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(57) Abstract

The peptides of the formula Tyrl-X-A-Pro-B-Pro-C...,

wherein Tyr represents tyrosin amino-acid and Pro represents

prolin amino-acid, symbols A, B and C representing any amino-acid in its L- form and X representing any amino-acid in its D-
form, have an opiated action and may used as medicaments, either in human or veterinary medicine.

(57) Zusammenfassung

Peptide der Formel Tyrl-X-A-Pro-B-Pro-C..., wobei Tyr gleich der Aminosiure Tyrosin und Pro gleich der Aminoséure
Prolinist, A, B, Cjede beliebige Aminosiure in der L-Form und X jede beliebige Aminoséure in der D-Form ist, wirken opiatar-
tig und kdénnen als Arzneimittel und Tierarzneimittel verwendet werden.
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Pharmakologisch aktive ieptide und diese enthaltende

Arzneimittel

Beschreibung

Die Erfindung betrifft neue pharmakologisch aktive Peptide,
insbesondere opiatartig wirkende, Verfahren zu deren synthe-
tischer Herstellung, sowie nach diesen Verfahren hergestellte

pharmakologisch aktive Peptide.

Es sind pharmakologisch aktive Peptide bekannt, welche in
besonderen biologischen Testsystemen eine spezifische opiat-
artige Wirkung entfalten. Es sind dies insbesondere die von
Hughes et al. (Nature 258, 577, 1975) aus dem Gehirn isolier-
ten Pentapeptide: das Methionin- und das Leucinenkephalin
sowie deren ldngerkettige Analoga. Diese bekannten Peptide
und deren synthetische Derivate weisen den Nachteil auf, dan
diese nach in vitro Behandlung mit Proteasen (z.B. Bronase E,
Merck) nach kurzer Inkubationszeit ihre pharmakologische
Wirkung, in diesem Fall eine opiatartige, verlieren. Bei in
vivo Verabreichung werden diese Peptide durch kdrpereigene

Proteasen leicht angegriffen und zerstdrt.

Auf der Tagung der Int. Narcotic Research Conference im Juni
1979, North Falmouth, USA, sind neue Peptide, B8-Casomorphine
beschrieben worden, welche eine neuartige Sequenz aufweisen,
welche Uberraschenderweise aufgrund dieser Sequenz eine erhd&hte
Stabilitdt gegeniiber Proteasen (z.B. Pronase E, Merck) aufwei-
sen. Diese Peptide zeigen eine starke opiatartige Wirkung an
verschiedenen bekannten Testsystemen (Rezeptorbindungstest und
isolierter Meerschweinchendarm). Nach Injektion von 0,35 umolen
B-Casomorphin-5 (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly) in das Ventrikelsystem
des Gehirns der Ratten zeigt sich eine starke, opiatspezifi-
sche Analgesie, welche innerhalb von 10 Minuten ihre maximale
Wirkung.erreicht hat und nach 60 Minuten v61llig abgeklungen ist.
Diese im Vergleich zu Morphin kurze Wirkungsdauer, bei glei-
cher Analgesie, deutet bereits auf einen méglichen v&lligen
oder teilweisen Abbau der Substanz durch Enzyme des Gehirns

hin.
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Nach parenteraler oder oraler Applikation der Substanz

zeigt das B—Caéomorphin—S, welches librigens das bisher
stirkste bekannte opiatartig wirkende Peptid der B-Caso-
mérphinfamilie ist, keine analgetische Wirkung. Die Dosis
betrug bei diesen Versuchen bis zu 150 mg pro Kg Kdrper-
gewicht der Ratten. Dieser Nachteil der bekannten Peptide
kann ganz oder teilweise auf die Inaktivierung der Substanz
im Blut und/oder im Gehirn zurilickgefiihrt werden. Inkubations-
versuche der Substanz mit Rattengehirnhomogenat oder Blut-
plasma zeigten, daB8 schon nach kurzer Inkubationszeit von

15 Minuten die opiatartige Wirkung verschwindet.

Aufgabe der Erfindung ist es, neue pharmakologisch aktive
Peptide zu schaffen, B-Casomorphine, Analoga und/oder Deri-
vate, welche nach Inkubation (bis 120 Minuten) mit Rattenge-
hirnhomogenat und/oder -homogenatiiberstand und/oder Blutplasma
(siehe Ausfiihrungsbeispiel) ihre pharmakologische Wirkung,

zum Beispiel die opiatartige, beibehalten. Aufgabe der vor-
liegenden Erfindung ist es ferner, pharmakologisch aktive
Peptide, B-Casomorphine, Analoga und/oder .Derivate zu schaf-
fen, welché nach parenteraler (z.B. intravénéser oder sub-
cutaner Injektion) und/oder oraler Applikation eine pharma-
kologische Wirkung, insbesondere eine opiatartige zeigen.
Aufgabe der Erfindung ist weiterhin, den Fachmann durch die
Offenbarung der Aminosduresequenz, insbesondere der Position
der D-Aminosdure, in die Lage zu versetzen, mit {iblichen Metho-

den das Peptid in beliebiger Menge herzustellen.

Diese Aufgabe ist gemdB der Erfindung dadurch geldst, daB
die pharmakologisch aktiven Peptide folgende Formeln auf-

weilsen:
Tyr1—X—A—Pro—B—Pro—C...

wobei Tyr gleich der Aminosdure Tyrosin und Pro gleich der

Aminosidure Prolin ist. A, B, C... kann jede beliebige Amino-
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sdure der stereochemischen L-Form sein. X kann jede belie-

bige Aminos&ure der D-Form sein.

Nach einer Weiterbildung der Erfindung weisen die pharmako-
logisch aktiven Peptide folgende Formeln auf:

Tyr1—X—A

Tyr1—X—A-Pro

Tyr1—X-A-Pro—B
Tyr1—X—A-Pro—B-Pro
Ter—X—A—Pro—B-PrOrC

Tyr | -X-A-Pro-B-Pro-C-Pro.

Tyr '-X-A-Pro-B-Pro-C-Pro-D.....

Hierbei kann A, B, C, D... jede beliebige L-Aminos&ure sein,
auch Prolin und Tyrosin. X kann jede beliebige D-Aminosiure

sein.

Nach einer anderen Weiterbildung der Erfindung bedeuten die

Buchstaben A, B, C, D der aufgefiihrten Peptide:

X: D-Prolin

A: L-Phenylalanin
B: L-Glycin

C: L-Isoleucin

D: L-Asparagin

Nach einer besonders vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung
ist X durch die D-Aminosiuren :D-Alanin, D-Threonin oder

D-Valin ersetzt.

Nach einer anderen Weiterbildung ist
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a) das endstdndige L-Tyrosin der allgemeinen Formel:
R

2 R1
R3O I
CHi—-r-—-CO._.
NHW
durch:

R1 fiir Wasserstoff oder eine Alkylgruppe
mit 1 bis 4 C-Atomen,

R, fir Wasserstoff oder zusammen mit R1
fiir eine Aethylenbriicke,

R fiir Wasserstoff, eine Alkylgruppe mit
1 bis 4 C-Atomen oder eine R4CO-Gruppe,

R fliir einen gesdttigten oder ungesdttigten,
geradkettigen oder verzweigten Alkylrest
mit 1 bis 17 C-Atomen, einen Phenylrest
oder einen Phenylalkylrest mit 7 bis 12
C-Atomen, wobei die Phenylreste durch 1 oder
2 Substituenten aus der Reihe Halogen, Alkyl
mit 1 bis 4 C-Atomen oder Alkoxy mit 1 bis

4 C-Atomen substituiert sein koénnen,

wobei die R,O-Gruppe sich in meta- oder para-
Stellung zum

R

[] 1

-CH - C-CO-Rest befindet,
H

2
NHW

W fiir Wasserstoff, Alkyl mit 1 bis 5 C-Atomen,
Alkenyl mit 3 bis 5 C~Atomen, Cyclopropylmethyl,
Cyclobutylmethyl, R4CO-, H-Lys-, H-Phe-oder H-Thyr,

ersetzt.
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H
b) das L-Phenylalanin der allgemeinen Formel: !
—-%J—-C-—-CO-—

R
5 CH2

durch: (R6)Z

RS' fiir Wasserstoff oder Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen,

R6 fir wasserstoff, Fluor, Chlor, Brom, Nitro, Alkyl
mit 1 'bis 4 C-Atomen oder Alkoxy mit 1 bis 4
C-Atomen,

z  fir 1 oder 2

ersetzt.

c) das L-Prolin (an den Positionen der Aminosiure 4,6,8...
des Peptids) der allgemeinen Formel:

R,

CO—

so modifiziert, das:

fiir Wasserstoff, eine Hydroxygruppe, eine Alkyl-
oder Alkoxygruppe mit 1 bis 4 C-Atomen steht,

R,

= am Stickstoff eine Alkyl- oder Alkoxygruppe mit
1 bis -4 C-Atomen gebunden ist;

- eine oder mehrere Ketogruppen in den Ring einge-

fiihrt sind.

d) die endstdndige, C-terminale Aminos&dure ein Amid

oder Ester.

&U REA U .
OMPI
I, WIPO [«
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Die erhShte Stabilitidt der erfindungsgeméBen Peptide
gegeniiber abbauenden Enzymen beruht auf den Einbau

einer D-Aminosdure in Position 2 des Peptids. Dieser
_Einbau war vdllig fernliegend, da die Entdecker und
Erstbeschreiber dieser Verbindungsklasse der B8-Caso-
morphine auf der Internationalen Narcotic Research
Conference, Juni 1979, North Falmouth, USA, berichte-
ten, daB durch die alternierende Prolinsequenz eine vdllig
{iberraschende Stabilitdt gegeniiber Peptidasen, z.B. Pro-
nase E, Merck, resultiert. So lag es also v&llig fern,
eine weitere Stabilisierung gegen Proteasenspaltung vor-
zunehmen. Die D-Aminosdure in Position 2 des Peptids
verhindert den Abbau durch natiirliche Enzyme, da die na-

tlirlichen Enzyme bevorzugt Peptidbindungen zwischen L-Amino-

sduren spalten.

Nach einer anderen Weiterbildung der Erfindung ist die C-

terminale Aminosdure eines ungeradzahligen Peptids Methionin.

Besonders vorteilhaft ist die Aminosdure Methionin in C-
terminaler Position bei Penta, Hepta und Nonapeptiden.

(Die C-terminale Aminosdure steht immer rechts vom Tyr .)

Sehr giinstig ist die Derivatisierung des Methionins. Dabei

liegt das C-terminale Methionin als -Met(0)-OH vor:

s

i

[

%

—HNCHCH20H

Diese Derivatisierung erbringt eine Verstd@rkung der opiat-
artigen Wirkung mit sich, das heiBt mit kleineren Dosen der

Peptide kdnnen stdrkere Wirkungen erzielt werden.
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Nach einer Weiterbildung der Erfindung werden die erfin-
dungsgemdBen pharmakologisch aktiven Peptide mit einem
in der Peptidchemie und/oder in der Natur iblichen Ver-

fahren synthetisiert.

Unter Ublichen Verfahren wird das Einflihren sowie' das Ab-
spalten von Schutzgruppen (z.B; der Schutz der Aminogruppe
durch Carbobenzoxychlorid; der Schutz von S&duregruppen als
Ester) wdhrend der Synthese verstanden. Ublich sind ebenfalls
Synthesen an Trdgermaterialien wie z.B. Polystyrol.

Nach einer Weiterbildung der Erfindung werden die pharma-
kologisch aktiven Peptide durch Knilipfen der Peptidbindung
zwischen den einzelnen Aminosduren und/oder den kleineren
Peptidfragmenten mit den Ublichen Methoden erzeugt.

Arzneimittel und Tierarzneimittel, dadurch gekennzeichnet,
daB diese, die in den Anspriichen 1 - 10 beschriebenen pharma-
kologisch aktiven Peptide und/oder deren Derivate und/oder
deren Sdureadditionssalze und/oder deren, Metallkomplexe ent-
halten. '

Diese Siureadditionssalze k&nnen vorzugsweise Hydrochloride,
Lactate oder Citrate sein. Als Metallkomplexe k&nnen Zink-,
Magnesium- und Cobaltverbindungen verwendet werden. Als
Derivate sind sd@mtliche Verbindungen zu verstehen, die als
Grundgeriist die erfindungsgemdBe Peptidsequenz der L-Amino-
sduren mit Einbau einer D-Aminos&ure in der Position 2 auf-
weisen und durch Substitution einzelner anhdngender Gruppen
Variationen erzielt werden. Die dabei erzielte positive oder
negative Auswirkung auf die jeweils gewlnschte wWirkung kann

dann in den jeweiligen Tests einfach festgestellt werden.

Diese Arzneimittel kOnnen insbesondere als Antitussiva,
Antidiarrohica, Analgetica, Antipsychotica, Tranquilizer

Verwendung finden.
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Beispiel

Synthese eines erfindungsgemdfen Pentapeptids der Se-
quenz: Tyr-D-Ala-Phe-Pro-Gly-Methylester

und Tyr-D-Pro-Phe-Pro-Gly-Methylester

A Syntheseplan: Die Aminokomponente wird bei -15°C oder
niedriger in Dimethylformamid (DMF) mit einem O,5 mola-
ren ﬁbeischuﬂ an gemischtem Anhydrid einer Z-Aminosdure-
isobutylcarbonsdure (wobei 7 als Schutzgruppe dient und
eihen N-Benzyloxycarbonyl-Rest darstellt) 2 - 4 Stunden

umgesetzt.

Das gemischte Anhydrid wird in DMF bei -15°C oder niedri-
ger in 10 bis 15 Minuten unter Einsatz eines 6%-igen Uber-
schusses am Z-Aminosdurederivat und.N-Methylmorpholin {ber
den Chlorameisensiureisobutylester gebildet. Der Uberschus
an gemischtem Anhydrid wird dann zerstOrt. Bei 0°C wird der
pH des Reaktionsproduktes mit wdssriger, gesdttigter KHCO3
Losung auf 8 eingestellt und 30 Minuten bei 0°%¢ gerihrt.

Die Peptide wurden mit Ethylacetat extrahiert. Das Ethyl-
acetat/Peptidgemisch wurde, um das Z-Aminosdure-Kaliumsalz
zu entfernen, 3 mal mit Natriumchlorid/Wasser, 3 mal mit
Wasser gewaschen und abgedampft. Das so erhaltene Peptid,
welches noch die Schutzgruppe Z trdgt, wurde in Methanol
hydriert. Dabei wurden 100-500mg Pd/Aktivkohle Katalysa-
tor pro mmol Peptid zugesetzt. Die COZ-Abspaltung wurde
mit Ba (OH)2 Ldsung kontrolliert. Der Katalysator wurde
abfiltriert (Schleicher & Schiill Papierfilter N° 595),
mit Wasser ausgiebig gewaschen,und das Filtrat auf einem
Rotationsverdampfer (Biichi, Rotavapor RE) eingedampft.
Das gewiinschte deblockierte Peptid ist im Riickstand.
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B Synthese des Pentapeptids
Tyr-D-Ala-Phe-Pro-Gly-Methylester und
Tyr-D-Pro-Phe-Pro-Gly-Methylester

Stufe 1: a) Herstellung des gemischten Anhydrids.
(Zz-Phe-Pro-gemischtes Anhydrid)

640 mg (1,6 mM; = 6%-iger UberschuB) des
Dipeptids Z-L-Phe-L-Pro (wobei Z ein. N-
Benzyloxycarbonyl-Rest ist, welcher als
Schutzgruppe fungiert) werden in 20 ml
Dimethylformamid (DMF) mit 200 pul (1,5 mM)
Chlorameisensdureisobutylester bei -15°¢
nach Zusatz von 170/ul (1,6 mM) N-Methyl-
morpholin 15 Minuten umgesetzt.-

b) Vorbereitung der Aminokomponente.
125,6 mg (1,0 mM) Glycinmethylesterhydro-
chlorid werden in 20 ml DMF unter Zusatz
von 110/ul (1 mM) N-Methylmorpholin bei
-15%% aufgeldst.

Stufe 2: Umsetzung des gemischten Anhydrids der Stufe
1 a mit der Aminokomponente 1 b. Das Z-Phe-
Pro-gemischte Anhydrid wird mit dem Glycin-
methylester in 40 ml DMF bei -15°C 4 Stunden
umgesetzt. o

Z-Phe-Pro-gem. Anhydrid+Gly-Metester 15(:>

4 h
Z-Phe-Pro-Gly-Metester

Vor der Aufarbeitung wird der 50%-ige {ber-
schuB an gemischtem Anhydrid zerstdrt. Bei
0°C wird der pPH des Reaktionsproduktes mit
wdssriger, gesdttigter KHCO3-Lésung auf pH 8
eingestellt und 30 Minuten bei 0°C geriihrt.

WIPO
7 NG
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Danach wird das Peptid mit 50 - 100 ml Ethyl-
acetat (EtAc) extrahiert; das EtAc/Peptidge-
misch wird mit gesdttigter, wédssriger Natrium-
chlorid-L&sung gewaschen. Nach einem weiteren
abschlieBenden Waschen mit Wasser wird die

EtAc-Phase eingedampft.

Stufe 3: Abspalten der Schutzgruppe durch Hydrierung.
Das Peptid wird in 30 ml Methanol geldst und
100 mg Palladium auf Aktivkohle (Merck) zuge-
geben. Nach dem Verdridngen der Luft durch Stick-
stoff wird in das ReaktionsgefdB Wasserstoff
eingeleitet. Die Hydrierung wird bei 25% - 30°%C
durchgefﬁhrt. Die Hydrierung ist beendet, wenn
kein CO2 mehr freigesetzt wird, d.h. wenn nach
Kontrolle in wissriger Bariumhydroxid-Ldsung
kein Niederschlag mehr gebildet wird. Die Ld&sung
wird filtriert, mit Wasser gewaschen und am
Rotationsverdampfer einrotiert. Dieses verblei-
bende Zwischenprodukt wird dann in Stufe 4 als

Aminokomponente eingesetzt.

Stufe 4: a) Herstellung des gemischten Anhydrids Z-D-Ala- und
Z-D-Pro-gem.Anhydrid
334.8 mg Z-D-Ala (entsprechend auch Z D-Pro) werden
in 15 ml DMF unter Zusatz von 17Q/Al (1.5 mM) ~
N-Methylmorpholin gelost und mit 189/Al (1,4 mM)
Chlorameisensdureisobutylester bei -15° 15 Mi-

nuten umgesetzt.

b) Umsetzung des gemischten Anhydrids aus der Stufe
4 a mit der Aminokomponente der Stufe 3.

Z-D-Pro oder Z-D-Ala -Anhydrid+Phe-Pro-Gly-Metester (in 15 ml

- 15°%
DMF) :} Z-D-Ala-Phe-Pro-Gly-Methylester
4 h und Z-D-Pro-Phe-Pro-Gly-Methylester

WIPO
I“’Tl"huvmth “/
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(Die Herstellung des Z-D-Ala und des Z-D~Pro
ist am Ende der Synthese aufgefiihrt,)

Die Zerstdrung des {iberschiissigen gemischten
Anhydrids, die Extraktionsschritte, die Hy-
drierung werden identisch wie vorher beschrie-
ben durchgefiihrt.

Das Endprodukt 4 b dient als Aminokomponente

flir die Stufe 5. Eine Kontrolle der Aminosdure-
zusammensetzung nach Hydrolyse ergab die richti-
ge molare Aminosdurerelation dieses Peptids. Ein
Test auf die Opiataktivitdt (Testmethode siehe
Beispiel I) ergab keinerlei opiatartige Wirkung.

Stufe 5: a) Bildung des gemischten Anhydrids (Z-Tyr-gem.
Anhy.) 629,24 (1,4 mM) N,0-di-Z-L-Tyrosin werden
in 15 ml DMF unter Zusatz von 165/A41 (1,4 mM)
N-Methylmorpholin geldst und mit 17§/u1 (1,3 mM)
Chlorameisensdureisobutylester bei -15°C 15 Mi-

nuten umgesetzt.

5: D) Umsetzung des gemischten Anhydrids aus Stufe 5 a
mit dem Endprodukt der Stufe 4 b.
Das Endprodukt der Stufe 4 b wird in 15 ml DMF
geldst und mit dem gemischten Anhydrid der Stufe
5 a bei -lSOC, 4 Stunden umgesetzt. Die Zersts-
rung des Uberschiissigen gemischten Anhydrids,
die Extraktion und die Hydrierung erfolgen wie

oben beschrieben.

Eine nachfolgende Auftrennung der Reaktionsprodukte
mittels Gelfiltration auf einer Biogel P 2 Siule

(Fa. Biorad) < 400 mesh, Durchmesser 20 mm,Linge 1170 mm,
Fluggeschwindigkeit 12 ml pro Stunde, mit Ultraviolett-
absorptionsmessung bei 280 nm, und einem Fraktionskollek-
tor (je 20 min/Frak.) wurde durchgefiihrt. Alle Fraktio-
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nen der Gelfiltration wurden an einem in einem Organbad
aufgehdngten Langsmuskel—Plexus—Myentericus-Préparat auf
ihre opiatartige Wirkung getestet. Filr diesen Text wurden

die einzelnen Fraktionen unter Vakuum eingedampft.

Nach der Aufnahme der Riicksténde in Wasser wurden Teile die-
ser Proben dem Organbad zugesetzt und auf ihre hemmende
Wirkung auf die elektrisch stimulierten Kontraktionen des
Meerschweinchendarmpriparates getestet. Die hemmende Wirkung
der zu testenden Stoffe wurde als opiatspezifisch betrachtet,
wenn diese nach Zugabe des spezifischen Opiatantagonisten
Naloxon aufgehoben wurden, und nach weiterem Zusatz von Na-
loxon keine Hemmung durch die Probe mehr hervorgerufen wur-
de. Priparation und elektrische Stimulation des Meerschwein-
chendarms (Frequenz 0,1 Hz, pulse 60 V, 0,5 ms) wurden durch-
gefiihrt, wie von Kosterlitz et al. (Kosterlitz H.W., Lydon,
R.J., Watt, A. J. Brit. J. Pharmacol. 39, 398-413(1970) und
Schulz und Goldstein (Schulz R., Goldstein, A. J. Pharma-
col. exp. Ther. 183, 404-410 (1972) beschrieben.

Die opiataktiven Fraktionen wurden zum Trocknen gébracht.

Eine nach der sauren Hydrolyse durchgefiihrte Aminosédure-

analyse der opiataktiven Fraktion ergab ein richtiges mo-
lares Aminosidureverhidltnis entsprechend den beiden Pepti-
den D—Alaz—B—CasomorphinﬁS und D—Proz-B-Casomorphin-S.

Es sei darauf hingewiesen, daf bereits die Aktivierung
des opiatinaktiven Tetrapeptids (stufe 4 b) durch Tyrosin-
kopplung in ein opiataktives Peptid den Nachweis der erfolg-

reichen Synthese darstellt.
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Herstellung von Z-D-Ala (analog Z-D-Pro)

10 mM D-Ala (891 mg), in 5 ml 2 n NaOH, werden unter
Eiskthlung und kr&ftigem Rithren mit 3 ml 50 % Chlor-
ameisensdurebenzylester in Toluol und mit 5.16 ml 2 n
NaOH behandelt.

Die LOsung wird mit 5.33 ml 2n HCl éngeséuert und aus-
giebig mit Ethylacetat extrahiert. Die abgetrennte Ethyl-
acetat-Phase wird mit HC1l (verd.) und Wasser gewaschen
und schlieBlich mit viel KHCO,-L8sung extrahiert. Die
vereinigten wdssrigen Ausziige werden auf PH 1,5 mit HC1
gebracht und mit Ethylacetat extrahiert. Die Ethylacetat-
Phase wird wiederum mit verdiinnter HC1 gewaschen. Nach
einem weiteren Waschvorgang mit Wasser wird iiber Natrium-
sulfat getrocknet. Nach dem Abdampfen des Ldsungsmittels
bleibt das gewlinschte Endprodukt zurfick.
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Nachweis der Stabilitdt der opiatartigen Wirkung bei
Inkubation mit Rattengehirnhomogenat des D-Alaz-

R-Casomorphin-5.

Zwei durch Dekapitation getdteten Ratten (md&nnl. Sprague
Dawley, 220 g Gewicht) wird rasch das Gehirn, einschlief-
lich Kleinhirn, entnommen und in einen eisgekiihlten, mit

7 ml 0.05 M NaH,PO, Puffer gefiillten Homogenisator (Nr. S
587, Vol. 35 ccm, Braun,. Melsungen) eingebracht. Die Homo-
genisation erfolgt dann bei einer Umdrehungszahl von 850
U/min unter zehnmaligem Auf- und Abbewegen des Homogenisator;
stempels. Ein kleiner Teil des Homogenats wird entnommen und
auf Eis gelagert. Der Rest wird bei 5°C 15 Minuten lang bei
28 000 x g zentrifugiert. Sowohl das Homogenat vor der Zentri-
fugation als &duch der klare Uberstand nach der Zentrifugation

werden fiir die nachfolgenden Inkubationen verwendet.

Alle Inkubationen der Substanzen mit Hirnhomogenat und
-iiberstand erfolgen bei 37°C. pie jeweilige Inkubationszeit
wird durch 10 minlitiges Erhitzen bei einer Tempe}atur von
95°C beendet. Dieses Erhitzen auf 95°C dient dazu, noch vor-
handene Enzyme zu zerstdren, welche das biologische Nach-
weissystem fiir die opiatartige Wirkung beeintrdchtigen kdnn-

ten.

1-2 mg jeweils von B-Casomorphin-5 und dem erfindungsgeméﬁeﬁ
D—AlaZ—B-Casomorphin—S werden in SQ/Al H20 aufgenommen und
mit je 309/Al Gehirnhomogenat und -iliberstand vermischt. Je
eine Probe wird vor dem Inkubieren bei 37°C sofort auf 95°¢
erhitzt. Diese Proben waren also nur sehr kurze Zeit mit
den aktiven Enzymen in Kontakt und deren Gehalt an opiat-
artiger Wirkung dient als Bezugswert bei Zeitpunkt Null.
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Nach jeweils 15, 30, 60 und 120 Minuten werden weitere
Proben der beiden inkubierten Opiate dem Inkubator ent-

nommen und auf 950C erhitzt.

Als Nachweissystem, welches die Opiatmengen auch quanti-
tativ erfaBt, dient der auf Seite 16 beschriebene Meer-—

schweinchendarmtest.

Ein Test auf den Gehalt an opioiden Material in den
einzelnen Gef&Ben ergab, daB die Gef&Be, welche nur

kurze Zeit (Nullwert) den Enzymen ausgesetzt waren,

fir beide der eingesetzten Opiate den gleichen Gehalt

an Aktivitét aufwiesen. Aber bereits nach 30 Minuten zeig-
ten die Gef&Be, welche das B-Casomorphin-5 enthielten,
keine opiatartige Wirkung mehr, widhrend jedoch der volle
Gehalt an opiatartiger Wirkung beim D-Alaz-B-Casomorphin—S
sowohl nach 30 Minuten als auch nach 120 Minuten Inkuba-
tion nachweisbar war. Das Peptid mit der D-Aminosdure zeigt
somit eine erstaunliche Stabilitdt gegeniiber von peptid-

spaltenden Enzymen.

Mit den D—Alaz- und D-ProZ-B-Casomorphinen konnte bei
systemischer Applikation (intravendse und subcutane In-
jektion) eine analeptische Wirkung erzielt werden, was
mit den entsprechenden L-Verbindungen nicht m&glich war.
Die Dosierung lag, entsprechend der geringeren Wirkung

als Morphin, hoéher.

OMPI
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Analog dem oben aufgefiihrten Inkubationsbeispiel wurde beim
Test der Stabilitdt der opiataitigen Wirkung gegeniiber Blut-
plasma verfahren. Dabei wurden statt der 300 pl Homogenat
300 nl frisch gewonnenes Rattenblutplasma eingesetzt. Wieder
zeigte sich, daB das B-Casomorphin-5 ohne die D-Aminosdure
bereits nach 30 Minuten zerstdrt ist, widhrend das D-Ala?-3-

Casomorphin-s seine volle Wirkung behalten hat.

Die erfindungsgemidfen Arznéimittel und Tierarzneimittel sind
pharmazeutische Zubereitungen, die neben nichttoxischen,
inerten, pharmazeutisch geeigneten Trédgerstoffen einen oder
mehrere -erfindungsgemdBe Wirkstoffe enthalten, oder die aus

einem oder mehreren erfindungsgemdfen Wirkstoffen bestehen.

Zur vorliegenden Erfindung gehdren auch pharmazeutische
Zubereitungen in Dosierungseinheiten. Dies bedeutet, daB

die Zubereitungen in Form einzelner Teile, z.B. Tabletten,
Dragees, Kapseln, Pillen, Suppositorien und Ampullen vor-
liegen, deren Wirkstoffgehalt einem Bruchteil oder einem )
Vielfachen einer Einzeldosis entsprechen. Die Dosierungsein-
heiten k&nnen z.B. 1, 2, 3 oder 4 Einzeldosen oder 1/2, 1/3
oder 1/4 einer Einzeldosis enthalten. Eine Einzeldosis ent-
h&lt vorzugsweise die Menge Wirkstoff, die bei einer Appli-
kation verabreicht wird und die gewdhnlich einer ganzen,
einer halben oder einem Drittel oder einem Viertel einer

Tagesdosis entspricht.

Unter nichttoxischen, inerten pharmazeutisch geeigneten
Trédgerstoffen sind feste, halbfeste oder flissige Ver-
dinnungsmittel, Fiillstoffe und Formulierungshilfsmittel

jeder Art zu verstehen.
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Als bevorzugte pharmazeutische Zubereitungen seien Ta-
bletten, Dragees, Kapseln, Pillen, Granulate, Supposi-
torien, L&sungen, Suspensionen und Emulsionen, Pasten,

Salben, Gele, Cremes, Lotions, Puder und Sprays genannt.

Tabletten, Dragees, Kapseln, Pillen und Granulate k&nnen
den oder die Wirkstoffe neben den iiblichen Trigerstoffen
enthalten, wie Fiill- und Streckmittel (z.B. Stdrken, Milch~
zucker, Rohrzucker, Glukose, Mannit und Kieselsdure), Bin-
demittel (z.B. Carboxymethyl-cellulose, Alginate, Gelatine,
Polyvinylpyrrolidon), Feuchthaltemittel (z.B. Glycerin),
Sprengmittel (z.B. Agar-Agar, Calciumcarbonat und Natrium-
bicarbonat), L&sungsverzdgerer (z.B. Paraffin) und Resorp-
tionsbeschleuniger (z.B. quarternire Ammoniumverbindungen) ,
Adsorptionsmittel (z.B. Kaolin und Bentonit) und Gleit-
mittel (z.B. Talkum, Calcium- und Magnesiumstearat und
feste Polyethylenglykole) oder Gemische der aufgefiihrten
Stoffe. '

Die Tabletten, Dragees, Kapseln, Pillen und Granulate

kdnnen mit den iiblichen, gegebenenfalls Opakisierungs-
mittel enthaltenden Uberziigen und Hiillen versehen sein
und auch 'so zusammengesetzt sein, daB sie den oder die
Wirkstoffe nur oder bevorzugt in einem bestimmten Teil
des Intestinaltraktes, gegebenenfalls verzdgert, abge-
ben, wobei als Einbettungsmassen z.B. Polymersubstanzen

und Wachse verwendet werden k&nnen.

Der oder die Wirkstoffe kodnnen gegebenenfalls mit einem
oder mehreren der oben angegebenen Trigerstoffe auch

in mikroverkapselter Form vorliegen zur Erzielung eines
Retardeffektes.
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Suppositorien k&énnen neben dem oder den Wirkstoffen
die liblichen wasserldslichen oder wasserunldslichen
Trdgerstoffe enthalten, z.B. Polyethylenglykole, Fette,
z.B. Kakaofett und héhere Ester (z.B. C14-Alkohol mit
C16-Fettséure) oder Gemische dieser Stoffe.

Salben, Pasten, Cremes und Gele k&nnen neben dem oder
den Wirkstoffen die iiblichen Trédgerstoffe enthalten

(z.B. tierische und pflanzliche Fette, Wachse, Paraffine,

Stdrken, Tragant) oder Gemische dieser Stoffe.

Losungen und Emulsionen k&nnen neben dem oder den Wirk-
stoffen die iblichen Trédgerstoffe wie LSsungsmittel,
Losungsvermittler und Emulgatoren, z.B. Wasser, Ethyl-
alkohol, Isopropylalkohol, Ethylcarbonat, Ethylacetat,
Benzylalkohol, Benzylbenzoat, Propylenglykol, Ole,
insbesondere Baumwollsaatdl, ErdnuBdl, Maiskeimdl,
Olivendl und Sesam®l, Glycerin, Polyethylenglykole

oder Gemische dieser Stoffe enthalten.

Zur parenteralen Applikation k&nnen die Ldsungen und
Emulsionen auch in steriler und blutisotonischer Form

vorliegen.

Suspensionen kdnnen neben dem oder den Wirkstoffen die
Ublichen Trédgerstoffe wie fliissige Verdiinnungsmittel
(z. B. Wasser, Ethylalkohol, Propylenglykol), Suspen-
diermittel (z.B. ethoxylierte Isostearylalkohole, Poly-
oxyethylensorbit- und Sorbitanester, mikrokristalline

- Cellulose) oder Gemische dieser Stoffe enthalten.

Die genannten Formulierungsformen kdnnen auch Fidrbe-
mittel, Konservierungsstoffe sowie geruchs- und geschmacks-
verbessernde Zusdtze, z.B. Pfefferminzdl und Eukalyptus-

61 und SiiBmittel, z.B. Saccharin, enthalten.
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Die therapeutisch wirksamen Verbindungen sollen in den
oben aufgeflihrten pharmazeutischen Zubereitungen vorzugs-
welse in einer Konzentration von etwa 0,1 bis 99,5, vor-
zugsweise von etwa 0,5 bis 95 Gew.-% der Gesamtmischung,

vorhanden sein.

Die oben aufgefiihrten pharmazeutischen Zubereitungen
kénnen auBer den erfindungsgemifen Wirkstoffen auch
weitere pharmazeutische Wirkstoffe enthalten.

Die Herstellung der oben aufgefiihrten pharmazeutischen
Zubereitungen erfolgt in iiblicher Weise nach bekannten
Methoden, z.B. durch Mischen des oder der Wirkstoffe

mit dem oder den Trdgerstoffen.

Die Wirkstoffe oder die pharmazeutischen Zubereitungen
kénnen lokal, oral, parenteral, intraperitoneal und/

oder rectal, vorzugsweise parenteral, appliziert werden.

Im allgemeinen ist es in der Humanmedizin als vorteil-.
haft anzusehen, den oder die erfindungsgemiBen Wirk-
stoffe in Gesamtmengen von etwa 5 bis 500, vorzugsweise

50 bis 250 mg je 24 Stunden, gegebenenfalls in Form
mehrerer Einzelgaben zur Erzielung der gewlinschten
Ergebnisse; zu verabreichen. Eine Einzelgabe enthdlt

den oder die erfindungsgeméBen Wirkstoffe, vorzugsweise

in Mengen von etwa 10 bis etanBOO, insbesondere 50 bis
200 mg/Dosis. Es kann jedoch erforderlich sein, von den
genannten Dosierungen abzuweichen ,und zwar in Abhingig-
keit von der Art und dem KOrpergewicht des zu behandelnden
Objekts, der Art und der Schwere der Erkrankung, der Art
der Zubereitung und der Applikation des Arzneimittels sowie
dem Zeitraum bzw. Intervall, innerhalb welchem die Verab-

reichung erfolgt. So kann es in einigen Fillen ausreichend
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sein, mit weniger als der obengenannten Menge Wirkstoff
auszukommen, widhrend in anderen Fdllen die oben angefiihr-

te Wirkstoffmenge liberschritten werden musf.

Die Festlegung der Jjeweils erforderlichen optimalen Do-
sierung und Applikationsart der Wirkstoffe kann durch

jeden Fachmann aﬁfgrund,seines Fachwissens leicht er-

folgen.
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Anspriiche

Pharmakologisch aktive Peptide der Formel:
Tyr1—X—A—Pro—B-Pro—C ..... cee

wobel Tyr gleich der Aminosiure Tyrosin und

Pro gleich der Aminosdure Prolin ist. A, B, C...
kann jede beliebige Aminosiure sein (der stereo-
chemischen L-Form). X kann jede beliebige Amino-~

sdure der D~Form sein.

Pharmakologisch aktive Peptide nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dag die Peptide die folgen-

den Formeln aufweisen:

Tyr1—X—A

Tyr1-X—A—Pro
Tyr1—X-A—Pro-B

Tyr '-X~A~Pro-B-Pro

Tyr1-X—A-Pro—B—Pro-C

Tyr1—X—A-Pro—B-Pro—C—Pro

Tyr1-X—A-Pro—B—Pro-C—Pro-D ......

A, B, C, D... kann jede beliebige L-Aminos&ure sein,
auch Prolin und Tyrosin. X kann jede beliebige D-Amino-

sdure sein.

Pharmakologisch aktive Peptide nach einem der Anspriiche
1 - 2, dadurch gekennzeichnet, dan

X D-Prolin

A L-Phenylalanin

B L-Glycin

C L-Isoleucin

D L-Asparagin

ist.
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4. Pharmakologisch aktive Peptide nach einem der Anspriiche
1 - 3, dadurch gekennzeichnet, daB X gleich D-Alanin,

D-Threonin oder D-Valin ist.

5. Pharmakologisch aktive Peptide nach einem der Anspriiche

1 - 4, dadurch gekennzeichnet, da8 -

a) das endstindige L-Tyrosin der allgemeinen Formel:

. R0

vorliegt, wobei im einzelnen bedeuten:

fir Wagserstoff dder eine Alkylgruppe
mit 1 bis 4 C-Atomen,
R fir Wasserstoff oder zusammen mit R1
fiir eine Aethylenbriicke,
R fiir Wasserstoff, eine Alkylgruppe mit
1 bis 4 C-Atomen oder eine R,CO-Gruppe,
fiir einen gesdttigten oder ungesdttigten,
geradkettigen o6der verzweigten Alkylrest
mit 1 bis 17 C-Atomen, einen Phenylrest
oder einen Phenylalkylrest mit 7 bis 12
C-Atomen, wobei die Phenylreste durch 1
oder 2 Substituenten aus der Reihe Halogen,
Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen oder Alkoxy mit
1 bis 4 C-Atomen substituiert sein k&nnen,
wobei die R,O0-Gruppe sich in meta- oder
para—Stellu;g zum 31
-CH_~-C~-CO-Rest befindet,
NEW

2
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fir Wasserstoff, Alkyl mit 1 bis 5 C-Atomen, Alkenyl
mit 3 bis 5 C-Atomen, Cyclopropylmethyl, Cyclobutyl-
methyl, R4CO—, H-Arg-, H-Lys-, H-Phe- oder H-Tyr,

b) das L-Phenylalanin der allgemeinen Formel vorliegt:

c)

R
5
CH2
wobei im einzelnen bedeuten: (Rs)z
R5 flir Wasserstoff oder Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen,
R6 fiir Wasserstoff, Fluor, Chlor, Brom, Nitro,

Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen oder Alkoxy mit 1 bis

4 C-Atomen, fliir 1 oder 2

das L-Prolin (an den Positionen der Aminosiure 4, 6,

8..

VO

s

des Peptids) der allgemeinen Formel:
7

R
|
1

CoO—

rliegt, wobei im einzelnen

fir Wasserstoff, eine Hydroxygruppe, eine Alkyl=-
oder Alkoxygruppe mit 1 bis 4 C-Atomen steht,

am Stickstoff eine Alkyl- oder Alkoxygruppe mit
1 bis 4 C-Atomen gebunden ist,

eine oder mehrere Ketogruppen in den Ring einge-
fihrt singd,

PCT/DE80/00126
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d) die endstindige, C-terminale Aminosdure als

Amid oder Ester vorliegt.

(Die C-terminale Aminosdure liegt in der Peptid-

kette rechts von Tyr.)

Pharmakologisch aktive Peptide nach einem der An-
spriche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, daB die C-
terminale Aminosiure eines ungeradzahligen Peptids

Methionin ist.

Pharmakologisch aktive Peptide nach einem der An-
spriiche 1 - 6, dadurch gekennzeichnet, das8 diese

Penta-, Hepta- oder Nonapeptide sind.

. Pharmakologisch aktive Peptide nach einem der An-

spriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, daB das end-

stidndige Methionin als -Met(0)-OH der Formel:

—NHCHCHZOH

vorliegt.

Pharmakologisch aktive Peptide nach einem der Anspriiche
1 - 8, dadurch gekennzeichnet, daB diese mit einem

in der Peptidchemie iiblichen Verfahren synthetisiert

werden.

Pharmakologisch aktive Peptide nach einem der Anspriiche
1 - 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Knlipfen der Pep-
tidbindung zwischen den einzelnen Aminosduren und/oder

den kleineren Peptidfragmenten mit den iiblichen Metho-

den erfolgt.
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1l. Arzneimittel und Tierarzneimittel, dadurch gekenn-—
zeichnet, daB diese die in Anspruch 1 - 10 charak-
terisierten, pharmakologisch aktiven Peptide und/
oder deren Derivéte und/oder deren Siureadditions-

salze und/oder deren Metallkomplexe enthalten.
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