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69 Peptide, Verfahren zu deren Herstellung und pharmazeutische Priparate, welche diese als Wirkstoff
enthalten.

@ Die neuen Peptide entsprechen den Formeln I, II
oder III

; 4y

CL:RL-Phc-Phc-Ra-Lya-RafPha-R“-RS-Cys

.

Cys=R, ~Phe~Phe-R,~Lys-R,-Phe-R, =R =Cys an

X=Cys (X')~R, ~Phe-Phe-R,~Lys (x)-R, (x*)-Phe=R, (x")-R (x*)-cya (x®)-r, (11D

worin 1 w2 v3 w4 yS§ 6
Rla RZ’ RS, R4’-R5’X, X :X ’ X ,X ,X und X
die im Patentanspruch 1 angegebene Bedeutung haben.
Die Peptide besitzen eine biologische Aktivitit be-
ziiglich der Hemmung des Wachstums-hormons sowie der
Sekretion von Insulin und Glucagon. Sie werden als Wirk-
stoff in entsprechenden pharmazeutischen Priparaten
eingesetzt. Einige der Peptide haben eine selektive Akti-
vitit in einer der oben angegebenen Richtungen. Dieje-
nigen mit weniger Aminosiuren in der Peptidkette als
Somatostatin sind besonders einfach herstellbar.
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PATENTANSPRUCHE
1. Peptid, dadurch gekennzeichnet, dass es der Formel I,
1T oder IIT

Cys-R,-Phe-Phe-R,-Lys-R,-Phe-R -R;-Cys
(48]

Cys-R,-Phe-Phe-R,-Lys-R;-Phe-R,-R;-Cys
an

X-Cys(X")-R,-Phe-Phe-R,-Lys(X?)-R4(X?-Phe-R ,(X%)-R(X?)-
-Cys(X5)-R,
(11

entspricht oder ein Salz dieser Peptide ist, worin

Cys entweder D-Cys oder L-Cys bedeutet,

Phe fiir L-Phe steht,

Lys fiir L-Lys steht,

R, L-AspNH, oder eine direkte Bindung bedeutet,
L-Try oder D-Try darstellt,
fiir L-Phe oder L-Thr steht,

L-Thr oder eine direkte Bindung bedeutet,

L-Ser, L-Phe oder eine direkte Bindung darstellt,
unter der Voraussetzung, dass mindestens einer der Reste R,
R, und R; eine direkte Bindung bedeutet,

X  fiir ein Wasserstoffatom oder eine ¢-Aminoschutz-
gruppe steht, welche eine Acylgruppe, eine substituierte Al-
kylgruppe oder eine Trialkylsilylgruppe ist,

X! und X® fiir Wasserstoffatome oder fiir Schutzgruppen
der SH-Gruppierung von D-Cys oder L-Cys stehen, die die
Bedeutung von Benzyl, p-Methoxybenzyl, Acetamidomethyl
oder Trityl aufweisen,

X2 ein Wasserstoffatom oder eine Schutzgruppe fiir die
in der Seitenkette von L-Lys befindliche Aminogruppe dar-
stellt, welche eine Benzyl-, Chlorbenzyloxycarbonyl-, Benzyl-
oxycarbonyl-, Tosyl-, t-Amyloxycarbonyl- oder t-Butyloxy-
carbonyl-schutzgruppe ist,

X2, Xtund X® fiir Wasserstoff oder eine Hydroxylschutz-
gruppe stehen, welche aus der Gruppe Acetyl, Benzoyl, t-Bu-
tyl, Trityl, Benzyl und Benzyloxycarbonyl ausgewahlt ist,
mit der Massgabe, dass mindestens einer der Reste X, X!,
X2, X3, X4 X5 und X® verschieden von Wasserstoff ist, und

R, eine Hydroxygruppe, eine Methoxygruppe, eine
Estergruppe, eine Amidgruppe oder eine Hydrazidgruppe,
oder eine Gruppierung der Formeln:
-0-CH,-Polystyrol-Harztréiger oder
-O-CH,-Benzylpolystyrol-Harztriger
darstellt.

2. Peptid nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass es die Formel ITla

X-Cys.X"-R,-Phe-Phe-R,-Lys(X%)-R,(X?)-Phe-R ,(X*%)-R(X%)-
-Cys(X®-R’s
(I1Ia)

aufweist, worin

R’; fiir eine Gruppe der Formel:
-O-CH,-Polystyrol-Harztriger oder
-0-CH,-Benzylpolystyrol-Harztriger
steht, und

Cys, Phe, Lys, R;, R,, R;, R, R, X, XY, X2, X3, X4, X5
und X¢ die gleiche Bedeutung aufweisen wie im Patentan-
spruch 1.

3. Verfahren zur Herstellung des Peptides der Formel
ITa

X-Cys(X")-R,-Phe-Phe-R,-Lys(X?)-Ry(X?)-Phe-R,(X%-R(X’)-
-Cys(X8)-R’,
(I1Ta)

gemiss Patentanspruch 2, worin

Cys, Phe, Lys, R, R;, Ry, Ry, R, R, X, X1, X2, X3, X4,
X%und X® die gleiche Bedeutung aufweisen wie in Patentan-
spruch 2,

5 dadurch gekennzeichnet, dass man

a) durch Umsetzung eines chlormethylierten Harztréigers
der Formel IV:
CI-CH,-Polystyrol-Harztriger

10 oder der Formel V:
CI-CH,-Benzylpolystyrol-Harztréiger

oder eines hydroxymethylierten Harztrdgers der Formel VI
HO-CH,-Polystyrol-Harztréiger
15
oder der Formel VII
HO-CH,-Benzylpolystyrol-Harztréger

mit einer Ne-geschiitzten D-Cys(X®)-aminosiure oder

20 L-Cys(X%)-aminosdure ein an das Harz gekuppeltes Produkt
der Formel:
X-Cys(X®-R’;

herstellt, worin
25 X' die Aminoschutzgruppe von Cys ist; und man
b) die Aminoschutzgruppe von L-Cys oder D-Cys ent-
fernt, und
stufenweise die Aminosiuren in der Bedeutung von Ry(X®),
R,(X%), Phe, Ry(X?), Lys(X?), R,, Phe, R, und X-Cys(X*) an-
30 kuppelt und so das an das Harz gekuppelte Peptid der For-
mel ITla erhilt.
4. Verfahren zur Herstellung von Peptiden der Formel II

Cys-R,-Phe-Phe-R,-Lys-R,-Phe-R,-R;-Cys
35 an

gemiss Patentanspruch 1, worin
Cys, Phe, Lys, R, R,, R;, R, und R; die gleiche Bedeu-
tung aufweisen wie in Patentanspruch 1,
40 dadurch gekennzeichnet, dass man nach dem Verfahren ge-
miiss Patentanspruch 3 das an das Harz gekuppelte Peptid
der Formel ITla

X-Cys(XY)-R,-Phe-Phe-R,-Lys(X)-R;(X%)-Phe-R ,(X4)-R;(X%)-
45 -Cys(X®)-R’,
(Illa)
herstellt, worin
Cys, Phe, Lys, R;, R,, Ry, R, Ry, R, X, XY, X2, X3, X4,
X5und X® die gleiche Bedeutung haben wie in Patentan-
50 spruch 3,
und dass man dieses an das Harz gebundene Peptid mit
einem Reagens behandelt, welches das Peptid vom Harz spal-
tet und auch die {ibrigen allfillig vorhandenen Schutzgruppen
abspaltet, und man so ein Peptid der Formel II erhilt.
ss 5. Verfahren zur Herstellung eines Peptides der Formel I

Cy'gl1—Phe—Phe-R2-Lys-R3-Phe-R4-R5—Csls
iy

60
gemiiss Patentanspruch 1, worin
Cys, Phe, Lys, R, R,, R;, R, und R; die gleiche Bedeu-
tung aufweisen wie in Patentanspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass man nach dem Verfahren ge-
65 miss Patentanspruch 4 das Peptid der Formel I

Cys-R,-Phe-Phe-R,-Lys-R;-Phe-R,-Ry-Cys
amn



herstellt, und dieses unter Bildung des Peptides der Formel I
oxydiert.

6. Pharmazeutisches Priiparat, dadurch gekennzeichnet,
dass es als Wirkstoff ein Peptid der Formel I oder der For-
mel II

I
Cys-Rl-Phe—Phe—Rz-Lys-R3-Phe-R4-R5-C3!s
D

Cys-R;-Phe-Phe-R,-Lys-R,-Phe-R,-R.-Cys
an

gemiss Patentanspruch 1 enthilt, worin
Cys, Phe, Lys, R;, Ry, R;, R, und R; die gleiche Bedeu-
tung aufweisen wie in Patentanspruch 1.

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Peptide, die eine
biologische Aktivitit beziiglich der Hemmung der Sekretion
von Wachstumshormon, Insulin und Glucagon besitzen.

Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung Verfah-
ren zur Herstellung dieser neuen Peptide und pharmazeu-
tische Priparate, welche diese enthalten.

Die erfindungsgemissen Peptide weisen weniger Amino-
sdure-einheiten auf als Somatostatin, und ihre Wirksamkeit
besteht darin, dass sie die Freisetzung des Wachstumshor-
mons durch die Hirnanhangdriise hemmen und/oder die Frei-
setzung von Glucagon oder Insulin durch die Bauchspeichel-
driise. Verschiedene erfindungsgemiisse Peptide haben eine
getrennte biologische Aktivitit beziiglich der Hemmung der
Sekretion von Wachstumshormon, bzw. Insulin, bzw. Gluca-
gon.,

Ein Peptid mit einer hemmenden Wirkung auf die Sekre-
tion von Wachstumshormonen ist bereits charakterisiert wor-
den; es ist im US-Patent Nr. 3 904 594 auf Guillemin et al.
beschrieben. Dieses Peptid erhielt den Namen «Somatosta-
tin». Somatostatin (auch bekannt als Hemmungsfaktor be-
ziiglich der Freisetzung von Somatotropin) ist das Tetradeca-
peptid

[
H-AIa-GIy-Cys-Lys-Asn—Phe-Phe—Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cy]s-OH

Somatostatin, die lineare Form von Somatostatin (Dihy-
drosomatostatin) und verschiedene acylierte Derivate von
Somatostatin und Dihydrosomatostatin sind im oben erwihn-
ten US-Patent beschrieben.

Somatostatin und viele Analoge von Somatostatin zeigen
eine Aktivitéit beziiglich der Hemmung der Sekretion von
Wachstumshormonen (GH) aus kultivierten, dispergierten
Zellen des Hypophysenvorderlappens der Ratten in vitro
und beziiglich der Hemmung der Sekretion von Insulin und
Glucagon in vivo in der Ratte. Es wurde bei der Verwendung
von Somatostatin als hchst wiinschenswert erachtet, ledig-
lich selektiv nur die Sekretion von Wachstumshormonen, In-
sulin oder Glucagon zu hemmen. Es wurden Anstrengungen
unternommen, Analoge von Somatostatin zu entwickeln,
welche losgeloste (dissociated) biclogische Aktivitit besitzen
und lediglich die Sekretion von Wachstumshormonen, Insulin
oder Glucagon hemmen. Obwohl es Veréffentlichungen gibt,
welche Unterschiede in den Mengen von Somatostatin an-
filhren, welche zur Hemmurig von Insulin im Vergleich zu
Glucagon im Menschen und durchtrinkten Rattenbauch-
speicheldriisen in vitro erforderlich sind, zeigen Somatostatin
und einige Somatostatinanaloge dhnliche Wirksamkeiten im
Hinblick auf die Inhibierung dieser beiden Hormone in vivo.
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Es wurde nun iiberraschenderweise festgestellt, dass ge-
wisse Aminosturen aus der Aminosiuresequenz des Somato-
statines ausgelassen werden kénnen und/oder eine Umord-
nung in der Aminosiuresequenz des Somatostatines, bzw.

5 des Dihydrosomatostatines vorgenommen werden kann und
man dabei neue Peptide erhilt, welche weniger Aminosiuren
in ihrer Struktur aufweisen, und welche eine biologische Ak-
tivitit beziiglich der Hemmung der Sekretion von Wachs-
tumshormon, Insulin und Glucagon besitzen. Einige dieser

10 neuen Peptide haben eine unterschiedliche Aktivitit beziig-
lich der Hemmung der Sekretion der drei genannten Hor-
mone,

Die neuen erfindungsgemissen Peptide entsprechen der
Formel I, II oder III:

15 |
les-Rl-Phe-Phe-Rz-Lys-RS-Phe—R‘,-Rs-Cys
@

Cys-R,-Phe-Phe-R,-Lys-R,-Phe-R,-R;-Cys
20 I

X-Cys(X")-R-Phe-Phe-R,-Lys(X%)-R(X?)-Phe-R ,(X4)-R(X?)-
-Cys(X°)-Ry
(I
25
oder sind Salze dieser Peptide, worin

Cys entweder D-Cys oder L-Cys bedeutet,

Phe fiir L-Phe steht,

Lys fiir L-Lys steht,

30 R; L-AspNH, oder eine direkte Bindung bedeutet,

R, L-Try oder D-Try darstellt,

R; fiir L-Phe oder L-Thr steht,

R, L-Thr oder eine direkte Bindung bedeutet,

R; L-Ser, L-Phe oder eine direkte Bindung darstellt,

35 unter der Voraussetzung, dass mindestens einer det Reste R,
R, und R; eine direkte Bindung bedeutet,

X fiir ein Wasserstoffatom oder eine ¢-Aminoschutz-
gruppe steht, welche eine Acylgruppe, z.B. eine aromatische,
aliphatische oder cycloaliphatische Urethanschutzgruppe, eine

40 Thiourethanschutzgruppe, eine substituierte Alkylschutz-
gruppe odere eine Trialkylsilylschutzgruppe ist,

X'und X® fiir Wasserstoffatome oder fiir Schutzgruppen
der SH-Gruppierung von D-Cys oder L-Cys stehen, die die
Bedeutung von Benzyl, p-Methoxybenzyl, Acetamidomethyl

45 oder Trityl aufweisen,

X?  ein Wasserstoffatom oder eine Schutzgruppe fiir die
in der Seitenkette von L-Lys befindliche Aminogruppe dar-
stellt, welche eine Benzyl-, Chlorbenzyloxycarbonyl-, Benzyl-
oxycarbonyl-, Tosyl-, t-Amyloxycarbonyl- oder t-Butyloxy-

50 carbonyl-schutzgruppe ist,

X3 X*und X® fiir Wasserstoff oder eine Hydroxyl-
schutzgruppe stehen, welche aus der Gruppe Acetyl, Benzoyl,
t-Butyl, Trityl, Benzyl und Benzyloxycarbonyl ausgewihit ist,
mit der Massgabe, dass mindestens einer der Reste X, X,

55 X2, X3, X%, X5 und X® verschieden von Wasserstoff ist, und

R® eine Hydroxygruppe, eine Methoxygruppe, eine
Estergruppe, eine Amidgruppe oder eine Hydrazidgruppe,
oder eine Gruppierung der Formeln:
-O-CH,-Polystyrol-Harztridger oder

60 -O-CH,-Benzylpolystyrol-Harztriger
darstellt.

Von den neuen Peptiden der Formeln I, IT oder III sind
diejenigen besonders wichtig, die weniger Aminosiureein-
heiten aufweisen als Somatostatin oder Dihydrosomatostatin,

65 und zwar insbesondere wegen der relativen Einfachheit der
Herstellungsverfahren fiir diese Peptide mit kiirzerer Kette.

‘Wie man aus den Formeln I, IT und III ersehen kann,

kann der Rest R; sowohl L-Phe als auch L-Thr sein, wobei
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jedoch diejenigen Verbindungen bevorzugt sind, in welchen
R, fiir L-Thr steht.

Eine der bevorzugten Gruppen von Peptiden der For-
meln I, II, bzw. III, sind diejenigen, in welchen R, eine di-
rekte Bindung darstellt, R, D-Try bedeutet, R, fiir eine di-
rekte Bindung steht und auch R; fiir eine direkte Bindung
steht. Von dieser Gruppe von Peptiden sind wiederum die-
jenigen bevorzugt, in welchen Cys die Bedeutung von D-Cys
besitzt.

Eine weitere bevorzugte Gruppe an Peptiden ist diejeni-
ge, in welchen R, fiir L-AspNH, steht und R, fiir D-Try oder
L-Try steht. Beispiele fiir derartige Peptide der Formeln I,

1I und III sind diejenigen, worin R, fiir L-AspNH, steht, R,
fiir D-Try steht, R, eine direkte Bindung darstellt und R,
ebenfalls eine direkte Bindung ist, bzw. diejenigen, worin Ry
fiir L-AspNH, steht, R, fiir L-Try steht, R, fiir L-Thr steht
und R, eine direkte Bindung ist, bzw. diejenigen, worin R,
fur L-AspNH, steht, R, D-Try darstellt, R, = L-Thr bedeutet
und R; eine direkte Bindung ist.

Die zur Beschreibung der Peptide der vorliegenden Er-
findung verwendete Nomenklatur steht in Ubereinstimmung
mit der herkdmmlichen Praxis, welche die ersten drei Buch-
staben des Trivialnamens angibt. Ebenfalls in Ubereinstim-
mung mit dieser Praxis will man die L-Form der Amino-
siure ausdriicken, ausser etwas anderes sei ausdriicklich an-
gegeben. In diesem Zusammenhang soll ebenfalls klargestellt
werden, dass irgendeine der beiden Cys-Aminoséureeinheiten
entweder D-Cys oder L-Cys bedeuten kann.

Pharmazeutisch annehmbare Siureadditionssalze der
Peptide liegen ebenfalls innerhalb des Bereiches der vorlie-
genden Erfindung. Solche S#ureadditionssalze konnen z.B.
sein (sind aber nicht darauf beschrinkt): Hydrochlorid, Hy-
drobromid, Sulfat, Phosphat, Maleat, Acetat, Citrat, Benzoat,
Succinat, Malat, Ascorbat, Tartrat usw.

Als innerhalb des Bereiches der vorliegenden Erfindung
werden ebenfalls Zwischenprodukte der folgenden Formel
angesehen:

III  X-Cys(X")-R,-Phe-Phe-R,-Lys(X?)-R;(X%)-Phe-R(X-
-R;(X9)-Cys(X9)-Rq,
worin

X entweder Wasserstoff oder eine #-Aminoschutzgruppe
darstellt. Die -Aminoschutzgruppen, welche durch X be-
zeichnet werden, sind diejenigen, welche in der Technik der
stufenweisen Synthese von Polypeptiden als brauchbar be-
kannt sind. Unter den Klassen von a-Aminoschutzgruppen,
umfasst von X, befinden sich

(1) Acyl-artige Schutzgruppen, wie Formyl, Trifluorace-
tyl, Phthalyl, Toluolsulfonyl (Tosyl), Benzolsulfonyl, Nitro-
phenylsulfenyl, Tritylsulfenyl, o-Nitrophenoxyacetyl, Chlor-
acetyl, Acetyl, y-Chlorbutyryl, usw.;

(2) Schutzgruppen vom Typus aromatische Urethane, wie
Benzyloxycarbonyl und substituiertes Benzyloxycarbonyl, wie
p-Chlorbenzyloxycarbonyl, p-Nitrobenzyloxycarbonyl, p-
Brombenzyloxycarbonyl, p-Methoxybenzyloxycarbonyl;

(3) Schutzgruppen vom Typus aliphatische Urethane, wie
oa-t-Butyloxycarbonyl, Diisopropylmethoxycarbonyl, Isopro-
pyloxycarbonyl, Ethoxycarbonyl, Allyloxycarbonyl;

(4) Schutzgruppen vom Typus Cycloalkylurethane, wie
Cyclopentyloxycarbonyl, Adamantyloxycarbonyl, Cyclohexyl-
oxycarbonyl;

(5) Thiourethan-artige Schutzgruppen, wie Phenylthio-
carbonyl;

(6) substituierte Alkyl-Schutzgruppen, wie Triphenyl-
methyl (Trityl), Benzyl;

(7) Trialkylsilan-Gruppen, wie Trimethylsilan. Die bevor-
zugte, durch R definierte, a-Aminoschutzgruppe ist Tertbu-
tyloxycarbonyl.

X!und X® bilden beide eine Schutzgruppe fiir Cys, wel-
che aus der Gruppe S-p-Methoxybenzyl, S-p-Methylbenzyl,
S-Acetamidomethyl, S-Trityl, S-Benzyl, usw. ausgew#hlt ist.
Die bevorzugte Schutzgruppe ist S-p-Methoxybenzyl. X* und/

5 oder X° kénnen Wasserstoff sein, was bedeutet, dass keine
Schutzgruppe auf der Schwefelgruppe vorhanden ist.

X2 ist eine Schutzgruppe fiir den Seitenketten-Aminosub-
stituenten von Lysin, oder X2 steht fiir Wasserstoff, was be-
deutet, dass es keine Schutzgruppe auf dem Seitenketten-

10 Aminosubstituenten gibt. Illustrativ fiir geeignete Seiten-
ketten-Aminoschutzgruppen sind Benzyl, Chiorbenzyloxy-
carbonyl, Benzyloxycarbonyl, Tosyl, t-Amyloxycarbonyl,
t-Butyloxycarbonyl usw. Die Auswahl einer soylchen Seiten-
ketten-Aminoschutzgruppe ist nicht kritisch, ausser dass sie

15 von einer solchen Beschaffenheit sein muss, dass sie withrend

der Entfernung der Schutzgruppen von den @-Aminogruppen

wihrend der Synthese nicht entfernt wird. Somit kénnen die
o-Aminoschutzgruppe und die Seitenkette-Aminoschutzgrup-
pen nicht die gleichen sein.

X3, X* und X°® sind Schutzgruppen fiir die Hydroxyl-
gruppe von Thr und Ser und sie werden aus der Gruppe Ace-
tyl, Benzoyl, tert-Butyl, Trityl, Tetrahydropyranyl, Benzyl,
2,6-Dichlorbenzyl und Benzyloxycarbonyl ausgewdhlt. Die
bevorzugte Schutzgruppe ist Benzyl. X® und/oder X* und/

25 oder X® kénnen Wasserstoff sein, was bedeutet, dass auf der
Hydroxylgruppe keine Schutzgruppe vorhanden ist.

R, R,, R;, R, und R; sind wie oben definiert. R; ist aus
der Klasse der folgenden Gruppen ausgewihlt:

OH, OCH,, Ester, Amide, Hydrazide und einer bei der

30 Synthese in fester Phase verwendeten Benzylester- oder Hy-
droxymethylester-Verankerungsbindung, welche an einen
durch die folgenden Formeln dargestellten festen Harztrager
gebunden ist:

-0-CH,-Polystyrol-Harztriager

20

35 und

O-CH,-Benzyl-Polystyrol-Harztriger.

Das Polymer ist vorzugsweise ein Copolymer aus Styrol
40 it etwa 0,5 bis 2,0% Divinylbenzol als Vernetzungsmittel,
was beim Polystyrol-Polymer eine vollstindige Unldslichkeit
in gewissen organischen Ldsungsmitteln hervorruft. In For-
mel III bedeutet mindestens einer der Reste X, X*, X2, X&,
X4 X5 und X° eine Schutzgruppe.

Bei der Auswahl einer besonderen, bei der Synthese von
Peptiden der Formel I oder der Formel II zu verwendende
Seitenketten-Schutzgruppe sollten die folgenden Regeln be-
folgt werden:

(a) die Schutzgruppe muss beziiglich des Reagenses und
so der zur Entfernung der a-Aminoschutzgruppe bei jeder Stufe
der Synthese gewihlten Reaktionsbedingungen stabil sein,

(b) die Schutzgruppe muss ihre schiitzenden Eigenschaf-
ten beibehalten und sie darf unter den Kupplungsbedingun-
gen nicht abgespalten werden, und

(¢) die Seitenketten-Schutzgruppe muss beim Abschluss
der Synthese, welche die gewlinschte Aminosiure-Sequenz
enthilt, unter den Reaktionsbedingungen, welche die Peptid-
kette nicht verindern, entfernbar sein.

Die Peptide der Formel I und Formel II kdnnen unter
60 Verwendung der Synthese in fester Phase hergestellt werden.

Wenn die erfindungsgemissen Peptide nach der Synthese
in fester Phase hergestellt werden, dann erhélt man als Zwi-
schenprodukt der Formel III eine Verbindung der folgenden
Formel IIla: '

65
X-Cys(XY-R-Phe-Phe-R,-Lys(X?)-Ry X%)-Phe-R (X)-R,(X%-
-Cys(X)-R’s

45

55

(ITTa)



worin

R’ fiir eine Gruppe der Formel
~0-CH,-Polystyrol-Harztriiger oder
-0-CH,-Benzylpolystyrol-Harztriger
steht, und

Cys, Phe, Lys, R;, Ry, Ry, R, R, X, X1, X2, X8, X4, X5
und X® die weiter vorne angegebenen Bedeutungen besitzen.

Dieses bevorzugte Herstellungsverfahren fiir die Verbin-
dungen der Formel Illa wird durchgefiihrt, indem man:

1) durch Umsetzung eines chlormethylierten Harztrigers
der Formel IV:
CI-CH,-Polystyrol-Harztriger

oder der Formel V:
CI-CH,-Benzylpolystyrol-Harztriger

oder eines hydroxymethylierten Harztriigers der Formel VI
HO-CH,-Polystyrol-Harztriiger

oder der Formel VII

HO-CH,-Benzylpolystyrol-Harztriger mit einer Ne-geschiitz-
ten D-Cys(X®)-aminosiure oder L-Cys(X®)-aminosiure oder
ein an das Harz gekuppeltes Produkt der Formel:

XI-Cys(X5)-R’
herstellt, worin

X! die Aminoschutzgruppe von Cys ist; und man

2) die Aminoschutzgruppe von L-Cys oder D-Cys ent-
fernt, und
stufenweise die Aminosiuren in der Bedeutung von R,(X%),
R,(X*), Phe, Ry(X?), Lys (X?), R,, Phe, R, und X-Cys(X*) an-
kuppelt und so das an das Harz gekuppelte Peptid der For-
mel Ila erhilt.

Bei diesem Syntheseverfahren kann also das Ausgangs-
material hergestellt werden, indem man ein ¢-Amino und
S-geschiitztes Cys an ein chlormethyliertes Harz oder ein
Hydroxymethylharz ankniipft. Die Herstellung des Hydroxy-
methylharzes wurde von Bodanszky et al., Chem. Ind. (Lon-
don) 38, 1597-98 (1966) beschrieben. Ein chlormethyliertes
Harz ist kommerziell erhiltlich von Bio Rad Laboratories,
Richmond, California; die Herstellung eines solchen Harzes
wurde von Stewart et al., «Solid Phase Peptide Synthesis»
(Freeman & Co., San Francisco 1969), Kapitel 1, Seiten 1-6
beschrieben. Das a-Amino und S-geschiitzte Cys wird an das
chlormethylierte Harz gemiss dem Verfahren von Monahan
und Gilon, Biopolymer 12, Seiten 2513-19, 1973 gebunden.
Nach dem Zusammenfiigen des ¢-Amino und S-geschiitzten
Cys mit dem Harztriger wird die a-Aminoschutzgruppe ent-
fernt, beispielsweise unter Verwendung von Trifluoressig-
siure in Methylenchlorid, Trifluoressigsiure allein oder HCI
in Dioxan. Die Entfernung der Schutzgruppe wird bei einer
Temperatur zwischen etwa 0°C und Raumtemperatur ausge-
fiihrt.

Andere Standard-Spaltungsmittel und Standardbedingun-
gen zur Entfernung von spezifischen a-Amino-Schutzgruppen
konnen eingesetzt werden, wie sie in Schroder und Lubke,
«The Peptides», 1 S. 72-75 (Academic Press 1965) beschrie-
ben sind.

Nach der Entfernung der ¢-Aminoschutzgruppe vom Cys
werden die tibrigbleibenden a-Amino und Seitenketten-ge-
schiitzten Aminosduren stufenweise in die gewiinschte Ord-
nung zusammengefiigt, um eine Verbindung der Formel ITI
zu erhalten; als Alternative zur getrennten Zugabe einer je-
den Aminosiure zur Synthese kdnnen einige von ihnen vor
der Zugabe in den Festphasenreaktor zusammengefiigt wer-
den. Die Auswahl eines geeigneten Kupplungsreagens liegt im
Konnen des Fachmanns. Besonders geeignet als Kupplungs-
reagens ist N,N*-Dicyclohexylcarbodiimid.

v
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Die in der Synthese von Peptiden in fester Phase verwen-
deten Aktivierungsreagenzien sind in der Peptidchemie wohl
bekannt. Beispiele von zweckmissigen Aktivierungsmitteln
sind:

5 (1) Carbodiimide, wie N,N-Diisopropylcarbodiimid,
N-Ethyl-N*-(y-dimethylaminopropylcarbodiimid);

(2) Cyanamide, wie N,N-Dibenzylcyanamid;

(3) Ketenimine;

(4) Tsoxazoliumsalze, wie

10 -3'-sulfonat;

(5) monocyclische, Stickstoff-haltige, heterocyclische
Amide von aromatischem Charakter, welche 1-4 Stickstoffe
im Ring enthalten, wie Imidazolide, Pyrazolide, 1,2,4-Tri-
azolide. Spezifische, heterocyclische Amide, welche niitzlich

N-Ethyl-5-phenylisoxazolium-

(V) 15 sind, sind beispielsweisé N,N'-Carbonyldiimidazol, N,N*-Car-

bonyl-di-1,2,4-triazol;

(6) alkoxyliertes Acetylen, wie Ethoxyacetylen;

(7) Reagenzien, welche mit der Carboxyleinheit der Ami-
noséure ein gemischtes Anhydrid bilden, wie Ethylchlor-

20 formiat und Isobutylchlorformiat und

(8) Stickstoff-haltige, heterocyclische Verbindungen mit
einer Hydroxylgruppe auf einem Ringstickstoff, wie N-Hy-
droxyphthalimid, N-Hydroxysuccinimid und 1-Hydroxy-
benzotriazol. Andere Aktivierungsreagenzien und ihre Ver-

25 wendung beim Zusammenfiigen von Peptiden sind von Schro-
der und Lubke (siche oben) in Kapitel IIT und von Kapoor,
J. Pharm. Sci., 59, S. 1-27 (1970) beschrieben worden.

Jede geschiitzte Aminosiure oder Aminosiuresequenz

wird in etwa 4fachem Uberschuss in den Festphasenreaktor

30 eingefiihrt; die Kupplung wird in einem Medium von Dime-
thylformamid:Methylenchlorid (1:1) oder in Dimethylform-
amid:Methylenchlorid (1:1) oder in Dimethylformamid oder
Methylchlorid allein ausgefiihrt. In denjenigen Fillen, wo
eine unvollstandige Kupplung erfolgte, wird das Zusammen-

35 fiigungsverfahren vor der Entfernung der ¢-Amino-Schutz-
gruppe, vor der Kupplung mit der nichsten Aminosiure wie-
derhoit. Der Erfolg der Kupplungsreaktion bei jeder Stufe
der Synthese wird mittels der Ninhydrin-Reaktion verfolgt,
wie dies von E. Kaiser et al., Analyt. Biochem. 34, 595

40 (1970) beschrieben worden ist.

Nachdem die gewiinschte Aminosiure-Sequenz der For-
mel III synthetisiert worden ist, wird das Peptid durch Be-
handlung mit einem Reagens, wie fliissigem Fluorwasser-
stoff, vom Harztriger entfernt, welches nicht nur das Peptid

45 vom Harz spaltet, sondern auch alle {ibrigen Seitenketten-
Schutzgruppen X!, X2, X3, X*, X® und X® und die o-Amino-
schutzgruppe X abspaltet, um unmittelbar ein Peptid der For-
mel I zu erhalten. Peptide gemiss Formel II werden erhal-
ten, indem man Peptide der Formel I in Ubereinstimmung

s0 mit bekannten Verfahren oxidiert. Ein alternativer Weg be-
steht darin, das Peptid, welches an einen Harztriger gebun-
den ist, durch Alkoholyse vom Harz abzutrennen, worauf
der wiedergewonnene C-endstéindige Methylester durch Hy-
drolyse in die S#ure umgewandelt wird. Irgendeine Seiten-

s5 ketten-Schutzgruppe kann dann, wie vorher beschrieben, oder
nach anderen Verfahren, wie katalytischer Reduktion (z.B.
Pd auf BaSO,) unter Verwendung von Bedingungen, bei wel-
chen die Trp-Einheit erhalten bleibt, abgespalten werden.
Wenn Fluorwasserstoff zur Spaltung verwendet wird, wird

60 Anisol als ein Spiilmittel in das Reaktionsgefiss zugegeben.

Das oben diskutierte Syntheseverfahren in fester Phase ist
in der Technik wohl bekannt und es ist im wesentlichen von
Merrifield J. Am. Chem. Soc., 85, S. 2149 (1964) beschrie-
ben worden.

Die Peptide der vorliegenden Erfindung, welche losgeldste
Effekte beziiglich der Hemmung der Freisetzung des Wachs-
tumshormons, von Insulin und Glucagon aufweisen, werden
als besonders wichtig im Zusammenhang mit der Behand-

65
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lung von Diabetes angesehen. Die traditionelle Ansicht be- ~
ziiglich Diabetes bestand darin, dass eine Krankheit vorliegt,
welche allein auf verringerte Insulinproduktion zuriickzu-
fiihren ist. Nachdem umfassende Klinik- und Forschungs-
versuche durchgefiihrt worden waren, wurde ersichtlich, dass
zus#tzlich zur Verringerung der Sekretion von Insulin ein
etwas mitwirkender Faktor bei Diabetes wirksam ist. Es ist
bekannt, dass wihrend Insulin normalerweise bei Diabetes
unzureichend ist, Glucagon iiblicherweise im Uberschuss vor-
liegt. Es wird nun angenommen, dass bei Diabetes das Vor-
liegen von Glucagon ein mindestens so wichtiger Faktor wie
das Fehlen von Insulin ist,

Die Tatsache, dass ein Mangel an Insulin normalerweise
von einem Uberschuss an Glucagon begleitet ist, hat bei der
Untersuchung der Rolle von Glucagon bei Diabetes Schwie-
rigkeiten bereitet. Wahrend man leicht Extraquantititen eines
Hormons wie Insulin, zugeben kann, hat es sich als sehr
schwierig erwiesen, die Konzentration an Glucagon herabzu-
setzen. Die Entdeckung von Somatostatin hat die Forschung
im Hinblick auf die Rolle von Glucagon bei Diabetes er-
leichtert. Somatostatin hemmt sowohl die Freisetzung von
Insulin als auch diejenige von Glucagon. Die Rolle von
Somatostatin bei der Erforschung von Diabetes ist in einem
Artikel detailliert beschrieben, welcher in Science, Bd. 188,
S. 920-923, 30. Mai 1975 erschienen ist. Es gibt jedoch
mehrere Probleme im Hinblick auf die Verwendung von
Somatostatin als Behandlung bei Diabetes. Somatostatin
hemmt die Freisetzung von Insulin neben der Freisetzung
von Glucagon. Somit wurde die Notwendigkeit eines Peptides
mit einer losgeldsten Wirkung auf die Hemmung der Frei-
setzung von Insulin und Glucagon im Zusammenhang mit
der Behandlung von Diabetes erkannt. Die neuen Peptide der
vorliegenden Erfindung erzeugen solche trennenden (disso-

mischen Namen mit ihren gebriuchlichen Abkiirzungen in
Klammern beschrieben. Anschliessend wird das Reagens mit
der gebriuchlichen Abkiirzung bezeichnet werden.

Ein Peptid mit der Struktur:
H-Cys-Phe-Phe-Try-Lys-Thr-Phe-Cys-OH

wurde durch die folgende Verfahrensweise in fester Phase
synthetisiert. Andere, nachfolgend beschriebene Peptide wur-
10 den gemdss dhnlichen Verfahren synthetisiert.

Das Tertiobutyloxycarbonyl-S-paramethoxybenzyl-Derivat
(Boc-SpOMe-Bzl-Derivat von Cys) wurde durch irgendeines
der drei bekannten Verfahren an das Harz gebunden;

(1) Erhitzen unter Riickfluss in Athanol in Gegenwart

15 von Tridthylamin;

(2) das Cisiumsalz der Boc-geschiitzten Aminosiure wird
iiber Nacht bei 50°C in Dimethylformamid (DMF) gehalten;

(3) das Kaliumsalz der Boc-geschiitzten Aminosdure wird
wihrend 2 Stunden bei 80°C in. Dimethylsulfoxid (DMSO)

20 gehalten.

Lediglich ein Milliiquivalent des geschiitzten Cys pro
Millifquivalent Cl auf dem Harz wurde verwendet.

Methode (3) wird nachfolgend detaillierter beschrieben.
Zu einem Brei des Harzes und des aufgeldsten geschiitzten

25 Cys in DMSO werden 0,9 mAeq Kaliumtertiobutoxid (KOt-
But) pro mAeq Aminosiure zugegeben. Die Reaktionsmi-
schung wird so wenig wie nur mdoglich der Luft ausgesetzt,
so dass keine bernsteinfarbige Verfirbung beobachtet wird.
Die Reaktion bei 80°C wihrend 2 Stunden ergibt ein geeigne-

30 tes substituiertes Harz fiir die Synthese der Peptide (ungefahr
0,2 mAeq Aminosgurederivat pro g Harz). Nach Entfernung
der Schutzgruppen und Neutralisation wird die Peptidkette
auf dem Harz aufgebaut. Das Entfernen der Schutzgruppen,

ziative) Effekte. Einige der erfindungsgemissen Peptide sind  die Neutralisation und Zugabe einer jeden Aminosiure wird

insbesondere wirksam bei der Hemmung der Sekretion von
Glucagon, wihrend sie eine weniger grosse Wirkung auf die
Verhinderung der Insulinsekretion aufweisen.

Die erfindungsgemaéssen Peptide erzeugen den Nutzen
von Somatostatin und bekannter Somatostatinanalogen, sie
haben jedoch weniger Aminossurekomponenten, z.B. 8 bis
10 Aminosdureeinheiten im Vergleich von 12 bis 14 Amino-
sdureeinheiten fiir die meisten bekannten Somatostatinanalo-
gen. Demgemiss haben die erfindungsgemissen Peptide signi-
fikante, 6konomische Vorteile, was auf die relative Einfach-
heit der Herstellung dieser Peptide zuriickzufiihren ist.

Die folgenden Beispiele illustrieren verschiedene Eigen-
schaften der vorliegenden Erfindung, es ist jedoch nicht be-
absichtigt, in irgendeiner Weise den Bereich der Erfindung
damit einzuschrinken, welche in den Anspriichen definiert
ist.

Beispiel 1

Die erfindungsgemaissen Peptide werden durch Synthese-
verfahren in fester Phase hergestellt, im allgemeinen in Uber-
einstimmung mit dem Verfahren, welches im US-Patent Nr.
3 904 595 beschrieben ist. Die Synthese wurde stufenweise
auf chlormethyliertem Harz durchgefiihrt. Das Harz war aus
feinen Perlen (20-70 Mikron im Durchmesser) aus einem
synthetischen Harz zusammengesetzt, welches durch Copoly-
merisation von Styrol mit 1-2% Divinylbenzol hergestellt
worden war. Die Benzolringe im Harz wurden in einer Frie-
del-Crafts-Reaktion mit Chlormethylmethylither und Zinn-
(IV)chlorid chlormethyliert. Das somit eingefiihrte Chlor ist
eine reaktive, Benzylchlorid-artige Bindung. Die Friedel-
Crafts-Reaktion wird fortgesetzt, bis das Harz 0,5 bis 2 Milli-
mole Chlor/g Harz enthilt.

Bei der weiteren Beschreibung der Synthese der Peptide
werden die verwendeten Reagenzien zuerst durch ihren che-

35 in Ubereinstimmung mit dem Schema I ausgefiihrt. Das
Ne-t-Butyloxycarbonyl-Derivat (Boc-Derivat) einer jeden
Aminosiure wird verwendet.

Nach Entfernung der Schutzgruppen des ersten Restes
(d.h. SpOMe.Bzl.Cys) gemiss dem Schema I (Stufen 3 bis

40 und mit 8), wird das N Boc-Derivat von Thr als néchstes zu-
sammen mit dem Kupplungsreagens zugegeben, welches Di-
cyclohexylcarbodiimid (DCC) (Stufe 9 von Schema I) ist.
Die Seitenkette von Thr wird mit o-Benzyldther (OBzl) ge-
schiitzt. Benzyloxycarbonyl (Z) oder Benzyloxycarbonyl-2Cl

45 [Z (2-CL)] wurde als Schutzgruppe fiir die Lys-Seitenkette
verwendet.

50
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L. Schema zum Zusammenfiigen der Aminosiuren bei der
Synthese in fester Phase (5-10 g Harz)

Stufe Reagenzien und Operationen Mischzeiten
(Min.)
1 Waschen mit 80 ml CH,Cl,
(zweimal) 3
2 Waschen mit 30 ml Methanol
(MeOH) (zweimal) 3
3 Waschen mit 80 ml CH,CI,
(dreimal) 3
4 50% Trifluoressigsdure (TFA)
mit einem Gehalt von 5%
1,2-Ethandithiol in CH,Cl,
70 ml (zweimal) 10
5 Waschen mit 80 ml CH,Cl,
(zweimal) 3
6 Triethylamin (Et,N) 12,5% in
CH,CI, 70 ml (zweimal) 5
7 Waschen mit 40 ml MeOH
(zweimal) 2
8 Waschen mit 80 m! CH,Cl,
(dreimal) 3
9 Boc-Aminosiure (10 mMole) in
10 m! DMF (einmal) und 30 ml
CH,C], plus DCC (10 mMole)
in CH,Cl, (2 m) 30 bis 120
10 Waschen mit 40 ml MeOH
(zweimal) 3
11 Et,N 12,5% in CH,Cl, 70 ml
(zweimal) 3
12 Waschen mit 30 mi MeOH
(zweimal) 3
13 Waschen mit 80 ml CH,Cl,
(zweimal) 3

Nach Stufe 13 nimmt man ein Aliquot fiir einen Ninhy-
drintest:

Falls der Test negativ ist, geht man auf Stufe 1 zwecks
Kupplung der néchsten Aminosiure zuriick; falls der Test
positiv oder leicht positiv ist, geht man auf die Stufen 9 bis
13 zuriick. Schema I wurde zur Kupplung einer jeden der
Aminosduren des Peptides zu Cys verwendet,

Die Spaltung der Peptide vom Harz (5 g) und die Ent-
fernung der Seitenketten-Schutzgruppen vom Peptid wurde
in Fluorwasserstoffsiure (75 ml) in Gegenwart von Anisol
(8 ml) ausgefiihrt. Nach der Entfernung der Fluorwasser-
stoffsiure unter Hochvakuum wurde das Harz-Peptid mit
Ether gewaschen.

Das trockene Harz wurde sofort mit 25 %iger Essigsiure
(150 ml) extrahiert und mit entgastem H,0O (N,) auf 3000 ml
verdiinnt. Der pH der Losung wurde mit NH,OH auf 6,6-7,0
eingestellt. Die Losung wurde unter Rithren mit Kaliumferri-
cyanid-Ldsung (1 g/500 m! H,0) tropfenweise titriert, bis
eine permanente gelbe Farbe beobachtet wurde. Die Losung
setzte sich wihrend 10 Minuten, und der pH wurde mit Eis-
essig auf 5,0 eingestellt. Bio Rad AG 3-X4A Harz (100-200
mesh, 0,074-0,147 mm lichte Maschenweite) Chloridform,
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10-15 g wurde zur schlimmigen Lésung zugegeben, und es
wurde wihrend 15 Minuten geriihrt. Die Lésung wurde iiber
Celite filtriert und nach und nach auf 2 Kolonnen aufgetra-
gen;

5 a) Bio Rad AG 3-X4A Harz Chloridform (10 ml);

b) Bio Rex-70 Harz (100 ml) Kationform.

Der Celit- + Harzkuchen wurde durch und durch mit Was-
ser (500 ml) gewaschen und auf 2 Kolonnen a) und b) als
Waschfliissigkeit aufgetragen. Das Peptidmaterial wurde

10 dann aus der Bio Rex-70 Harz-Kolonne mit Pyridin:Essig-
séure:Wasser (30:3:66) oder 50 %iger Essigsiure eluiert. Die
Fraktionen wurden gesammelt; lediglich die Peptid enthal-
tenden Fraktionen (Ninhydrin positiv) wurden mit Wasser
verdiinnt und sofort gefriergetrocknet. 950 mg rohes, crémi-

15 ges, gefirbtes Material wurden erhalten. Es wurde auf eine
Sephadex G-25 F Gelkolonne (3 X 200 cm) aufgetragen, ins
Gleichgewicht gebracht und mit 2 n Essigsdure eluiert.

Die Elutionsprobe, beobachtet bei 280 nm, zeigte einen
grosseren symmetrischen Peak, Nach dem Gefriertrocknen

20 ergab der Abschnitt im Zentrum 550 mg, welcher einer Ge-
genstromverteilung unterworfen wurde (L&sungsmittelsystem
n-Butanol:Essigséure:Wasser, 4:1:5) 10 ml niedrigere Phase
pro Rohrchen. Es wurden 100 Uberleitungen ausgefiihrt und
in den Réhrchen 57-69 wurde der Hauptpeak gefunden. Die

25 Verbindung (250 mg) erschien auf dem Diinnschichtchroma-
togramm homogen.

Die spezifische optische Rotation betrug [0]® = —67,8
* 2:(c=1) in 1% Essigsiure). Die Aminosiure-Analyse
dieses Materials zeigte das erwartete Verhiltnis fiir die ver-

30 schiedenen Aminosiuren. Aktive Ester knnen in einer Syn-
these in fester Phase verwendet werden, und das klassische
Syntheseverfahren kann ebenfalls zur Herstellung der erfin-
dungsgemissen Peptide eingesetzt werden.

In vitro Bioversuch: Die Effekte der verschiedenen er-

35 findungsgemissen Peptide wurden in vitro beziiglich der Se-
kretion von Wachstumshormon durch primére Kulturen von
enzymatisch dissoziierten, vorher Schleim absondernden Rat-
tenzellen gemiss dem Verfahren von Vale et al., Endocrino-
logy 91: S. 562-571 (1972) getestet. Der Versuch erfolgt in

40 der Weise, dass man aus Ratten entfernte Schleim-abson-
dernde Driisen zwecks Abtrennung von Zellen daraus behan-
delt. Die Zellen wurden in Kulturplatten im Dulbecco’s mo-
difizierten Adlermedium (Dulbecco et al., Virology, Bd. 8,
S. 396, 1949) gebracht. Kohlendioxidgas und Sauerstoff

45 wurden in die Zellkulturen geleitet, welche vor der Verwen-
dung im Versuch wihrend 4-5 Tagen bei 37°C gehalten wer-
den. Nach den Verinderungen der Medien wurden die Zell-
kulturen 4 Stunden lang eingeimpft und besondere Somatosta-
tinpeptide wurden dazugegeben. Die Radioimmunoversuchs-

50 Analyse wurde zur Bestimmung der Geschwindigkeit der
Wachstumshormon-Sekretion eingesetzt, welche in Nano-
gramm pro Stunde ausgedriickt wird.

Eine Untersuchung des Effektes von Somatostatin, Di-
hydrosomatostatin, (als Kontrollen) und der erfindungsge-

55 missen Peptide zwecks Verhinderung der Freisetzung von
Glucagon und Insulin wurde wie folgt ausgefiihrt:

In vivo Bioversuch: «Sprague-Dawley-CD»-Ratten mit
einem Gewicht von 180-200 g, welche in temperatur- und
feuchtigkeitskontrollierten Abteilen mit 14 Stunden Licht

60 und 10 Stunden Dunkelheit (Licht 0700-21100) hausten,
wurden in allen Versuchen verwendet. Die Tiere wurden mit
einer Standardration und Hahnwasser ad libitum gefiittert.
Die Experimente wurden mindestens 5 Tage nach der An-
kunft der Ratten vom Lieferanten zwischen den Stunden 1400

65 und 1600 ausgefiihrt. Nach den Etheranesthesien wurden
Peptide oder Salz in einem Volumen von 0,2 ml via externe
Drosselader verabreicht. Die Tiere blieben wihrend der Zeit
der Blutsammlung aus der Pfortader anesthesiert. Die Blut-
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proben wurden in abgekiihlte Rhren gebracht, welche 10 mg
EDTA und 50 pl M Benzamidin pro ml Blut enthielten.

Das Plasma wurde bei —20°C fiir die Insulin- und Glu-
cagonbestimmungen gelagert. Die Insulinniveaus wurden
mittels der Methode von Herbert et al., J. Chem. Endocr.
Metab. 25, 1375, 1965 unter Verwendung von Schweinsinsu-
linantiserum und (1251) iodiertem Insulintracer bestimmt.
Der menschliche Insulinstandard wurde aus Schwarz-Mann,
Orangeburg, New York erhalten. Das Glucagon wurde ge-
miss der Methode von Faloona und Unger, in Jaffe et al ed.,

«Methods of Hormone Radioimmunoassays, Academic Press,

New York, 1974, S. 317 unter Verwendung von Glucagon-
antiserum 30K bestimmt. Die Cellulose wurde geméss dem
Glucose-Oxidase-Verfahren unter Verwendung eines «Beck-
man Glucose Analyzers bestimmt.

Die Wachstumshormon-Bestimmungen wurden auf Ge-
webekulturmedien unter Verwendung der folgenden Reagen-
zien ausgefiihrt: NTAMDD Ratten GH-Standard (GH-RP-1),
NIADD Affen Anti-Ratten-GH (GH-Serum-3) und hoch

5 gereinigte Ratten-Wachstumshormone fiir die Iodierung.

Alle Versuche wurden in einem willkiirlich hergestellten
Blockplan ausgefiihrt. Nach der Analyse der Varianzdiffe-
renz zwischen den Behandlungen wurden diese durch die
Vielbereichstests von Dunnett und Duncan bestimmt. Die

10 Werte der Wirksamkeit wurden aus 4- oder 6-Punkt-Biover-
suchen berechnet.

Verschiedene erfindungsgemisse Peptide wurden gemiss
der oben beschriebenen Verfahrensweise in fester Phase her-
gestellt. Die Zusammensetzung der Peptide wird nachfolgend

15 in Tabelle I wiedergegeben. Tabelle I zeigt ebenfalls die pro-
zentuale Wirksamkeit des Peptides beziiglich der Hemmung
der Sekretion von Wachstumshormonen (GH), Insulin und
Glucagon, wobei Somatostatin als Basis genommen wird.

TABELLE 1

Somatostatin (Kontrolle) Wachstums- Insulin Glucagon
Erfindungsgemisse Peptide Bormon 100 100

Ry Re Rs R4 Rj

DB D-Try L-Thr DB DB 6 80 100

DB D-Try L-Thr DB DB(D-Cys) 14 100 100

DB D-Try L-Thr L-Thr DB 35 10-100 100
L-AspNH, D-Try L-Thr DB DB 1 100 1
L-AspNH, L-Try L-Thr L-Thr DB 3 100 1
L-AspNH, D-Try L-Thr L-Thr DB 10 200 10-100
DB bedeutet direkte Bindung, also das Fehlen der entsprechenden Aminoséure in der Sequenz

D-Cys! bedeutet, dass das Cys in der 11-Stellung der Aminosiuresequenz in der D-Form vorliegt.
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