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69 Somatostatinanaloga sowie Verfahren zu ihrer Herstellung.

@ Neue, therapeutisch wirksame Verbindungen weisen
die folgende Formel auf

Y-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-D-Trp-L-
1
Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-L-Ser-L-Cys-OH

worin Y D-Val oder D-Ala bedeutet. Die Verbindungen
kdénnen auch als pharmazeutisch annehmbare Siure-
additionssalze vorliegen.

Die Verbindungen der Formel I werden hergestellt,
indem man ein entsprechendes Tetradecapeptid oxy-
diert, wobei die beiden Sulfhydrylgruppen in eine Di-
sulfidbriicke iiberfilhrt werden.

Die neuen Verbindungen kdnnen zur Inhibierung
der Freisetzung von Wachstumshormonen und zur Ver-
minderung der Darmmotilitit verwendet werden.
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PATENTANSPRUCHE
1. Therapeutisch wirksame Verbindungen der Formel I

Y-Gly-L-Cyls-L-Lys-L—Asn-L-Phe-L-Phe-D-Trp-L-
Lys-L—Thr-L-Phe-L-Thr-L—SerfL-dys—OH

o

worin Y D-Val oder D-Ala bedeutet, und ihre pharmazeu-
tisch annehmbaren Sdureadditionssalze.

2. Als therapeutisch wirksame Verbindung nach
Anspruch 1

H-D-Ala-Gly-L-(l)ys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-

D-Trp—L-Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-L-Ser-L-C'ys-OH

und ihre pharmazeutisch annehmbaren Sdureadditionssalze.
3. Als therapeutisch wirksame Verbindung nach

Anspruch 1

H-D-Val-Gly—L-CIys-L-Lys-L-Asn-L-Phe—L—Phe-

D-Trp-L-Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-L-Ser-L-dys-OH

und ihre pharmazeutisch annehmbaren Sdureadditionssalze.
4. Verfahren zur Herstellung neuer, therapeutisch wirk-

samer Verbindungen der Formel

Y-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-D-Trp-L-
1

Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-L-Ser-L-Cys-OH @
worin Y D-Val oder D-Ala bedeﬁtet, oder von pharmazeu-
tisch annehmbaren Sdureadditionssalzen dieser Verbindun-
gen, dadurch gekennzeichnet, dass man ein entsprechendes
geradkettiges Tetradecapeptid der Formel

Y-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-D-Trp-

L-Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-L-Ser-L-Cys-OH, (II1)

worin Y weiter oben definiert ist, mit einem Oxidationsmittel
umsetzt und erhaltene Verbindungen gegebenenfalls in die
entsprechenden Salze iiberfiitirt.

Die Erfindung bezieht sich auf therapeutisch wirksame
Somatostatinanaloga der Formel

Y-Gly-L-Cys-L—Lys—L—Asn-L-Phe~L-Phe-D-Trp-L—
Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-L-Ser-L-Cys-OH

@

worin Y D-Val oder D-Ala bedeutet, und ihre pharmazeu-
tisch annehmbaren Sdureadditionssalze.

Somatostatin, das auch als die Somatotropinfreisetzung
inhibierender Faktor bekannt ist, ist ein Tetradecapeptid der
Formel

L-Ala—Gly-L-(llys-L-Lys-L-Asn—L-Phe-L-Phe-L-

Trp-L-Lys-L-Thr-L-Phe-L-’Ihr—L-Ser-L—dys-OH.

Dieses Tetradecapeptid wurde aus Schafhypothalamus-
extrakten isoliert, und seine Wirkung ist die einer In-
hibierung der Sekretion von Wachstumshormon (GH), das

auch als Somatotropin bekannt ist, vergleiche P. Brazeau,
W. Vale, R. Burgus, N. Ling, M. Butcher, J. Rivier und R.
Guillemin, Science, Bd. 179, S. 77 (1973).

Ausserdem ist iiber die als D-Trp®-Somatostatin bezeich-

5 nete Verbindung von Brown et al., Endocrinology, Bd. 98,
Nr. 2, S. 336-343 (1976) berichtet worden.

Die biologisch wirksamen Verbindungen der oben ange-
gebenen Formel I unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Struktur von der des Somatostatins durch das Vorhanden-

10 sein eines D-Tryptophanrestes in Stellung 8 anstelle eines L-
Tryptophanrestes und eines D-Valin- oder D-Alaninrestes in
Stellung 1 anstelle eines L-Alaninrestes. Der Einfachheit hal-
ber werden die Verbindungen der Formel I als D-Val?, D-
Trp8-Somatostatin und D-Ala!, D-Trp®-Somatostatin be-

15 zeichnet. ,

Das Verfahren zur Herstellung der neuen Verbindungen
der Formel I ist dadurch gekennzeichnet, dass man ein ent-
sprechendes geradkettiges Tetradecapeptid der Formel

20 Y-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-D-Trp-
L-Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-L-Ser-L-Cys-OH, (Im
worin Y weiter oben definiert ist, mit einem Oxidationsmittel
umsetzt. Erhaltene Verbindungen kdnnen in die entspre-

25 chenden Salze iiberfithrt werden.

Bei der Umsetzung werden die beiden Sulfhydrylgruppen
in eine Disulfidbriicke iiberfiithrt.

Die im erfindungsgeméssen Verfahren eingesetzten Ver-
bindungen der Formel III sind neu, und sie kénnen aus den

30 folgenden Verbindungen, die ebenfalls neu sind, erhalten
werden:

R-Y-Gly-L-Cys(R,)-L-Lys(R,)-L-Asn-L-Phe-L-Phe-D-
Trp(Rs)-

35 L-Lys(R,)-L-Thr(R;)-L-Phe-L-Thr(R;)-L-Ser(R,)-
L-Cys(R,)-X

In dieser Verbindung bedeuten:
Y D-Val oder D-Ala;

40 R Wasserstoff oder eine alpha-Aminoschutzgruppe,
R; Wasserstoff oder eine Thioschutzgruppe,
R, Wasserstoff oder eine epsilon-Aminoschutzgruppe,
R; und R, Wasserstoff oder eine Hydroxyschutzgruppe,
R Wasserstoff oder eine Formylgruppe und

4s X eine Hydroxylgruppe oder die Gruppe

. Harz
s

-O"CH = ‘./ (Y
2 \ /
® 9
in der «Harz» fiir Polystyrol steht,
wobei die einzelnen Reste R, Ry, R,, R;, R, und R;
Wasserstoff bedeuten, wenn X eine Hydroxylgruppe ist, und

® die Reste R, Ry, R,, R; und R, eine andere der oben ange-
gebenen Bedeutungen haben, wenn X fiir die Gruppe

Harz
60 /. K ¢
-O—CH2°- 0\ />¢

steht.

65 Pharmazeutisch annehmbare Siureadditionssalze sind
Salze mit organischen oder anorganischen Siuren, wie Salz-
sdure, Schwefelsdure, Sulfonsiure, Weinsdure, Fumarsiure,
Bromwasserstoffsdure, Glykolsdure, Citronensiure, Malein-



sdure, Phosphorséure, Bernsteinsdure, Essigsdure, Salpeter-
sdure, Benzoesdure, Ascorbinsiure, p-Toluolsulfonsiure,
Benzolsulfonsdure, Naphthalinsulfonsdure und Pro-
pionsdure. Die bevorzugten Sdureadditionssalze sind die mit
Essigsdure hergesteliten. Alle diese Salze kénnen nach {ibli-
chen Methoden erhalten werden.

Beispiele fiir Verbindungen der Formel II sind:

R-D-Val-Gly-L-Cys(R,)-L-Lys(R,)-L-Asn-L-Phe-L-Phe-D-
Trp(Rs)-

L-Lys(R,)-L-Thr(R;)-L-Phe-L-Thr(R ;)-L-Ser(R,)-L-
Cys(R,)-X

und

R-D-Ala-Gly-L-Cys(R;)-L-Lys(R,)-L-Asn-L-Phe-L-Phe-D-
Trp(Rs)-
L-Lys(R,)-L-Thr(R,)-L-Phe-L-Thr(R,)-L-Ser(R,-)-L-
Cys(R,)-X.

Zu weiteren bevorzugten Verbindungen der Formel IT
gehoren die folgenden:

H-D-Val-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-
L-Phe-D-Trp-L-Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-
L-Ser-L-Cys-OH;

H-D-Ala-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-
L-Phe-D-Trp-L-Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-L-
Ser-L-Cys-OH;

N-(BOC)-D-Val-Gly-L-(PMB)Cys-L-(CBzOC)-
Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-D-Trp-L-(CBzOC)-
Lys-L-(Bzl)Thr-L-Phe-L-(Bzl)Thr-L-

o="e /Harz
(Bzl)Ser-L-(PMB)Cys-O-CH,, - y.o

0——9 und

N-(BOC)-D-Ala-Gly-L-(PMB)Cys-L-(CBzOC)-
Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-D-Trp-L-(CBzOC)Lys-
L-(Bzl)Thr-L-Phe-L-(Bzl) Thr-L-(Bzl)Ser-L-

/o ::.o);}a rez
(PMB)Cys-O-CH, — . .
pr—

Die vorstehend zur Definition der Zwischenprodukte an-
gegebenen Formeln umfassen Schutzgruppen fiir Amino-,
Hydroxy- und Thio(sulfhydryl)-funktionen. Die Eigenschaft
einer wie hierin definierten Schutzgruppe ist eine zweifache:
Einmal verhindert die Schutzgruppe, dass eine in einem be-
stimmten Molekiil vorhandene reaktionsféhige Gruppe eine
Umwandlung erféhrt, wenn das Molekiil Bedingungen un-
terworfen wird, die eine Abspaltung der sonst reaktionsfihi-
gen Gruppe bewirken konnten. Zum anderen ist die Schutz-
gruppe von solcher Art, dass sie leicht unter Wiederherstel-
lung der urspriinglichen aktiven Gruppe entfernt werden
kann, und dies unter Bedingungen, die andere Teile des Mo-
lekiils nicht in Mitleidenschaft ziehen. Fiir diese Zwecke,
d.h. zum Schutz von Amino-, Hydroxyl- und Thiogruppen,
geeignete Gruppen sind allgemein bekannt, und Verfahren
zu ihrer Verwendung sind in der Literatur ausfiihrlich be-
schrieben. Ein Beispiel hierfiir ist Protective Groups in Or-
ganic Chemistry, J.F.W. McOmie, Herausgeber, Plenum
Press, New York, 1973.

In den vorstehenden Verbindungen der Formel I be-
deutet R entweder ein alpha-Aminowasserstoffatom oder
eine alpha-Aminoschutzgruppe. Die fiir R in Betracht kom-
menden alpha-Aminoschutzgruppen sind auf dem Peptid-
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gebiet allgemein bekannt, und viele davon sind in Kapitel 2
der oben angegebenen Literaturstelle aufgefiihrt. Beispiele
fiir solche Schutzgruppen sind: Benzyloxycarbonyl, p-Chlor-
benzyloxycarbonyl, p-Brombenzyloxycarbonyl, o-Chlor-

s benzyloxycarbonyl, 2,6-Dichlorbenzyloxycarbonyl, 2,4-Di-
chlorbenzyloxycarbonyl, o-Brombenzyloxycarbonyl, p-
Methoxybenzyloxycarbonyl, p-Nitrobenzyloxycarbonyl, t-
Butyloxycarbonyl (BOC), t-Amyloxycarbonyl, 2-(p-Bi-
phenylyl)-isopropyloxycarbonyl (BpOC), Adamantyloxycar-

10 bonyl, Isopropyloxycarbonyl, Cyclopentyloxycarbonyl,
Cyclohexyloxycarbonyl, Cycloheptyloxycarbonyl, Tri-
phenylmethyl (Trityl) und p-Toluolsulfonyl. Die bevorzugte
alpha-Aminoschutzgruppe ist t-Butyloxycarbonyl.

In Verbindungen der Formel II bedeutet R, entweder

15 das Wasserstoffatom der Sulfhydrylgruppe des Cysteins oder

die Schutzgruppe fiir den Sulfhydrylsubstituenten. Viele sol-

cher Schutzgruppen sind in Kapitel 7 der oben angegebenen

Literaturstelle beschrieben. Beispiele fiir geeignete Schutz-

gruppen dieser Art sind p-Methoxybenzyl, Benzyl, p-Tolyl,

Benzhydry!, Acetamidomethyl, Trityl, p-Nitrobenzyl, t-Bu-

tyl, Isobutyloxymethyl und die verschiedensten Trityl-

derivate. Beziiglich weiterer Gruppen wird beispielsweise auf

Houben-Weyl, Methoden der Organischen Chemie, «Syn-

these von Peptiden», Bd. 15/1 und 15/2 (1974), Stuttgart,

verwiesen. Die bevorzugte Sulfhydrylschutzgruppe ist p-

Methoxybenzyl.

In den genannten Verbindungen bedeutet R, Wasserstoff
an der epsilon-Aminofunktion des Lysinrestes oder eine ge-
eignete epsilon-Aminoschutzgruppe. Beispiele fiir solche
Schutzgruppen sind die oben in Verbindung mit der alpha-
Aminoschutzgruppe aufgefithrten. Typische Gruppen dieser
Art sind Benzyloxycarbonyl, t-Butyloxycarbonyl, t-Amyl-
oxycarbonyl, Cyclopentyloxycarbonyl, Adamantyloxy-
carbonyl, p-Methoxybenzyloxycarbonyl, p-Chlorbenzyloxy-
carbonyl, p-Brombenzyloxycarbonyl, o-Chlorbenzyloxy-
carbonyl, 2,6-Dichlorbenzyloxycarbonyl, 2,4-Dichlorbenzyl-
oxycarbonyl, o-Brombenzyloxycarbonyl, p-Nitrobenzyloxy-
carbonyl, Isopropyloxycarbonyl, Cyclohexyloxycarbonyl,
Cycloheptyloxycarbonyl und p-Toluolsuifonyl.

s  Ein bevorzugtes Verfahren zur Herstellung der im erfin-
dungsgemaissen Verfahren eingesetzten Verbindungen der
Formel III wird folgendermassen durchgefiihrt: zuerst spal-
tet man die alpha-Aminoschutzgruppe der terminalen Ami-
nosdure der Peptidkette periodisch.

ss  Die einzige Bedingung, die deshalb die epsilon-Amino-
schutzgruppe an dema Lysinrest zu erfiillen hat, ist die, dass
sie von solcher Art sein muss, dass sie unter den Bedingun-
gen, die zur selektiven Abspaltung der alpha-Aminoschutz-
gruppe angewandt werden, nicht abgespalten wird. Die ent-

so sprechende Wahl der alpha-Amino- und der epsilon-Amino-
schutzgruppen liegt im Rahmen des durchschnittlichen Wis-
sens und Konnens eines Peptidchemikers und hingt von den
Unterschieden im Grad der Abspaltbarkeit der einzelnen
Schutzgruppen ab. So sind Gruppen wie 2-(p-Biphenylyl)-

ss isopropyloxycarbonyl (BpOC) und Trityl sehr labil und kon-
nen schon in Gegenwart einer schwachen Sdure abgespalten
werden. Zur Abspaltung anderer Gruppen, wie t-Butyloxy-
carbonyl, t-Amyloxycarbonyl, Adamantyloxycarbonyl und
p-Methoxybenzyloxycarbonyl, ist eine méssig starke Sdure,

0 wie Chlorwasserstoffsdure, Trifluoressigsdure oder Bortri-
fluorid in Essigsdure, erforderlich. Noch stirker saure Be-
dingungen sind nétig, um andere Schutzgruppen, wie
Benzyloxycarbonyl, Halogenbenzyloxycarbonyl, p-Nitro-
benzyloxycarbonyl, Cycloalkyloxycarbonyl und Isopropyl-

¢s oxycarbonyl, abzuspalten. Die Abspaltung der letztgenann-
ten Gruppen erfordert drastisch saure Bedingungen, zum
Beispiel die Verwendung von Bromwasserstoffsiure, Fluor-
wasserstoffsiure oder Bortrifluotacetat in Trifluoressigsdure.

2

(=]

2

©w

3

<

3

v



634 040

Unter den stirker sauren Bedingungen werden selbstver-
stéindlich auch die labileren Gruppen abgespalten. Bei der
Wahl der einzelnen Aminoschutzgruppen muss daher be-
riicksichtigt werden, dass die Schutzgruppen an der alpha-
Aminofunktion in Verbindung mit den Spaltungsbedingun-
gen, die zur selektiven Entfernung allein der Schutzgruppe
an der alpha-Aminofunktion angewandt werden, labiler sind
als die epsilon-Aminoschutzgruppe. Deshalb ist R, vorzugs-
weise eine 0-Chlorbenzyloxycarbonyl- oder Cyclopentyloxy-
carbonylgruppe, und in Verbindung damit ist die alpha-
Aminoschutzgruppe der Wahl zur Verwendung in den ein-
zelnen Aminoséuren, die an die Peptidkette angereiht wer-
den, vorzugsweise die t-Butyloxycarbonylgruppe.

Die Gruppen R; und R, bedeuten Wasserstoff oder
Schutzgruppen fiir die alkoholische Hydroxylgruppe von
Threonin und Serin. Viele solcher Schutzgruppen sind in
Kapitel 3 der oben angegebenen Literaturstelle aufgefiihrt.
Einzelne Beispiele fiir solche Schutzgruppen sind Alkylgrup-
pen mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen, wie Methyl, Ethyl und t-
Butyl, Benzyl- und substituierte Benzylgruppen, wie p-Meth-
oxybenzyl, p-Nitrobenzyl, p-Chlorbenzyl und o-Chlor-
benzyl, Alkanoylgruppen mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen,
wie Formyl, Acetyl und Propionyl, und die Triphenyl-
methyl(Trityl)-gruppe. Wenn R, und R, Schutzgruppen
sind, dann ist die Schutzgruppe der Wahl in beiden Féllen
die Benzylgruppe.

Die Gruppe R bedeutet Wasserstoff oder eine Formyl-
gruppe, die eine Schutzgruppe fiir die >NR s—Gruppe des
Tryptophanrestes darstellt. Die Verwendung einer solchen
Schutzgruppe bleibt dem Belieben iiberlassen, weshalb R
genausogut Wasserstoff (N ungeschiitzt) wie die Formyl-
gruppe (N geschiitzt) sein kann.

Die Gruppe X steht am Carboxylende der
Tetradecapeptidkette und kann eine Hydroxylgruppe sein,
so dass sich eine freie Carboxylgruppe ergibt. X kann aber
auch den festen Harztriger darstellen, an den die terminale
Carboxylgruppe des Peptids wihrend seiner Synthese gebun-
den ist. Dieses feste Harz kann durch folgende Formel wie-
dergegeben werden:

o——s Harz
/X

>

[p—

-0-CH. --»

2N

In allen oben angegebenen Formeln steht R, R,, R, R,
und R; fiir Wasserstoff, wenn X eine Hydroxylgruppe be-
deutet. Wenn X dem festen Harztriger entspricht, dann sind
die Reste R, R;, R,, R; und R, Schutzgruppen.

Es werden folgende Abkiirzungen, von denen die meisten
allgemein bekannt sind und gemeinhin benutzt werden, ver-
wendet:

Ala — Alanin

Asn — Asparagin

Cys — Cystein

Gly — Glycin

Lys — Lysin

Phe — Phenylalanin

Ser — Serin

Thr — Threonin

Trp — Tryptophan

Val — Valin

DCC - N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid
DMF - N,N-Dimethylformamid
BOC - t-Butyloxycarbonyl
PMB - p-Methoxybenzyl

CBzOC - o-Chlorbenzyloxycarbonyl

4
CPOC - Cyclopentyloxycarbonyl
Bzl ~ Benzyl
For — Formyl
BpOC -~ 2-(p-Biphenylyl)-isopropyloxycarbonyl

5 Die Wahl der bei der Herstellung der Verbindungen der
Formel III zu verwendenden Schutzgruppen gehért zwar
zum Durchschnittswissen jedes synthetisch arbeitenden
Peptidchemikers, doch soll noch einmal darauf hingewiesen -
werden, dass sich die Wahl der Schutzgruppen nach den ein-

10 zelnen aufeinanderfolgenden Reaktionen, die durchgefiihrt
werden milssen, richtet. So muss die Schutzgruppe der Wahl
eine Gruppe sein, die gegeniiber den bei der nachfolgenden
Stufe-der Reaktionsfolge angewandten Reagenzien und Be-
dingungen stabil ist. Beispielsweise muss, wie bereits oben

15 bis zu einem gewissen Grad erdrtert, die jeweils verwendete
Schutzgruppe so beschaffen sein, dass sie unter den Bedin-
gungen intakt bleibt, die bei der Abspaltung der alpha-
Aminoschutzgruppe des terminalen Aminosiurerestes des
Peptidfragments zur Vorbereitung der Ankniipfung des

20 nichstfolgenden Aminosiurefragments an die Peptidkette
angewandt werden. Bei der Auswahl der Schutzgruppe ist
ferner zu beriicksichtigen, dass sie wihrend des Aufbaus der
Peptidkette intakt bleiben muss und sich nach Abschluss der
Synthese des gewiinschien Tetradecapeptids leicht entfernen

25 ldsst. Alle diese Forderungen sind aber dem durchschnittli-

chen Peptidchemiker vertraut und geliufig.

Wie aus dem bereits Gesagten klargeworden sein diirfte,
stellt man die Verbindungen der Formel II vorzugsweise
durch Festphasensynthese her.

Diese Synthese besteht zum Beispiel aus einem stufen-
weisen Aufbau der Peptidkette, der am C-terminalen Ende
der Peptidkette beginnt. Zunichst kann Cystein durch Um-
setzung von aminogeschiitztem, S-geschiitztem Cystein mit
einem chlormethylierten Harz oder einem Hydroxymethyl-
35 harz mit seiner Carboxylfunktion mit dem Harz verkniipft

werden. Die Herstellung eines Hydroxymethylharzes ist von
Bodansky et al., Chem. Ind. (London), Bd. 38, S. 1597-98
(1966) beschrieben. Das chlormethylierte Harz ist im Handel
erhéltlich (Lab Systems, Inc., San Mateo, California,

2 V.St.A)).

Zur Verkniipfung des C-terminalen Cysteins mit dem
Harz kann das geschiitzte Cystein zunichst in sein Cisium-
salz ibergefiihrt werden. Dieses Salz wird dann gewShnlich
nach der Methode von B.F. Gisin, Helv. Chim. Acta,

a5 Bd. 56, S. 1476 (1973) umgesetzt. Das Cystein kann aber
auch durch Aktivierung einer Carboxylfunktion nach be-
kannten Arbeitsweisen mit dem Harz verkniipft werden. Bei-
spielsweise kann man das Cystein in Gegenwart einer die
Carboxylgruppe aktivierenden Verbindungen, wie N,N’-Di-

so cyclohexylcarbodiimid (DCC), mit dem Harz umsetzen. Die
weiteren Umsetzungen verlaufen bevorzugt folgendermas-
sen: :

- Nach Verbinden des Cysteins mit freier Carboxylgruppe
mit dem Harztriger besteht der iibrige Anteil des Aufbaus

ss des Peptids in der stufenweisen Anreihung jeder Aminosiure
an den N-terminalen Teil der Peptidkette. Diese Anfiigung
einer Aminosdure erfordert eine Abspaltung der alpha-Ami-
noschutzgruppe von der Aminosiure, die den N-terminalen
Teil des Peptidfragments darstellt, und danach das Ankniip-

6o fen des nichstfolgenden Aminosiurerestes an die freie und
reaktionsfihige N-terminale Aminosdure. Die Abspaltung
der alpha-Aminoschutzgruppe erfolgt in Gegenwart einer
Séure, wie Bromwasserstoffsdure, Chlorwasserstoffsiure,
Trifluoressigsdure, p-Toluolsulfonsiure, Benzolsulfonsiure,

¢s Naphthalinsulfonsdure oder Essigsiure, unter Bildung des
entsprechenden Sdureadditionssalzes. Bei einer anderen be-
kannten Methode zur Abspaltung der Aminoschutzgruppe
wird Bortrifluorid verwendet. Beispiclsweise wird durch Bor-

30



trifluorid-diethyletherat in Eisessig das aminogeschiitzte
Peptidfragment in einen BF;-K omplex iibergefiihrt, der

dann durch Behandlung mit einer Base, wie wiissrigem
Kaliumbicarbonat, in das entblockierte Peptidfragment um-
gewandelt werden kann. Jede dieser Methoden kann ange- s
wandt werden, solange man darauf achtet, dass so gearbeitet
wird, dass die Abspaltung der N-terminalen alpha-Amino-
schutzgruppe die anderen an der Peptidkette vorliegenden
Schutzgruppen nicht in Mitleidenschaft zieht. Zu diesem
Zweck ist es bevorzugt, die Abspaltung der N-terminalen
Schutzgruppe mittels Trifluoressigsdure zu bewirken. Im all-
gemeinen wird die Abspaltung bei einer Temperatur von
etwa 0 °C bis Zimmertemperatur durchgefiihrt.

Das nach der Abspaltung am N-Ende erhaltene Produkt
liegt gewShnlich in Form eines Sdureadditionssalzes mit der
Séure vor, die zum Abspalten der Schutzgruppe verwendet
wurde. Das Produkt kann dann durch Umsetzung mit einer
schwachen Base, zum Beispiel einem tertidren Amin, wie Py-
ridin oder Triethylamin, in die freie terminale Amino-
verbindung tibergefiihrt werden. 2

Die Peptidkette ist dann in dem Zustand, in dem sie mit
der nichstfolgenden Aminosiure umgesetzt werden kann.
Dies kann nach jeder der verschiedenen bekannten Arbeits-
weisen geschehen. Zur Anlagerung der nichstfolgenden
Aminosdure an die N-terminale Peptidkette wird eine Ami-
nosiure verwendet, die eine freie Carboxylgruppe aufweist,
aber an der alpha-Aminofunktion sowie an etwa vorhan-
denen anderen aktiven Stellen geschiitzt ist. Die Aminosdure
wird Bedingungen unterworfen, die die Carboxylfunktion
fiir die Anlagerungsreaktion aktivieren. Eine solche Aktivie-
rungsmassnahme, die bei der Synthese angewandt werden
kann, besteht in der Uberfithrung der Aminoséure in ein ge-
mischtes Anhydrid. Die freie Carboxylfunktion der Amino-
sdure wird durch Umsetzung mit einer anderen Séure, zum
Beispiel einer Carbonsiure, zum Beispiel in Form ihres
Séurechlorids, aktiviert. Beispiele fiir solche Siurechloride,
die zur Ausbildung des gemischten Anhydrids verwendet
werden konnen, sind Chlorameisensiureethylester, Chlor-
ameisensdurephenylester, Chlorameisensiure-sec.-butyl-
ester, Chlorameisensiureisobutylester und Pivaloylchlorid.

Eine andere bevorzugte Methode der Aktivierung der
Carboxylfunktion der Aminosiure fiir die Anlagerung ist die
der Uberfithrung der Aminosiure in ein aktiviertes Ester-
derivat. Beispiele fiir solche aktiven Ester sind ein 2,4,5-Tri-
chlorphenylester, Pentachlorphenylester, p-Nitrophenylester
und ein mit 1-Hydroxybenztriazol oder N-Hy-
droxysuccinimid gebildeter Ester. Eine weitere bevorzugte
Methode zur Verkniipfung der C-terminalen Aminosiure
mit dem Peptidfragment besteht darin, dass die Anlage-
rungsreaktion in Gegenwart wenigstens einer Aquimolaren
Menge N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) durchgefiihrt
wird. Die letztgenannte Methode wird fiir die Herstellung
des Tetradecapeptids der Formel II, worin X

10

15

o

25

30

35

40

45

50

Harz
O anvn 55

4
~0-CH_-#
2 \o:_—.t/
bedeutet, bevorzugt. .

Wenn dann die gewiinschte Aminosiuresequenz vorliegt,
kann das Peptid von dem Harztriger entfernt werden. Hier-
zu wird zum Beispiel das geschiitzte Harztriiger-Tetradeca-
peptid mit Fluorwasserstoff behandelt. Dadurch wird das
Peptid von dem Harz abgeldst. Ausserdem konnen dadurch
jedoch alle noch vorhandenen Schutzgruppen an den reak-
tionsfdhigen Stellen der Peptidkette sowie die alpha-Amino-
schutzgruppe an-der N-terminalen Aminoséure abgespalten
werden. Bei vorzugweiser Verwendung von Fluorwasserstoff
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zur Abspaltung des Peptids von dem Harz sowie zur Entfer-,
nung der Schutzgruppen ist es bevorzugt, die Reaktion in
Gegenwart von Anisol durchzufiihren. Es hat sich gezeigt,
dass die Gegenwart von Anisol die mogliche Alkylierung be-
stimmter in der Peptidkette vorliegender Aminosiurereste
inhibiert. Ausserdem ist es bevorzugt, die Spaltung in Ge-
genwart von Ethylmercaptan durchzufiihren. Das Ethylmer-
captan dient zum Schutz des Indolrings des Trypto-
phanrestes und erleichtert ausserdem die Uberfiithrung der
geschiitzten Cysteinreste in ihre Thiolformen. Falls R eine
Formylgruppe ist, fordert die Gegenwart von Ethyl-
mercaptan ausserdem die Abspaltung der Formylgruppe
durch Fluorwasserstoff,

Das nach der Abspaltungsreaktion erhaltene Produkt ist
ein geradkettiges Peptid mit 14 Aminosdureresten. Zur Er-
zielung der Verbindung der Formel I muss das geradkettige
Tetradecapeptid Bedingungen unterworfen werden, die zu
seiner Oxidation fiihren, indem die beiden im Molekiil vor-
handenen Sulfhydrylgruppen, je eine an den Cys-
teinylanteilen, in eine Disulfidbriicke iiberfithrt werden. Dies
kann durch Behandlung einer verdiinnten Lésung des linea-
ren Tetradecapeptids mit einem Oxidationsmittel, zum Bei-
spiel Jod oder Kaliumferricyanid, erreicht werden. Auch
Luft kann als Oxidationsmittel verwendet werden. Dabei
liegt der pH-Wert der Mischung im allgemeinen zwischen
etwa 2,5 und 9,0 und vorzugsweise zwischen 6,2 und 7,2.
Wenn Luft als Oxidationsmittel verwendet wird, ist die Kon-
zentration der Peptidlosung im allgemeinen nicht hoher als
etwa 0,4 mg Peptid/m! Ldsung und liegt vorzugsweise bei
etwa 20 pg/ml.

Die Verbindungen der Formel I kénnen warmbliitigen
Séugern, einschliesslich Menschen, verabreicht werden und
eignen sich besonders gut zur Entspannung der glatten Mus-
kulatur. Insbesondere der Gastrointestinaltrakt kann durch
parenterale Verabreichung kleiner Mengen dieser Verbin-
dungen und vorzugsweise von D-Vall, D-Trp8-Somatostatin
entspannt werden. Diese Wirkung, die zu einer Verringerung
der Darmmotilitét fithrt, ist bei der hypotonischen Gastroin-
testinal-Radiographie besonders erwiinscht. Ausserdem eig-
nen sich diese Verbindungen fiir die Behandlung von spasti-
schem Colon, Pylorospasmen und anderen spastischen Zu-
stinden des Gastrointestinaltrakts sowie von Ureter- und
Gallenkoliken.

Zur Erzielung einer Entspannung der glatten Muskulatur
werden diese Verbindungen gewdhnlich in einer Dosis von
etwa 0,1 bis 3 pg/kg Korpergewicht und vorzugsweise von
etwa 0,3 bis 1,5 pg/kg Korpergewicht des Empfingers verab-
reicht. Die Verabreichung erfolgt parenteral und kann in-
tramuskuldr, subkutan oder intravends sein. Vorzugsweise
werden die Verbindungen intravends oder intramuskulir
verabreicht.

Fiir die parenterale Verabreichung werden im allge-
meinen fliissige Dosierungseinheitsformen unter Verwen-
dung der Verbindung mit einem pharmazeutischen Triger,
wie isotonische Salzlosung, isotonisches Glycin, Lactose,
Mannit, verdiinnte Essigsdure, bacteriostatisches Wasser,
zum Beispiel Wasser, das etwa 1% Benzylalkohol enthilt,
und Phosphatpufferlosungen oder mit anderen geeigneten
Kombinationen von herkémmlichen Trigern hergestellt.
Das Verhiltnis von Triger zu Wirkstoff liegt, bezogen auf
das Gewicht, im allgemeinen zwischen 25: 1 und 1000 : 1.

Die Verbindung kann je nach Triger und Konzentration
in einem geeigneten sterilen Mittel, vorzugsweise Wasser,
suspendiert oder gelost werden, Zur Herstellung von Losun-
gen konnen Verbindung und Triger in dem gewihlten Mit-
tel gelost werden, die Losung wird zum Beispiel filtriert und
in eine Phiole oder Ampulie eingefiillt, die verschlossen wird.
Es ist von Vorteil, Hilfsstoffe, zum Beispiel ein Lokalanis-
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thetikum, ein Konservierungsmittel oder ein Puffermittel,
zusdtzlich aufzuldsen. Zur Erhdhung der Stabilitit kann die
Verbindung zusammen mit dem Tréger in Wasser geldst und
die wéssrige Lsung in einer Phiole lyophilisiert werden. Der
trockene lyophilisierte Feststoff wird dann gew6hnlich in der
Phiole eingeschlossen, und zur Wiederherstellung des Pripa-
rats vor seiner Verwendung wird eine Phiole mit dem L6-
sungsmittel mitgeliefert. Parenterale Suspensionen kénnen
praktisch auf die gleiche Weise hergestellt werden, wobei je-
doch der Wirkstoff in dem Mittel suspendiert und nicht ge-
16st ist.

Die Verbindungen der Formel I weisen eine weitere
Wirksamkeit, wenn auch nicht unbedingt in dquivalentem
Masse, auf, sie inhibieren die Freisetzung von Wachstums-
hormon. Diese inhibitorische Wirkung ist in den Féllen von
Vorteil, in denen das behandelte Lebewesen wegen einer
iiberméssigen Sekretion von Somatotropin einer therapeuti-
schen Behandlung bedarf; eine derartige Sekretion ist mit
krankhaften Zustinden, zum Beispiel juvenilem Diabetes
und Acromegalie, verbunden. Ferner zeigen diese Verbin-
dungen andere physiologische Wirkungen, zum Beispiel eine
Inhibierung der Magenséduresekretion, was sie fiir die Ulcer-
behandlung geeignet macht, die Inhibierung von exokriner
Pankreassekretion, was sie fiir die Behandlung von Pan-
kreatitis geeignet macht, und die Inhibierung der Sekretion
von Insulin und Glucagon. Die Verbindungen konnen in be-
liebiger Weise verabreicht werden, zum Beispiel oral, sublin-

gual, subkutan, intramuskulér und intravends. Fiir die sub- -

linguale oder orale Verabreichung liegt die Dosis vorzugs-
weise zwischen etwa 1 und 100 mg/kg K 6rpergewicht. Die
intravendsen, subkutanen oder intramuskuldren Dosen lie-
gen im allgemeinen zwischen etwa 1 ug und 1 mg/kg Korper-
gewicht und vorzugsweise zwischen etwa 50 und 100 pg/kg
Korpergewicht. Es ist offensichtlich, dass die Dosierung in-
nerhalb eines weiten Bereichs schwankt, weil sie sich nach
dem jeweils zu behandelnden Zustand und seinem Schwere-
grad zu richten hat.

Die Verbindungen der Forme! I kénnen auch in Form
von Tabletten oder Kapseln, die noch einen pharmazeuti-
schen Trager enthalten, verabreicht werden. So kénnen iner-
te Verdiinnungsmittel oder Triger, zum Beispiel
Magnesiumcarbonat oder Lactose, zusammen mit her-
kémmlichen Zerfallmitteln, wie Maisstirke und Alginsdure,
und Gleitmitteln, wie Magnesiumstearat, verwendet werden.
Die Menge an Tréger oder Verdiinnungsmittel macht im all-
gemeinen 5 bis 95% und vorzugsweise 50 bis 85% der fer-
tigen Zubereitung aus. Aromagebende Stoffe konnen gleich-
falls mitverwendet werden und fithren dazu, dass das fertige
Préparat fiir die Verabreichung geschmacklich verbessert
wird.

Sollen die Verbindungen der Formel I parenteral verab-
reicht werden, dann eignen sich als Triger unter anderen die
gleichen, wie sie oben in Verbindung mit der Verwendung
dieser Verbindungen zur Entspannung der glatten Muskula-
tur beschrieben wurden.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter
erldutert.

Priparat 1
N-t-Butyloxycarbonyl-S-p-methoxybenzyl-L-cysteinyl-
methyliertes Polystyrolharz

Zu 1000 ml N,N-Dimethylformamid (DMF), die das Cé-
siumsalz von N-t-Butyloxycarbonyl-(S-p-methoxybenzyl)-
cystein (hergestellt aus 17,5 g der freien Sdure) enthalten,
werden 100 g chlormethyliertes Polystyrolharz (Lab Sy-
stems, Inc., 0,75 mMol Cl/g) gegeben. Die Mischung wird 5
Tage bei Zimmertemperatur geriihrt. Dann wird das Harz
abfiltriert und dreimal abwechselnd mit einer Mischung aus

85% DMTF und 15% Wasser und mit DMF und anschiies-
send zweimal mit DMF gewaschen. Eine Suspension des
Harzes in 1000 ml DMF wird mit einer Losung von 16 g
(83,4 mMol) Césiumacetat versetzt. Die Mischung wird 9
s Tage bei Zimmertemperatur gerithrt. Danach wird das Harz
abfiltriert und abwechselnd jeweils dreimal mit einer Mi-
schung aus 85% DMF und 15% Wasser und mit DMF ge-
waschen. Das Harz wird mit CHCl; gewaschen und dann
viermal in einem Scheidetrichter in CHCl, suspendiert, wo-
bei die Fliissigkeit zur Entfernung von Feinteilen jedesmal
abgezogen wird. Das Harz wird abfiltriert, mit 95%igem Et-
hanol und dann abwechselnd jeweils dreimal mit Benzol und
95%igem Ethanol gewaschen. Durch Trocknen des Harzes
im Vakuum bei 30 °C werden 115,3 g des in der Uberschrift
genannten Produkts erhalten. Die Aminosdureanalyse ergibt
0,254 mMol Cys/g Harz. Das Cystein wird als Cysteinsiure
nach einer Sdurehydrolyse bestimmt, die unter Verwendung
einer 1 : 1-Mischung aus Dioxan und konzentrierter Salz-
sdure, wozu eine kleine Menge Dimethylsulfoxid gegeben
20 worden ist, durchgefiihrt wird.
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Préparat 2
N-t-Butyloxycarbonyl-D-valyl-glycyl-L-(S-p-methoxy-
benzyl)- cysteinyl-L-(Ne-o-chlorbenzyloxycarbonyl)-lysyl-
L-asparagi- nyl-L-phenylalanyl-L-phenylalanyl-D-trypto
phyl- L-(Ne-o-chlorbenzyloxycarbonyl)-lysyl-L-(O-benzyl)-
threonyl-L-phenylalanyl-L-(O-benzyl)-treonyl-L-(O-
benzyl)-seryl- L-(S-p-methoxybenzyl)-cysteinylmethyliertes
Polystyrolharz

5,0 g des nach Préparat 1 erhaltenen Produkts werden in
das Reaktionsgeféss eines automatischen Peptid-
synthesegerits, Beckman 990, gegeben und zwolf der tibri-
gen dreizehn Aminoséuren werden unter Verwendung des
automatischen Synthesegerits angefiigt. Das gebildete ge-

35 schiitzte Tridecapeptidharz wird in zwei gleiche Anteile auf-
geteilt, und in einen dieser Anteile wird der abschliessende
Rest eingefiihrt. Die verwendeten Aminosiuren sowie die

_ Reihenfolge ihrer Verwendung sind wie folgt: (1) N-t-Butyl-
oxycarbonyl-(O-benzyl)-L-serin; (2) N-t-Butyloxycarbonyl-

a0 (O-benzyl)-L-threonin; (3) N-t-Butyloxycarbonal-L-phenyl-

alanin; (4) N-t-Butyloxycarbonyl-(O-benzyl)-L-threonin; (5)

Neleha.t Butyloxycarbonyl-Ne-o-chlorbenzyloxycarbonyl-L-
lysin; (6) N**#ha_t-Butyloxycarbonyl-D-tryptophan; (7) N-t-
Butyloxycarbonyl-L-phenylalanin; (8) N-t-Butyloxycarbo-

45 nyl-L-phenylalanin; (9) N-t-Butyloxycarbonyl-L-asparagin-
p-nitrophenylester; (10) N##b2_t-Butyloxycarbonyl-Ne-o-
chlorbenzyloxycarbonyl-L-lysin; (11) N-t-Butyloxycarbonyl-
(S-p-methoxybenzyl)-L-cystein; (12) N-t-Butyloxycarbonyl-
glycin und (13) N-t-Butyloxycarbonyl-D-valin. Die Reihen-

so folge von Schutzgruppenentfernung, Neutralisation, An-
kniipfung und erneute Ankniipfung fiir die Einfithrung jeder
einzelnen Aminoséure in das Peptid ist wie folgt: (1) Drei
Wiischen von jeweils 3 Minuten mit Chloroform (10 ml/g
Harz); (2) Entfernung der BOC-Gruppe durch zwei Behand-

55 lungen von jeweils 20 Minuten mit jeweils 10 ml/g Harz einer
Mischung aus 29% Trifluoressigsdure, 48% Chloroform,
6% Triethylsilan und 17% Methylenchlorid; (3) zwei Wi-
schen von jeweils 3 Minuten mit Chioroform (10 mi/g Harz);
(4) eine. Wische von 3 Minuten mit Methylenchlorid (10 ml/

60 g Harz); (5) drei Wischen von jeweils 3 Minuten mit einer
Mischung aus 90% t-Butylalkohol und 10% t-Amylalkohol
(10 ml/g Harz); (6) drei Wischen von je 3 Minuten mit
Methylenchlorid (10 ml/g Harz); (7) Neutralisation durch
drei Behandlungen von je 3 Minuten mit 3% Triethylamin in

6s Methylenchlorid (10 ml/g Harz); (8) drei Wéschen von je-
weils 3 Minuten mit Methylenchlorid (10 ml/g Harz); (9)
drei Wischen von jeweils 3 Minuten mit einer Mischung aus
90% t-Butylalkohol und 10% t-Amylalkohol (10 ml/g
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Harz); (10) drei Wischen von jeweils 3 Minuten mit Me-
thylenchlorid (10 ml/g Harz); (11) Zugabe von 1,0 mMol/g
Harz der geschiitzten Aminosédure und 1,0 mMol/g Harz
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in 10 ml/g Harz Me-
thylenchlorid mit anschliessendem Vermischen wihrend 120
Minuten; (12) drei Wéschen von jeweils 3 Minuten mit
Methylenchlorid (10 ml/g Harz); (13) drei Wéschen von je 3
Minuten mit einer Mischung aus 90% t-Butylalkohol und
10% t-Amylalkohol (10 ml/g Harz); (14) drei Wéschen von
jeweils 3 Minuten mit Methylenchlorid (10 mi/g Harz); (15)
Neutralisation durch drei Behandlungen von je 3 Minuten
mit 3% Triethylamin in Methylenchlorid (10 mi/g Harz);
(16) drei Wischen von je 3 Minuten mit Methylenchlorid
(10 ml/g Harz); (17) drei Wéschen von je 3 Minuten mit ei-
ner Mischung aus 90% t-Butylalkohol und 10% t-Amylal-
kohol (10 ml/g Harz); (18) drei Wéschen von je 3 Minuten
mit Methylenchlorid (10 ml/g Harz); (19) drei Wischen von
je 3 Minuten mit DMF (10 ml/g Harz); (20) Zugabe von

1,0 mMol/g Harz der geschiitzten Aminosdure und

1,0 mMol/g Harz N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in
10 ml/g Harz einer 1 : 1-Mischung aus DMF und Methylen-
chlorid mit anschliessendem Vermischen wiahrend 120 Minu-
ten; (21) drei Wéschen von je 3 Minuten mit DMF (10 mi/g
Harz); (22) drei Wiéschen von je 3 Minuten mit Methylen-
chlorid (10 ml/g Harz); (23) drei Wischen von je 3 Minuten
mit einer Mischung aus 90% t-Butylalkohol und 10% t-
Amylalkohol (10 ml/g Harz); (24) drei Wischen von je 3 Mi-
nuten mit Methylenchlorid (10 ml/g Harz); (25) Neutralisa-
tion durch drei Behandlungen von je 3 Minuten mit 3% Tri-
ethylamin in Methylenchlorid (10 ml/g Harz); (26) drei Wi-
schen von je 3 Minuten mit Methylenchlorid (10 ml/g Harz);
(27) drei Wischen von je 3 Minuten mit einer Mischung aus
90% t-Butylalkohol und 10% t-Amylalkohol (10 ml/g
Harz); und (28) drei Wéschen von je 3 Minuten mit Me-
thylenchlorid (10 ml/g Harz).

Die obige Behandlungsfolge wird zur Anreihung jeder
einzelnen Aminosidure mit Ausnahme der Glycin- und As-
paraginreste angewandt. Die Anreihung des Glycins erfolgt
unter Anwendung nur der Stufen 1 bis 18. Der As-
paraginrest wird iiber seinen aktiven p-Nitrophenylester ein-
gefiihrt. Hierzu wird die obige Stufe (11) zu der folgenden
dreistufigen Reihenfolge abgewandelt: (a) drei Wéschen von
je 3 Minuten mit DMF (10 ml/g Harz); (b) Zugabe von
1,0 mMol/g Harz des p-Nitrophenylesters von N-t-Butyl-
oxycarbonyl-L-asparagin in 10 ml/g Harz einer 1 : 3-Mi-
schung aus DMF und Methylenchlorid mit anschliessendem
Vermischen wihrend 720 Minuten; und (c) drei Wéschen
von je 3 Minuten mit DMF (10 ml/g Harz). Auch die obige
Stufe (20) wird durch die Verwendung des p-Nitrophenyl-
esters von N-t-Butyloxycarbonyl-L-asparagin in einer 3 : 1-
Mischung aus DMF und Methylenchlorid mit anschliessen-
dem Vermischen wéhrend 720 Minuten abgewandelt.

Das fertige Peptidharz wird im Vakuum getrocknet. Das
Produkt wird durch 72stiindiges Sieden unter Riickfluss in
einer 1 : 1-Mischung aus konzentrierter Salzsdure und Dio-
xan hydrolysiert. Die Aminosiureanalyse des erhaltenen
Produkts ergibt unter Verwendung von Lysin als Standard
folgende Werte: Asn, 1,00; 2Thr, 2,18; Ser, 0,95; Gly, 1,00;
Val, 0,99; 3Phe, 3,45; 2Lys, 2,00.

Préparat 3
D-Valyl-glycyl-L-cysteinyl-L-lysyl-L-asparaginyl-
L-phenylalanyl-L-phenylalanyl-D-tryptophyl-L-lysyl-L-
threonyl-
L-phenylalanyl-L-threonyl-L-seryl-L-cystein
Zu einer Mischung aus 7,2 ml Anisol und 7,2 ml Ethyl-
mercaptan werden 3,914 g (bei einem Substitutionswert von
0,155 mMol/g) des geschiitzten Tetradecapeptidharzes von
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Priparat 2 gegeben. Die Mischung wird in fliissigem Stick-
stoff gekiihlt und durch Destillation mit 80 ml flilssigem
Fluorwasserstoff versetzt. Die erhaltene Mischung wird sich
auf 0 °C erwdrmen gelassen und 2 Stunden geriihrt. Der
s Fluorwasserstoff wird durch Destillation entfernt. Die zu-~
riickbleibende Mischung wird mit Ether versetzt und auf
0°C abgekiihlt. Der gebildete Feststoff wird abfiltriert und
mit Ether gewaschen. Das Produkt wird getrocknet, und das
von Schutzgruppen befreite Tetradecapeptid wird unter Ver-
wendung von Im Essigsdure und 50%iger Essigsdure aus der
Harzmischung extrahiert. Die Essigsdurelosung wird sofort
im Dunkeln gefriergetrocknet. Der so erhaltene schwach-
gelbliche Feststoff wird in einer Mischung aus 10 ml ent-
gaster 0,2m Essigsdure und 4 ml Eisessig suspendiert. Die
Suspension wird mit 6 ml 50%iger Essigsiure gelinde er-
wirmt, bis eine klare gelbe Losung gebildet ist, die auf eine
Sdule aus Sephadex G-25 F aufgebracht wird. Die Einzel-
heiten der Chromatographie sind wie folgt: Losungsmittel,
entgaste 0,2m Essigsdure; Sdulengrosse 7,5 x 150 cm; Tem-
peratur 26 °C; Stromungsgeschwindigkeit 1670 ml/Stunde;
Fraktionsvolumen 25,05 ml.

Die Absorption jeder Fraktion bei 280 my wird gegen
die Fraktionsnummer aufgetragen, und es ergibt sich ein
grosser breiter Hochstwertbereich mit einer anschliessenden
Schulter. Der grosste Teil des Hochstwertbereichs entspricht
aufgrund der UV-Spektroskopie dem Produkt. Diejenigen
Fraktionen, die vereinigt werden, und ihre Austrittsvolumi-
na sind wie folgt:

Fraktionen 207 bis 233 (5160 bis 5837 ml,

Spitze = 5515 ml).

Diese Fraktionenvereinigung umfasst nicht die Schuiter
an der Riickseite. Die UV-Spektroskopie zeigt das Vorhan-
densein von 470 mg Produkt. (Ausbeute = 46,4%). Eine
Ellman-Titration einer Probe zeigt einen Gehalt an freiem
Sulfhydryl von 95% der Theorie.
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Beispiel 1
Oxidation zu D-Val!, D-Trp8-Somatostatin
677 ml der nach Priparat 3 erhaltenen Losung des redu-
zierten D-Val!, D-Trp2-Somatostatins werden mit destillier-
tem Wasser auf eine Konzentration von 50 pg/ml verdiinnt.
Der pH-Wert der Mischung wird mit konzentriertem
Ammoniumhydroxid auf 6,7 eingestellt. Die Losung wird 64
Stunden im Dunkeln bei 4 °C geriihrt, wonach eine Ellman-
Titration anzeigt, dass die Oxidation beendet ist.
Die Mischung wird im Vakuum auf ein Volumen von
45 ml eingeengt und mit 45 ml Eisessig versetzt. Danach
wird die Mischung an einer Siule aus Sephadex G-25 F ent-
salzt. Die Einzelheiten der Chromatographie sind folgende:
Losungsmittel, entgaste 50%ige Essigsdure, Sdulengrosse
5,0 x 215 cm, Temperatur 26 °C, Stromungsgeschwindigkeit
148 ml/Stunde, Fraktionsvolumen 17,3 mi.
Die Absorption jeder Fraktion bei 280 mp wird gegen
die Fraktionsnummer aufgetragen, wodurch zwei grosse
Spitzen erhalten werden. Die erste Spitze entspricht den ag-
gregierten Formen des Produkts, und die zweite Spitze ent-
spricht monomerem Produkt. Das der zweiten Spitze ent-
sprechende Material wird vereinigt (Fraktionen 116 bis 155,
2000 bis 2685 ml). Die UV-Spektroskopie zeigt an, dass in
g0 der Probe 279 mg Produkt enthalten sind
(Ausbeute = 59,4%). Die Losung wird im Dunklen gefrier-
getrocknet.
Der so erhaltene weisse Feststoff wird in zwei ungefihr

gleichen Teilen erneut chromatographiert. Der erste Teil

65 wird in 25 ml entgaster 50%iger Essigsdure geldst und an ei-
ner Sdule aus Sephadex G-25 F adsorbiert. Einzelheiten der
Chromatographie: Losungsmittel, entgaste 50%ige Essig-
sdure; Sdulengrdsse 5,0 x 215 cm; Temperatur 26 °C; Stro-
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mungsgeschwindigkeit 148 ml/Stunde; Fraktionsvolumen
17,3 ml

Das Auftragen der Absorption jeder Fraktion bei
280 mp gegen die Fraktionsnummer ergibt zwei grosse Spit-
zen. Es wird ein iiblicher Schnitt der zweiten Spitze vorge-
nommen. Die Fraktionen 119 bis 125 (Austrittsvolumina
2128 bis 2256 ml) werden vereinigt. Die UV-Spektroskopie .
zeigt die Gegenwart von 65,3 mg Produkt in dieser Probe.
Das gewiinschte Produkt wird durch Gefriertrocknung der

.Lésung im Dunkeln erreicht.

Der zweite Teil wird genauso wie der erste erneut chro-
matographiert, wobei vergleichbare Ergebnisse erhalten wer-
den. Die beiden guten Produkte werden vereinigt und erge-
ben zusammen nach der UV-Spektroskopie 126 mg (45,2%
gereinigtes Produkt). Das vereinigte Produkt wird in 15 mt
entgaster 0,2m Essigsdure gelost und auf eine Siule aus Se-
phadex G-25 F aufgegeben. Einzelheiten der Chromato-
graphie: Losungsmittel entgaste 0,2m Essigsiure; Siulen-
grésse 5,0 x 150 cm; Temperatur 26 °C; Stromungsgeschwin-
digkeit 466 ml/Stunde; Fraktionsvolumen 16,3 ml.

Durch Auftragen der Absorption jeder Fraktion bei
280 mp gegen die Fraktionsnummer wird ein grosser
Hochstwertbereich erhalten. Die UV-Spektroskopie ergibt,
dass der grosste Teil des Hochstwertbereichs aus ausgezeich-
netem Produkt besteht. Die Fraktionen 160 bis 180 (2592 bis
2934 ml, Spitze = 2685 ml) werden vereinigt und im Dun-
keln gefriergetrocknet. Die UV-Spektroskopie ergibt die Ge-
genwart von 90,4 mg Produkt (Ausbeute 71,7%).

Optische Drehung [alpha]p?% = —56,1° (1% Essig-
sdure).

Aminosiureanalyse: Val, 1,0; Gly, 0,97; 2Cys, 1,62; 2Lys,
2,00; Asn, 1,01; 3Phe, 2,87; Trp, 1,02; 2Thr, 1,83; Ser, 0,81.

Die obigen Ergebnisse sind als Verhdltnisse von Lys/
2 = 1,0 ausgedriickt. Alle Werte sind Mittelwerte von zwei
21stiindigen Hydrolysen ohne Spiiler. Trypthophan wird
UV-spektroskopisch (als Verhéltnis zu Lys/2) bestimmt. Se-
rin wird nicht unter Beriicksichtigung der Verluste wiahrend
der Hydrolyse korrigiert. )

Das obige Produkt enthélt geringe Mengen an Verun-
reinigungen. Falls erwiinscht, kann das Produkt durch pri-
parative Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)
weiter gereinigt werden.

Ein anderes mogliches Verfahren zur Oxidation des redu-
zierten D-Val?, D-Trp®-Somatostatins zu D-Val!, D-Trp8-
Somatostatin besteht in der Behandlung mit Kaliumferri-
cyanid. Die Oxidation wird in einer wéssrigen Losung, die
wie oben beschrieben anf pH 6,7 eingestellt ist, durchge-
fithrt. Zu der Mischung wird eine wissrige Losung von -
Kaliumferricyanid bis zu einer Endkonzentration gegeben,
die etwa dem 3,3fachen der des reduzierten D-Val?, D-Trp8-
Somatostatins entspricht. Die Lésung wird etwa 2 Stunden
im Dunkeln bei Zimmertemperatur geriihrt. Die Vollstin-
digkeit der Oxidation wird durch eine Ellman-Titration er-
mittelt.

Priparat 4
N-t-Butyloxycarbonyl-D-alanyl-glycyl-L-(S-p-methoxy-
benzyl)- cysteinyl-L-(Ne-o-chlorbenzyloxycarbonyl)lysyl-
L-asparaginyl- L-phenylalanyl-L-phenylalanyl-D-trypto-

phyl-L-(Ne-o-chlor-benzyl- oxycarbonyl)-lysyl-L-(O-

benzyl)threonyl-L-phenylalanyl- L-(O-benzyl)-threonyl-
L-(O-benzyl)-seryl-L-(S-p-methoxybenzyl)- cysteinyl-
methyliertes Polystyrolharz

Diese Verbindung wird unter Verwendung des zweiten
Teils des nach Priparat 2 hergestellten Tridecapeptids und
Anreihung von N-t-Butyloxycarbonyl-D-alanin anstelle von
N-t-Butyloxycarbonyl-D-valin hergestellt.
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Die Aminosdureanalyse des nach 21stiindiger Hydrolyse
in einer 1 : 1-Mischung aus konzentrierter Salzsiure und
Dioxan beim Sieden unter Riickfluss erhaltenen Produkts.er-
gibt die folgenden Werte, wobei Lysin als Standard verwen-
det wird: Asn, 1,16; 2Thr, 2,14; Ser, 1,04; Gly, 1,09; Ala,
1,17; 3Phe, 2,88; 2Lys, 2,00.

Préparat 5
D-Alanyl-glycyl-L-cysteinyl-L-lysyl-L-asparaginyl-

" L-phenylalanyl-L-phenylalanyl-D-tryptophyl-L-lysyl-L-
threonyl- L-phenylalanyl-L-threonyl-L-seryl-L-cystein
Die in der Uberschrift genannte Verbindung wird nach

der in Préparat 3 beschriebenen Arbeitsweise unter Verwen-
dung von 3,772 g (bei einem Substitutionswert von

0,156 mMol/g) des nach Beispiel 5 erhaltenen Produkts her-
gestellt. Die Reinigung des Produkts erfolgt durch Chroma-
tographie an einer Siule aus Sephadex G-25 F. Bedingungen
der Chromatographie: Losungsmittel entgaste 0,2m Essig-
sdure; Sdulengrosse 7,5 x 150 cm; Temperatur 26 °C; Stro-

20 mungsgeschwindigkeit 1658 ml/Stunde; Fraktionsvolumen
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24,87 ml.

Durch Auftragen der Absorption jeder Fraktion bei
280 mp gegen die Fraktionsnummer wird ein grosser breiter
Héchstwertbereich mit einer anschliessenden Schulter erhal-
ten. Aufgrund der UV-Spektroskopie entspricht der Haupt-
teil des Hochstwertbereichs dem Produkt.

Die Fraktionen, die vereinigt werden, und ihre Austritts-
volumina sind folgende:

Fraktionen 206 bis 230 (5098 bis 5720 ml).

Diese Fraktionsvereinigung umfasst nicht die anschlies-
sende Schulter. Die UV-Spekiroskopie ergibt, dass in der
Probe 403,9 mg Produkt (Ausbeute = 41,9%) enthalten
sind. Eine Ellman-Titration einer Probe ergibt einen Gehalt
an freiem Sulfhydryl von 93% der Theorie.

Beispiel 2
Oxidation zu D-Ala!, D-Trp8-Somatostatin
Das nach Préiparat 5 erhaltene reduzierte D-Ala?, D-
Trp®-Somatostatin wird wie in Beispiel 1 beschrieben behan-

“0 delt. 622 ml der Lsung (Theorie 403,9 mg) werden mit de-
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stilliertem Wasser bis zu einer Konzentration von 50 pg/ml
verdiinnt und dann mit konzentriertem Ammonium-
hydroxid auf einen pH-Wert von 6,7 eingestellt. Die Mi-
schung wird 41 Stunden bei Zimmertemperatur im Dunkeln
gertihrt. Die Mischung wird im Vakuum auf etwa 40 ml ein-
geengt und dann mit 40 m! Eisessig verdiinnt, Die Mischung
wird dann an einer Siule aus Sephadex G-25 F adsorbiert.
Bedingungen der Chromatographie: Losungsmittel entgaste
50%ige Essigsdure; Siulengrosse 5,0 x 215 cm; Temperatur

50 26 °C; Stromungsgeschwindigkeit 151 mi/Stunde; Fraktions-

volumen 17,61 ml.

Durch Auftragen der Absorption dieser Fraktion bei
280 mp gegen die Fraktionsnummer werden zwei grosse

ss breite Hochstwertbereiche erhalten. Der erste Hochstwertbe-

reich entspricht aggregierten Formen des Produkts und der
zweite Bereich entspricht gutem monomerem Produkt. Das
durch den zweiten Hochstwertbereich wiedergegebene Pro-
dukt (Fraktionen 113 bis 155, 1971 bis 2728 ml) wird ver-

60 einigt und im Dunkeln gefriergetrocknet. Der so erhaltene
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Feststoff wird in etwa zwei gleichen Anteilen erneut chro-
matographiert. Der erste Anteil wird in 22 ml entgaster
50%iger Essigsdure gelost, und die Losung wird auf eine
Sdule aus Sephadex G-25 F aufgegeben. Bedingungen der
Chromatographie: Losungsmittel entgaste 50%ige Essig-
sdure; Sdulengrosse 5,0 x 215 cm; Temperatur 26 °C; Stro-
mungsgeschwindigkeit 153 ml/Stunde; Fraktionsvolumen
17,85 ml.



Durch Auftragen der Absorption jeder Fraktion bei
280 my gegen die Fraktionsnummer werden zwei grosse
Hochstwertbereiche erhalten. Ein iiblicher Schnitt des zwei-
ten Hochstwertbereichs wird durch Vereinigung der
Fraktionen 121 bis 127 (Austrittsvolumina von 2142 bis
2267 ml) vorgenommen. Die UV-Spektroskopie zeigt die
Gegenwart von 56,7 mg Produkt in dieser Probe an. Das ge-
wiinschte Produkt wird durch Gefriertrocknung und Losung
im Dunkeln erhalten.

Der zweite Anteil wird in der gleichen Weise wie der erste
erneut chromatographiert. Die Produkte werden vereinigt
(126,3 mg durch UV-Spektroskopie — 31,3% Ausbeute aus
der reduzierten Form). Das Produkt wird in 21 ml entgaster
0,2m Essigsdure gelost und auf eine Sdule aus Sephadex G-
25 F aufgebracht. Bedingungen der Chromatographie: L6-
sungsmittel entgaste 0,2m Essigsdure; Sdulengrosse
5,0 x 150 cm; Temperatur 26 °C; Stromungsgeschwindigkeit
449 ml/Stunde; Fraktionsvolumen 15,71 ml.

Durch Auftragen der Absorption jeder Fraktion bei
280 mp gegen die Fraktionsnummern wird ein grosser
Héochstwertbereich erhalten. Die UV-Spektroskopie zeigt,
dass der grosste Teil dieses Bereichs dem Produkt entspricht.
Die Fraktionen 169 bis 188 (2640 bis 2953 ml,

Spitze = 2705 ml) werden vereinigt und im Dunkeln gefrier-
getrocknet. Die UV-Spektroskopie ergibt die Gegenwart
von 85,2 mg Produkt (67,5%).

Optische Drehung falpha]p?® = —54,9° (1% Essig-
sdure).

Aminsdureanalyse: Ala, 1,05; Gly, 1,0; 2Cys, 1,58; 2Lys,
2,0; Asn, 1,10; 3Phe, 2,92; Trp, 1,02; 2Thr, 1,98; Ser, 0,88.

Die obigen Ergebnisse sind als Verhéltnisse zu Lys/

2 = 1,0 ausgedriickt. Alle Werte sind Mittelwerte von zwei
21stiindigen Hydrolysen ohne Spiiler. Tryptophan wird UV-
spektroskopisch (als Verhiltnis zu Lys/2) bestimmt. Serin
wird nicht unter Beriicksichtigung der Verluste wihrend der
Hydrolyse korrigiert.

D-Val?, D-Trp®-Somatostatin wird an Hunden auf seine
Inhibition der Magensiuresekretion in vivo gepriift. Bei 6
Hunden mit chronischer Fistel und Heidenhain-Sack wird
die HCl-Sekretion im Magen durch Infusion des C-termina-
len Tetrapeptids von Gastrin in einer Geschwindigkeit von
0,5 pg/kg und Stunde induziert. Jeder Hund dient als seine
eigene Blindprobe. Nach 1 Stunde konstanter Sekretion von
HCl wird D-Val?, D-Trp®-Somatostatin 1 Stunde lang mit
einer Geschwindigkeit von 0,15 pg/kg und Stunde infusiert.
Das Auffangen von Magensidureproben wird mit Zwischen-
rdumen von 15 Minuten weitere 1,5 Stunden fortgesetzt. Die
Proben werden mit Hilfe eines automatischen Titrationsge-
rits auf pH 7 titriert. Die maximale inhibitorische Wirkung
des D-Val!, D-Trp®-Somatostatins wird gegen die Dosis-
Wirkungs-Kurve von Somatostatin extrapoliert und die rela-
tive Wirkungsstérke des Analogon zu der von Somatostatin
wird als prozentuale Aktivitit ausgedriickt. D-Val®, D-Trp®-
Somatostatin inhibiert die durch das C-terminale Tetrapep-
tid von Gastrin induzierte konstante Sduresekretion um
48,22 1 6,45% (mittlere Fehlergrenze). Diese Wirkung ist
der von 0,175 pg/kg und Stunde Somatostatin dquivalent.
Die Aktivitit im Verhdltnis zu der von Somatostatin liegt
somit bei 116%. Eine noch hoher gereinigte Probe von D-
Val!, D-Trp8-Somatostatin, die in Dosen von 0,200, 0,166
und 0,138 pg/kg und Stunde verabreicht wird, inhibiert die
durch das C-terminale Tetrapeptid von Gastrin induzierte
konstante Siuresekretion um 77,63, 71,57 bzw. 67,8%. Im
Verhéltnis zu der Aktivitdt von Somatostatin betrigt diese
Aktivitit 302 bis 325%.

Bei 0,20 pg/kg und Stunde unter den gleichen Bedingun-
gen gepriiftes D-Ala?, D-Trp8-Somatostatin inhibiert die
durch das C-terminale Tetrapeptid von Gastrin induzierte
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konstante Sduresekretion um 73,61 4 3,66% (mittlere Feh-
lergrenze). Diese Wirkung ist der von 0,550 pg/kg und Stun-
de Somatostatin dquivalent. Im Verhiltnis zu der Aktivitit
von Somatostatin betrigt die Aktivitit somit 275%.

D-Val!, D-Trp®-Sematostatin und D-Ala?, D-Trpé8-
Somatostatin wurden ausserdem auf ihre Wirkung auf die
Darmmotilitit von bei Bewusstsein befindlichen Hunden ge-
priift. Es werden 3 Hunde mit Intraluminalkatheder im An-
trum, Duodeum und Pylorus verwendet. Druckidnderungen
in der Parmrohre werden auf einem Visicorder unter Ver-
wendung von Belastungsmessgerdten und Miniatur-Licht-
strahlgalvanometern aufgezeichnet. Nach Einstellung eines
konstanten Kontrollwerts wird die zu priifende Verbindung
wilhrend 10 Minuten intravenés infusiert. Die zu priifende
Verbindung erh6ht zunéchst den intralumenalen Druck im
Pylorus und senkt ihn dann, wohingegen der Druck im Duo-
denum und Antrum wihrend des ganzen Versuchs erniedrigt
bleibt. Das Minimum der wirksamen Dosis, die zur Er-
héhung des Pylorusdrucks und zur Erniedrigung des Duo-
denum- und Antrumdrucks erforderlich ist, betragt etwa
0,05 pg/kg und 10 Minuten fiir D-Val', D-Trp®-Somato-
statin und etwa 0,1 pg/kg und 10 Minuten fiir D-Ala!, D-
Trp®-Somatostatin. Diese Werte stehen einem Wert fiir
Somatostatin selbst von 0,125 bis 0,25 pg/kg und 10 Minu-
ten gegeniiber.

D-Val!, D-Trp8-Somatostatin und D-Ala?, D-Trp®-
Somatostatin wurden ausserdem auf ihre Wirkung hinsicht-
lich der Freisetzung von Wachstumshormon gepriift. Bei der
angewandten Arbeitsweise werden normale ménnliche Spra-
gue-Dawley-Ratten mit einem Gewicht von 100 bis 120 g
(Laboratory Supply Company, Indianapolis, Indiana) ver-
wendet. Die Priifung ist eine Abwandlung der Methode von
P. Brazeau, W. Vale und R. Guillemin, Endocrinology,

Bd. 94, S. 184 (1974). Bei dieser Priifung werden insgesamt
fiinf Gruppen von jeweils 8 Ratten fiir das Testen jeder Ver-
bindung verwendet. Allen Ratten wird Natriumpento- ’
barbital intraperitoneal verabreicht, um die Wachstumshor-
monsekretion zu stimulieren. Eine Gruppe dient als Kon-
trolle und erhélt nur Salzlésung. Zwei Gruppen erhalten
Somatostatin, eine in einer Menge von 2 pg/Ratte subkutan
und die andere in einer Menge von 50 pg/Ratte subkutan.
Die beiden anderen Gruppen erhalten die zu priifende Ver-
bindung, eine in einer Menge von 10 pg/Ratte subkutan und
die andere in einer Menge von 0,4 pg/Ratte subkutan. Die
Serumkonzentration an Wachstumshormon wird 20 Minu-
ten nach der gleichzeitigen Verabreichung von Natriumpen-
tobarbital und Testverbindung bestimmt. Dann wird das
Mass der Inhibierung der Serumwachstumshormonkonzen-
tration bei der Kontrollgruppe bestimmt, und die relativen
Aktivitdten von Testverbindung und Somatostatin selbst
werden verglichen.

In einer Dosierung von 0,4 pg/Ratte bzw. von 10 pg/Rat-
te inhibiert D-Val!, D-Trp8-Somatostatin die Steigerung der
Wachstumshormonsekretion um 14 bzw. 42% gegeniiber
der Kontrolle. In einer Dosis von 2 pg/Ratte hat Somato-
statin keine Wirkung auf die Erh6hung der Wachstumshor-
monsekretion, wohingegen es bei 50 pg/Ratte die Steigerung
der Wachstumshormonsekretion um 56% gegeniiber der
Kontrolle inhibiert.

In einer Dosis von 0,4 pg/Ratte bzw. von 10 pg/Ratte in-
hibiert D-Ala?, D-Trp8-Somatostatin die Steigerung der
Wachstumshormonsekretion um 54 bzw. um 91% gegen-
iiber der Kontrolle. Somatostatin in einer Dosis von 2 pg/
Ratte bzw. von 50 pg/Ratte inhibiert die Steigerung der
Wachstumshormonsekretion um 40 bzw. um 87% gegen-
iiber der Kontrolle.

D-Val!, D-Trp8-Somatostatin und D-Ala?, D-Trp8-
Somatostatin wurden in vivo auf ihre Wirksamkeit der In-
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hibierung der Glucagon- und Insulinsekretion nach Stimu-
lierung mit L-Alanin gepriift. Normale mischrassige Hunde
beiderlei Geschlechts werden iiber Nacht ohne Futter belas-
sen. Zur Kontrolle werden Blutproben entnommen und da-
nach wird mit der intravendsen Infusion von Salzlésung,
Somatostatin bzw. Testverbindung begonnen. 30 Minuten
spater wird L-Alanin zusitzlich intravends wihrend 15 Mi-
nuten verabreicht. Die Infusion von Salzlésung, Somato-
statin bzw. Testverbindung wird nach Beendigung der L-
Alanininfusion noch 15 Minuten fortgesetzt. Die Infusion
von L-Alanin verursacht eine abrupte Steigerung der Serum-

konzentration an Glucagon und Insulin, die nach Been-
digung der L-Alanininfusion auf die Kontrollkonzentration
zurlickgeht. Bei dem obigen Versuch ergibt sich, dass die
Mindestdosis an D-Val?, D-Trp8-Somatostatin zur Inhi-
bierung der Glucagonsekretion 0,04 bis 0,11 pg/kg und Mi-
nute und fiir die Inhibierung der Insulinsekretion weniger als
0,004 pg/kg und Minute betrigt. Die Mindestdosis an D-
Ala*, D-Trp8-Somatostatin fiir die Inhibierung sowohl der
Glucagon- als auch der Insulinsekretion liegt unter 0,03 pg/

10 kg und Minute.
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