beskyttelse af syregrupper som ester,
idet syntesen eventuelt kan finde sted som fastfasesyntese
pd egnede bazrermaterialer, fortrinsvis polystyren.

2. Fremgangsmdde ifplge krav 1, k end e t e g -
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n e ved, at der fremstilles en B-casomorphinanalog, hvori
X er D-alanin, D-threonin eller D-valin.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1, k end e t e g -
net ved, at den endestillede, C-terminale aminosyre fore-
kommer som amid eller ester.

4. Fremgangsméde'if¢lge krav 1, k ende teg -

net ved, at i et peptid med ulige antal grupper er den
C-terminale aminosyre methionin. '

5. Fremgangsmade ifglge krav 1, k end e t e g -
n et ved, at peptiderne er penta-, hepta- eller nonapep-
tider. ' '

6. Fremgangsmade ifplge krav 1, kende t e g -
net ved, at det endestillede methionin foreligger som
-Met (0) -OH med formlen

CH3
| ]

S—0
1

CH,

'
CH,

-NHCHCH,0H.
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