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SYNTHESE VON [3,14—L-SELENOCYSTEIN, 8—D-TRYPTOPHAN]SOMATOSTATIN
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Die konventionelle Synthese von [3,14-L-Selen00ystein, 8—D—Tryptophan]_

Somatostatin wird beschrieben., Das Diseleno-Somatostatin-Analogon hemmt
dhnlich wie das native Peptidhormon die Insulin- und Glukagonsekretion,

Im Rahmen wvon Struktur-Aktivitidts-Studien konnte der Nachweis erbracht werden,
daf sowohl cysteinfreie Somatostatin-Analoga mit Di-Carba-~ oder Peptidbindun-
gen zwischen den Aminosdureresten 3 und 14 als auch kiirzerkettige nichtredu-
zierbare Cyclopeptide eine hohe biclogische Aktivitat zeigenl. Trotz des da-
mit bestédtigten nichtessentiellen Charakters der beiden Cysteine entschlossen
wir uns, aus vorrangiyg synthetischen Erwigungen und in Anlehnung an entspre-
chende Untersuchungen am Oxytocin2 den noch nicht bekannten EinfluB der Sub-
stitution der beiden Cysteinbausteine durch L-Selenocystein am Beispiel des

3,14

Analogons [Sec N D—Trpaj]Somatostatin3 zu studieren:

H-Ala-Gly-Sec-Lys-Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Sec-0H
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Die zusétzliche Modifikation in Position 8 fihrten wir unter Bericksichtigung
der beschriebenen erhéhten biologischen Aktivitat des [D-Trps]Somatostatins4

im Vergleich zum natirlichen Hormon durch.

Zur Darstellung des Diselano-ED-Trps]Somatostatins diente eine bereits fir
die Synthese des Somatostatins und entsprechender Analoga bewahrte Variantes,
die auf einer (6 + 8}-Segmentkondensation basiert (Abb,)., Mit dem wvon
Theodoropoulos et al.6 beschriebenen tert.-Butyloxycarbonyl-Se-benzyl-L-sele-
nocystein-4-nitrobenzylester wurde ein fir diese Strategie geeignetes Seleno-

cystein-Derivat ausgewshlt. Durch Behandlung dieses Esters mit Hydrazin-Hydrat
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konnte das Boc-Sec(Bzl)-NH-NH, in 83-proz. Ausbeute erhalten werden7:
Fp. 130 - 132°c;[0(]§° - 6.7° (e = 1, DMF), Das geschitzte Hydrazid diente als
Carboxykomponente fur die Synthese von Boc-Sec(le)—Lys[Z(oCl)]-Asn-Phe-OMe.
Andererseits wurde nach Entacylierung der genannten Schlisselverbindung der
resultierende H-Sec(Bzl)-ONB fur den Aufbau des C-terminalen Octapeptidseg-
mentes verwendet, Die Deblockierung gelang sowohl mit HCl/Eisessig als auch

mit HCl/Dioxan und lieferte das entsprechende kristalline Hydrochlorid in

Sl-proz. Ausbeute7: Fp. 87 - 90°C;[CK]SO - 2.8° (c = 1, DMF )},
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Abb,: Syntheseschema des Diseleno-[D—TrpS]Somatostatins

Das N-terminale Hexapeptid wurde ausgehend vom H-Lys{Z(oCl)]-Asn-Phe—OMe, der
durch schrittweisen Aufbau Uber die entsprechenden Pentafluorphenylester er-
halten wurde, durch Verlangerung mit Boc-Sec(le)-NH-NH2 nach der Azid-Metho-
de® (Ausb.: 50 ¥ ) sowie nachfolgender Deblockierung und Anknipfung von
Boc-Ala-Gly-0OH mittels des Geiger-Kﬁnig-VerFahrens9 (Ausb.: 86 %) aufgebaut.
Zur Darstellung des C-terminalen Octapeptides wurde das durch eine (2 + 3)-

Azidkupplung in 68-proz., Ausbeute erhaltene Pentapeptid Boc-Phe-D-Trp-
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Lys[Z(pCl)]-Thr-Phe-OMe nach der Esterverseifung mit H-Thr-Ser-OMe zum N-ge-
schiitzten Heptapeptidmethylester (DCCI/HOBt: 90 % Ausb.) verknipft, der nach
C-terminaler Deblockierung mit H-Sec(Bzl)-ONB wiederum mittels DCCI/HOBt9

zum gewlinschten Segment-(7-14) umgesetzt wurde.

Die Vereinigung der beiden Segmente zum vollgeschitzten Tetradecapeptid gelang
in 63-proz. Ausbeute mittels der Azidvariante nach Honzl und Rudingersz

Fp. 195 =~ 220%C (ZerS.);[Cx]gs - 17,3° (c = 1, DMF); dinnschichtchromatogra-
phisch einheitlich in 2-Butanol-Ameisensédure-Wasser (75:13.5:11,5), 1-Butanol-
Essigsiure-Wasser (4:1:1) und 1-Butanol-Pyridin-Essigsédure-Wasser (4:1:1:2):

O

Aminoséureanalyse1 : Ala 1,0 (1), Gly 1.0 (1), Lys 2.2 (2}, Asp 1,0 (1},

Phe 3.2 (3), Thr 1.8 (2), Ser 0.9 (1).

Zur Entfernung der Schutzgruppen wurde das Tetradecapeptid-Derivat mit Bor-
tris{trifluoracetat) in Gegenwart wvon Thioanisol11 und danach zur Vervoll-
stindigung der Deblockierung mit Natrium in flissigem Ammoniak behandelt. Die
anschlieBende Cyclisierung erfolgte in Analogie zur Disulfidbrickenbildung

beim Somatostatin12

durch Luftoxydation in stark verdinnter wifriger Ldsung
bei pH 6.5. Nach Konzentrierung der Lésung an einer Amberlite IRC-50-~Siule
wurde das Rohprodukt durch zweimalige Gelfiltration an Sephadex G-25F unter
Verwendung von 2 M bzw. 1 M Essigsdure als Elutionsmittel gereinigt. Die
Lyophilisation lieferte 58 mg (11 % d. Th.,) dinnschichtchromatographisch ein-
heitliches Diseleno—[D-Trps]Somatostatin:[f?ﬂgo - 26.8° (c =1, 1M Essig=-
sadure); R 0.43 in 1-Butanol-Pyridin-Essigsidure-Wasser (4:1:1:2); Aminosdure-
analyse'®: Ala 1.0 (1), Gly 0.8 (1), Lys 1.8 (2), Asp 0.9 (1}, Phe 3.0 (3},
Thr 1.8 (2), Ser 0.9 (1}. 117 mg einer zweiten dinnschichtchromatographisch
uneinheitlichen Fraktion konnten nicht weiter gereinigt werden, Diese Befunde
pestZtigen den insgesamt unbefriedigenden Verlauf der Finaldeblockierung und

unterstreichen die Notwendigkeit der Erprobung von Selen-Schutzgruppen, die

unter milderen Bedingungen abgespalten werden konnen.

Am Modell des isoliert perfundierten Pankreas der Wistar-Rattel® wurde die
Wirksamkeit des Diseleno-[b-TrpBJSomatostatins auf die Insulin- und Glukagon-
sekretion in vitro untersucht, Analeg dem Somatostatin (linear, Sereno, Frei-
burg, BRD) hatte das Diseleno-I}—TrpB]Somatostatin (152.8 nmol/1l) einen hem-

menden Einfluf auf die durch hohe Glucosekonzentrationen (11 nmol/l) induzier-
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te Insulinsekretion. Nach der Stimulation der Insulin- und Glukagonsekretion

durch 10 nmol Arginin/l in Gegenwart von 5.5 nmol Glucoses/l fihrten unter-

schiedliche Konzentrationen von Diseleno-[D-TrpSISomatostatin (57 .8 nmol/1

bzw. 5.8 nmol/l) zu einer Hemmung der Insulin- und Glukagonsekretion, die mit

der nach Perfusion mit der gleichen Konzentration Somatostatin identisch war.,

Ober Einzelheiten des Einflusses wvon Diseleno-[E-TrpB]Somatostatin auf die
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