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64 Verfahren zur Herstellung von Tetradecapeptiden.

@ Eine neue Verbindung der Formel I

H-L-Ala-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-
| o U ——
L-Trp-L-Lys-L-Thr-Y-L-Thr-L-Ser-L-Cys-OH, (D

worin Y D-Phe, L-Cha oder L-Leu bedeutet, und ihrer
pharmazeutisch annehmbaren nichttoxischen Siureaddi-
tionssalze, wird erhalten, indem das entsprechende gera-
dekettige Tetradecapeptid der Formel III, H-L-Ala-Gly-L-
Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-L-Trp-L-Lys-L-Thr-Y-L-
Thr-L-Ser-L-Cys-OH, mit einem Oxidationsmittel umge-
setzt wird.

Die Verbindungen der Formel I inhibieren im all-
gemeinen die Freisetzung von Wachstumshormonen.
Diese inhibitorische Wirkung ist beispielsweise in den
Fillen von Vorteil, in denen das behandelte Lebewesen
wegen einer {ibermdéssigen Sekretion von Somatotropin
einer therapeutischen Behandlung bedarf; eine derartige
Sekretion ist mit krankhaften Zustinden, zum Beispiel
juvenilem Diabetes und Acromegalie, verbunden. L-
Leu'! - Somatostatin zeigt beispielsweise aueh eine in-
hibierende Wirkung auf die Pankreassekretion von Insu-
lin.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung einer neuen Verbindung der
Formel I

H-L-Ala-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-I.-Phe-1-Phe-1-
I

)

worin Y D-Phe, L-Cha oder I -Leu bedeutet, und ihrer
pharmazeutisch annehmbaren nichttoxischen Sdure-
additionssalze, dadurch gekennzeichnet, dass das entspre-
chende geradkettige Tetradecapeptid der Formel II1,
H-L-Ala-Gly-L-Cys-L~Lys-L-Asn-L-Phe-L~Phe-L~
Trp-L-Lys-L-Thr—Y-L-Thr-L-Ser-L-Cys—OH8OH, mit
einem Oxidationsmittel umgesetzt wird.

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass ein geradkettiges Tetradecapeptid verwendet
wird, in dessen Formel Y D-Phe bedeutet.

- 3. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass ein geradkettiges Tetradecapeptid verwendet
wird, in dessen Formel Y 1.-Cha bedeutet.

4. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass ein geradkettiges Tetradecapeptid verwendet
wird, in dessen Formel Y L-Leu bedeutet.

1
Trp-L-Lys-L-Thr-Y-L~Thr-IL~Ser-L-Cys-OH,

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstel-
lung von neuen Tetradecapeptiden der Formel 1
L-Ala-Gly-L-Cys-L-~Lys-L~Asn-L-Phe-L-Phe-L-Trp—

L

L-Lys-L-Thr-Y-L-Thr-L-Ser-L~Cys-OH, Formel I, wor-
in Y L-Cha, L-Leu oder D-Phe bedeutet, und ihrer phar-
mazeutisch annehmbaren Sdureadditionssalze.

Somatostatin, das auch als die Somatotropinfreisetzung
inhibierender Faktor bekannt ist, ist ein Tetradecapeptid der
Formel
L-Ala~Gly-1-Cys-L-Lys-L~Asn-L-Phe-L-Phe-L-Trp-

!

L—Lys—L—Thr—L—Phe—L—Thr—L—Se_r—L—C;'s—OH. Dieses
Tetradecapeptid wurde aus Schafhypothalamusextrakten
isoliert, und seine Wirkung ist die einer Inhibierung der Se-
kretion von Wachstumhormon (GH), das auch als Somato-
tropin bekannt ist, vergleiche P. Brazeau, W. Vale, R. Bur-
gus, N. Ling, M. Butcher, J. Rivier, and R. Guillemin, Scien-
ce, Bd. 179, S. 77 (1973).

Die biologisch wirksamen Tetradecapeptide der oben an-
gegebenen Formel I unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Struktur von der des Somatostatins durch das Vorhanden-
sein eines D-Phenylalaninrestes, eines L-Cyclohexyl-
alaninrestes oder eines L-Leucinrestes in Stellung 11 anstelle
eines L-Phenylalaninrestes. Der Einfachheit halber werden
die Tetradecapeptide der Formel I als
D-Phe!!-Somatostatin, L-Cha'-Somatostatin und
L-Leu!!-Somatostatin bezeichnet.

Die wihrend des erfindungsgemassen Verfahrens zur
Herstellung der Tetradecapeptide der Formel I gebildeten
Zwischenprodukte haben die Formel 11
R-L-Ala-Gly-L-Cys(R; -L-Lys(R,)-L-Asn-L~Phe-L~
Phe-L-Trp(Rs}>L-Lys(R,}-L-Thr(R;)}-Y-L-Thr(Rs)
L-Ser(R4 }-L~Cys(R,)}-X, Formel II;
worin bedeuten:

Y D-Phe, L-Cha oder L-Leu,

R Wasserstoff oder eine alpha-Aminoschutzgruppe,

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

X eine Hydroxylgruppe oder die Gruppe

: | ~./.:/.<;Harz
—O-CHZ \

/ ’
-0
in der «Harz» fiir Polystyrol steht,
wobei die einzelnen Reste R, R;, R,, R, R, und R Wasser-
stoff bedeuten, wenn X eine Hydroxylgruppe ist, und die an-
deren oben angegebenen Bedeutungen haben, wenn X fiir

die Gruppe
e——o
_J //<.
—
steht.

AN

Das erfindungsgemadsse Verfahren zur Herstellung der
neuen Tetradecapeptide der Formel 1 ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass das entsprechende geradkettige Tetradeca-
peptid der Formel ITI
L-Ala-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-L-Trp-
L-Lys-L-Thr-Y-L-Thr-1-Ser-L-Cys-OH, worin Y die
oben angegebene Bedeutung hat, mit einem Oxydationsmit-
tel umgesetzt wird. Durch diese Umsetzung werden die bei-
den Sulfhydrylgruppen in eine Disulfidbriicke iibergefiihrt.

Pharmazeutisch annehmbare nichttoxische Sdure-
additionssalze sind im allgemeinen Salze mit organischen
oder anorganischen Sduren, wie Salzsiure, Schwefelsdure,
Sulfonsiure, Weinsdure, Fumarsidure, Bromwasserstoff-
sdure, Glycolsdure, Zitronensdure, Maleinséure, Phosphor-
sdure, Bernsteinsdure, Essigsiure, Salpetersdure, Benzoe-
sdure, Ascorbinsdure, p-Toluolsulfonsdure, Benzolsulfon-
sdure, Naphthalinsulfonsiure und Propionséure. Die bevor-
zugten Sdureadditonssalze sind die mit Essigsiure hergestell-
ten. Alle diese Salze konnen nach iiblichen Methoden erhal--
ten werden.

Die wihrend des erfindungsgemissen Verfahrens gebil-
deten Zwischenprodukte haben die Formel IT

R-L-Ala-Gly-L-Cys(R}-L-Lys(R,}-L-Asn-L—-Phe-1-
Phe-L-Trp(Rs)}-L-Lys(R,)-L~Thr(R;)}-Y-L-Thr(R3)-
L-Ser(R,}-L-Cys(R;)}-X, Formel 11, worin die einzelnen
Symbole die oben angegebenen Bedeutungen haben. Bei-
spiele fiir diese Zwischenprodukte sind:

R-L-Ala—Gly-L-Cys(R,)-L-Lys(R,)}-L~Asn-L-Phe-L -
Phe-L-Trp(RsL-Lys(R,)-L-Thr(R;-D-Phe-L~
Thr(R;)-1L-Ser(R,)-L-Cys(R;}-X;
R-1L-Ala-Gly-L-Cys(R,)-L-Lys(R,)-L-Asn-L—Phe-1-
Phe-L-Trp(Rs)-L-Lys(R,}-L-Thr(R;)}-L-Cha-1-
Thr(R;)}-L~Ser(R,)-L-Cys(R;)}-X; und
R-L-Ala~Gly-L-Cys(R,)-L-Lys(R,)-L-Asn-L-Phe-L-
Phe-L-Trp(Rs-L-Lys(R,}-L-Thr(R;)}-L-Leu-L-
Thr(R;)-L-Ser(R)-L-Cys(R,-X.

Ein bevorzugtes Zwischenprodukt hat die Formel
L-Ala-Gly-L-Cys-L-Lys-1-Asn—-1-Phe-L-Phe-L-Trp-
L-Lys-L~Thr-Y-L~-Thr-L-Ser-L-Cys—OH, Formel 111,
worin Y die oben angegebene Bedeutung hat. Zu weiteren
bevorzugten Zwischenprodukten gehdren die folgenden:
H-1~Ala-Gly-L-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L~Phe-1.-
Tep—IL~Lys-L-Thr-D-Phe-L-Thr-L-Ser-L-Cys-OH;

—-0~CH



H-L-Ala-Gly-L-Cys-L~Lys-L-Asn~L-Phe-L-Phe-L-
Trp-L-Lys-L-Thr-L-Cha-L-Thr-L~Ser-L~Cys~OH;
H-L-Ala-Gly-L-Cys-L~Lys-1.-Asn-L-Phe-L-Phe-L-
Trp-L-Lys-L~Thr-L-Leu-L-Thr-L-Ser-1~Cys-OH;
N-(BOC)-1L-Ala~-Gly-L-(PMB)Cys—L—(CbzOC)-Lys-I-
Asn-L~Phe-1-Phe-L~Trp-L-(CBzOC)-Lys-L~(Bzl) Thr—
D-Phe-L~(Bzl)Thr-L~(Bzl)Ser~L~(PMB)Cys-O-

/o:/.(_ Harz
CH 2—.\ /. .
No—o”

N-(BOC)-L~Ala-Gly-L-(PMB)Cys-L~(CBzOC)-Lys-1~
Asn-L-Phe-L-Phe-L—(For)Trp-L-(CbzOC)Lys-L~
(Bzl)Thr-L-Cha~L-(Bzl)Thr-L-(Bzl)Ser-L-(PMB)Cys-
/o::o farz
O-CH,~® ] und
N

N-(BOC)-L-Ala-Gly-L-(PMB)Cys-1.-(CBzOC)}-Lys-1L~

Asn-L-Phe-L-Phe-L-Trp-L-(CBzOC)-Lys-L~(Bzl)Thr-

L-Leu-L~(Bzl)Thr-L~(Bzl)}-Ser-L-(PMB)Cys-O-CH,—
=)

2
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In den vorstehend zur Definition der Zwischenprodukte
angegebenen Formeln bedeutet R entweder ein alpha-Ami-
nowasserstoffatom oder eine alpha-Aminoschutzgruppe. Die
fiir R in Betracht kommenden alpha-Aminoschutzgruppen
sind auf dem Peptidgebiet allgemein bekannt, viele davon
sind in Kapitel 2 (Autor J.W. Barton) von Protective
Groups in Organic Chemistry, J.F.W. McOmie, Editor, Ple-
num Press, New York, 1973, im einzelnen aufgefiihrt. Bei-
spiele fiir solche Schutzgruppen sind: Benzyloxycarbonyl,
p-Chlorbenzyloxycarbonyl, p-Brombenzyloxycarbonyl,
o-Chlorbenzyloxycarbonyl, 2,6-Dichlorbenzyloxycarbonyl,
2,4-Dichlorbenzyloxycarbonyl, o-Brombenzyloxycarbonyl,
p-Methoxybenzyloxycarbonyl, p-Nitrobenzyloxycarbonyl,
tert.-Butyloxycarbonyl (BOC), tert.-Amyloxycarbonyl, 2-(p-
Biphenylyl)-isopropyloxycarbonyl (BpOC), Adamantyloxy-
carbonyl, Isopropyloxycarbonyl, Cyclopentyloxycarbonyl,
Cyclohexyloxycarbonyl, Cycloheptyloxycarbonyl, Tri-
phenylmethyl (Trityl) und p-Toluolsulfonyl. Die bevorzugte
alpha-Aminoschutzgruppe ist tert.-Butyloxycarbonyl.

R; bedeutet entweder den Wasserstoff der Sulfhydryl-
gruppe des Cysteins oder eine Schutzgruppe fiir den Sulf-
hydrylsubstituenten. Beispiele fiir geeignete derartige
Schutzgruppen sind p-Methoxybenzyl, Benzy}, p-Tolyl,
Benzhydryl, Acetamidomethyl, Trityl, p-Nitrobenzyl, tert.-
Butyl, Isobutyloxymethyl und die verschiedenen 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.

R, bedeutet Wasserstoff an der epsilon-Aminofunktion
des Lysinrestes oder eine geeignete epsilon-Aminoschutz-
gruppe. Beispiele fiir solche Schutzgruppen sind die oben in
Verbindung mit der alpha-Aminoschutzgruppe aufgefiihr-
ten. Hierfiir typsiche Gruppen dieser Art sind Benzyloxycar-
bonyl, tert.-Butyloxycarbonyl, tert.-Amyloxycarbonyl,
Cyclopentyloxycarbonyl, Adamantyloxycarbonyl, p-Meth-
oxybenzyloxycarbonyl, p-Chlorbenzyloxycarbonyl, p-
Brombenzyloxycarbonyl, o-Chlorbenzyloxycarbonyl, 2,6-
Dichlorbenzyloxycarbonyl, 2,4-Dichlorbenzyloxycarbonyl,
o-Brombenzyloxycarbonyl, p-Nitrobenzyloxycarbonyl,
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Isopropyloxycarbonyl, Cyclohexyloxycarbonyl, Cyclo-
heptyloxycarbonyl und p-Toluolsulfonyl,

Wie im folgenden noch eingehender dargelegt, erfolgt bei
dem erfindungsgemadssen Verfahren zur Herstellung der Te-
tradecapeptide der Formel I periodische Abspaltung der al-
pha-Aminoschutzgruppe von der endstindigen Aminosdure
der Peptidkette. Die einzige Bedingung, die deshalb die ep-
silon-Aminoschutzgruppe an dem Lysinrest zu erfiillen hat,
ist die, dass sie von solcher Art sein muss, dass sie unter den
Bedingungen, die zur selektiven Abspaltung der alpha-Ami-
noschutzgruppe angewandt werden, nicht abgespalten wird.
Die entsprechende Wahl der alpha-Amino- und der epsilon-
Aminoschutzgruppen liegt im Rahmen des durchschnittli-
chen Wissens und K6nnens eines Peptidchemikers und
héngt im allgemeinen von den Unterschieden im Grad der
Abspaltbarkeit der einzelnen Schutzgruppen ab. So sind
Gruppen, wie 2-(p-Biphenylyl)-isopropyloxycarbonyl
(BpOC) und Trityl sehr labil und kénnen schon in Gegen-
wart einer schwachen Sdure abgespalten werden. Zur Ab-
spaltung anderer Gruppen, wie tert.-Butyloxycarbonyl, tert.-
Amyloxycarbonyl, Adamantyloxycarbonyl und p-Methoxy-
benzyloxycarbonyl ist gew6hnlich eine méssig starke Siure,
wie Chlorwasserstoffsdure, Trifluoressigsdure oder Bortri-
fluorid in Essigsdure erforderlich. Noch stirker saure Bedin-
gungen sind im aligemeinen nétig, um andere Schutzgrup-
pen, wie Benzyloxycarbonyl, Halogenbenzyloxycarbonyl, p-
Nitrobenzyloxycarbonyl, Cycloalkyloxycarbony! und Iso-
propyloxycarbonyl, abzuspalten. Die Abspaltung der letzt-
genannten Gruppen erfordert normalerweise drastisch saure
Bedingungen, zum Beispiel die Verwendung von Bromwas-
serstoffsdure, Fluorwasserstoffsdure oder Bortrifluoracetat
in Trifluoressigsiure. Unter den stirker sauren Bedingungen
werden selbstverstandlich auch beispielsweise die labileren
Gruppen abgespalten. Bei der Wahl der einzelnen Amino-
schutzgruppen muss daher beispielsweise beriicksichtigt wer-
den, dass die Schutzgruppen an der alpha-Aminofunktion in
Verbindung mit den Spaltungsbedingungen, die zur selek-
tiven Entfernung allein der Schutzgruppe an der alpha-Ami-
nofunktion angewandt werden, labiler ist als die epsilon-
Aminoschutzgruppe. Deshalb ist R, vorzugsweise Cyclopen-
tyloxycarbonyl, und in Verbindung damit ist die alpha-Ami-
noschutzgruppe der Wahl zur Verwendung fiir die einzelnen
Aminosduren, die an die Peptidkette angefiigt werden, vor-
zugsweise tert.-Butyloxycarbonyl.

Die Gruppen R; und R, bedeuten Wasserstoff oder
Schutzgruppen fiir die alkoholische Hydroxylgruppe von
Threonin und Serin. Einzelne Beispiele fiir solche Schutz-
gruppen sind C;—C,-Alkyl, wie Methyl, Athyl und tert.-Bu-
tyl, Benzyl, substituiertes Benzyl, wie p-Methoxybenzyl, p-
Nitrobenzyl, p-Chlorbenzyl und o-Chlorbenzyl, C,—C;-
Alkanoyl, wie Formyl, Acetyl und Propionyl sowie Tri-
phenylmethy! (Trityl). Wenn R; und R, Schutzgruppen
sind, dann ist die Schutzgruppe der Wahl in beiden Fillen
Benzyl.

Die Gruppe R bedeutet Wasserstoff oder eine Formyl-
gruppe, die eine Schutzgruppe fiir die NH-Gruppe des Tryp-
tophanrests darstellt. Die Verwendung einer solchen Schutz-
gruppe bleibt dem Belieben iiberlassen, weshalb R 5 genau-
sogut Wasserstoff (N-ungeschiitzt) wie die Formylgruppe
(N-geschiitzt) sein kann.

Die Gruppe X steht am Carboxylende der Tetra-
decapeptidkette und kann Hydroxyl sein, so dass sich eine
freie Carboxylgruppe ergibt. X kann aber auch den festen
Harztriger darstellen, an den das Carboxylende des Peptids
wihrend seiner Synthese gebunden ist. Dieses feste Harz
kann durch folgende Formel wiedergegeben werden:
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T Harz
—~0-CH_ ——o/ /K
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In allen oben angegebenen Formeln stehen R, R, Ry, R3,
R, und R fiir Wasserstoff, wenn X eine Hydroxylgruppe
bedeutet. Wenn X dem festen Harztrager 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

Cha — Cyclohexylalanin

Cys — Cystein

Gly — Glycin

Lys — Lysin

Phe — Phenylalanin

Ser — Serin

Thr — Threonin

Trp — Tryptophan

DCC - N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
DMF - N,N-Dimethylformamid
BOC - tert.-Butyloxycarbonyl
PMB - p-Methoxybenzyl

CBzOC - O-Chlorbenzyloxycarbonyl

CPOC - Cyclopentyloxycarbonyl

Bz ~ Benzyl

For — Formyl

BpOC - 2-(p-Biphenylyl)-isopropyloxycarbonyl

Die Wahl der bei der Herstellung der Verbindungen der

Formel I zu verwendenden Schutzgruppen gehort zwar zum *

Durchschnittswissen jedes synthetisch arbeitenden Peptid-
chemikers, doch soll noch einmal darauf hingewiesen wer-
den, dass sich die Wahl der Schutzgruppen normalerweise
nach den einzelnen aufeinander folgenden Reaktionen, die
durchgefiihrt werden miissen, richtet. So muss die Schutz-
gruppe der Wahl iiblicherweise eine Gruppe sein, die gegen-
iiber den bei der nachfolgenden Stufe der Reaktionsfolge an-
gewandten Reagentien und Bedingungen stabil ist. Beispiels-
weise muss, wie bereits oben bis zu einem gewissen Grad er-
ortert, die jeweils verwendete Schutzgruppe so beschaffen
sein, dass sie unter den Bedingungen intaktbleibt, die bei der
Abspaltung der alpha-Aminoschutzgruppe des endsténdigen
Aminosdurerests des Peptidfragments zur Vorbereitung der
Ankniipfung des nichstfolgenden Aminosdurefragments an
die Peptidkette angewandt werden. Bei der Auswahl der
Schutzgruppe ist ferner beispielsweise zu beriicksichtigen,
dass sie wihrend des Aufbaus der Peptidkette intakt bleiben
muss und sich nach Abschluss der Synthese des gewiinschten
Tetradecapeptids leicht entfernen Idsst. Alle diese Forderun-
gen sind aber gewdhnlich dem durchschnittlichen Peptid-
chemiker vertraut und geldufig.

Wie aus dem bereits Gesagten klargeworden sein diirfte,
kann das Tetradecapeptid der Formel I durch Festphasen-
synthese hergestellt werden. Diese Synthese besteht vorzugs-
weise aus einem stufenweisen Aufbau der Peptidkette, der
am C-Ende der Peptidkette beginnt. Zunéchst wird zweck-
méssig Cystein durch Umsetzung von aminogeschiitztem S-
geschiitztem Cystein mit einem chlormethylierten Harz oder
einem hydroxymethylierten Harz mit seiner Carboxyl-
funktion mit dem Harz verkniipft. Die Herstellung eines Hy-
droxymethylharzes ist beispielsweise von Bodansky et al.,
Chem. Ind. (London), Bd. 38, S. 1597-98 (1966) be-
schrieben. Das chlormethylierte Harz ist gewShnlich im
Handel erhéltlich (Lab Systems, Inc., San Mateo, Califor-
nia, V.St.A.).
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Zum Verkniipfen des C-Endes des Cysteins mit dem

Harz wird das geschiitzte Cystein normalerweise zunéchst in

sein Césiumsalz ibergefiihrt. Dieses Salz wird dann vorzugs-
weise nach der Methode von B.F. Gisin, Helv. Chim. Acta,
Bd. 56, S. 1476 (1973) mit dem Harz umgesetzt. Das Cystein
kann aber auch durch Aktivierung seiner Carboxylfunktion
nach bekannten Arbeitsweisen mit dem Harz verkniipft wer-
den. Beispielsweise kann man das Cystein in Gegenwart ei-
ner die Carboxylgruppe aktivierenden Verbindung, wie

N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) mit dem Harz umset-

zen.

Nach dem Verbinden der freien Carboxylgruppe des Cy-
steins mit dem Harztréiger besteht normalerweise der iibrige
Anteil des Aufbaus des Peptids in stufenweisem Anbau jeder
Aminosiure an das N-Ende der Peptidkette. Diese An-
fiigung einer Aminosiure erfordert im allgemeinen eine Ab-
spaltung der alpha-Aminoschutzgruppe von der Aminosiu-
re, die den N-Endteil des Peptidfragments darstellt, und da-
nach das Ankniipfen des néchstfolgenden Aminosiurerests
an das nun freje und reaktionsfahige N-Endteil-Die Abspal-
tung der alpha-Aminoschutzgruppe erfolgt zweckméssig in
Gegenwart einer Sdure, wie Bromwasserstoffsiure, Chlor-
wasserstoffsdure, Trifluoressigsdure, p-Toluolsulfonsiure,
Benzolsulfonséure, Naphthalinsulfonsdure oder Essigsiure
unter Bildung des entsprechenden Siureadditionssalzes. Bei
einer anderen bekannten Methode zur Abspaltung der Ami-
noschutzgruppe wird beispielsweise Bortrifluorid verwendet.
Beispielsweise wird durch Bortrifluoriddidthyldtherat in Eis-
essig das aminogeschiitzte Peptidfragment in einen BF,-
Komplex iibergefiihrt, der dann durch Behandlung mit einer
Base, wie wissrigem Kaliumbicarbonat, in das entblockierte
Peptidfragment umgewandelt werden kann. Jede dieser Me-
thoden kann angewandt werden, solange man darauf achtet,
dass so gearbeitet werden muss, dass die Abspaltung der
endstdndigen alpha-Aminoschutzgruppe ohne Einfluss auf
die anderen an der Peptidkette vorliegenden Schutzgruppen
bleibt. Zu diesem Zwecke ist es bevorzugt, die Abspaltung
der Schutzgruppe am N-Ende mittels Trifluoressigsiure zu
bewirken. Im allgemeinen wird die Abspaltung bei einer
Temperatur von etwa 0 °C bis Zimmertemperatur durchge-
fithrt.

Das nach der Abspaltung am N-Ende erhaltene Produkt
liegt gewoOhnlich in Form eines Siureadditonssalzes 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 Tridthylamin, in die freie Aminoverbindung iiber-
gefiihrt werden.

Die Peptldkette ist dann in dem Zustand, in dem sie mit
der néchstfolgenden Aminosiure umgesetzt werden kann,
Dies kann nach jeder der verschiedenen bekannten Arbeits-
weisen geschehen. Zur Anlagerung der nichstfolgenden
Aminosdure an das N-Ende der Peptxdkette wird in der Re-
gel eine Aminosiure verwendet, die eine freie Carboxyl—
gruppe aufweist, aber an der alpha-Ammofunktlon sowie an
etwa vorhandenen anderen aktiven Stellen geschiitzt ist. Die
Aminoséure wird vorzugsweise Bedingungen unterworfen,
die die Carboxylfunktion fiir die Anlagerungsreaktion ak-.
tivieren. Eine solche Aktivierungsmassnahme, die bei der
Synthese angewandt werden kann, besteht in der Uberfiih-
rung der Aminoséure in ein gemischtes Anhydrid. Die freie
Carboxylfunktion der Aminosiure wird durch Umsetzung
mit einer anderen Sdure, zum Beispiel in Form ihres Siure- -
chlorids, aktiviert. Beispiele solcher Siurechloride, die zur
Ausbildung des gemischten Anhydrids verwendet werden
koénnen, sind Chlorameisensduredthylester, Chlorameisen-
sdurephenylester, Chlorameisensiure-sec.-butylester, Chlor-
ameisensdureisobutylester und Pivaloylchlorid. '



Eine andere Methode der Aktivierung der Carboxyl-
funktion der Aminoséure fiir die Anlagerung ist beispiels-
weise die der Uberfiihrung der Aminosiure in ein aktives

Esterderivat. Beispiele fiir solche aktiven Ester sind ein 2,4,5-

Trichlorphenylester, Pentachlorphenylester, p-Nitrophenyl-
ester und ein mit 1-Hydroxybenztriazol oder N-Hydroxy-
succinimid gebildeter Ester. Eine weitere Methode zur Ver-
kniipfung des C-Endes der Aminosiure mit dem Peptidfrag-
ment besteht beispielsweise darin, dass die Anlagerungsreak-
tion in Gegenwart wenigstens einer dquimolaren Menge
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (PCC) durchgefiihrt wird.
Diese letztgenannte Methode wird fiir die Herstellung des
Tetradecapeptids der Formel II, worin X

~0~CH_~
2

bedeutet, bevorzugt.

Wenn dann die gewiinschte Aminosduresequenz vorliegt,
kann das Peptid von dem Harztriger entfernt werden. Hier-
zu wird das geschiitzte Harztriger-Tetradecapeptid gewdhn-
lich mit Fluorwasserstoff behandelt. Dadurch wird nor-
malerweise das Peptid von dem Harz abgespalten. Ausser-
dem werden dadurch im aligemeinen jedoch alle noch vor-
handenen Schutzgruppen an den reaktionsfdhigen Stellen
der Peptidkette sowie die alpha-Aminoschutzgruppe abge-
spalten, die an der Aminosédure am N-Ende vorliegt. Bei
Verwendung von Fluorwasserstoff zur Abspaltung des Pep-
tids von dem Harz sowie zur Entfernung der Schutzgruppen
ist es bevorzugt, die Reaktion in Gegenwart von Anisol
durchzufithren. Es hat sich beispielsweise gezeigt, dass die
Gegenwart von Anisol die mogliche Alkylierung bestimmter,
in der Peptidkette vorliegender Aminosdurereste inhibiert.
Ausserdem ist es bevorzugt, die Spaltung in Gegenwart von
Athylmercaptan durchzufiihren. Das Athylmercaptan dient
vorzugsweise zum Schutz des Indolrings des Tryptophanre-
stes und erleichtert ausserdem die Uberfiihrung der blockier-
ten Cysteinreste in ihre Thiolformen. Falls R; eine Formyl-
gruppe ist, fordert die Gegenwart von Athylmercaptan aus-
serdem normalerweise die Abspaltung der Formylgruppe
durch Fluorwasserstoff.

Das nach der Abspaltungsreaktion erhaltene Produkt ist
im aligemeinen ein geradkettiges Peptid mit 14 Aminoséure-
resten. Zur Erzielung des Endprodukts der Formel I muss
das geradkettige Tetradecapeptid Bedingungen unterworfen
werden, die zu seiner Oxydation fithren, indem die beiden im
Molekiil vorliegenden Sulfhydrylgruppen, je eine an den Cy-
steinylanteilen, in eine Disulfidbriicke iibergefiihrt werden.
Dies kann durch Behandeln einer verdiinnten Losung des li-
nearen Tetradecapeptids mit einem Oxydationsmittel, zum
Beispiel Jod oder Kaliumferricyanid, erreicht werden. Der
pH-Wert der Mischung liegt dabei im allgemeinen zwischen
etwa 2,5 und 9,0, vorzugsweise zwischen etwa 7,0 und 7,6.
Wenn Luft als Oxydationsmittel verwendet wird, ist die
Konzentration der Lsung im allgemeinen nicht hher als
etwa 0,4 mg Peptid/ml Losung und liegt vorzugsweise bei
etwa 50 pg/ml.

Die Verbindungen der Formel I kdnnen an warmbliitige
Sdugetiere einschliesslich Menschen in beliebiger Weise ver-
abreicht werden, zum Beispiel oral, sublingual, subkutan, in-
tramuskuldr und intravends. Die Verabreichung dieser Ver-
bindungen inhibiert im allgemeinen die Freisetzung von
Wachstumshormon. Diese inhibitorische Wirkung ist bei-
spielsweise in den Féllen von Vorteil, in denen das behandel-
te Lebewesen wegen einer iiberméssigen Sekretion von So-
matotropin einer therapeutischen Behandlung bedarf; eine
derartige Sekretion ist mit krankhaften Zustinden, zum Bei-
spiel juvenilem Diabetes und Acromegalie, verbunden. L-
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Leu!!-Somatostatin zeigt beispielsweise auch eine inhibie-
rende Wirkung auf die Pankreassekretion von Insulin. Der
Dosierungsbereich fiir die sublinguale oder orale Verabrei-
chung liegt vorzugsweise bei etwa 1 bis 100 mg/kg Korperge-
wicht und Tag. Bei intravendser, subkutaner oder intramus-
kuldrer Verabreichung liegen die Dosen im allgemeinen zwi-
schen etwa 10 pg und 1 mg/kg Korpergewicht und Tag und
vorzugsweise zwischen etwa 50 und 100 pg/kg Korperge-
wicht und Tag. Es ist selbstverstiindlich, dass die Dosierung
im allgemeinen innerhalb eines weiten Bereichs schwankt,
weil sie sich nach dem jeweils zu behandelnden Zustand und
seinem Schweregrad richtet.

Die Verbindungen der Formel I kénnen auch in der
Form von Tabletten, die andere unschidliche Bestandteile
enthalten, verabreicht werden. Inerte Verdiinnungsmittel
oder Triger, zum Beispiel Magnesiumcarbonat oder Lac-
tose, kénnen zusammen mit herkdmmlichen Zerfallmittteln,
zum Beispiel Maisstirke und Alginsiure, und Gleitmitteln,
wie Magnesiumstearat, verwendet werden. Die Menge des
Trégers oder Verdiinnungsmittels kann etwa 5 bis 95%, vor-
zugsweise etwa 50 bis 85%, des fertigen Priparats ausma-
chen. Auch Aromastoffe kénnen verwendet werden, die das
fertige Priparat fiir die Verabreichung geschmacklich ver-
bessern.

Fiir die intravenose Verabreichung der Verbindungen
der Formel I kénnen hierfiir geeignete Triger verwendet
werden, zum Beispiel isotone Kochsalzlosung oder Phos-
phatpuﬁ'erlbsung.

Die Erfindung kann durch die folgenden Beispiele weiter
erldutert werden:

Beispiel 1
N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-cysteinyl-(S-p-Meth-
oxylbenzyl)-methyliertes Polystyrolharz

Zu einer Suspension von 51,0 g chlormethyliertem Poly-
styrolharz (Lab Systems, Inc., 0,75 mMol/g) in 500 m] N,N-
Dimethylformamid (DMF) werden 11,95 g (25,25 mMol)
des Césiumsalzes von N-tert. ~Butyloxycarbonyl—(S-p-meth-
oxybenzyl)cystein gegeben. Die Mischung wird 5 Tage bei
Zimmertemperatur geriihrt. Das Harz wird abfiltriert und
nacheinander zweimal mit DMF, dreimal mit einer Mi-
schung aus DMF und 10% Wasser, dreimal mit 95prozen-
tlgem Athanol und dreimal mit DMF gewaschen Eine Sus-
pension des Harzes in 500 m! DMF wird in eine Lésung von
10,5 g Cisiumacetat gegeben, und die Mischung wird 7 Tage
bei Zimmertemperatur gerithrt. Dann wird das Harz abfil-
triert und nacheinander zweimal mit DMF, dreimal mit einer
Mischung aus 90% DMF und 10% Wasser dreimal mit
95prozentigem Athanol, dreimal mit Methylenchlorid und
dreimal mit 95prozentigem Athanol gewaschen. Anschlies-
send wird das Harzim Vakuum bei 40 °C getrocknet, wo-
durch das in der Uberschrift angegebene Produkt erhalten
wird. Eine Aminosdureanalyse ergibt 0,258 mMol Cys/g
Harz. Das Cystein wird als Cysteinsiure bestimmt, die bei
einer Sdurehydrolyse unter Verwendung einer Mischung von
gleichen Teilen Dioxan und konzentrierter Salzsdure mit ei-
nem kleinen Zusatz von Dimethylsulfoxid gebildet wird.

Beispiel 2
N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-alanyl-glycyl-L-(S-p-meth-
oxybenzyl)-cysteinyl-L-(NePsin.q.chlorbenzyl-
oxyearbonyl)-lysyl-L-asparaginyl-L-phenylalanyl-L-
phenylalanyl-L-tryptophyl-L-(N¢sion_o_chlor-
benzyloxycarbonyl)-lysyl-L-(O-benzyl)-threonyl-D-
phenylalanyl-L-(O-benzyl)-threonyl-L-(O-benzyl)-
seryl-E-(S-p-methoxybenzyl)-cysteinyl-methyliertes
Polystyrolharz
5,0 g des nach Beispiel 1 erhaltenen Produkts werden in
das Reaktionsgefiss eines automatischen Peptidsynthetisier-
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geriits (Beckman 990) eingebracht, und die iibrigen 13 Ami-
nosiuren werden unter Verwendung dieses Geréts angefiigt.
Die verwendeten Aminosduren und die Reihenfolge ihrer
Anwendung sind wie folgt:
(1) N-tert.-Butyloxycarbonyl-(O-benzyl)-L-serin,
(2) N-tert.-Butyloxycarbonyl-(O-benzyl)-L-threonin,
(3) N-tert.-Butyloxycarbonyl-D-phenylalanin,
N-tert.Butyloxycarbonyl-(O-benzyl)-L-threonin,
Nelphaert, -Butyloxycarbonyl-NePsion-o-chlorbenzyloxy-
carbonyl-L-lysin,
Neleha_tert _Butyloxycarbonyl-L-tryprophan,
N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-phenylalanin,
N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-phenylalanin,
N-tert. -Butyloxycarbonyl-L—asparag1n~p—n1trophenyl~
ester,
(10) Na'ba.tert.-Butyloxycarbonyl-Nersim-o-chlorbenzyl-
oxycarbonyl-L-lysin,
(11) N-tert. Butyloxycarbonyl—(S-p-methoxybenzyl) L-cy-
stein,
(12) N-tert.-Butyloxycarbonyl-glycin und
(13) N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-alanin.
Schutzgruppenentfernung, Neutralisation, Anlagerung
und erneute Anlagerung zur Einfiigung jeder einzelnen Ami-
nosdure in das Peptid wird folgendermassen durchgefiihrt:
(1) drei Wischen von je 3 Minuten mit Chloroform (10
ml/g Harz), (2) Entfernung der BOC-Gruppe durch zweima-
liges Behandeln von je 20 Minuten mit 10 ml/g Harz einer
Mischung aus 28,8% Trifluoressigsdure, 65,4% Chloroform
und 5,8% Tridthylsilan, (3) zwei Wischen von je 3 Minuten
mit Chloroform (10 mi/g Harz), (4) eine Wésche von 3 Mi-
nuten mit Methylenchlorid (10 mi/g Harz), (5) drei Wéschen
von je 3 Minuten mit einer Mischung aus 90% tert.-Butylal-
kohol und 10% tert.-Amlyalkohol (10 ml/g Harz), (6) drei
Wiischen von je 3 Minuten mit Methylenchlorid (10 ml/g
Harz), (7) Neutralisation durch drei Bebandlungen von je 3
Minuten mit 10 ml/g Harz 3prozentigem Tridthylamin in
Methylenchlorid, (8) drei Wéschen von je 3 Minuten mit
Methylenchlorid (10 ml/g Harz), (9) drei Wéschen von je 3
Minuten mit einer Mischung aus 90% tert.-Butylalkohol

und 10% tert.-Amylalkohol (10 mi/g Harz), (10) drei Wé-
schen von je 3 Minuten mit Methylenchlorid (10 ml/g Harz),
(11) Zugabe von 1,0 mMol/g Harz der geschiitzten Amino-
sdure und 1,0 mMol/g Harz N,N-Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) in 10 ml/g Harz Methylenchlorid und anschliessen-
des Mischen wihrend 120 Minuten, (12) drei Wischen von
je 3 Minuten mit Methylenchlorid (10 ml/g Harz), (13) drei
Wischen von je 3 Minuten mit einer Mischung aus 90%
tert.-Butylalkohol und 10% tert.-Amylalkohol (10 ml/g
Harz), (14) drei Wischen von je 3 Minuten mit Methylen-
chlorid (10 mi/g Harz), (15) Neutralisation durch drei Be-
handlungen von je 3 Minuten mit 10 ml/g Harz dreiprozen-
tigem Tridthylamin in Methylenchlorid, (16) drei Wéschen
von je 3 Minuten mit Methylenchlorid (10 ml/g Harz), (17)
drei Wischen von je 3 Minuten mit einer Mischung aus 90%
tert.-Butylalkohol und 10% tert.-Amylalkohol (10 ml/g
Harz), (18) drei Wischen von je 3 Minuten mit Methylen-
chlorid (10 ml/g Harz), (19) drei Waschen von je 3 Minuten
mit DMF (10 ml/g Harz), (20) Zugabe von 1,0 mMol pro g
Harz der geschiitzten Aminosiure und 1,0 mMol pro g Harz
N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in 10 ml/g Harz einer
Mischung aus gleichen Teilen DMF und Methylenchlorid
und anschliessendes Mischen wéhrend 120 Minuten, (21)
drei Wischen von je 3 Minuten mit DMF (10 ml/g Harz),
(22) drei Wischen von je 3 Minuten mit Methylenchlorid (10
ml/g Harz), (23) drei Wischen von je 3 Minuten mit einer
Mischung aus 90% tert.-Butylalkohol und 10% tert.-Amyl-
alkohol (10 ml/g Harz), (24) drei Waschen von je 3 Minuten
mit Methylenchlorid (10 ml/g Harz), (25) Neutralisation
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durch drei Behandlungen von je 3 Minuten mit 10 ml/g Harz
dreiprozentigem Tridthylamin in Methylenchlorid, (26) drei
Wischen von je 3 Minuten mit Methylenchlorid (10 mi/g
Harz), (27) drei Wischen von je 3 Minuten mit einer Mi-
schung aus 90% tert.-Butylalkohol und 10% tert.-Amylal-
kohol (10 ml/g Harz) und (28) drei Wéschen von je 3 Minu-
ten mit Methylenchlorid (10 ml/g Harz).

Mit Ausnahme des Asparaginrests wird jede Aminoséure
durch die vorstehend beschriebene Folge von Massnahmen
eingefithrt. Der Asparaginrest wird iiber seinen aktiven p-
Nitrophenylester eingefithrt. Dabei wird die Stufe 11 folgen-
dermassen modifiziert: (a) drei Waschen von je 3 Minuten
mit DMF (10 ml/g Harz), (b) Zugabe von 1,0 mMol/g Harz
des p-Nitrophenylesters von N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-
asparagin in 10 ml/g Harz einer 1 : 3-Mischung von DMF
mit Methylenchlorid und anschliessendes Mischen wihrend
720 Minuten und (c) drei Wéschen von je 3 Minuten mit
DMF (10 ml/g Harz). Die Stufe (20) wird in der Weise abge-
andert, dass eine 3 : 1-Mischung von DMF mit Methylen-
chlorid anstelle der 1 : 1-Mischung verwendet wird.

Das fertige Peptid-Harz-Produkt wird im Vakuum ge-
trocknet. Ein Teil des Produkts wird durch Erwirmen mit
einer Mischung aus Salzsdure und Dioxan zum Sieden unter
Riickfiuss wihrend 21 Stunden hydrolysiert. Die Aminos&u-
reanalyse des Produkts unter Verwendung von Lysin als
Standard ergibt folgende Werte: Asn 1,12, 2Thr 2,16, Ser
1,08, Gly 1,08, Ala 1,14, 3Phe 3,18, 2Lys 2,00, Trp 0,60.
Tryptophan wird durch Hydrolyse in Gegenwart von Thio-
glykolsiure ermittelt. Cystein wird nicht bestimmt, da €s
durch die Analysenmethode zerstort wird.

Beispiel 3
L-Alanyl-glycyl-L-cysteinyl-L- lysyl-L-asparaglnyl-
L-phenylalanyl-L-phenyl-alanyl-L-tryptophyl-L-lysyl-
L-threonyl-D-phenylalanyl-L-threonyl-L-seryl-
L-cystein
Zu einer Mischung aus 10 ml Anisol und 10 ml Athyl-
mercaptan werden 2,708 g (bei einem Substitutionswert von

0,155 mMol/g) des geschiitzten Tetradecapeptidharzes von
Beispiel 2 gegeben. Nach Kiihlen der Mischung in flissigem
Stickstoff werden 44 mi fliissiger Fluorwasserstoff durch De-
stillation eingefiihrt. Man lésst die gebildete Mischung sich
auf 0 °C erwirmen und rithrt 1,5 Stunden. Dann wird der
Fluorwasserstoff abdestilliert und Ather zu der hinter-
bleibenden Mischung gegeben. Die gebildete Festsubstanz
wird abfiltriert und mit Ather gewaschen. Das Produkt wird
getrocknet, und das von Schutzgruppen befreite Tetradeca-
peptid wird unter Verwendung von entgaster 1n Essigsiure
und einer kleinen Menge Eisessig von dem Harz extrahiert.
Die Essigsiureldsung wird unmittelbar danach im Dunkeln
zur Trockene lyophilisiert. Der gebildete schwachgelbe Fest-
stoff wird in einer Mischung aus 12 ml entgaster 0,2 m Essig-
siure und 4 ml Eisessig suspendiert. Diese Suspension wird
filtriert, und das Filtrat wird an einer Sephadex G-25 F-Séu-
le absorbiert.

Bedingungen der Chromatographie:

Losungsmittel, entgaste 0,2m Essigsdure,
Sdulengrosse 7,5 x 150 cm,

Temperatur 26 °C,

Fliessgeschwindigkeit 668 ml/Stunde,
Fraktionsvolumen 23,4 ml.

Durch Auftragen der Absorption bei 280 my jeder Frak-
tion gegen die Nummer der Fraktion erhélt man eine grosse
Spitze mit einer Schulter auf beiden Seite. Es werden drei
Fraktionsvereinigungen vorgenommen. Die Fraktionen, die
vereinigt werden, und ihre Austrittsvolumina sind wie folgt:



Fraktionen 115-213 (2668-4984 mi)
Fraktionen 214-230 (4985-5382 ml)
Fraktionen 231-320 (5383-7488 ml)

Die UV-Spektroskopie zeigt, dass die zweite Fraktion
das beste Produkt enthilt und dass darin 123,7 mg Produkt
enthalten sind. Eine Ellman-Titration ergibt einen Gehalt an
freiem Sulfhydryl von 63% der Theorie.

Beispiel 4
Oxydation zu D-Phe!!-Somatostatin

Eine Losung des nach Beispiel 3 erhaltenen reduzierten
D-Phe!!-Somatostatins wird mit 0,2m Essigsiure und destil-
liertem Wasser auf eine Konzentration von 50 pg/ml ver-
diinnt. Zur Einstellung des pH-Werts der Mischung auf 6,9
wird konzentriertes Ammoniumhydroxid zugegeben. Die
Losung wird 90 Stunden bei Zimmertemperatur geriihrt,
und eine danach durchgefiihrte Ellman-Titration zeigt die
Vollstindigkeit der Oxydation an.

Die Mischung wird im Vakuum bis zu einer viskosen
Suspension eingeengt. Diese Suspension wird in 14 mi
S0prozentiger Essigsdure gel6st und dann in 50prozentiger
Essigsdure an einer Sephadex G-25 F-Siule entsalzt.

Bedingungen der Chromatographie:

Ldsungsmittel, entgaste 50prozentige Essigsiure,
Sédulengrosse 5,0 x 90 cm,

Temperatur 26 °C,

Fliessgeschwindigkeit 298 ml/Stunde,
Fraktionsvolumen 17,4 ml.

Durch Auftragen der Absorption bei 280 mp jeder Frak-
tion gegen die Nummer der Fraktion erhilt man zwei grosse
Spitzen. Die erste Spitze entspricht den aggregierten Formen
des Produkts, und die zweite Spitze dem monomeren Pro-
dukt. Das Material der zweiten Spitze wird gesammelt und
zur Trockne lyophilisiert. Der erhaltene weisse Feststoff wird
in 6 ml entgaster 0,2m Essigsiure gelost und an einer Se-
phadex G-25 F-Siule absorbiert.

Bedingungen der Chromatographie:

Losungsmittel, entgaste 0,2m Essigsiure,
Séulengrosse 5,0 x 150 cm,

Temperatur 26 °C,

Fliessgeschwindigkeit 483 mi/Stunde
Fraktionsvolumen 16,1 ml

Durch Auftragen der Absorption bei 280 my jeder Frak-
tion gegen die Nummer der Fraktion erhélt man eine Pro-
duktspitze mit abfallenden Schultern. Die UV-Spektro-
skopie zeigt, dass der Hauptteil der Spitze gutes Produkt
darstellt. Die Fraktionen 165 bis 182 (Austrittsvolumen von
2640 bis 2930 ml) werden vereinigt und zur Trockne lyophili-
siert und ergeben 56,2 mg des gewiinschten Produkis.

—40,7° (1%, Essig-

Optische Drehung [alpha];2°
siure).

Aminosdureanalyse: Ala 1,0, Gly 1,02, 2Cys 1,95, 2Lys
1,97, Asn 1,05, 2Phe + D-Phe 2,84, Trp 0,85, 2Thr 1,86, Ser
0,80.

Diese Ergebnisse sind ausgedriickt als Verhéltnisse zur
Hilfte der Summe von Glycin und Alanin. Cystein wird als
Cysteinsdure nach Hydrolyse in Gegenwart von Dime-
thylsulfoxid bestimmt. Tryptophan wird nach Hydrolyse in
Gegenwart von Thioglykolsdure bestimmt. Bei Serin sind die
wihrend der Hydrolyse eingetretenen Verluste nicht beriick-
sichtigt.
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Beispiel 5
N-tert.-Butyloxycarbonyl-L:alanyl-glycyl-L-(S-p-
methoxybenzyl)-cysteinyl-L-(Ne*sim-o-chlorbenzyl-
oxycarbonyl)-lysyl-L-asparaginyl-L-phenylalanyl-L-
phenylalanyl-L-(formyl)-tryptophyl-L-(Nesilon_q.
chlor-benzyloxycarbonyl)-lysyl-L-(O-benzyl)-
threonyl-L-cyclohexylalanyl-L-(O-benzyl)-threonyl-
L-(O-benzyl)-seryl-L-(S-p-methoxybenzyl)-
cysteinyl-methyliertes Polystyrolharz

Diese Verbindung wird nach einem dem in Beispiel 2 be-
schriebenen Verfahren dhnlichen unter Verwendung von
3,5 g des nach Beispiel 1 erhaltenen Produkts als Ausgangs-
material hergestellt. Das automatische Peptidsynthetisierge-
rét (Beckman 990) wird fiir die gesamte Stufenfolge verwen-
det. N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-cyclohexylalanin wird an-
stelle von N-tert.-Butyloxycarbonyl-D-phenylalanin und
Nersin.tert.-Butyloxycarbonyl-(N-formyl)-L-tryptophan
anstelle von Ne?n.tert -Butyloxycarbonyl-L-tryptophan
verwendet.

Die bei der Folge von Schutzgruppenentfernung, Neu-
tralisation, Anlagerung und erneuter Anlagerung zur Ein-
filhrung jeder einzelnen Aminoséure in das Peptid ange-
wandten Bedingungen sind mit den in Beispiel 2 angegebe-
nen identisch. Lediglich in der Abspaltungsreaktion von Stu-
fe (2) wird eine Mischung aus 28,8% Trifluoressigsdure,
47,9% Chloroform, 5,8% Tridthylsilan und 17,5% Me-
thylenchlorid verwendet.

Die Aminosdureanalyse des erhaltenen Produkts ergibt
unter Verwendung von Lysin als Standard folgende Werte:
Asn 1,18, 2Thr 2,50, Ser 1,28, Gly 1,33, Ala 1,38, 2Phe 2,16,
2Lys 2,00, Cha 1,21, Trp 0,85. Cystein wird nicht bestimmt,
weil es durch die Analysenmethode zerstort wird.

Beispiel 6
L-Alanyl-glycyl-L-cysteinyl-L-lysyl-L-
asparaginyl-L-phenylalanyl-L-phenyl-alanyl-L-
tryptophyl-L-lysyl-L-threonyl-L-cyclohexylalanyl-
L-threonyl-L-seryl-L-cystein

Diese Verbindung wird nach der in Beispiel 3 beschriebe-
nen Arbeitsweise unter Verwendung von 2,851 g (bei einem
Substitutionswert von 0,148 mMol/g) des nach Beispiel 5 er-
haltenen Produkts hergestellt. Die Reinigung des Produkts
erfolgt durch Chromatographie in einer Sephadex G-25 F-
Sdule.

Bedingungen durch Chromatographie:
Lasungsmittel, entgaste 0,2m Essigsiure,
Séulengrdsse 7,5 x 150 cm,

Temperatur 26 °C,
Fliessgeschwindigkeit 650 mi/Stunde,
Fraktionsvolumen 22,75 ml.

Durch Auftragen der Absorption bei 280 mp jeder Frak-
tion gegen die Nummer der Fraktion erhilt man eine grosse
Spitze mit hinterherziehenden Verunreinigungen. Zwei Sitze
von Fraktionen werden vereinigt, die vereinigten Fraktionen
und ihre Austrittsvolumina sind folgende:

Fraktionen 195-209 (4413-4755 ml)
Fraktionen 210-227 (4756-5164 ml).

Die UV-Spektroskopie ergibt, dass die zweite Probe, die
die theoretische Menge von 305,4 mg anzeigt, das bessere
Produkt ist. Eine Ellman-Titration ergibt einen Gehalt an
freiem Sulfhydryl von 96% der Theorie.

Beispiel 7
Oxydation zu L-Cha!-somatostatin
Das nach Beispiel 6 erhaltene reduzierte L-Cha!l-soma-
tostatin wird wie in Beispiel 4 beschrieben behandelt. Das
Produkt wird an einer Sephadex G-25 F-Siule adsorbiert.
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Bedingungen der Chromatographie:

Losungsmittel, entgaste 50prozentige Essigsiure,
Sdulengrosse 5,0 x 90 cm,

Temperatur 26 °C,

Fliessgeschwindigkeit 276 mi/Stunde,
Fraktionsvolumen 16,1 ml.

Durch Auftrag der Absorption bei 280 mp jeder einzel-
nen Fraktion gegen die Nummer der Fraktion erhélt man
zwei grosse Spitzen. Die erste Spitze stellt aggregierte For-
men des Produkts und die zweite Spitze gutes monomeres
Produkt dar. Das Produkt der zweiten Spitze wird gesam-
melt und zur Trockne Iyophilisiert. Die erhaltene weisse feste
Substanz wird in 15 ml entgaster 0,2m Essigsdure gelost, und
die Losung wird auf eine Sephadex G-25 F-Siule aufge-
bracht.

Bedingungen der Chromatographie:

Losungsmittel, entgaste 0,2m Essigsiure,
Sdulengrosse 5,0 x 150 cm,

Temperatur 26 °C,

Fliessgeschwindigkeit 486 ml/Stunde,
Fraktionsvolumen 17 ml.

Durch Auftragen der Absorption bei 280 my jeder Frak-
tion gegen die Nummer der Fraktion, erhilt man eine grosse
Spitze. Die UV-Spektroskopie ergibt, dass diese grosse Spit-
ze gutem Produkt entspricht. Die Fraktionen 151 bis 162
(Austrittvolumen von 2550 bis 2754 ml) werden vereinigt .
und im Dunkeln zur Trockne lyophilisiert, wodurch
136,7 mg des gewiinschten Produkts erhalten werden.
Optische Drehung [alphajp?® = —44,7° (1%, Essigsdure).

Aminosiureanalyse: Ala 1,01, Gly 0,99, 2Cys 2,10, 2Lys
1,96, Asn 1,02, 2Phe 1,73, Trp 0,91, 2Thr 1,94, Cha 1,07, Ser
0,77.

Diese Ergebnisse sind als Verhaltnisse zur Hélfte der
Summe von Glycin und Alanin ausgedriickt. Cystein wird
als Cysteinsiure nach Hydrolyse in Gegenwart von Dime-
thylsulfoxid bestimmt. Tryptophan wird nach Hydrolyse in
Gegenwart von Thioglycolsiure bestimmt. Bei Serin sind die
wihrend der Hydrolyse eingetretenen Verluste nicht beriick-
sichtigt.

Beispiel § :
N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-alanyl-glycyl-L-(S-
p-methoxybenzyl)-cysteinyl-L-(N°Ps**"-o-chlor-

benzyloxycarbonyl)-lysyl-L-asparaginyl-L-
phenylalanyl-L-phenylalanyl-L-tryptophyl-L-
(Nersion_o_chlorbenzyloxycarbonyl)-lysyl-L-(O-
benzyl)-threonyl-L-leucyl-L-(O-benzyl)-threonyl-L-
(O-benzyl)-seryl-L-(S-p-methoxybenzyl)-cysteinyl-
methyliertes Polystyrolharz

Dieses Produkt wird wie in Beispiel 2 beschrieben, unter
Verwendung von 3,5 g des nach Beispiel 1 erhaltenen Pro-
dukts als Ausgangsmaterial hergestellt. Fiir die gesamte Stu-
fenfolge wird ein automatisches Peptidsynthetisiergerat
(Beckman 990) verwendet. N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-leu-
cin wird anstelle von N-tert.-Butyloxycarbonyl-D-phenyl-
alanin verwendet. Die bei der Folge von Schutzgruppenent-
fernung, Neutralisation, Anlagerung und erneute Anlage-
rung zur Einfithrung jeder einzelnen Aminosiure in das Pep-
tid angewandten Bedingungen entsprechen den in Beispiel 2
angegebenen. Lediglich bei der Abspaltungsreaktion von
Stufe (2) wird eine Mischung aus 28,8% Trifluoressigsdure,
47,9% Chloroform, 5,8% Tridthylsilan und 17,5% Me-
thylenchlorid verwendet.

Die Aminosiureanalyse des erhaltenen Produkts ergibt
unter Verwendung von Lysin als Standard folgende Werte:
Ala 1,41, Gly 1,26, 2Lys 2,0, Asn 1,20, 2Phe 2,16, Trp 0,82,
2Thr 2,38, Leu 1,15, Ser 1,18. Cystein wird nicht bestimmt,
weil es durch die Analysenmethode zerstort wird.
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: Beispiel 9 :
L-Alanyl-glycyl-L-cysteinyl-L-lysyl-L-asparaginyl-
L-phenylalanyl-L-phenylalanyl-L-tryptophyl-L--
lysyl-L-threonyl-L-leucyl-L-threony!-
: L-seryl-L-cystein o

Diese Verbindung wird nach der in Beispiel 3 beschriebe-
nen Arbeitsweise unter Verwendung von 2,875 g (bei einem
Substitutionswert von 0,152 mMol/g Harz) des nach Beispiel
8 erhaltenen Produkts hergestellt. Das Produkt wird durch
Chromatographieren an einer Sephadex G-25 F-Siule ge-
reinigt.

-Bedingungen der Chromatographie:
Losungsmittel, entgaste 0,2m Essigsdure,
Sédulengrosse 7,5 x 150 cm,

Temperatur 26 °C,
Fliessgeschwindigkeit 666 ml/Stunde,
Fraktionsvolumen 23,3 ml.

Durch Auftragen der Absorption bei 280 my jeder einzel-
nen Fraktion gegen die Nummer der Fraktion wird eine sehr
grosse Spitze mit niedrigen, breiten, fithrenden und schlep-
penden Schultern erhalten. Drei Sitze von Fraktionen wer-
den vereinigt. Die vereinigten Fraktionen und ihre Austritts-
volumina sind folgende:

Fraktionen 180-196 (4163-4560 ml)
Fraktionen 197-215 (4561-5003 ml)
Fraktionen 216-275 (5004-6405 mi).

Die UV-Spektroskopie zeigt, dass die zweite Probe mit
einer theoretischen Ménge von 320 mg das beste Produkt
darstellt. Eine Ellman-Titration ergibt einen Gehalt an frei-
em Sulfhydryl von 88,5% der Theorie.

Beispiel 10
Oxydation zu L-Leu!!-Somatostatin

Das nach Beispiel 9 erhaltene reduzierte L-Leu?*-Soma-
tostatin wird der in Beispiel 4 beschriebenen Arbeitsweise
unterworfen. Das Produkt wird an einer Sephadex G-25 F-
S#ule adsorbiert.

Bedingungen der Chromatographie:

Ldsungsmittel, entgaste S0prozentige Essigsdure,
Sédulengrosse 5,0 x 90 cm,

Temperatur 26 °C,

Fliessgeschwindigkeit 282 ml/Stunde,
Fraktionsvolumen 16,3 ml.

Durch Auftragen der Absorption bei 280 my jeder einzel-
nen Fraktion gegen die Nummer der Fraktion werden zwei
grosse Spitzen erhalten. Die erste Spitze entspricht ag-
gregierten Formen des Produkts, und die zweite Spitze ent-
spricht gutem minomerem Produkt. Das der zweiten Spitze
entsprechende Produkt wird gesammelt, mit dem entspre-
chenden Material aus einem anderen Herstellungsansatz ver-
einigt und zur Trockne lyophylisiert. Der Feststoff wird in
10 ml entgaster 0,2m Essigsdure gelost, und die Losung wird
auf eine Sephadex G-25 F-S#ule aufgebracht.

Bedingungen der Chromatographie:

Lésungsmittel, entgaste 0,2m Essigsdure,
Sdulengrosse 5,0 x 150 cm, '
Temperatur 26 °C,

Fliessgeschwindigkeit 498 ml/Stunde,
Fraktionsvolumen 17,5 ml.

DPurch Auftragen der Absorption bei 280 my jeder einzel-
nen Fraktion gegen die Numimer.der Fraktion wird eine
grosse Spitze mit einer kleinen fithrenden Schulter erhalten.
Die UV-Spektroskopie zeigt, dass die grosse Spitze gutem
Produkt entspricht. Die Fraktionen 139 bis 153 (Austritts-
volumen von 2421 bis 2686 ml) werden vereinigt und im
Dunkeln zur Trockne lyophylisiert, wodurch 130,8 mg des
gewiinschten Produkts erhalten werden.

Optische Drehung [alpha]p?® = -28;1° (1%, Essigsdure).



Aminosdureanalyse: Ala 1,03, Gly 0,97, 2Cys 1,83, 2Lys
1,96, Asn 0,94, 2Phe 1,95, Trp 0,89, 2Thr 1,83, Leu 0,95, Ser
0,83.

Die vorstehenden Ergebnisse sind als Verhiltnisse zur
Hilfte der Summe von Glycin und Alanin ausgedriickt. Cy-
stein wird als Cysteinsdure nach Hydrolyse in Gegenwart
von Dimethylsulfoxid und Tryptophan nach Hydrolyse in
Gegenwart von Thioglykolsdure bestimmt. Bei Serin sind die
wihrend der Hydrolyse eingetretenen Verluste nicht beriick-
sichtigt.

D-Phe!!-Somatostatin, L-Cha!!-Somatostatin und L-
Leu!!-Somatostatin werden auf ihre Wirksamkeit der In-
hibierung der Magensiuresekretion gepriift. 12 bis 16 cm
grosse Ochsenfrésche werden durch Zerschneiden des Riik-
kenmarks getdtet. Die Magenschleimhaut wird von den
Muskelschichten befreit und der Linge nach in zwei Teile
zerschnitten, die in voneinander getrennten Kammern aus
Acrylkunststoff befestigt werden. Die ausgesetzte Sekre-
tionsfldche betrigt 2,85 cm? und das Volumen jeder Hilfte
der Kammer 5 ml. Die zum Befeuchten der Schleimhaut ver-
wendeten Losungen sind die gleichen wie die von Durbin et
al., Biochemica et Biophysics Acta, Bd. 321, S. 553-560
(1973) verwendeten, mit der Ausnahme, dass die Serumfliis-
sigkeit Natriumdihydrogenphosphat in einer Konzentration
von 1 mMol enthéit. Beide Seiten der Kammer werden mit
einer Mischung aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid
beliiftet. Unter Aufrechterhaltung eines pH-Werts der Se-
kretionslosung von 4,5 wird die Suresekretionsgeschwindig-
keit verfolgt.

Eine Konzentration von 1 x 105 Mol/Liter Pentagastrm
auf der serdsen Seite des Gewebes dient zur Stimulierung der
Sduresekretionswirkung. Die serose Fliissigkeit wird alle 40
Minuten erneuert, um eine Erniedrigung der Pentagastrin-
konzentration durch enzymatische Hydrolyse der Peptidbin-
dungen zu verhindern. Die Zugabe der zu priifenden Verbin-
dung erfolgt durch Einbringen in die serdse Fliissigkeit je-
desmal, wenn die Benetzungslosung gewechselt wird.

Spontane Séureausscheidungen infolge der pentagastrin-
stimulierten Sekretion, die zu einer Sdurebildung von nicht
weniger als 8 Mikrodquivalenten/Stunde fiihren, dienen als
Kontrollen. Die Wirkung der Inhibierung der Magensdure-
sekretion wird als Prozentsatz der Inhibierung ausgedriickt,
die auf die Kontrollzeitriume vor dem Einfithren der zu prii-
fenden Verbindung in den serdsen Puffer bezogen ist. Nur
eine der Hilften der Magenschleimhaut wird mit der Test-
verbindung behandelt, wihrend die andere Hilfte als Kon-
trolle dafiir dient, dass das Gewebe dauernd lebend bleibt.
Nach dem Einstellen einer gleichbleibenden Sekretion wird
die Testverbindung der NéhrlGsung in einer Menge zugege-
ben, mit der eine Inhibitorenkonzentration von 1 x 103
Mol/Liter erreicht wird. Die Sdure wird kontinuierlich auf
pH 4,5 titriert, und das alle 20 Minuten eingesetzte Volumen
von 12,5 mMol Natriumhydroxid dient zur Bestimmung der
Sauresekretionsgeschwindigkeit. Die Ergebnisse sind als
Mikroédquivalente sekretierter Siure pro Stunde ausge-
driickt.

Unter Anwendung dieser Bewertungsmethode erzeugt
Somatostatin selbst eine prozentuale Inhibierung der Ma-
gensduresekretion von 54,64 + 6,05 mittlere Standardabwei-
chung. D-Phe!!-Somatostatin bewirkt eine prozentuale In-
hibierung der Magensiuresekretion von 53,57 + 7,32 mitt-
lere Standardabweichung. L-Chall-Somatostatin bewirkt
eine prozentuale Inhibierung der Magensiuresekretion von
81,83 1 7,88 mittlere Standardabweichung. L-Leu!!1-Soma-
tostatin bewirkt eine Inhibierung der Magensiuresekretion
von 45,38 1- 11,70 mittlere Standardabweichung,.

D-Phe!!-Somatostatin und L-Cha'!-Somatostatin wer-
den auch auf ihre in vivo Inhibierung der Magensduresekre-
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tion an Hunden gepriift. Bei 6 Hunden mit chronischer Fi-

stel und Heidenhain-Beutel wird durch Infusion des C-abge-

schlossenen Tetrapeptids von Gastrin bei einer Konzentra-
tion von 0,5 p/kg und Stunde Magensalzsduresekretion in-
duziert. Ein Hund dient als Kontrolle und erhilt lediglich
das Tetrapeptid. Ein anderer Hund erhilt das Tetrapeptid
und Somatostatin, wohingegen die Testverbindung statt des

Somatostatins an die iibrigen Hunde verabreicht wird. Nach

1 Stunde stetiger Sekretion von HC1 werden Somatostatin

bzw. die Testverbindungen 1 Stunde lang mit einer Ge-

schwindigkeit von 3 pg/kg und Stunde infusiert. Das Sam-
meln von Magenséureproben wird mit Zwischenrdumen von

15 Minuten weitere 1,5 Stunden fortgesetzt. Die Proben wer-

den mit einem automatischen Titriergerdt auf pH 7 titriert.

Die hdchste inhibitorische Wirkung der Testverbindung

wird gegen die Dosiswirkungskurve von Somatostatin extra-

poliert, und die relative Wirkungsstéirke der Analoga im

Verhiltnis zu der von Somatostatin wird als prozentuale Ak-

tivitit ausgedriickt. D-Phe!1-Somatostatin inhibiert die

durch das €C-abgeschlossene Tetrapeptid von Gastrin in-
duzierte Sduresekretion im gleichbleibenden Zustand um

32,19 £ 6,55% mittlere Standardabweichung. Diese Wir-

kung ist der von 0,086 pg/kg und Stunde Somatostatin dqui-

valent. Die Wirksamkeit der Testverbindung im Verhiltnis
zu der von Somatostatin betrigt somit 2,87%. L-Cha!1-So-
matostatin inhibiert den durch das C-abgeschlossene Te-
trapeptid von Gastrin induzierte Sduresekretion in gleich-
bleibendem Zustand, um 31,37 4+ 4,08% mittlerer Standard-
abweichung. Diese Wirkung ist der von 0,0825 pg/kg und

Stunde Somatostatin dquivalent. Die Wirksamkeit dieser

Verbindung im Verhltnis zu der von Somatostatin betrigt

daher 2,7%.

D-Phe'!-Somatostatin, L-Cha!!-Somatostatin und L-
Leu'!-Somatostatin werden auch auf ihre Wirksamkeit hin-
sichtlich der Freisetzung von Wachstumshormon gepriift.
Die hierfiir angewandte Arbeitsweise wird unter Verwen-
dung von ménnlichen Spraque-Dawley-Ratten (Laboratory
Supply Company, Indianapolis, Indiana) durchgefiihrt. Der
Test ist eine Modifikation der Methode von P. Brazeau, W.
Vale und R. Guilleman, Endocrinology, Bd. 94 S. 184
(1974). Bei jeder Priifung werden drei Gruppen von je 8 Rat-
ten eingesetzt. An alle Ratten wird Natriumpentobarbital
verabreicht, um die Wachstumshormonsekretion zu stimu-
lieren. Fir jede Verbindung dient eine Gruppe als Kontrolle
und erhélt nun Salzlosung. Eine zweite Gruppe erhélt Soma-
tostatin in einer Menge von 50 pg/Ratte, subkutan. Die drit-
te Gruppe erhélt die Testverbindung subkutan in einer Men-
ge von 50 pug/Ratte. Das Ausmass der Inhibierung der Se-
rumwachstumshormonsekretion wird dann beziiglich der
Kontrollgruppen ermittelt, und die relativen Wirksamkeiten
der Testverbindung und von Somatostatin selbst werden
verglichen.

Bei der vorstehend beschriebenen Priifung werden fol-
gende Ergebnisse erhalten:

D-Phe’!-Somatostatin inhibiert die Steigerung der Serum-
wachstumshormonkonzentration um 70% gegeniiber der
Kontrolle, verglichen mit 57% fiir Somatostatin.

L-Cha'!-Sematostatin inhibiert die Steigerung der Serum-
wachstumshormonkonzentration um 33% gegeniiber der
Kontrolle, verglichen mit 73% fiir Somatostatin.

L-Leu!!-Somatostatin inhibiert die Steigerung der Serum-
wachstumshormonkonzentration um 22% gegeniiber der
Kontroelle, verglichen mit 87% fiir Somatostatin.

Die Tetradecapeptide werden noch auf ihre in vivo Ak-
tivitdt der Inhibierung der Glucagon- und Insulinsekretion
nach Stimulierung mit L-Alanin gepriift. Normale mischras-
sige Hunde beiderlei Geschlechts werden iiber Nacht ohne
Futter belassen. Nach Abnehmen einer Blutprobe zur Kon-
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trolle wird mit der intravendsen Infusion von Salzlésung,
Somatostatin bzw. Testverbindung begonnen. 30 Minuten
spéter wird L-Alanin zusétzlich intravends 25 Minuten lang
verabreicht. Die Infusion von Salzlésung, Somatostatin bzw.
Testverbindung wird nach dem Ende der L-Alanininfusion
noch 15 Minuten fortgesetzt. Die infusierte Gesamtdosis von
Somatostatin bzw. Testverbindung betragt 200 bis 500 pg/
Hund (etwa 0,20 bis 0,30 pg/kg und Minute) und die Ge-
samtdosis des infusierten L-Alanins betriigt 1 mMol/kg. Die
Infusion von L-Alanin verursacht einen abrupten Anstieg
der Serumkonzentration von Glucagon und Insulin, die
nach dem Ende der L-Alanininfusion auf die Kontrollkon-
zentration absinkt. .

Die Somatostatininfusion bewirkt eine Abnahme der In-
sulinkonzentration des Grundserums und inhibiert den An-
stieg der Konzentration von Glucagon und Insulin wéhrend
der Infusion von L-Alanin. Verglichen damit hat D-Phe!!-
Somatostatin bei einer Infusionsgeschwindigkeit von 0,211
ug/kg und Minute keine Wirkung auf die Erh6hung der Se-
rumglucagonkonzentration und der Seruminsulinkenzentra-
tion, die durch die Infusion von L-Alanin bewirkt wird.

Mit einer Geschwindigkeit von 0,235 pg/kg und Minute
infusiertes L-Cha!-Somatostatin verursacht eine Verringe-
rung der Konzentration des Grundserums an Insulin und
Glucagon, aber es inhibiert die Zunahme der Serumkonzen-
tration dieser beiden Hormone nicht, die sich bei der In-
fusion von L-Alanin ergibt. Mit einer Geschwindigkeit von
0,195 pg/kg und Minute infusiertes L-Leu'*-Somatostatin
hat keine Wirkung auf die Konzentration von Insulin und
Glucagon im Grundserum und keine Wirkung auf die Er-
héhung der durch L-Alanin bewirkten Glucagonkonzentra-
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tion und fithrt nur zu einer teilweisen Inhibierung der Zu-
nahme der durch L-Alanininfusion bewirkten Insulinsekre-
tion.

Die Tetradecapeptide werden auch beziiglich ihrer in
vivo Wirksamkeit der Inhibierung der Glucagonsekretion
nach dem Stimulieren mit Insulin bewertet. Normale misch-
rassige Hunde beiderlei Geschlechts werden iiber Nacht
ohne Futter gelassen. Nach dem Entnehmen von Kontroll-
blutproben wird mit einer intravendsen Infusion von Salz-
18sung, Somatostatin bzw. Testverbindung begonnen. Nach
15 Minuten werden 0,3 Einheiten/kg Insulin intravends in-
jiziert. Die Infusion von Salzldsung, Somatostatin bzw. Test-
verbindung wird 2 Stunden fortgesetzt und wahrend des ge-
samten Tests werden zu verschiedenen Zeitpunkten Blut-
proben entnommen. Die Gesamtdosis des Somatostatins
bzw. der Testverbindung liegt im Bereich von 120 bis 260 pg/
Hund (0,07 bis 0,13 ug/kg und Minute). Die Verabreichung
von Insulin fithrt zu einer Verminderung der Glukosekon-
zentration im Blut und einer Erh6hung der Glucagonkon-
zentration im Serum. Die Infusion von Somatostatin blok-
kiert die Erhohung der Glucagonkonzentration im Serum,
hat aber keinerlei Einfluss auf die Verringerung der Glukose-
konzentration im Blut.

Wenn zum Vergleich anstelle von Somatostatin D-Phe!!-
Somatostatin mit einer Geschwindigkeit von 0,128 pg/kg
und Minute, L-Cha!*-Somatostatin mit einer Geschwindig-
keit von 0,13 pg/kg und Minute oder L-Leu!!-Somatostatin
mit einer Geschwindigkeit von 0,129 pg/kg und Minute in-
fusiert wird, ergibt sich, dass keine dieser Verbindungen den
Anstieg der Glucagonkonzentration im Serum, der durch In-
sulinverabreichung bewirkt wird, inhibiert.
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