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Acyl-Tyr(SE)—X~-Gly~Trp-Y-NH-CH,~-CH,— CgHs 1,
in der Acyl z. B. Asparaginséure, Bernsteinsiure oder eine Schutzgruppe, wie Boc oder Z sein kann, SE einen
Sulfatesterrest bedeutet, X fiir Thr, Nle, Leu oder Met und Y fiir Met, Nle oder Leu stehen kann. L-Trp in Formel | kann
durch D-Trp ersetzt sein. Die Anwendungsgebiete der Erfindung sind die medizinische Forschung und de
pharmazeutische Industrie. .
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Patentanspriiche:
1. Verfahren zur Herstellung neuer Cholecystckininpentapeptide der allgemsinen Formsl |,
Acyl-Tyr{SE)-X-Gly-Trp-Y-NH-CH,-CH,-CeHs l,

in der Acyl einen Aminoséurere.t A oder einen Carbonséurerest oder eine Schutzgruppe darstellt,
SE fiir einen Sulfatesterrest am Tyrosin, X fiir einen Aminosaurerest Bund Y flr Met, Nle oder Leu
stehen, dadurch gekennzeichnet, daR8 vom B-Phenethylamid (PEA) die Derivate Boc-Trp-X-PEA
hergestellt, von der N-Schutzgruppe bafreit, mit Boc-Tyr-X-Gly-ONB zu den Pentapoptiden Boc-Tyr-
X-Gly-Trp-Y-PEA umgesetazt, die von der Schutzgruppe befreit, dann acyliert und anscilieend
sulfatiert werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf der Aminoséurerest A vorzugsweise aus
Asparaginséure, der Carbonséurerest vorzugsweise aus Bernsteinséure, die Schutzgruppe z.B. aus
t-Butyloxycarbony! (Boc) oder Benzyloxycarbony! (Z) bestehen und der Aminoséurerest B
vorzugsweise Thr, Nle, Leu oder Met bedsutet.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB in den Verbindungen der Formel |

L-Trp durch D-Trp ersetzt werden kann.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von neuartigen acylierten Cholecystokininsequenzun der aligemeinen
Formel

Acyl-Tyr(SE)-X-Gly-Trp-Y-NH-CHy-CH;CHgHs |

in der Acyl einen Aminos#urerest, vorzugsweise Asparaginsiure, oder einen Carbonséurarast, vorzugsweise Bernsteinséure,
oder eine in der Peptidchemie gebréuchliche Schutzgruppe, vorzugsweise Butyloxycarbonyl {BOC! und Benzyloxycarbonyl (2)
darstellt und SE fiir einen Sufiatesterrest am Tyrosin steht. X steht fiir einen Aminoséurerest, vorzugsweise Thr, Nle, Leu oder
Methionin und Y fiir Methionin, Norleucin oder Leucin. Zur besseren unzymatischen Stabilitét kann anstelle von Trp auch D-Trp
rein verwandt werden.

Derartige Peptide stellen neusrtige wichtige Antagoniston des Cholecystakinins dar und sind wertvolle Hilfsmitte! fir
pharmakologische Untersuchungen. Anwendungsgebiet der Erfindung sind die medizirische Forschung und die
pharmazeutische Industrie.

Charakteristik der bekanntan technischen Lasungen

Das gastrointestinale Peptidhormon Cholecystokinin {CCK) existiert in verschiedenen molekularen Formen, unter anderen
alsCCK-39, CCK-33, CCK-12 und CCK-8 (v. Mutt und E.Jorpes, Biochern. Journal 125,57 1971).

Es zeigt eine Reihe wichtiger Effekte im Gastrointestinal-, Pankreas- und hepatobiliren System. So stimu:liert es dio
Gallenblasenkentraktion und bewirkt die Relaxation des Sphincter oddi (Obersichten siehe J.E.Morley, Life Sci. 30, 479, 1982
und Nieber, K.; Henklein, P.; Ott, T. und P.Oehme Z. gesamte inn. Me:1. 42 [1987} 501).

Nach dem Auffinden von CCK im ZNS wurden weitere Effekte eritdeckt. So spielt CCK unter anderem eine Rolle bel der
Appetitsregulation, Analgesie, Ptosie oder Katalepsis. Zur pharmakologischen Untersuchung all dieser Effekte sind
Antagonisten wichtige Hilfsmittel. Die gegenwirtig bekannten Antaganisten des Cholecystokinins sind Derivate der
Glutamins#ure ~ Proglumid — (A.L. Rovati, Minerva Medica 1987, 58, :3651; Macovec at al., Eur. J. Med. Chem.-chim. Ther. 21
[1986) 9), des Tryptophans - Benzotript - (Hahne, W.F.Jensen, T; Lemp G.F. und J.D. Gardner 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. 78
l’987] 6304) baw. verkiirzte oder cyclische Ssguenzen des Cholecysickinins (Spanarkel et al., J. Biol, Chem. 268, 6746 (1983];
A\t Ch. Galas Am. J. Physiol, 254, G 176 [1988) sowie R. M. Freidinger et al., Proc. 19th. Europ. Peptid Symp. 1986 Paito Carras
Griechentand, EP-SP 0132919).

Neuerdings fand man, daf 3substituierte Benzodiazepine ebenfalls peripher eine hohe antagonistische Aktivitat besitzen (Chang
R.U. Science 230 {1885} 177). Variationen der Substituenten fihrien 2ur weiteren Wirkungsverstirkung {(Evans, 8.E., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83, [1986] 4918; US-PS 4554272, US-PS 4563451, US-PS 4559338, EP-PS 166353, EP-PS 166354, EP-PS 167920,
EP-PS 170024).

Kirzlich wurden auf dor Basis von verkiirzten Sequenzer 1aue wirksame Antagonisten entwickeit (W1 607K/299762 und

WP C07K/299763). Alle bisher gefundenen Antagonisten auf Peptidtiasis wiesen eine noch zu geringe antagonistische Aktivitét
auf (ICg-Werte 107® bis 1077 Mol).

Derivate des Benzodiazepins wirken nur peripher.
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Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, neuartige Antagonisten des Cholecystokinins auf Peptidbasis herzustellen, die eine héhere
antagonistische Axcvitat besitzen als die vergleichbaren bekannten Antagonisten.

Darlagung des Wesens der S:-tindung

Der ~-‘indung liegt die Aufgabe zugrunde, Verfahren zu entwickain, nach dem sich neuartige Sequenzen des Cholecystokinins
{CCK) mit antagonistischen Eigenschaften herstelien lassen. Die Aufgabe wurde dadurch geldst, da8 C-terminal verkiirzte
Sequenzen synthetisiart wurden, denen die beiden C-terminalen Aminos#uren Asparaginsdure und Phenylalanin fehlen, Die
Aminosaure Y, die je:zt als C-terminale Aminos#ure steht, wurde in das B-Phenethylamid (PEA) umgewandelt. Die dadurch
orhaltenen verkirzien CCK-Sequenzen zeigen liberraschenderweise keinerlei CCK -Eigenschaften mehr, sind aber in der Lage,
CCK in Konzentrationen von 107* his 10~° Mol/l zu hemmen. Die Verbindungen wurden peptidchemisch in iiblicher Weise unter
Verwendung bekannter Schutzgruppen hergestelit. Zu diesem Zweck wurde Boc-Trp-X-B-phenethylamid hergestellt, von der
N-Schutzgruppe mit 2N HCL/Eisessig befreit und mit Boc-Tyr-X-Gly-ONB zum Pentapeptid umgesetzt. Das Pentapeptid Boc-Tyr-
X-Gly-Trp-Y-PEA wird von der Boc-Schutzgruppe befreit, ac sert und anschlieBend mit Pyridiniumacetylsulfat sulfatiert. Die
endgiiltige Reinigung erfolgt durch RP-18-Mitteldruckchromatographie isokratisch an 28% Acetonitril/0,05N
Ammoniumacetatlésung pH6,5. Die Erfindung soll anhand von Ausfihrungsbeispielen néher erliutert werden

Beisplel 1
Suc-Tyr(SE)-Met-Gly-Trp-Met-NH-CH,-CH,C¢Hg
Boc-Trp-Met-PEA
Das Dipeptid wurde durch Umsetzung von Boc-Trp-ONB mit H-Met-NH-CH,=C¢H; gewonnen.
Fp. 161-163 DC:.CHCIy/MeOH 9:1,R; = 0,72
[a]3?° = —14,37 c=1
SUC-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-PEA
5mMol Boc-Tyr-Met-Gly-ONB (hergestellt nach Henklein et el Z. Pharmazie 42, 414 [1987]) werden mit 5mMol H-Trp-Met-PEAin
30mi DHF umgesetzt. Das Lésungsmittel wird auf '/« des Ve lumens eingeengt und das verbleibende Olin 15%KHSGC, eingerihnt.
Der Nicderschlag wird getrocknet und von der Schutzgruppe durch Behandaln mit 10ml 2n HCi/Eisessig unter Zusatzvon 0,5 mi
Mercaptoethunol entfernt,
Das rohe Hydrochlorid wird wie iblich mit Bernsteinséureanhydrid in Pyridin/DMF acyliert.
Die L&sung wird eingeengt, mit 0,1 n Hcl verrieben.
Der rasultierende Rickstand wird abgesaugt und mit Wasser gewaschen.
SUC-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-PEA MG = 1016
Fp. 144-50 (Zers.), Ry Essigester:Schwyzer Grundlésung (Pyr:HOAc:H;0 = 20:8:11) = 70:30
Suc-Tyr(SE)-Met-Gly-Trp-Mat-PEA
MG 1097 Fp. 144-52°C (unter Erweichen)
HPLC: Skute ODS Hypersil 5urn 2,1 x 100mm
Laufmittel A: 0,01 H;PO, pH 2,2/CH;,CN
Gradient 28-42% CH,CN
Fiu 0,7ml; Ry = 1,18min
Laufmittel B: 0,01 m Ammoniumacetat pH 4,13/25% CH,CN R; = 4,13 min.

Belsplel 2

Am isolierten Maarschweinchenileum antagonisiert SUC-Tyr-{SE)-Met-Gly-Trp-Met-NH-CH,-CH,-C¢H; die
kontraktionsausldsends Wirkung von CCK-8 kompetitiv. Die Substanz zeigte bis 2u einer Konzentration von 107° Mol keina
kontrahierende ” “snwirkung. Der pA;-Wert fiir SUC-Tyr(SE)-Met-Gly-Trp-Met-HN-CH,-CH,-C¢H; betrigt 8,04 £ 0,19 (x: = 6).
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