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Sposéb wytwarzania nowych peptydow

1

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-

nia nowych peptydow o og6élnym mzorze X-Arg-
-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Y, w ktérym X oznacza rod-
nik pochodzgcy z alifatycznego kwasu o-hydroksy-
karboksylowego, a Y oznacza rodnik mpochodzacy
z alifatycznego kwasu a-aminokarboksylowesgo,
craz ich soli addycyjnych z kwasami i potgczen
kompleksow ych. :
. Rodnik X korzystnie oznacza grupe hydroksy-
acetylowg lub oa-hydroksypropionylowa, natomiast
Y korzystnie oznacza grupe leucylowag, izoleucylo-
wa, alanylowa Iub treonylowa.

Peptydy wytwarzane spcsobem wediug wyna-
lazku stanowig analogi angiotensyny II i wykazu-
ja dzialanie do miej antagonistyczne.

Angiotensyna II jest wytwarzanym w ustroju
oktapeptydem odznaczajacym sie silnym dziata-
niem podwyzszajgcym ciénienie tetnicze krwi. W
ustroju powstaje najpierw angiotenzyna I przez
dzialanie obecnego w merkach enzymu proteoli-
tycznego reniny na oa-globuling wytwarzang w
watrobie. W warunkach mcrmalnych angiotensy-

na I ulega przemiahie enzymatycznej na 0|k1ta{pe1p—v

tyd — angiotensyne II. .

Pierwszy analog angiotensyny II opisano w
1970 roku. Stwierdzono, ze zwigzek ten dziala
jako specyficzny inhibitor angiotensyny II na za-
sadzie wypierania (konkurencji), zaréwno w te-
stach in vivo jak réwmiez in vitro (G. R. Mar-
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shall et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 67, 1624,
(1970). P. A. Khairallah et al.: J. Med. Chem. 13,
181 (1970).

Doniesienia powyzsze spowodowaly szerokie za-
interesowanie tymi zwigzkami i polcdagnely za
sobg w wielu laboratoriach prace nad synteza oraz
badaniem nowych analogéw angiotensyny II o
dzialaniu antagomistycznym, dzigki ktéremu moga
by¢ stosowane w celach diagnostycznych lub .do
leczenia madcisnienja mnerkowego. Juz w poczatko-
wych pracach stwietdzono, ze najbardziej obiecu-
jace pod tym wzgledem analogi uzyskuje sie przez
zastapienie reszty 8-fenyloalaninowej w lancuchu
angiotensyny II reszty alifatycznego aminokwasu. .
Zastapienie to powoduje zmiane witasciwosci pep-
tydu z agonistycznych na antagonistyczne (D. Gag-
non et al.: Bn J. Pharmacol. 43, 409 (1971); D. T.
Pals et al.: Circ. Res. 29, 664, (1971).

Znaczne wzmocnienie dziatania antagonistyczne-
go 'mozna uzyska¢ przez zastgpienie oprocz Phes
rowniez reszty Asp' resztg sarkozyny (D. T. Pals
el ali: Circ. Res. 29, 673 (1971). Otrzymana w ten
spos6b (Sar!, Ala®) angiotensyna II jest juz sto-
scwana. Zalety tego zwigzku zwigzane sg z mniej-
szym in vivo rozkiadem anzymatycznym i duzym
powinowactwem do punktéw receptorowych.

Przypuszczenie, ze antagomistyczne andlogi an-
giotensyny II mogg znalez¢ zastosowanije w diag-
nostyce oraz w niektoérych przypadkach w ‘lecze-

=
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niu ‘madciénienia nerkowego — {(D. Ganfen i F.
GRoss: Med. Kiin. 71, 2043, (1976); J. L. Marx.:
Science, 194, 821, (1976); P. Needleman i G. R.
Marshall.: Fed. Proc. 35, 2486, (1976 r.) zostato po-
twierdzone w badaniach klinicznyeh (H. R. Brun-
mer el al.: Lancet 1045, (1973); A. J. M. Donker
et al.» Lancet, 1535 (1974); F. Ogihara et al. Lan-
cet, 219, (1974); J. H. Larach et al.: New Engl. J.
Med., 292, 695 (1975); W. A. 'Pettmgelr et al.: New
Engi. J. Med. 292, 1214 (1975); D. H. P. Streeten ot
al.: Circ. Res. 36, Suppl. 1, 125 (1975); H. R. Brun-
mer i H. Gavras: Schweitz, med.. Wschr. 106, 1791
(1976). ;

Por6wnanie budowy i -aktywnos$ci biologicznej
otrzymanych dotychczas analogéw angiotensyny II
dostarczylo bardzo waznych informacji dla inter-
pretacji aktywmnosci agomistyczmo-antagonistycznej
(M. C. Khosla et al.: Handbook of Experimental
Pharmacology, tom 37 wydawnictwo I. H. Page

i F. H. Bumpus 1974; G. R. MarshaLl F‘ed Proc.
35, 2494 (1976)

' Zadaniem wynalazku Jest otrzymanie nowych
antagonistéw pozbawionych miepozgdanych dziatan
ubocznych i odzhaczajacych sie diuzszym biolo-
gicznym okresem pottrwania (M. C. Khosla et al.
J. Med. Chem. 19; 224 (1976) i to samb 20, -253
(1977)). '

Stwierdzono, ze przy fjednoczesnym zastapieniu

w czasteczce angiotemsyny II reszty 8-femyloalani-
nowej/ resztg alifatyocznego kwasu a-aminokarbo-

ksylowego i przylaczeniu w polozeniu 1 alifatycz-
nego kwasu a-hydroksykarboksylowego otrzymuje
sie nowe konkurencyjne inhibitory angidtensyny
, ktore w testach in vivo (nawet przy podaniu
pods:kémle) znacznie Zmniejszaja nadcisnienie wy-
wolane brzez angwtemsyne II.
Sposob wedlug wynalazku wytwarzania zwigz-
kéw o ogélnym wzorze X-Arg-Val-Tyr-Ile-His-
-Pro-Y, w 'ktéorym Y i X maja wyzej okreslone

znaczenie, polega ma tym, ze reaktywng pochodng .

"heptapeptydu o ogélnym wzorze H-Arg(A)-Val-

.=Tyr(B)-lle-His(E)<-Pro-Y-OG, w ktérym A ozna--

cza grupe odpowiednig do okresowej ochrony gru-
- py guanidynowej argininy, B oznacza grupe od-
- powiednia do okresowej ochrony aromatycznej
grupy hydroksylowej tyroniny, E oznacza grupe
odpowiednia do okresowej ochrony grupy imida-
zolowej histydyny, G oznacza grupe odpowiednig
do ochrony grupy karboksylowej koncowego weg-
la alifatycznego aminokwasu, trwalg w - lagodnie
‘kwasowych warunkach ale odszczepialng przez sil-
ne kwasy lub zasady, albo na drodze uwodornienia
katalitycznego, a Y ma wyzej okreslone ' znacze-
nie, poddaje ‘sie reakcji .z reaktywng pochodna
kwasu aminoksykarboksylowego o ogolnym wzo-
rze W-X'-M, w kitérym: X’ oznacza grupe e-dmino-
ksyacylowg pochodzacg z ama:tyucmego kwasu kar-
- boksylowego.

W ozmacza grupe ochromla odszezepialng przez
hydrolize kwasng lub katalityczne uwodornienie,
a M oznacza grupe hydroksylowa lub grupe akty-
wujgcy, odsazczepia sie grupe ochronng E z otrzy-
manego zwigzku o ogdlnym wzorze W-X'-Arg(A)-
~Val-Tyr(B)-lle-His(E)-Pro-Y¥-0G, w ktéorym B,W,
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XY, AE i G maja wyzej okreslorie znaczenia, a
nastepnie pozostate grupy ochronne lancuchéw
bocznych i grup koficowych, przy czym te pozo-
stale grupy usuwa sie przez uwodornienie katha-

‘lityczne i ewentualnie przeksztalca tak otrzymany

zwigzek o ogbélnym wzorze X-Arg-Val-Tyr-Ile-His-
-Pro-Y- w sél addycyjng z kwasem lub w poia-
czenie kompleksowe.

W zwiazkach o ogblnym wzorze H-Arg(A)-Val-
Tyr(B)-Ile-His(E)-Pro-Y-OG, A oznaocza korzystnie
grupe mitrowa lub tosylowa, B omnacza korzyst-
nie ewentualnie podstawioma grupe benzylowa, a
E oznacza korzystnie grupe dwunitrofenylowg. W
zwiazkach wyjsciowych o ogélnym wazorze W-X'-M,
W oznacza korzystnie grupe benzyloksykarbonylo-
wa lub IIlrz.-butoksykarbonylowa, X' oznacza ko-
rzystnie grupe aminoksyacetylowg lub c-aminok-
sy|prqp10mylo|wa, a M oznacza korzystnie grupe pi-
waloiloksylowa, nitrofenoksylows, pieciofluorofe-

noksylowa, N-sukcynimidoksylowa, azydowag, 2,3,5-

-tréjchlorofenoksylowg Ilub pigciochlorofenoksylo-

Grupe ochronng ‘E odszczepia si¢ kcrzystnie za

‘pomocg 2-merkaptoetanoly, ng‘tqmieust pozostate

grupy ochronne lancuch6w bocznych, grup kon-
cowych usuwa sig przez uwodornienie katalitycz-
ne. Oznacza to, ze wszystkie grupy ochronne z
wyjatkiem E mozna usungé w jednym etapie. W
wyniku usunigcia grupy aminowej w postaci amo-
niaku 'z N-koficowego a-aminoksykwasu otrzymu-
je sie a-hydroksykwas. Ten sposéb usuwania gru-
py aminowej z uwolnieniem a-hydroksykwasu jest
tutaj przedstawiony po raz pierwszy.

Reaktywne pochodne heptapeptydu o ogbLny:m_
wzorze H- A.rg—(A)-Val_—Tyn'(B)-I.le-HLS(E)-\Prro-Y-OG,
stosowane jako zwigzki wyjSciowe w sposobie we-
diug wynalazku, mozna otrzymaé metodami zna-
nymi w chemii peptydow. Odpowiednia metoda
jest opisana na przykiad w wegierskim opisie pa-
tentowym nr '168431. Polega ona na tym, ze gru-
py funkcyjne lancuchéw bocznych chroni sie gru-
pami trwalymi w warunkach kwasnej hydrolizy
prowadzonej przy ehmmawcn grupy ochronnej po
sprzeganiu.

W Kkonzystnej realizacji sposobu wedtug wyna-
lazku do okresowej ochrony grupy karboksylowej -
kohcowego wegla aminokwasu stosuje sie grupe
p-nitrobenzylowag (NB), grupe guanidynowg argi-
niny chroni si¢ grupg nitrowa, natomiast grupe

_hydroksylowg tyrozyny chroni si¢ grupg benzylo-
-wa (Bzl), a grupe chroniaca pienscien imidazolo-

wy histydyny stamnowi grupa deuni:troieny.lowa

(Dnp).

Wszystkie te grupy ochrorme sg trwale w $ro-
dowisku sltabo kwasnym, zatem N-koncowa grupa

t-butoksykarbonylowa (Boc) moze byé wusunigta

bez- niebezpieczenstwa ich odszczepienia. Przed-
stawiona specjalna kombinacja grup ochronnyeh
umozliwia .usuniecie w pierwszym rnzedzie grupy
dwunitrofenylowej, a nastepnie wytworzenie -
zwigzkow o ogolnym wzorze X-Arg-Val-lle-His-
-Pro-Y w jednoetapowej reakcji przez uwodormie-
nie katalityczne. )
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Zwiazki wytwarzane sposobem wedlug wynalaz-
ku mozna oczyszczaé znanymi metodami, korzyst-
nie metoda chromatografii A fjonowymiennej na
karboksymetylocelulozie. Stosujac te technologie
wytwanzane zwigzki otrzymuje sie¢ w postaci zlio-
filizowanego proszku i. mozna je latwo przepro-
wadzi¢ w rézne sole'lub potaczenia kompleksowe.

Aktywno$é antagonistyczng mwigzkéw o og6l-
nym wzorze X-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Y testo-
wano na samcach kota. Cidnienie
na tetnicy szyjnej. Zwienzetom podawano ,Hiper-
tensin” (firmy Ciba) przez wstrzykniecie do bocz-

krwi mierzono( 10

6 ~ ‘
danych zwiazkéw. ,,Saralasin” uzyto dla poréwma-
nia. Wyniki podane w tablicy stanowia $rednig

. wynikéw z 6 doSwiadczen. Wielko§é bledu okres-

la rozrzut wartosSci podstawowej.

Z powyzszej tablicy wynika, ze kazdy z analo-
gow angiotensyny II zawierajacy w .potozeniu 1
reszte alifatycznego kwasu hydroksykarboksylowe-
go wykazuje znaczne dziatanie obnizajace cisnienie
krwi. Dzialanie to jest proporcjonalne do poda-
nej dawki.

Testy te przeprowadzono réwmiez przy podaniu
zwigzZkéw podskérnie. Nalezy zwrbcié uwage na

Tablica 1
Wplyw réznych analogéw angiotensyny II, podawanych doiylznlie, na (cisnienie krwi wyste~
’ pujace po wstrzyknigeiu dozylnym angiotensyny II
Spa.dek ci$nienia krwi w 102 Pa po podaniu
) dozylnym dawk1
Ziwigzek badany )
10 pglkg \ 20 pglkg

. N \ .
[Hydroksyacetylo!, Leu®]-Ang II —41,316,25 —56,913,72
[Hydroksyacetylo!, Ile®]-Ang II —32,0+2,26 —39,9%3,06
{Hydroksyacetylo!, Thr/Me/®]-Ang II —44,017,05 —50,51+5,45
[L-a-hydroksypropionylo!, Leu]-Ang II —A42,714 92 —53,21+3,59
[L-a-hydroksypropionylo!, Ile8]-Ang II —41,314,39 —50,51+5,45
,»Saralasin” —54,71+3,32 — -

néj zyly udowej z szybkoscig 0,5 ug/kg/min. Po

Ve

fakt, ze ta droga podawamia angiotensyny II lub

ustabilizowaniu si¢ podwyzszonego cisnienia krwi 35 jej analogéw mie zostata dotychczas opisana. Do
podawano wodny, fizjologiczny ilub zawierajacy podawania podskérnego uzyto roztwor fizjologicz-
no$nik roztwor testowanego zwigzku ,,Saralasin®, nej solanki zawierajacej badany zwiazek oraz do-
w jednakowej .dawce, dozylnie lub podskonme po " datek karboksymetylocelulozy lub zelatyny. Wy-
czym mierzono spadek ciénienia krwi. niki testu podane w tablicy 2 stanowia S$redmniag

W tablicy 1 przedstawiono otnzymane w testach ' 40 wynikéw z 5 osobnych préb. Wielko$§é b&edu o-
" spadki ciénienia krwi po dozylnym podaniu ba- kre§la roznzut wartosci podstawowej.

Tablica 2

Wpltyw réznych analogéw angiotensyny II, podawanych podskornie, ma rcisnienie krwi 'wy|s1tqpnu-
jace po wstrzyknieciu idozylnie angmtensylny II

Rozpusiz- |,

Spadek ois’mienia krwi w 102Pa po uplywie

Zwiazek badany Inik
iczalni

Dawka \
! ugikg

15 minut

120 minut

30 minut 60 minut

roztwor
CMC w
fizjolo-
gicznym
roztworze
! solanki

[L-a-hydroksypriopio-
nylo!, Leuf]-Ang II

—37,2+4,13

—50,514,19 —33,21+1,90 —35,6512,39

zelatyna
w fizjo-
logicznym
roztworze
“solanki

[L-a-hydroksypropio- 200

nylo!, Ilef]-Ang II

—37,2+133

—37,2+9,59 —332+708 | —b5,65%9,71

CMC = karboksymetyloceluloza
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7 danych przedstawionych w tablicy 2 wynika,
%e mowe zwiazki wytwarzane sposobem wedlug
wynalazku zmniejszaja sztu.cmle wyrwolane wy-
sokie cisnienie krwi.

Okreslenie ,polgczenie kompleksowe” peptydéw
‘wytwarmzanych w sposéb wedtug wynalazku odnosi
sie w tym opisie do polaczen. kompleksowych =
niektérymi substancjami organicznymi,
woduja opbéfmione dzialanie peptydéw. Typows
‘przyklady tego rodzaju substancji organicmych
stanowig: zelatyma, karboksymetyloceluloza, estry-
kwasu alginowego, poliufluoroetanofosforany, po-
limery aminokwaséw lub inne polimery albo ko-
polimery.

Peptydy wytwarzane 'w sposéb - wedl‘uxg wynalaz-
ku oraz ich dopuszczalne farmaceutycznie sole ad-
dycyjne i potaczenia lkompﬂelnsowe stosuje sie w
postaci typowych érodk6w . farmaceutycznych.
Srodki te zawieraja zwigzki wytwarzane w spo-
séb wedlug wymnalazku z dodatkiem nieorganicz-
“nych moénikéw odpowiednich do podawania doje-
litowo lub poza jelitowo. Moga one byé ‘w po-
staci stalych fliofili zatoréw ‘zawierajacych réime
obojetne zwigzki nie reagujace  z peptydami, np.
weglowodory uzyte jako noéniki, albo w postaci

. rozciehczonych lub stezonych zawiesin albo emul-
sji, ktére z kolei zawieraja réwniez Srodki kon-
serwujgee i drodki stabilizujace. .

Srodki farmaceutyczne zawierajace zwiazki wy-

twarzane w sposéb wedlug wynalazku moga byé

stosowane idiagnostycznie od odréinjenia nadci$-

. nienia merkowego lub leczniczo przy syndromach
wywo-tamych zwiekszonym mnerkowym ciSnieniem
krwi. :

Dalsze szczegbly sposobu wedl'ug ‘wyna,lalzlku ilu-
strujg ponizsze przyklady. Skroty stosowane w
.przykladach odpowiadaja powszechnie stosowa-
nym w literaturze biochemicznej (J. Biol. Chem.
247, 977/1972). Symbolem ,0” przed symbolem
a-aminokwasu oznaczono odpowiedni a-ammoﬂ(sy-
kwas, mp. 'OGly oznacza kwas. aminoksyoctowy,
OAla oznacza kwas a-aminoksypropionowy itd.
Dalsze skréty to ma przyklad PFP — pieciofluoro-
- fenyl i Z — karbometoksyl. '

Prowadzac reakcje w spos6b wedlug wynalaz-
ku do odrparowywama zawisze stosowano obroto-
wa wyparke prézmovwa firmy Bilichi. Temperatu-
ry topnienia okre$lano w aparacie dr. Tottoli (pro-
dukowanym przez Bilichi). Chromatografie eienko-
wanstwowa wykonywano na przykiad 7z zZelem
krzemionkowym ;Kieselgel G mach Stahl” firmy
E. Merck. Chromatogramy, rozwijano w mnastepuja-
,cych mieszaninach rozpuszczglnikéw: 1) octan ety-
. lu: {mijeszanina pirydynafkwas octewy/woda 20:6 :
+11] = 95:5; 2) ta sama 90:10; 3) ta sama 80 : 20;

4) ta sama 70:30; 5) mieszanina n-butanolfkwas "

octowy/woda 4:1:5; 6) mieszamina n-butanol/

/kwas octowy/pirydyma/woda 30 :6:20:24; 7) mie-

- szanina n-butanol/octan etylu/kwas octowy/woda
1:1:1:1. W podanych przykladach gbrny indeks

przy wartosci Ry oznacza mumer uzy1tego uktadu

rozwijajgcego. =

Elektroforéze bibulowa przepquadmo W po-

. ziomym -aparacie S$rednionapieciowym LMIM na

ktobre po- -
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bibule MN 214, w roztworze buforu pH 1,9, oprécz
kwasu glutaminowego. Napiedie: 450 V, czas: 3 go-

- dziny.
Chromatogramy wywolywano céeéc'ioowo roztwo- -

rem ninhydryny, a cze$ciowo typowg metoda chlo-
rowania przy uzyciu roztworu o-toluidyna-KJ.

Produkt koncowy oczyszczano w nastepujacy .

spos6b: 0,5 g wolnego peptydu rozpuszczono w 4
ml 0,01 N buforu z octanu amonu i otrzymany
roztwor naniesiono ma kolumne z karboksymetylo-
celuloza (CMC 52) o pojemnoéci 0,5 litra. Ko-
lumne réwnowazono uprzednio fym samym bu-
forem. Wymywanie prowadzono w gradiencie ste-

zenia mieszajgc 1,5 litra 0,01 M i 1,5 kitra 04 M .

roztworu octanu amonu w mieszalniku gradien-
t, przy szybko$ci wyplywu 25 mil/h,. Zbierajac
frakcje po 10 ml. Wyciek z kolumny amalizowano
w Swietle UV za pomocay spektrofotometru Uvi-
cord II firmy LKB i okrelone ma podstawie o-
trzymanej. kmzywej gtéwmne frakcje liofilizowane
w liofilizatorze Leybold — Hereus, Liofilizat re-
chromatografowano stosujac te sama metode gra-

dientu stezen i otrzymany eluat ponowmnie liofili-

20Wano.
Przyklad I
tensyna IT
Etap 1. Boc- Ang(NOz)-Val-Tyr(Bml)-Ille-Hls-l(m'p)1
-Pro-Leu-ONB. Do roztworu -4,2 g - (12 mmoli)

mydr.dlnsyacetylol Leus]-angio-

Leu-ONB. HBr -w 50 ml chloroformu dodaje sie .

1,68 mil tréjetyloaminy i 3,81 (10 mmoli) Boc-Pro-
-OPFP. Cato§¢ miesza sie¢ w temperaturze poko-
jowej w ciggu 20 minut, wytrzasa-z wods, a na-
stepnie z 10% wodnym roztworem kwasu cytry-
nowego i suszy. Roztwé6r chloroformewy odparo-
wuje sie. Otrzymany chroniony dwupeptyd (R, =
=0,8) rozpuszcza sie w 20 ml 8 M roztworze
kwasu solnego w dioksanie. Po 10 mfinutach, Toz-
twér ten rozcieficza sie suchym eterem i odpa-

rowuje. (Chlorowodorek dwupeptydu ‘(R: = 0,56)

rozpuszcza sig w 50 mi chloroformu, doprowadza - '

wanto§é pH roztworu do 8 za pomoca tréjetylo-
aminy i dodaje 8,8 g (15 mmoli) Boc-His(Dnp)-
-OPFP. Roztwér miesza si¢ w temperaturze poko-
jowej w ciagu jednej godziny witrzymujac wartosé
pH wéwna 8. Nastepnie do roztworu dodaje sie
165 ml N.N-dwumetylo-aminoetyloaminy w celu
usumecla nadmiaru aktywnego esltru i.po 10 mi-"
nutach mieszanine te wyltrzasa sie z 10% ‘wod-

-nym roztworem kwasu cytrynowego, 1 N wod-

nym roztworem kwasu solnego i 5%, wodnym
roztworem’ wondorowe;glanru sodowego Po osusze-
niu roztwoér odparowuje sie. : :

Otrzymany chroniony tré:peptyvd R} =10,65)

rozpuszcza sie w 25 ml 8 M roztworu kwasu sol-.

nego w diaksanie i po 156 minutach wytraca . sie

tr6jpeptyd (Rf.= 0,47) przez dodanie suchego ete-
‘ru. Osad odsgcza sig i zaraz rozpuszcza w Mmiesza-

ninie 50 mi. chloroformy i 20 ml dwumetylofor-
mamidu. Warto§é pH doprowadza sie .tréjetylo-

aming do 8 i dodaje 6,0 g (15 mmoli) Boc-Ile-
-OPFP. Po uplywie 30 minut mieszanine reakcyj-

n3 odparowuje sie¢ do sucha, pozostalo$¢ rozpusz-
cza W 100,m} octanu etylu. RozZtwor octanowy ek-

Ve
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strahuje sie jwodnym rozbtworem kwasu cytryno-
wego, 1 N wodnym roztworem kwasu solnego i na
koniou z wodg. Po osuszemiu odparowuje sie oc-
tan etylu, a pozostalo$é zadaje mieszaning eteru
i heksanu 1:9.

Uzyskany chroniony tetrapeptyd (R: =0,64) wy-

. odrebnia sie i rozpuszcza w 25 ml 8 M roztworu

kwasu solnego w dicksanie. Po 15 minutach po-
wstaly tetrapeptyd (R’f = 0,40) wytragca sie su-
chym eterem i odsacza. ‘Chlorowodorek tetrapep-
tydu rozpuszcza sie w mieszaninie 50 ml chloro-
formu i 30 ml dwumetyloformamidu i doprowa-
dza warto$é pH roztworu do 8 za pomoca tréjety-

* loaminy, po czym -dodaje sie 6,0 ¢ (11,5 mola)

. .
. parowuje sie,

Boc-Tyr(Bzl)-OPFP. P 15 minutach roztwér od-
pozostalo§é rozpuszcza w octanie
etylu i dodaje 066 ml N,N-dwumetylo-aminoetylo-
aminy. Calo§é pozostawia sie na 10 minut, po
czym wytrzasa z ‘10%% wodnym roztworem kwasu
cytrynowego, z 1 N wodnym roztworem kwasu
solnego . i z woda, suszy 1 odparowuje. Pozosta-
lo$é po odparowaniu zadaje sie :suchym eterem
i odsacza chroniony pemtapeptyd (R, = 0,8). Pro-
dukt ten  rozpusze¢za sie w 25 ml 8 N roztworu
kwasu solnego w dioksanie i po 115 mvpunta;ch wy-

‘trzgsa sie otrzymamy pentapeptyd (R: =(,8) do-

dajac suchy eter. Osad odsacza sie po czym prze-
mywa eterem i zaraz rozpuszcza w 50 ml dwu-

"~ metyloformamidu, doprowadza sie tréjetyloaming

warto§¢ pH roztworu do 8 i dodajac 42 g (11
mmoli) Boc-Val-OPFP; Cato$é miesza sie w tem-
peraturze pokojowej w ciagu jednej godziny, po

czym odparowuje, a otrzymana pozostato§é roz-

puszceza sie w chloroformie i wytrzasa kolejno z
10% wodnym roztworem kwasu cytrynowego, 1 N
wodnym roztworem kwasu-solnego i z wody. Na-
stepnie Toztwoér osusza sie i o\dearo'que a pozo-
stalo§¢ zadaje eterem.

" Wytworzony bh‘ro»niomy heksapeptyd ‘(sz = 0,82)

odsacza sie, rozpuszeza. w 25 ml 8 N roztworu
kwasu solnego w didksanie.i po 15 minutach wy-

trgca sie suchym eterem heksapeptyd (Rf 0,55).

. Osad odsacza sie i przemywa eterem i zaraz roz-
puszcza w 50 ml dwumetyloformamidu, doprowa-_

dza siq trojetyloaming wartosé pH Toztworu do 8
i dodaje‘4,8 g (10 mmoli) Boc-Arg(NO,)~-OPFP. Po

“uplywie 30 minut rozpuszczalnik wymienia sie na

chloroform i roztwoér -chloroformowy wytrzasa “sie
z 1 N wodnym roztworem kwasu isolnego iz woda.
Z kolei roztwoér osusza sig, odparowuje i otrzy-
mang pozostalo$¢ traktuje etanolem. Wyodrebnia
sie chroniony -heptapeptyd r(Rf +=0,8) rwzy|slkuja:c
7,6 g (53% w przeliczeniu na wyjSciowa Boc-Pro-
-OPFP). Temperatura topnienia 192—195°C.

. Etap 2. Z-OGly-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-Hjs
(Dnp)-Pro-Leu-ONB. 1,8 g (1,25 'mmola) Boc-Arg

: (NOz)-Val-Tyr(B{zl)—Ile—His(Dnrp)AP.ro-Leu-ONB roz-

puszcza sig W 10 ml 8 M roztworu kwasu so]me_
20 W dioksanie. Po 15 minutach chlorowodorek
“wodnego “heptapeptydu wyfbraca sig suchym ete-
rem, odsgcza i przemywa suchym eterem. Otrzy-
many produkt (Rf = 0,36) rozpuszoza sie od razu

10
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w 20 ml dwumetyloformamidu, doprowadza tréj-
etyloaming warto$é pH do 8 i dodaje 0,9 g (2,3
mmola) Z-OGly-OPFP. °

Po 15 minutach- mzpwsmzaﬂmk wymienia sie
na chloroform, po czym roztwér chloroformowy
wytrzasa sie z 1°N wodnym croztworem kyasu
solnego i z woda, suszy i odparowuje. Pozastalo$s
traktuje sie mieszaming etamolu'i eteru (2:8), a
nastepnie odsacza produkt otrzymujac 1,6 g (85%)

Z-0Gly-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His(Dnp)-Pro-
-Leu-ONB a temperatura topnienia 165—174°C
R , =(,80).

Etap 3. Usuwanie grup ochronmy!ch 16 g (1,0
mmola) = Z-OGly-Aeg~NO,)-Val-Tyr(Bzl)- -Tle-His
(Dnp)-Pro-Leu-ONB \razpwszcza si¢ w 5 ml dwu-
metyloformamidu i dodaje 35 mi Z-meﬁkapboeta-
nolu. Roztwér miesza sie w temperaturze pokojo-
wej. w ciggu godziny, nastepnie dodaje suchy

.eter i odsacza wytracony osad. Osad ten przemy-

wa sie dwoma porcjami po 10 ml eteru i oczysz-

. cza przez wytrgcanie =z mieszatn‘my metanolu i

eteru:

Otrzymuje sie 1,3 g (95%) Z-OGly-Arg(NOn)—
-Val-Tyr(Bzl)-Tle-His-Pro-Leu-ONB, R; = 0,2.
Wyzej otrzymany peptyd rozpuszcza sie w 30
ml mieszaniny metanolu, kwasu octowego i wo-

dy (5:1:1), doda]e 0,5 g 109 palladu na -weglu-

i przepuszeza przez roztwbr wodér, przy silnym
mieszaniu, w  ciggu 20 godzin. Przebieg reakcji
kontroluje si¢ megtoda chromatografii ciemkowar-
stwowej. Po zakofczeniu reakcji odsaoza sie ka-
talizator, przemywa go 20 ml mieszaniny o ta-
kim samym skladzie jak uzyta do meakncn i prze-
sgcz odparowuje do sucha.

Pozostalo§é rozpuszcza sie w mieszamin&e eta-
nolu i wody po czym odparowuje, powtarzajac te
operacje kilkakrotnie w celu usuniecia lkkwasu oc-
towego. Nastepnie wyodrebnia sje¢ peptyd przez
zadanie suchym etanolem i odsgoczemie. Otrzymuije
sie 0,8 g (67%) fThydrokisyacetylo!;. Leus]-angioten-

syny II. Oczyszezanie prowadzi sig jak wyzej o--

pisano. Rf = 041, R{ = 059, Ry = 0,60, Eom
(pH = 1,9) = 0,98. Analiza aminokwas6éw: Pro 1,0
(1), Val 1,01(1), Ile 1,02(1), Arg 1,01(1), His 10(1),
Leu 1,02(1), Tyr 0,73(1).

Przyktad II [L-a-hydroksypropionylo!, Leu']-
angiotensyna II

Etﬂp 1.
(Dnp)-Pro-Leu-OMB. 18 g (1,25 mmola) Boc-
—Ar@(NQz)—VaLl-Tym(le)-Ile—HiJs(Dcmp)-Pro—Leu-ONB

otrzymanej w etapie 1 pmzykladu I rozpuszcza sig

w 8 ml 8 M roztworu kwasu solnego w dioksa-
nie. Wolny heptapeptyd wytraca si¢ z rozbworu
e'terem po czym odsacza i prnzemywa swehyrm ete-
rem. Otfrzymany zwigzek (R,
sie od razu w 20 ml dwumetyloformamidu, do-
prowadza tréjetyloaming warto$é pH do 8 i do-
daje 0,93 g (2,3 mmola) Z-OALa-OPFP. Po 15 mi-
nutach rozpuszczalnik wymienia sie na chloroform
i otrzymany roztwoér wytrnzagsa z 1N wodnym roz-

‘tworem kwasu solnego i z woda, a nastepmie .osu-

sza i odparowuje. Pozostalo$é traktuje sie miesza-
ning - etanclu i eteru (4:1) otrzymujac 1,75 g

Z—OAlla-Arg(NOz)-Val-Tyvr(Bizl)-Ile-Hns :

= 0,36) . rozpuszcza

-
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(93%) Z-OALa-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His(Dnp)-
-Pro-Leu-ONB. . )
Etap- 2. Usuwanie grup ochronnych 1,6 g Z-
-OAla-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His(Dnp)-Pro- -
-Leu-ONB rozpuszcza si¢ w 5 ml- dwumetylofor-

mamidu, dodaje 3,5 ml 2-merkaptoetanolu i ca--

" 1086 miesza w ciggu godziny w temperaturze po-
kojowej. Nastgpnie dodaje sie suchego eteru i od-
sgeza wyttrgcony osad, ktéory dalej oczysazcza sie
przez wytrgcanie z mieszanliny meftanolu i eteru.

Otrzymuje sie 1,3 g (92%) Z-OAla-Arg(NO,)-Val-

-Tyr(Bl)-Ile-His-Pro-Leu-ONB, R? =0,27.

Peptyd ten rozpuszceza sie- w mieszaninie meta-
nolu, kwasu octowego i wody (5:1:1), doddje
0,5 g 10°% palladu ma weglu i przepuszcza przez
roztwér wodér, przy silnym mmieszaniu, w ciagu
20 godzin. anebleLg reakeji kontroluje sie me|to.da
chromatografii c1em|kowars'11woweg Po zaﬂconczemm
reakoji katalizator odsacza sie, przemywa i prze-
sacz odparowuje do sucha..Pozostalo$é kilkakrot-
nie rozpuszcza sie w mieszaninie etamolu z wo-
dgq i odparowuje, po czym suchg pozostalo§é tra-
ktuje sie suchym etanolem, otrzymujac [L-a-hy-
droksypropionylo!; Leufl-angiotensyne TI. Wydaj-
noéé 0,65 g (70%). Produkt ten oczyszcza sie jak
wyzej opisano B{ = 0,3, Rf = 0,57, R; = 0,60,
Egm (pH = 1,9) = 0,97. Amaliza aminokwasow:
Pro 0,98(1), Val 10(1) Ile 1,1(1), Arg 10(1), His
0,98(1), Leu 0,98, Tyr 056(1)

-Przyktad IIIL [Hydroksywcettyﬂol ' Ile”]a;nglo-
tensyma II

Etap 1. Boc- Ang(NOz)-Val -Tyr(Bzl)-Ile-His(Dnp)-
-Pro-Ile-ONB. Do roztworu 4,15 g (15 mmoli) Ile-
-ONB.HC1 w 50 ml chloroformu dodaje sie 2,1 ml

tréjetyloaminy, a nastepnie 3,81 g (10 mmoli) Boc--

-Pro-OPFP. Calo$¢ miesza sie w temperaturze po-
kojowej w ciggu 20 minut. Mieszanine poreakcyj-
ng wytrzasa si¢ z woda i z 10% wodnym roztwo-
-rem kwasu cytrynowego, po czym osusza i odpa-
rowuje. Otrzymany chromiony dwupeptyd (Rf1 =
= 0,9) rozmpuszcza sie¢ w 20 ml 8 M roztworu
kwasu solnego w dioksanie, po 10 minutach roz-
cieicza suchym -eterem i odparowuje.
Chilorowodorek wolnego dwupeptydu (R4 0,44)
rozpuszcza si€. w 30 ml chloroformu, doprowadza
tréjetyloaming warto¢ pH do 8 i dodaje 8,8 g

" (15 mmoli) Boc-His(Dnp)-OPFP. Po uplywie go-

dziny do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie 1,65 ml
N,N-dwumetylo-aminoetyloaminy, a po dalszych
15 minutach calo$é. wytrzasa sig z 16% wodnym
roztworem kwasu cytrynowego, z 1 N wodnym
roztworem [kwasu lsoﬂmego i z wodg. Ekstrakt osu-

sza sie i odparowuje. Ohromony .tréjrpe\gtyd (R, =

= 0,50) bez wyodrebniania rozpuszcza sie w 20 mil -

8 M roztworu kwasu solnego w dioksanie. Po 15
minutach tréjpeptyd (Rf = 0,25) wytraca sie su-
chym eterem, odsacza i przemywa suchym ete-
rem Ppo Cczym 2zaraz rozpuszcza isie w mieszani-
nie 50 ml chlomfomnu i 20 m] dwumetyloforma-
midu.

Warto$¢ pH otrzymanego roztworu doprowadza
sie kréjetyloaming do 8 i dodaje 6,0 g (156 mmo-
“1i) Boc-Tle-OP¥FP, Calos¢ pozostawia sie na 30 mi-

5
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nut, a nastepnie wymienia rozpuszczalnik na.oc-
tan etylu i ol'crzyrmarny roZbwor wytrzasa nsuz z 10%
wodnym rogtworem kwasu cytrynowego z 1 N
wodnym roztworem kwasu solnego i z woda.
Ekstrakt osusza sie, odparowuje i z ‘pozostatosci
wyodrebnia chroniony tetrapeptyd przez ekstrak-
cje mieszaning n-heksanu i eteru (9:1).

Chroniony tetrapeptyd (Rf = 0,65) rozpuszcza
sie w 25 ml 8 M roztworu kwasu solnego w (diok-
sanie. Po uplywie 30 minut otrzymany tetrapep-
tyd (R‘:’ = 0,41) Wwyttrgca isie dodaja;c‘fsu.chy eter,
odsgeza i jprzemywa, a mastepnie zaraz rozpusz-
cza w. 70 ml mieszaniny dwumetyloformamidu i
chloroformu {1:1). Wartosé pH roztworu .dopro-
wadza sie tréjetyloaming do 8 i dodaje 6,0 g (11,5 .
mmola) Boc-Tyn(Bzl)-OPFP. Po 15 minutach roz--
puszezalnik wymienia sie ma octan etylu i dodaje
0,66 ml N ,N-dwumetylo-aminoetyloaminy. Po u-
plywie kolejnyche 15 minut mieszanine wytrzasa

“sie z 10% wodnym roztworem kwasu cytrynowe-

go, z 1 N wodnym roztworem kwasu solnego i z
wodag, nastepnie osusza i odparowuje. Otrzymany
pentapeptyd ‘('RE = 0,59) wydziela sie dodajac su-
chy eter. Z kolei rozpuszcza sie go w 20 ml diok-

_synowego roztworu kwasu solnego i po 15 mi-

nutach wytraca suchym eterem chlorowodorek

pentapeptydu (er.‘ = 0,4), odsacza i przemywa 20
ml suchego eteru, [po czym zaraz rozpuszcza W 50

‘ml dwumetyloformamidu. Warto§é pH roztworu

doprowadza sie itréjetyloaming do 8 i dodaje 4,62
g (12 mmoli) Boc-Val-OPFP.

Po upltywie godziny ‘rozpuszezalnik wymienia sig
na chloroform i otrzymany roztwoér valtriqsa z
10% wodnym roztworem kwasu cytrynowego, z 1
N wodnym roztworem kwasu solnego i z woda.
Ekstrakt osusza sie, odparowuje i pozostalosé
traktuje suchym eterem w icelu wytrgcenia ‘chro-
nionego heksapeptydu (R} = 050). Peptyd ten
rozpuszcza sie mastepnie w 20 ml 8 M roztworu
kwasu solnego w dioksanie i po 15 minutach wy--
traca suchym eterem heksapeptyd ;(Rf = 0,47).
Heksapeptyd odsgacza sie i przemywa 20 ml su-
chego eteru, po czym zaraz rozpuszcza isi¢ w 50 ml
_dwumetyloformamidu, lwanmsc pH roztworu do-
prrowadza tréjetyloaming do 8 i dodaje 5,38 g (12
mmoli) Boc-Arg(NO,)-OPFP. - }

Mieszanine pozostawia sie na okres 30 minut,
a .nas'tqpnie wymienia Tozpuszczalnik na chiloro-
form i otrzymany roztwér wytrzasa z 1 N wod-
nym roztworem kwasu solnego i z woda. Ekstrakt

. osusza isie, odparowuje i~ wyodrebnia chroniony

heptapeptyd za pomocg etanolu. Otrzymuje sig

“ 9,7 g (68% w przeliczeniu na wyjsciowq Boc-Pro-
"-OPFP)

Boc-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His(Dnp)-
-Pro-Ile<ONB. R} = 0,67.

Etap 2. Z-OGiy-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His
(Dnip)-Pro-Ile-ONB. Heptérpe(pty»d TOoZpUSZCZA Sie W
8 ml 8 M roztworu kwasu solnego w dioksanie.
Roztwor . qpouzstaww si¢ na 15 minut, po czym wy-
traca suchym eterem chlorowodorek heptaperpfty-
du (Rf = 0,45), odsacza i przemywa 20 ml suche-
go eferu, Osad rozpuszeza si¢ zaraz w 10 ml dwu-

’
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tnetyloformamidu, d‘opi'aw‘adza trojetyloaming
wartoéé pH roztworuy do 8 i dodaje 0,6 g (1,5
mmola) Z-OGly-OPFP.

Po uplywie 30 minut rozpuszczalnik wymienia

sie ma chloroform i roztwér ten wytrzasa z 1 N
wodnym roztworem kwasu solnego i z woda.
Ekstrakt osusza sig, odparowuje po czym wyod-
rebnia chroniony peptyd suchym eterem. Otrzy-
muje sie 145 g
-Tyr(Bzl)-Ile-His(Dnp)-Pro-Ile-ONB. Temperatura
topnienia 151—158°C, R} = 0,68.

Etap 3. Usuwanie grup ochronnych, 145 g (0,94
mmola)
(Dnp)-Pro-Ile-ONB rozpuszcza sie¢ w 5 ml dwu-
metyloformamidu, ‘dodaje 3,5 ml 2-merkaptoetano-
" lu, calo$é miesza w ciagu jednej godziny, po czym
suchym eterem wytraca sie Z-OGly-Arg(NOjy)-Val-

-Tyr(Bzl)-Ile-His-Pro-Ile-ONB. Po stracaniu w u-

ktadzie metanol-eter otrzymuje sig¢ 1,06 g (82%o)
peptydu (Rf 0,10). Peptyd ten rozpuszoza si¢ w
30 ml mieszaniny metanolu,

glu i przepuszeza wodér przez roztwér w c1a;gu
21 godzin przy silnym mieszaniu.

Przebieg pealkc]l kontroluje sie metodg chroma-
‘tografu cienkowanstwowej. Po zakohczeniu reak-
cji katalizator odsgcza sig, przesgcz odparowuje
do sucha i wyodrebnia wolny peptyd. suchym eta-
nolem. Ofrzymuje sie 0',453 g (64,52) Thydroksyace-

tylol, Ilef] angiotensyny II. Produkt oczyszcza sig.

znanymi metodami. R} = 0,29, R® = 0,57, R]=
= 0,58, Eqm(,pH = 1,9) = 1,03, Analiza aminokwa-
sow. Pro 0, ,99(1), Val 1,15(1), Ile 2,06(2), Tyr 0,74(1),
His 0,98(1), Ang 0,95.

Przyktad IV. |[L-az-hyn:1roksypropmnylo1 ' TleSl-
-angiotensyna II

Etap 1. Z-OAla-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His
(Dnp)-Pro-Ile-ONB. 16 g (1,1 mmola) Boc-
-Arg(NO,)-Val-Tyn(Bzl)-Ile-His(Dnp)-Pro-Ile-ONB
rozpuszcza sie'w 8 ml 8 M roztworu kwasu sol-
nego w dioksanie. Roztwor pozostawia sie ma 15

minut, po czy|m suchym eterem wytraca sie hep-.

tapeptyd (R, 0,45), odsacza i przemywa, a na-
“stepnie od razu rozpuszcza w 10 ml dwumetylo=
formamidu. Warto$¢ pH . roztworu doprowadza sie
tréjetyloaming do 8 i dodaje 0,61 g (1,5 mmola)

Z-OAla-OPFP. Po uptywie 30 minut rozpuszczalnik -

wymienia sie¢ ma chloroform i roztwoér chlorofor-
mowy wytrzasa z 1 N wodnym roztworem kwasu
solnego i z cwoda Po osuszeniu i odparowaniu u-
zyskany chromiony peptyd (Rf = 0,63) wyodreb-
nia sig eterem. Otrzymuje sie 1,4 g (83%) Z-OAla-
»Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His(Dnp)-Pro-lle-ONB.
Temperatura topnienia 164—168°C.

Egap 2. Usuwanie grup ochronnych, 1,4 g "(0,9
mmola) Z-0Ala-Ang(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His
(Dnp)-Pro-Ile-ONB rozpuszcza si¢ w 5 mil dwume-
tyloformamidu i dodaje 3,5 ml Z-merlkanpboeﬂ;aml'u
Roztwoér pozostawia sie na jedng. godzine, pp czym

wytrgca: eterem Z-OAla-Arg(NO2)-Val-Tyr(Bzl)-

-Ile-HisPro-Ile~ONB i oczyszcza przez wyitrgcamnie
w. ukladzie metanol-eter. Wydajnos¢ 0,8 g (65%),
R} = 0,13, R} = 0,27. Tak otrzymany chroniony

(85%) Z-OGly-Arg(NO,)-Val-"

Z-OGly~Arg(NOy)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His

kwasu odoowego i-
wody (5:1:1), dodaje 8,5 ¢ 10% palladu. na we-.
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eptyd rozpuszcza sie w 10 ml mieszaniny meta-
nolu, kwasu .oatowego: wody (5:1:1), do roztwo-
ru dodaje 0,5 g 10% palladu na weglu po czym
przy mieszaniu przepuszcza sie przez roztwor wo-
dér w ciggu 16 godzin. Po zakofczeniu reakcji
katalizator odsacza sie, przesacz zateza i wyodreh-
nia produkt suchym. etanolem. Otrzymuje sie 0,4
g (65%) [L-a-hydroksypropionylo!, Ilef]-angioten-
tysyny II Oczylsmzame przeprowadza su: wyzej
opisang ,meato»dq Rf = 0,30, .Re = 0,30, |R, = 0,58,
R} = 058, Egm (PH = 1,9) =. 1,07. Analiza ami-
nokwasow: Pro 1,04(1), Val 0,98(1), Ile 1,98(2), Tyr
098(»1) His 1,05(1), Arg 1,0(1).
Przy.klad V. [Hyldrolksya.celtylc»1
tensyna II

Etap 1. Boc-Ang(NO,)-Val- Tyr(le)-Ile-HnS(Drnp)-
-Pro-Ala-ONB. Do roztworu 1,21 g (4 mmole) Ala-

Ala®]-angio-

'-ONB. HBr w 15 mil chloroformu dodaje si¢ 0,56

ml tréjetyloaminy i 0,76 g (2 mmole) Boc-Pro-

-OPFP. Roztwor miesza sig w temperaturze poko-

jowej w ciggu 20 minut, ekstrahuje woda i 10%.
wodnym rogtworem kwasu .cytrynowego, osusza i
odparowuje,. Otrzymany chroniony, dwupeptyd

(R, = 0,64) bez wyodrebniania rogpuszcza sie w
4 ml 8 M roztworu kwasu solnego w dioksanie.

Roztwér pozostawia sie ma 10 minut, po czym roz-
ciencza eterem i odparowuje.

Chlorowodorek dwupeptydu (R} 0,65) roz-
puszcza sie w 15 ml chloroformu, wartos¢ pH roz-
tworu doprowadza tréjetyloaming do 8 i dodaje
1,76 g (3 mmole) Boc-His(Dnp)-OPFP. Po uptywie
30 minut do roztworu dodaje sie 0,44 ml N,N-dwu-
metyloaminoetyloaminy, pozostawia na 5 minut,
po czym wytrzasa z 10% wodnym roztworem kwa-
su cyttrynowego, z 1 N wodnym roztworem kwa-
su solnego i z 5% wodnym roztworem wodorowe-
glanu isodowego. Ekstrakt osusza sig, odparowuje .

1 uzyskany chro'n‘idny ’tréjpahtyd |(R'f = 0,57) roz-

puszcza isie ' w 4 ml 8 M roztworem kwasu solne-
go-w dioksanie. Nastgpnie po 10 minutach tréj-
peptyd (Rf = 0,28) wytraca si¢ suchym eterem,
odsgaza i pmzeuhyWa eterem, po czym od razu roz-
puszcza w 120 ml mieszaniny chloroformu i dwu-
metyloformamidu (1 :1).

Warto$é pH roztworu doprowadza sie tréjetylo- -
aming do .8 i dodaje 1,58 g (4 mmole) Boe-Ile-
-OPFP. Po uptywie 20 minut rozpuszczalnik wy-
mienia si¢ na octan etylu i roztwér octanowy wy-
trzasa z 10% wodnym roztworem kwasu cytry- .
nowezo, a lnasytqpme z woda. Po osuszeniu, odpa-

‘rowaniu roztworu chroniony tertapeptyd (R, =

= 0,57) taczy sie z mieszaning eteru i n-heksanu
(1 :9), a nastepnie odsgoza. Z kolei rozpuszeza sie
go w 4 ml 8 M roztworu kwasu solnego w dioksa-
nie, pozostawia ma 15 minut, wytraca tetrapeptyd
(R? = 0,38) suchym eterem, odsaocza, przemywa i
od razu rozpuszcza w 15 ml mieszaniny chiloro-
formu i dwumetyloformamidu (2:1). Warto$é¢ pH
roztworu -doprowadza sie trojetyloaming do 8 i
dodaje 1,66 g (3 mmole) Boc—Tyr(le)-OPFP Po
15 minutach roz:pusz.czalxnuk wymienia sie na oc-
tan etylu i dodaje 0,22 ml N,N- dwume:tquammo-
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étyloaminy. Po dalszych 5 minutach miesaaniny
wytrzasa sig = 10% wodnym roztworem kwasu
cytrynowego, z 1 N wodnym roztworem kwasu
solnego i .z woda. Po osuszeniu i odparowaniu

uzyskany chroniony ’ pentapeptyd (sz = 0,60)

prZzenosi sie do eteru, odsgcza i przemywa eterem. -

Nastgpnie rozpuszcza sie go w 4 ml 8 M roztworu
kwasu solnego w dioksanie i po IQ minutaeh wy-
traca eterem pentapeptyd (Rf4 = 0,62), odsacza,
przemywa suchym eterem i od razu rozpuszcza w
20 mil mieszaniny chloroformu i dwumetyloforma-
midu (1:1). Warto$§¢ pH roztworu doprowadza sie
tréjetyloaming do 8 i dodaje 1,6 g (4 mmole) Bon-

<Val-OPFP. Mieszanine pozostawia sie ma 20 mi-

nut, po czym mrozpuszczalnik wymienia na octan
etylu i roztwér octanocwy wytrzasa. z wodg i z
10% wodnym roztworem kwasu cytrynowego. Eks-
trakt osusza sie, odparowuje i uzyskany chroniony
heksapeptyd (Rf = 0,65) przenosi do eteru, saczy,
przemywa eterem i od razu rozpuszcza w 20 ml
dwumetyloformamidu.

Wartos¢ pH roztworu doprowadza sie trojetylo- -

aming do 8 i dodaje 2,9 g (6 mmoli) Boc-Arg(NO,)-
-OPFP. Po uplywie 20 -minut rozpuszczalnik wy-
mienia sie'ma chloroform i roztwoér chloroformowy
wytrzasa z 10% wodnym roztworem kwasu cy-
trynowego i z woda, osusza i odparowuje. Pozo-
stato$¢ wuciera sie z mieszaning octanu etylu i e-
teru «(1:2), saezy i przemywa t3 sama mieszaning
rozpuszczalnikéw. Otrzymuje-sie 2,0 g (72%) od-
powiedniego chronionego vheptapaptydu Tempera-
tura topnienia 185—187°C, Rf = 0,70.

Etap 2.
(an_)-Pro-Ala-ONB. 1,35 g (1 mmol) Boc-Arg(NO,)-
-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His(Dnp)-Pro-Ala-ONB  rozpusz-
cza $ig w 4 ml 8 M roztworu kwasu solnego w
dioksanie i pozostawia na 15 minut. Nastepnie su-
chym eterem wytraca sig¢ chlorowodorek hepta=-
peptydu (R}
i od razu rozpuszcza w 15 ml dwumetyloformami-
du. ' ) —

Warto$¢ pH roztworu doprowadza sie tréjetylo-
aming do 8 i dodaje 0,96 g (2,5 mmola) Z-OGly-
~OPFP. Po .20 minutach-rozpuszczalnik wymienia
sie¢ ma chlorcform i roztwoér chloroformowy wy-
trzgsa z woda. Ekstrakt osusza sie, odparowuje i

wyodrebnia chroniony peptyd etanolem. Wydaj--

no$¢ 1,16 g (83%)
1135°C, R ! = 0,72, :
Ltap 3. Usuwanie grup \ochro:mnych 15 g (1
mmol) Z-OGly-Arg(NO,)-Val-Tyn(Bzl)-Ile-His
(Dnp)-Pro-Ala-ONB rozpuszcza sie w 5 ml dwu-
. metyloformamidu j dodaje 2,95 ml 2-merkaptoeta-
nolu. Roztwér pozostawia sie. na jedng godzine,
po czym dcdaje suchy eter, odsacza wytracony o-
sad i przemywa go etanolem. /Otrzymuje sie 1,1 g
(82%) Z-OGly-Ang(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His-Pro-
-Ala-ONB. R? — 0,15 R} = 0,40. Tak otrzymany
chronicny peptyd rozpuszcza sie 'w mieszaninie
: metanolu, kwasu octowego i wody (5:1:1), dodaje
0,5 g 10% palladu na weglu, po czym przy sil-
nym mieszaniu lpnze'ﬁuszcza sie przez te mieszani-
- ng wodér w ciggy 24 godzin. "

Temperatura topnienia 133—

Z-0Gly-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His

= 0,63), odsgcza, przemywa eterem -
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Przebieg reakcji kontroluje si¢ mietodg chroma-
tografii cienkowarstwowej. Po zakonczeniu reakcji
katalizator odsgcza sie, przemywa 15 ml miesza-
niny o takim samym skladzie jak uzyta do- reak-
cji, nastepnie przesgcz odparowuje isie do . sucha,

‘uzyskang pozostalo$é przenosi sie do mieszaniny

etanol/woda i odparowuje kilkakrotnie.

Produkt wyodregbmia si¢ suchym etanolem. O-
trzymugje sie 0,55 g (80%) [hydroksyacetylo!, Ala®]-
-angiotensyny II, ktéra ' oczyszcza sie nasfepnie
jak wyzej opisano Rf = 0,28, R = 048 R} =
= 0,50, Egm (pH — 1,9) = 1,0. Analiza aminokwa-
sow: Pro 095(1), Ala 1,1(1), Val 1,0(1), Ile 1,0(),
His 1,0(1), Arg 1,0(1), Tyr 0,%1).

Przyktad VI. [Hydroksyacetylol,
-angiotensyna II

Etap 1. Boc-Arg(NO,y)-Val- Tyr(anl)-Ile-Hns(D\mp)—
-Pro-Thr(Me)-OMe. 0,69 g (3 mmolej Thr (Me)-
-OMe.HBr rozpuszcza sie¢ w 30 ml dhlo'rqformu 1
dodaje 0,42 ml tréjetyloaminy oraz 1,7 g (4,5 mmo-
la) Boc-‘Pro-)QPI;"P. Roztwdr pozostawia sie ma o-
kres dwoéch godzin, po czym-dodaje 0,33 ml N,N-
-dwumetyloaminoetyloaminy. Po 15 minutach roz-.
puszczalnik wymienia sie na octan etylu i roztwoér
octanowy wytrzasa z 10% wodnym roztworem
kwasu cytrynowego, z 1 -N wodnym roztworem
kwasu. solnego, = woda i z 5% wodnym roztwo-
rem wodorowezlanli sodcwego. Po osuszeniu i od-
parowaniu uzyskany chroniony dwupeptyd (R}- =
= 0,76) rozpuszcza sie béz wyodrebniania w 2 ml
8 M roztworu kwasu solnego w dioksanie. Po 15
minutach roztwor rozciencza sig eterem i odparo-
wuje. -

Powstaty dwupeptyd (R? = 0,18) rozpuszcza sie
w 20 ml chloroformu, warto$é¢ pH roztworu dopro-
wadza f{réjetyloaming do 8 i -dodaje 2,6 g (4,5

Thr(Me)@]-

‘mmoili) Boc-His(Dnp)-OPFP. Calo$¢ miesza sieg w

temperaturze pokojowej w ciggu dwoch godzin, a

nastepnie dodaje 0,22 ml N,N-dwumetyloaminoety-
loaminy i po 15 minutach wytnzgsa z 10°% wod-
nym roztworem kwasu cytrynowego, 1 N Wadnym
roztworem kwasu solnego i z woda. Po osuszeniu
i odfparowa;niu uzyskany trojpeptyd (R} = 0,5)
rozpuszcza sie bez wyodrebniania w 4-ml 8 N
wodnego roztworu kwasu solnego i po uptywie
15 minut mréjpepltyd (R, = 0,3) wytrgca sie su-
chym eterem, osad odsgcza sig, przemywa eterem
i od razu rozpuszcza w 20 mi miesialn.imy chloro-
formu i dwumetyloformamidu (1:1). Warto$é¢ pH
roztword - doprowadza sig trdéjetyloaming do 8 i
dodaje 1,6 g {4 mmole) Boc-Ile-OPFP. Po 30 minu-
tach rozpuszczalnik wylmxema sie na octan etylu
i roztwér octancwy wytrzasa z 10% wodnym roz-
tworem kwasu cytrynowego, z 1N wodnym roz-
tworem kwasu solnego i z wodg, osusza i odpano-
wuje. Pozostalos¢ traktuje sie mieszaning eteru
i m-heksanu 1:9 i wyodrebnia chronjony tetra-
peptyd.  Nastepnie rozpuszcza sig go w 7 ml 8 M
roztworu kwasu sclnego 'w dioksanie, roztwor po-
zostawia na 15 minut, po czym strgca suchym e-
terem tetrapeptyd (Rf = 0,27) i od razu rozpusz-

. cza w 20 ml mieszaniny chloroformu i dwumetylo~ -

formamidu (1:1).
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Warto$é pH roztworu doprowadza sie tréjetylo-
aming do 8 i dodaje 1,6 g (3 mmole) Boc-Tyr(Bzl)-
-OPFP. Po uptywie 30 minut rozpuszczalnik wy-
mienia sie na octan etylu i dodaje 0,22 mil N,N-
-dwumetyloaminoetyloaminy. Romztwor pozostawia
sie¢ na 15 minut, a nastepnie wytrzasa z 10% woid-
nym roztworem kwasu cytrynowego, z 1 N wod-~
nym- roztworem kwasu solnego i z woda. Eks-
trakt osusza sie, odparowuje i eterem wyodrebnia
chroniony pentapeptyd (R = 0,63). Otrzymuje

sie 0,4 g chronionego pentapeptydu. Zwiazek ten

rozpuszcza si¢ w 1 ml 8 M roztworu kwasu sol-
nego w dioksanie i po. 15 minutach wytraca su-
chym eterem pentapeptyd (Rf‘ = 0,47), odsacza go
i przemywa eterem, po czym zaraz TOZpPuszcza W
10 m] dwumetyloformamidu. Warto$é pi roztwo-
" ru doprowadza isie tréjetyloaming do 8 i dodaje
0,4 g (1 mmol) Boc-Val-OPFP.

Po uplywie godziny rozpuszczalnik wymienia
sie na chloroform i otrzymany roztwér wytrzasa
z 10% wodnym roztworem kwasu .cytrynowego, z
1 N wodnym roztworem kwasu solnego i z woda,
po c¢zym osusza, odparowuje i eterem wyoldreb-
nia chroniony heksapeptyd (\R? '=0,65). Produkt
ten rozpuszcza sie w 1,56 ml 8 M roztworu kwasu
solnego 'w dioksanie, roztwoér pozostawia na 15
minut, a nastgpnie wytraca suchym eterem heksa-
peptyd '(Ri‘ =~ 0,48). Osad odsgcza sie, przemywa
eterem i od razu rozpuszcza w 10 mil dwumetylo-
formamidu. Warnto$é pH roztworu doprowadza sie
tréjetyloaming do 8 i dodgje 0,45 g (1 mmol) Boc-
-Arg(NO,)-OPFP. Po uplywie godziny rozpuszczal-
nik wymienia sie na octan etylu i roztwér octa-
nowy wytrzasa z 10% wodnym roztworem kwasu
cytrynowego, z 1 N wodnym roztworem kwasu
solnego i z woda. Ekstrakt osusza sie, od\parowuje
i pozostato$¢ traktuje mieszaming eteru z *etano-
lem (9:1) oqt.rzymujagc 0,45 g (11,3%) chronionego

heptapeptydu. Rf - 0,38, temperatura topmenla
199—203°C ;(r0|zklawd)

Etap 2. Z-OGly-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His
(Dnp)-Pro-Thr(Me)-OMe. 0,45 g (0,34 mmola) Boc-
-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His(Dnp)-Pro-Thr(Me)-
-OMe rozpuszcza sie w 2 ml 8 M roztworu kwasu
solnego w dioksanie.

15 minut po czym wytraca sie heptapeptyd (R% =
= 0,35) suchym eterem. Osad zaraz rozpuszcza sig
w 10 ml dwumetyloformamidu, wanto$§¢ pH roz-
tworu doprowadza f#réjetyloaming do 8 i dodaje
0,4 g (1 mmol) Z-OGly-OPFP. ‘

Po uplywie godziny mieszanine reakcyjng roz-
ciencza sie¢ 30 ml chloroformu, a nastegpnie wy-
trzasa z woda. Po osuszeniu' i odparowaniu eks=

~traktu chroniony peptyd wyosdre;bma sie miesza-
ning eteru i etanolu (9:1).

Wydajnoéé 0,45 g (93%), temperatura »to‘ptmema
158—162°C, R? = 0,44.

Etap 3. Usuwanie grup ochronnych. 0,45 g (0,31
mmola) Z-0OGly-Amng(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-Ile-His
(Dnp)-Pro-Thr{Me)-OMe rozpuszcza sie w 1,5 ml
dwumetyloformamidu § dodaje 1 ml 2-merkapto-
etanolu. Po uptywie godziny peptyd wytraca sie

Roztwor pozostawia sie na
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suchym eterem, rozpuszcza w mettanolu, odbarwia
maly iloSca wegla i ma komiec, odparowuje. Po-
zostalo$¢é traktuje sie eterem i saczy.” Otrzymuje
si¢ 0,38 g (98%) Z-OGly-Arg(NO,)-Val-Tyr(Bzl)-
-He-His-Pro-Thr(Me)-OMe. RS = 0,16, Rf = 0,52.
Produkt ten przeprowadza sie w zawiesine w 5
ml dioksanu i dodaje 1,2 ml 1 N wolnego roztworu
wodorotlenku sodowego. Roztwér pozostawia sie
na jedna godzine, po czym doprowadza warto§é
pH do 3 za pomoca 1 N wodnego roztworu kwasu
solnego.

Otrzymany osad rozpuszcza sie w mieszaninie
chloroformu i dwumetyloformamidu. Po osuszeniu
i odparowaniu otrzymany peptyd wolny ma C-kofi-
cu traktuje sie eterem Otrzymuje sie 0,26 g (70%0)

0,25. Peptyd ten roz-
puszcza sie w 10 ml mieszaniny meftanolu, kwasu

- ootowego i wody . (5:1:1) i dodaje 0,1 g palladu

na weglu, po czym przez roztwdr przepuszcza sie
przy mieszaniu vyro)dér w ciggu 16 godzin. Prze-
bieg reakcji konltroluje si¢ metodq. chromatografii
cienkowarstwowej. Po zakohozeniu reakeji kata-
lizator odsacza sie, a przesgez odparowuje do su-
cha. Pozostalo§é rozpuszcza si¢ w mieszaninie wo-
dy z etanolem i-odparowuje kilkakrotmie. Otrzy-
muje me 0,16 g (SQ‘%) [hydroksyacetylo!, Thr(Me)s]-
ﬁngmltensyny II, ﬂctéra oczyszcza jak wyzej opi-
sano. R} = 0,22, R$ = 053, Rl = 0,50, Eqm(pHe=
= 19) = 0,98. .

Analiza aminokwaséw: Thr 0,6(1), Pro 1;0(1), Val
1,0(1), Ile 1,02(1), Tyr 0,85(1), His 1,0(1), Arg 0,96(1).

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania nowych peptydéw o o-
gélnym wzorze X-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Y, w
ktéorym X omnacza rodnik pochodzgcy z alifatyicz-
nego kwasu a-hydroksykarboksylowego, a Y ozna-
cza rodnik pochodzacy z alifatycznego kwasu a-a-
milriolkarbovlasylowego, oraz_ich soli addycyjjnych z
kwasami i potaczen kompleksowych, znamienny
tym, ze reaktywng pochodng heptapeptydu o ogél-
nym wzorze H-Ang-(A)-Val-Tyn(B)-Ile-His(E)-Pro-
-Y-OG, w ktérym A oznacza grupe odpowiednig
do okresowej ochrony grupy guanidynowe]- argi-.
niny, B oznacza grupe odpowiednig do okresowej
ochrony aromatycznej grupy hydroksylowej tyro-
niny, E oznacza grupe odpowiednia do okresowej
ochrony grupy imidazolowej histydyny, G oznacza
grupe odpowiednia do ochrony grupy karboksylo-
wej koncowego wegla aminokwasu, trwala w la-
godnie kwasowych warunkach, ale odszczepialng
przez silne kwasy lub zasady albo na drodze uwo-
dornienia katalitycznego, a Y ma wyzej okreslone
znaczenie, poddaje sie reakcji z reaktywns po-

_chodng kwasu aminoksykarboksylowego o .og6l--

nym wzorze W-X'-M, w ktérym X' oznacza gru-
pe a-aminoksyacylowsa pochodzaca z alifatycznego
kwasu karboksylowego, W oznacza grupe ochron-
na odszczepialng przez hydrolize kwasng lwb_ka4
talityozne uwodornienie, a M oznacza grupe hy-
droksylowa lub grupe aktywujaca, odszczepia sig
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grupe ochronng E z otrzymanego zwigzku o og6l-
nym wzorze W-X'-Arg(A)-Val-Tyr(B)-Ile-His(E)
Pro-Y-OG, w ktérym B, W, X', Y, A, E i G ma-
ja wyzej okresSlone znaczenia, a nastepnie-‘odszcze-

pia sie pozostale grupy ochronne lancucha bocz—\ S

nego i grup kofcowych, przy czym te pozostale
grupy usuwa sie przez uwodornienie katalityczne,
i ewentualnie przeksztalca tak otrzymany zwigzek
o ogbélnym wrzorze X-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Y w s6l1

addycyjna z kwasem Ilub potaczenie komplekso-)

we.

2. Spos6b wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako zwiagzek wyjsciowy stosuje sie zwigzek o o-
golnym wzorze H-Arg(A)-Val-Tyr(B)-lle-His(E)-
-Pro-Y-OG, w ktébrym A oznacza grupe nitrowa
lub tosylowa, B oznacza ewentualnie podstawio-
ng grupe benzylowa, a E oznacza grupe dwunitro-

10

5

. 20

fenylowa, oraz zwigzek wyjsciowy o ogdlnym wzo-
rze W-X'-M, w ktérym W oznacza grupe benzylo-
ksykarbonylowg lub IIlrz.-butoksykarbonylows,
X’ oznacza grupe aminoksyacetylowg lub a-amino-
ksypropionylowa, a M oznacza grupe piwaloilo-
ksylowg, nitrofenoksylowsa, 2,3,5-tréjchlorofenoksy-
lowa, pieciochlorofenoksylowa, pieciofluorofeno-
ksylowg, N-sukcynimidoksylowg lub azydowa.

3. Sposéb wedbug zastrz. 1, znamienny tym, ze

grupe ochronng E usuwa isie za pomoca 2-mer-

kaptoetanolu.

" 4. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, zc
jako zwiagzek wyjsciowy stosuje sie zwigzek o o-
golnym wzorze H-Arg(A)-Val-Tyr(B)-Ile-His(E)-
-Pro-Y-OG, w ktérym Y oznacza korzystnie gru-
pe leucylows, izoleucylowa, alanylowa Ilub treo-
nylowa. ) )

DN-S, zam. 635/81

Cena 45 7t
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