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angewandt werden kann. Erfindungsgeméf werden basische Salzc von Verbindungen der
aligemeinen Formel (1) hergestellt, worin o
R fir Wasserstoff, Formvyl, Acetyl, Propanoyl, Butanoyl, Phenylacetyl, Phenylpropancyl, Benzoyl,
Cycloperntancarbonyl, tert-Butyloxycarbonyl, Cyclopentancarbonyi-L-lysyl, Pyro-L-glutamyl-L-
fysyl, L-Lysvi, L-Arginyl oder Pyro-L-glutamy! steht,
A Phenvialany!, Giyeyl, Alanyl, Tryptophyl, Tyrosyl, Isoleucyl, Leucyl, Histidyl oder Valyl bedeutst
und hierbei die a-Aminogruppe dieser Reste an den Rest R in Amidbindung geknlpftisi,
R, Wassersioff oder Methyl darstellt,
R, fir L-Prolin, L-3,4-Dehydroprolin, D,L-3,4-Dehydroprolin, L-3-Hydroxyprolin, L-4-
Hydroxyprolin, L-Thiazolidin-4 carbonséure oder L-5-Oxo-prolin steht und hierbet die
. Iminogruppe dieser Reste in Imidbindung an die benachbarte Gruppe '
0
T C = L '

- geknipftistund . .
i Null oder 1 bedeutet, wobei falls n gleich ist Nuli, R, fiir Methyl stent. Formei |
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Herstellungsverfehren fiir einen Inhibitor filr
Angiotensin umwandelndes Enzym

Anwencdungsgebiet der Exfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Herstellen eines
Inhibitors filr das Anglotensin umwandelnde Enzym.

Die erfindungogemidS hergestellis Verbindung wird engewandt
als Arzneimiitel, insbesondere als antihypertensiv wirken
dee Mittel zur Behandlung von Bluthochdruck. '

Charskteristil der bekennten technischen ISsungen

Das fAngiotensin umwandelude Enzym, eine im folgenden als
ACE bhezeichnete Peptidyldipeptidhydrolase, spielt in der
Physiologie der Hypertension eine zentrale Rolle und ist
in der lLage, das die AminosHurcsequenz '
AsphrgValTlyrIleHisProPhelis Leu
besitzende Decapepdid Anglotensin I durch Abspalten des eine
endstéindige Carboxygruppe aufweisenden Restes Hisleuw in das
Octapepdid Angiotensin IT Uberzufihren. Im folgenden werden
fir die Reste verschiedener AminosHuren und fily andere
Verbindungen folgende Symbole verwendet:
Ala = I-Alanin ‘ |
Arg = I=Arginin
“hap = LeAspaveginssure - . . <
Boc = téBuﬁyloxycarboayl ' | '

i

Glu = Clubeminsdure

<Glu = pyro-I=Gluteminsiure (I~5-0%o~prolin)
Gly = Glvein |

Hip = Hippursiure (Benzoylglycin)

His = I[-Histidin
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Ile = L-Isoleucin

Leu = IL-Teucin.

Phe = L-Phenylaslanin

_ Pro = L-Prolin

APro = I3, QmDekydroproixﬁ

Ser = L-Serin

Trp = Lw””quophan

C Tyr = L-Tyrosin

Val = I=Valin

ACE = Angiotensin umwandelndes “wzym _ ; .
Hepes = N-2-Hydroxy#thylpiperazin-Nt-2-tthansulionssure

Angiotensin I entsteht unter der Binwirkung des Enzyms
Renin, einer in Nieren oder anderen Kérpergeweben und in
Plesme anzutreffenden Fundopeptidase, euf im Blutscrum ente
halienes of-2-CGlobuline

Der Blutdruck wird durch gewisse inm Blut enthaltene Peptide
beeinfluBt. Bines dieser Peptide, das Angiotensin II, iet
ein otark wirksemer Presesor,. also ein den Blutdruck stel-
gernder Stoff. Das die Aminos@uresequenz ArgProProGlyPhe-
SerProPheirg sufweisende Nomapeptid Bradykinin ist eln
stark wirksemer Depressor, also eim den Blutdruck erniedri-
gender Stoff. Zusdizlich zur direkten Presgorwirkung hesitznt
des Angiotensin IT auch eine die Ausmchuatung von Aldosteron
steigernde Wifkuﬂoa wobei durch aws"ﬁldosteron,ebvnfalls-'
der Druck erhoht wird, da Aldosteron extracellulére Salze
und Flilgsigkeiten zuriiekhdlt, Angilotensin II ist im Blu¥
normaler Menschen in meBbaren Mengen feststellbar und ist
im Blut von renale Hyperiension zeigenden Pallenten in erw
hohten Konzenthationen enthalten,
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Die Aktivit&t des ACE ist sowohl im normalen Menschen als
‘aveh in an Uberhdhten Blutdruck leidenden Menschen, in der
Begel in einer griBeren Menge enthalten,als sie zum Auf-
rechterhalten der heobachteten Pegel an Angilotensin II
erforderlich ist. Es wurde jedoch gefunden, daB bei an
~Uberhbhtem Blutdruck leidenden Patienten durch Behandeln
derselben mit ACE-Tnhibitoren der Blutdruck stark abge-.
senkt werden kann [Gavras, I., et al,, Hew Engle J. Med.
291, 817 (1974)7. ‘

ACE is% eine Pepdidyldipeptidhydrolase und katalysiert

die Hydrolyse der vorletzten Peptidbindung am C-terminellen
Ende verschiedener scylierter Tripeptide und gréferer, eine
nicht blockierte of-Carboxygruppe aufweisenden Polypepti~
des Unter der Wirk cung des ACE wird die vorletzte Peptide
bindung am carboxy-terminellen Ende hydrolytisch abgespale
%en, wobel als Reaktionsprodukie ein Dipeptid wnd der ente

sprechende Rest des urspriinglichen Peptids erhalten wird,

Die RcakzloASaehlg telt des Enzyms hidngt stark vom Substrat
abe Zumindest eine der vom Stickstoff des Proling gebilde~
ten Peptidbindungen wird iberhaupt nichit ‘hydrolysiert,
‘Offensichilich schwenkt die Micha ellsaﬂonstanue (K ) vom
Substrat zu Substrat iiber nehrere Grofe N0 rdNUNEehe A7lve~
meine Anguben iiber LLuctl ehe Perameter von duwch Enzyme- i
kﬂialyslerfen Reaktionen sind in Lﬂhnvaerg 4o, Bioche- o
migtry, Worth Publishers, In 16ey New York, 1970, Seiten
153=157, engegehen. Zahlreiche der alg inh1b1ﬁ0fca fur die
enzymatische Umwandlung von Angiotensin I in nngiouenwin IT
bezelchneten Peptide sind letzton Endes nor Substrate mit
en Vert fur K als Angiotensin I wod sind

i

deher zuireffender ale konkurrenzierende Substrate zu bhee

einen nlad?lﬁa
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zelchnen, Be 18p$@38 Piix solche konkurrenzierende Substrete
- sind unter anderem Bradykinin und das auch als SQ20475
bezeichnete und die Anminosduresequenz <GluLysTprlePf
besitzende Pepsld BPP5

Ondetti hat In der US-PS 3 832 337 zahlreiche als ACE-
Inhibitoren bravchbare synthetische Peptidderivate augege-
ben, ' ' |

Die Rolle des ACE in der Pathogenese der Hypexrtenslon hst
dazu gefilhrt, nach Inhibitoren fiir diecses Enzym zu suchen,
die als antihypertensiv wirkende Stoffe brauchbar sind
(siehe beispieloweise US-PSen 3 891 6165, .3 947 575,

4 052 511 und 4 053 651). Ein #uBerst sterk wirksamer und
beli oraler Verahrelchung eine hohe biologische Wirkung ent-
faltender Inhibltor ist das in der US~PS 4 046 889 angegé-
bene und mit SQ14225 bezeichnete D-3=Mercapto-2-methylpro-
penoyl-I-prolin, welches auch von Cushman, D.W. et al., in
Biochemlistry 16, 5484 (1977), und von Ondetti, M, et al.,
in Science 196, 441 (1977) beschrieben wird und einen
IrO~Wer% von 2,310 BMU}a¢ beaitzt, Dexr von Cushman et al,
in qer oben erwihnten Litereturstelle angegebene ISQDWerﬁ
stellt jenme Inhibitorkonzentration dar, welche erforder-
lich iet,in einem das Substrat in elner wesentlich oberhalb
t;F 1Legenqen fonzentration enthulbﬂnmen normierten Ver~ .
"suoh@sys%em des Enaym 72150 % zu inbi bieren, Die erbaltenen
150mWerue sind demn direkt miteinander verglelchbhar, wenn
alle die Reaktion beeinflussenden wesentlichen Faktorsn wie
die Enzymquelle und ihre Reinheit, das verwendete Substrat
und dessen Konzentraticn und die Zusznmensetzung des beim
Versuchssystem verwendeten Puffers korstent sinde Alle im

-

folgenden sngegebenen Werte fliir I wden im gleichen
o Rt Rl o ro
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Versuchssystem und unter Verwendung des gleichen Enzyms
(ACE aus menschlichem Urin) und bei einer etwa 1/2 K,
liegenden Konzentration des Subsirats durchgefiihrt und sind.
deshalb unmittelbar miteinander vewrgleichbar, wenn auch
Abweichuvngen von durch andere Autoren angegebenen Daten

- mOglich sind. Derartige Abweichungen gind aus unbekannten

Grinden in der Literatur festst tellbar, wie sich belsplelgu,
weise aus den von Oushmans DoVW.y . 0% aleg in. Lkperlentla 299
1032 (1973) und den von Dorer, F.E., et al., in Biochim.

- Biophys., Acta 429, 220 (1976) engegebenen Werte fiir 150

des EPP9H ergibte.

Der Wirkungsmechanismue von SQ14225 wurde auf ein in Analo-
gie zum besser bekannten verwandten Enzym Carboxypeptidase
& entwickeltes Modell des Wirkungszentrums von ACE gegriine
det. Es wurde angenommen, daf dieses Wirkungszentrum einen
die endsténdige Carboxygruppe des Substrais bindenden
katlonischen Bereich und eine Tasche oder Spalte auvfweist,
welche die Seitenkette der C-terminellen Amimosiure bindet
und den heterocyclischen Ring des endsténdigen Prolin~
restes besonders stark bindet. Eine shmliche Tasche oder
Spalte wurde auch flir den vorletzten Aminosiurerest voraus—

‘gesetzt, wobei auf Grund von ver rof fentlichten Daten eine

ziemlich cmrcnge sterische TForderung er-qut sein miifte,
da die anorm des Inhibitors wesentlich stérker wirksam
iet als dessen Stereoisomer oder dessen 3-Methylderivat
und wsubstituierter Anzloga. Die im Inhiblitor vorliegende
und mutmaflich en das nahe dem katalytisch wirkenden Zen-
trum gelegene aktive Zentrum gele gene Sulfhydrylgruppe

spielt bei der Imaktivierung des Enzyms durch den bekann-

termafen filr die katalytische Wirkung wesentlichen 7ink-
reet eine zentrale Rolle, Am Sulfliydrylrest vorhandene
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Substituenten wie eine Methylgruppe oder eine S-Acetyl-
gruppe verringerten die Wirkeemkelt des Inhibitore be-
tréchtlich (vgl, Cuohman, DoWey; et al., Blochemistry,
ohen),

In vitro durchgefihrie Untersuchungen iiber den Reaktionse
mechanisnus,iber welchen $Q14225 und dessen Analogs das
ACE inhibieren, wurden durch die Instabilitit diecer Mole-
kille unter Umgebungsbedingungen etwas gestodrt. Beispielsw
weigse wurde festgestellt, daB einc frisch bereitete wiBri~
ge Lisung von SQ14225; welche beispielsweise 1 mg dieser
Verbindung pre ml enthi lt bel einem pH-Wert von eiwa 8
beim Stehenlassen wihrend 30 WMinubten stark an Aktivitat
verliert und daf die Aktivitdt dieser ILdsung bei noch lén-
gerem Stehenlassen wellerhin abeinkt. Es wird angencumen,
dafl dieger Aktivitdtsverlust hauptsichlich auf eine Dimeri--
slerung des SQ14225 an den endstindigen Sulfhydrylgruppen
zurtickzufthren ist und hierbei ein als Inhibitor weitgechend
unwirksames Disulfid entsteht. Da die freie Sulfhydrylgrup=
pe stark reaktionsféhig ist und leich® zu polaren SHure-
resten wie einer Sulfongruppe oder einer Sulfoxidgruppe
oxfdiert werden kenn, kamn der in vitro zu beobachiende
ﬁki ivitdtsverlust von wifirigen Losungen des S5Q14225 wihrend
des Stehenlassens zum gewissen Teil als Folge zumindest
r derartigen OAJdub‘Q nsreelktion angesehen werden, -im
.ﬁZLg derselben ein a?E Inhibitor filr ACE im wesentlichen

‘

_umﬂlvksaaaﬁ Sulfon oder Sulfoxid entsteht.

Derzeit zur Verfiigung stehende klinische Versuchsberichte
iiber SQi14225, welcheg in einigen solcher Berichte unter dem
Hamen "Captopril® aufscheint, geben Grund zu der Ammahme,
daf dieser Stoff im normelen Hagen- und Darmitraskt der
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meisten Patlenten hinreichend stabil ist, um bei oraler
Verabreichung els Inhibitor fiir ACE wirksam zu sein, Es
‘ist Jedoch noch nicht klar, ob SQ14225 bei einigen Patien-
ten im wesentlichen unwirksam bleibt. Wegen der hohen
Reaktionsféhigkeit der freien Sulfhydrylgruppen kann
8Q14225 ohne weiteres mit Serume oder Zellproteinen oder
~peptiden oder mit anderen im Magen- oder Darmtrakit Vorw
liegenden und eine freie Sulfhydrylgruppe aufweisenden
Stoffen gemlschme Disulfide bilden und zusédtzlich auch
Dimere im Zuge cines ox¥dativen Abbaus bilden. Ein durch
Reaktion mit einem Protein entstandenes gemischtes Digulfid
konnte antivéneti sch w1rhen und das Entstehen solcher Stofe
fe ist einigermafen wahrs chelnlacb da gelegentlich bei
klinischer Anwendung allergische Realtionen beobachiet
worden (vgl. Gavras, et al,, Wew England Je Med, 293, 991
(1978). Gegebenenfalls cnistandene Disulfide und Abbaupro-
dukte des 5014225 sind bestenfaslls als Inhibitoren griften=
teils vnwirksam, Bs kenn deher angenornmen werden, dafl in
Abhéngigkelt vom Verabreichungsweg und vom einzelnen Patie
enten das Ansprechen auf elne verabreichte Dosis an

SQ14225 Schwankungen unterliegt, Dariiber hinaue kidnnen in

- zumindest einigen Patienten unerwiinschte Webeneffekte und

chwierigkeiten beim Versuch eine wirksame Konzentrdtion

. en Inhibitor im Korper aufwechizuerhalten, auftretens,

‘Thicester werdén.insofern“als SuBerst reaktioﬁsféhiv ange-
sehen,als die Thioesterbindung leicht geqpqlten wird und
hierbei eine Sulfl vdVW1weTb¢ndun und eine Carbonsiure
entstehbt, Thiocster werden deshalb hdufig beim Acyliexen
unter milden Bedir ﬁfaafwﬂ als Z”lF“hefD”Oduktﬂ eingesetzt,
Derartige Gruppen, bheispielsweise die Acetylthicgruppe,

.v

wurden deshalb auoh bercits gem#l dcﬂ US=ESen 3 832 337 und
g
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4 046 889 vorgdsehen, Es wird weiterhin angenommen, daB
auch bel der Bilosynthese von zyklischen Peptiden, z. Be
Tyrocidin oder Gramicidin S Thioester als 2wischenprodukte
auftreten (vgls Lipmemn, P, in Accounts Chem, Res, 6, 361
(1973). '

Thioester, welche ACE stark inhibisren und bei oraler Ver-
abreichung antihypertensiv wirken, sind bereits in der An-
meldung APA 61 K/215.457 beschrieben worden.

Mit dexr Verbindung SQ14225 verwandte'Verbindungen gind
bereits in den US-PSen 4 046 B89, 4 052 511, 4 053 651,

4 113 715 und 4 154 840 beschrieben. Vom besonderen Interes-
ge gind die statt des S~gliedrigen heterozyklischen Prolin-
rings einen 4- cder b-gliedrigen Ring aufweigenden Analoga
der Verbindung SQ14225, Die Inhibitionswirkung solcher
Ineloga ist jedoch nicht mit Jjeumer dex Verbinduﬁg SQ14225
verglichen, Es wird dariiber berichtet, daf durch Austausch
desg I~Proling gegen D-Prolin die Inhibitionswirkung von
3-Mercaphopropanoylaminosiuren drastisch vervingert wird
(Cushman, D.W., et al., oben),

Der gich beim Austauschen des Prolinresies gegen den Rest
des I=3,4-Dehydroprolin ergebende Effekt wurde bereits in
verschiedenen Systemen untersuchi, Wenn in T-=Siellung des

. Bradykining I=3,4= oPro eingefilhrt wird, resultiert eim .

Bﬁadykininderivat betrdcehtlich verringenrter physiologischer
Wirkung (vgl. Pisher, G.Ho., et al., Arch, Blochem., Blophys.
189, 81 (1978). Andererseits wird beim Binfiihren von
I3, 4= AP0 in die 3=, 5-, 8- oder 9-Stellung des ACE-
Inhibitors BPPga dessen Inhibitionswirkung erhtht (vgl.
Fishew, G.H, et al., FEBS Letters 107, 273 (1979), Die Pa-
tentivhaherin hat in der dlteren Aumeldung 4 5962/79 bereits
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angegeben, daB die in dieser Anmeldung beschriebenen und
den Rest A Pro aufweisende Verbindungen eine. hohe Inhibi-
tionswirkung besitzen und auch antihypertensiv wirken, je-
doch kann derzelt noch kein Grund dafiir angegeben werden,
weshalb durch Ersatz des Proline durch  Pro verschiedene
Effekte erzielt werden. In Ehulicher Weise besitzt man noch
kein klsres Bild liber den Einfluf von an verschiedenen
anderen Stellen eines ACE-Inhibitors an Stelle anderer
Reste eingefilhrier anderexr Prolinderlvate oder Analoga.

Bisher ist der EinfluB der an der linken Seite des Schwefel-
atoma von in der erwihnten #lieren Anmeldung beschriebenen
Thioesterverbindungen stehenden Aminosdure noch nicht he-
gtimnt worden. Es wird engenommen, daB dlese Aminosgure als
zusitzlichce Erkennungostelle flir das Enzym wirki, Palls

dies zutrifft, mibte erwartet werden, daB eine an dieser
Steile einen AminosHurerest enthaltende Verbindung ein besw~
serer Inhibitor wire.

ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines neuen Inhie-
bitors fiir Angictensin umwandelndes Enzym, der fir alle

Patlcnren, unabhingig von der Verabreichungsform und okne
,uaerwunschue Nebenwirkungen zu verursachen, fir die Behandm

lung von Bluthochdruck angewendét werden kanne

Darlegune deg Vesens der Erfindung

Der Exfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Verbindungen,
die als Inhibitoren flir Angiotensin vmwendelndes Enzym mit
den gewiinschten Eigenschaften und Verfahren zu ihrer Herw
stellung aufzufinde
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Die Ammelderin hat gefunden, daB zahlreiche Aminos#uren,
substituierte AminosZuren oder analoge Verbindungen fiir den
" Rest A in Verbindungen der spidter angegebenen allgemeinen
Pormel (1) eingesetzt werden konnen und hierbei wirksame
Antihypertensiva und wirkesame Inhibitoren fiir. ACE erhalten
werden. Die Anmelderin hat weiterhin gefunden, daB Hydroxy-
prolin, Proline, L= und D,I-3,4-Dehydroprolin, Thiazolidin-
4-carbonsiure vnd I-5-oxo=prolin-derivate durchwegs wirksa-
‘me Antihypertensiva und starke Inhibitoren flir ACE ergeben.,

Die Patentinhsberin hel beispielsweise in der Hlteren Aumelw
dung APA 61 K/215.457 engegeben, daB Verbindungen der unten
stehenden allgemeinen Pormel (I) stark wirkseme Antihyper-
tensiva sind und gegeniiber ACE stark inhibierend wirken,
Jedoch hat die Anmelderin zu diesem Zeitpunkt noch nichi
Salze solcher Verbindungen geprift, weshalb die Anmelderin
damals nicht wulBlte; ob solche Salze wirksam sein wiirden
oder nicht, Die Anmelderin hat nun Salze dieser Verbindune
gen hergestellt und festgestellt, daB diese Salze wirksame
Antihypertensiva sind und starke Inhibitoren fiir ACE dar-
stellen,

bementSPreohend'beziéht sich die Exfindung auf ein Verfah-
. Ten zum Herstellen von neuven basischen Salzen von Verbindun~
‘gén der sllgemeinen Pormel - - o ’ ' C
-0 " . " . X ) 3
I NP -CH-~C~R :
R~ A8 (CHQ)n ?h ¢~ R, ,(;)
R,
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R fir Weseserstoff, Formyl, Acetyl, Propanoyl, Butanoyl,
Phenylacetyl, Phenylpropanoyl, Benzoyl, Cyclopentan-
. carbonyl, tert-Butyloxycarbonyl, Cyclopentancarbonyl-I-
- lysyl, Pyro-L-glutamyleI=-lysyl, L-Lysyl, L-Arginyl oder
Pyromeg¢uLamvl stehu9 : .
4 ‘Phenylalany.9 Glyeyl, Ajgnyls Try pﬁOphyI, Tyrosyl, Iso-
leucyl, Leucyl, Histidyl oder Valyl bedeutet und hierbei
die ~Aminogruppe dieser Reste an den Rest R in Amid=
bindung gelnllpft ist, ‘

Wasserstoff oder Nethyl darstellt, . A
R2 fie Im-Prolin, w,94 -Dehydroproling D,I~3, AmDehydwoproling
L-3-Hydroxyprolin, Im4=Hydroxyprolin, I=Thiazolidin.{-
carbonstiure oder I=5-0xo~prolin steht und hierbei die
Ininogruppe dieser Reste in Imidbindung an die benach-

barte Gruppe
0

I
(e
gekntipft ist und :
n HNull oder 1 bedcutet, wobelg falls n gleich is$ FQTI, R
Methyl derstellt. Der Rest der Aminosiure A kamn in op-
tisch aktiver Form vorliegen, dohojydaB A in Ie, D= oder
Dy I-Porm vorliegen kamn. : e '

1

-

 Alle der oben gerannten Verbindungen stellen Inhibitoren

fir ACE dar und sind oral verabreichi wirksame Antihypertens

siva,
Basigche Salze der oben sngegebenen Avt werden gemdfB der
Lrfindung dadurch hergesiellt, daB eine Verbindung der all-

yemeinen Formel (I) in ein Salz libergefithrd wird,
>
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Verbindungen der allgemelnen Formel (I) bilden mit ver-
schiedensten anorganigchen und organischen Basen basische
Salze. Solche Salze sind beispielswelse . Ammoniuasalze,
Alkelimetallsalze, Erdalkalimetallsalze, Salze mit organi-
schen Basen, Salze mit Aminosiuren u, dgles Beispiele fiir
Alkalimetallsalze sind Netriuvmsalze oder Kaliumsalze, Bei-
spiele fiir Brdalkelimetallsalze sind Kalziumsalze oder
Magnesiumsalze@ Beispiele. fiir Salze mit organischen Basen
sind. solche mit Benzathin, HmMethylmeglucamin oder Hydrab-
amin, Belspiele filr Sslze mit Aminos#uren sind solche mit
Arginin oder ILysin. Kaliumsalze oder. Lysinsalze sind bevore
zugt. Nicht-toxische, physilologisch vertrdgliche Salze wer-
den ebenfalls bevorzugt.

Die Salze werden gemif der Erfindung vorzugsweise dadurch
hergestellt; daB eine Verbindung der allgemeinen Formel (I)
in Form der freien SZure mit einem Aquivalent der das ge-
wilnschte Kation liefernden Bage in einem ILOsungsmittel odexr
in einem Medium, in welchem das entstehende Salz unléslich
ist oder in Vasser umgesetzt wird, wobei bei Verwendung von
Wasser das Wasser durch Gefriertrocknen entfernt wird.

Die erfindungsgemdB hergestellten Salze inhibieren die Um-
wandlung des Decapeptids Angiotensin I in Anglotensin II
'und"sind.deShaLb.zum Verringern oder zum Beseitigen von
durch Angilotensin érzeugten erhohten Blutdruck brauchbar.
Unter der Einwirkung des Inzyms Renin avf Anglotensinogen,
einem im Blutplasms vorhandenen Pseudoglobulin, enisteht

- Anglotensin I, des durch das Angioﬁenéin wnwandelnde Enzym
(ACE) in Anglotensin II Ubergefiihrt wird, das scinerseits
ein stark wirksamer Pressor (wirkt blutdruckerhthend) ist
und als der in verschiedenen Séugetiereﬁ wie Ratten und
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Hunden Uberhthten Blutdruck erzeugende Wirkstoff ervkannt
worden ist. Die erfindungsgemif herstellbaren Verbindungen
.greifen nun in die Reaktionsfolge

(Renin) . (ACE)
Angiotensinogen ——— Angiotensin I ———<% Angiotensin II

durch Inhibieren des das Angiotensin umwandelnden Enzyms
ein und verringern oder verhindern das Entstehen des als
Pressor wirkenden Angiotensing II, Durch Verabreichen eines . *
Préparats, welches eines der in Prage kommenden Salze von
Verbindungen der sllgemeinen Formel (I) oder eine Kombinge
tion solcher Salze enthdlt, wird in SHugetieren avf Angio-
tengin zurlickzufiihrende Hypertension gemildert. Bei Verab-
reichung von etwa 0,1 bis 100 mg/kg.d, vorzugswelse etwa

1 bis 50 mg/kg.ds; der erfindungsgemiB herstellbaren Verbine
dungen in Porm einer Einzeldosis oder vorzugsweise auf 2
oder 4 Einzeldosen verteilt, kann der Blutdruck in einem
durch einen von S.L. Engel, T.R. Schaeffer, M.H. Waugh und
B. Rubin, Proc. Soc. Exp, Biol. Med, 143, 483 (1973) be-
schriebenen Tierversuch bestimmbaren AusmaB verringert
werden. Der Wirkstoff wird vorzugsweise oral verabreicht,
kann jedoch auch parventeral, beispielsweise subcutan,
intramuskuldr, intravends oder interperitoneal, verabreicht

‘werden.

Salze von Verﬁindungen dexr allgemeinen Formel (I) konnen zu
oral verabreichbaren Préparaten wie Tabletten, Kapseln oder
Elixieren oder zu parenteral vevabreichbaren Préparaten wie
sterilen LOsungen und Suspensionen verarbeitet werden, wobei
etwa 10 bis 500 mg eines Salzes oder eines Gemisches von
Verbindungen der allgemeinen Formel (I) mit einem physiolo~
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glsch annehmbaren Vehicel, Tréger,. Excipiens, Bindemittel,
Konservierungsmittel, Stabilisierungsmittel, Geschmackszu-
gitzen usw, in eine der pharmezeutischen Praxis entsprechen-
de Einheitsdosis eingebracht werden konnen., Die Menge an
Wirkstoff in solchen Préparaten entspricht einer im oben
angegebenen Bereich liegenden Dosierung.

Beispiele fiix in Tabletten, Kapseln u. dgl. verwendbare
Bilfsstoffe sind Bindemittel wie Tragant, Akaziengummi, . -
Waisstédrke oder Gelatine, ein Excipiens wie Dicalciumphos-
phat, ein zerfallsfordernder Stoff wie Maisstirke, Kartof-
felstdrke, Algins8ure v, dgl., ein Schmiermittel wie Magne-
siumstearat, ein SiBstoff wie Saccharose, lLactose oder
Saccharin und ein Geschmackszusatz wie Pfefferminz, Winter-
griindl oder Kirschenaroma, Falls die Eirheitsdosis als
Kapsel vorliegt, kamn derin zusgtzlich zu den oben angege-
benen Stoffen ein fliissiger Triger wie ein pflanzliches (1
enthalfen sein, Verschiedene.andere Stoffe konnen in Form
von Beschichtungen vorliegen, Jedoch kann die physikallsche
Erscheinungaform der Einheitsdosis auch in anderexr Weise
modifiziert werden. Deisplelsweise konnen Tabletten mit
Schellack, Zucker oder mit beiden dieser Stoffe beschichtet
werden. Ein Sirup oder ein Elixier kann zusdtzlich zum Wirk-
stoff, Saccharose als SlBstoff, Methyle und Propylparaben
 éls.Konsefvigrungﬁmiﬁtely-eiﬁen'Farbs%off und einen Ge=
schmackszusatz wie Kirschen- oder Orangengeschmacksstoff
enthalbens | |

Fiir die Injektion geeignete sterile Préparate konnen in in
der pharmazeutischen Industrie iblicherweise durch Auflisen
oder Suspendieren des Wirksioffes in einem Vehicel wie
Wasger fir Injektionszwecke, einem natlirlichen pflanzlichen
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01 wie Sesamsl, KokosnuBtl, ErdnuBsl, Baumwollsamendl usw,
oder einem synthetischen Fett wie Athyloleat 0. dgl. herge-
stellty werden. Erforderlichenfalls konnen auch Puffersube
stanzen, Konservierungsmittel u, dgl. eingearbeitet werden,

Ausfihrungsbeispiel

Die Erfindung wird im fblgendenvdurch Ausfiihrungsbeispiele
ndher erliutert, die die Herstellung von Salzen von Verbine
dungen der sllgemeinen Formel (I) und auch die Anwendbarkeit
und die Wirkung dieser Salze erlédutern. Diese Avsfihrungs-
beigpiele schrinken den Erfindungsgegenstand nicht ein,

Belspiel 1 _ : - : :
Herstellung des Natriumsalzes des N%w/3e (N ¢ -Benzoy1-D, L

phenylalanylthio)weubamethylpropanoyi7;leprolins

Eine ILosung von 234,3 mg (0,5 mmol) N‘xwé§;(Bszngphenyl~
alanylthio)»2—D~methylpr0panoyi7¥merolin in 1 mi ebsolutenm
Athanol wurde unter Rithren mit 0,5 mmol.NaHCO3 in Form einer
Tn=-Losung in Wasger versetzt, worauf vom Reaktionsgemisch
die Lisungsmittel mittels ejines rotierenden Verdampfers bei
einer Temperatur von etwa 35 ¢ abgedampft und der hierbei
erhaltens 8lige Riickstand in frischem Athanol aufgenommen
wurde und schlieﬁlich das Iosungsmittel erneut mittelsfdes,f
‘rotierenden Verdampfers abgedampft wurde, Diese Arbeibsweise
wurde nochmale mit absolutem Athanol und denn noch 2-mal mit
Benzol vorgenommen. Der hierbes erhaltene weiBe Riickstand
wurde in einem Vakuumexsiceator iiber P205 getrocknet und
dann aus 95_%igem Athanol und Benzol wikristallisiert, womit
mit einer Ausbeute von 55,1 % 135 mg weiBer Kristalle mit
einem Zersetzungspunkt von 185 bis 186 ¢ (Erweichungspunki
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bei 153 °¢) erhalten wurden. Das in einer KBr-Tablette be-
stimmte Inff&roﬁabQOfptions spektrum zeigte Zwitterionenban-
den bei 1398 und bei 1600 cu™! und eine Thicesterbande bei
1682 cm™ ', Bei der bei einem pH-Wert{ von 2 und 5 durchge-
fihrten Papierelektrophorese und bei der an Silikagelplat-
ten unter Verwendung von drei verschisdenen Losungsmitteln
durchgefiihrten Dunn)chlchtchrcmahographle zeigte sich nach
Uhsetzung mit Ehena&1ﬂmmethosulfat~3cagenu lediglich ein
einziger im kurzwelligen UV erkemnbarer Fleck.

Anslyse:
berechnet filr 025 27N SWaO592F 0: 57,02 % C, 5,93 % H,
; 5:32 % W, 6,09 % S
gefunden ‘ 56,37 % Cy 5,59 % H,
5¢30 % Ny 5,99 % S

Heispiel 2 - : o o
Herstellung des Kaliumsalzes des §%=/3(N %-BenzoyleD,I-
phenylalanylthio)aZmDnmethylpropanoy%?élmprolins

Dag Keliumselz dieser Verbindung wurde nach der in BéisPiel 1
~ angegebenen Arbeitsweise unter Verwendung von'1mmKHCOB~
Losung statt dexr TmmNaHCOB~Iosvnv hergestellt, Beim U
kristallisieren wurden 70 mg eines weifen Fesitstoffes nit
einem Zers etzungspunkt von 132 bis.134 °C erhalten. Bei der: _
" Be stwmuung des ¢n¢rarouabsorptlonSSpehtrums, bei der Panierm'
elekircphorese und bei der Dinnschichtchromatographie wurden
die gleichen Werte erhalten wie fiir das gem#B Beispiel 1
hergestellie Natriuvmesalz.
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-Belsglel 3

Herstellung des L~Lyelnvalzes des N‘X-LBQ(N*”uBenLOyl—D I

phenylalanylthio- Zanmevhylpropanoyl7;¢mprollns

Eine Losung von 2)4 3 ng (O 5 mmol) N *-/3- (N‘quenzoyln

D, I-phenylalanylthio )~2<D-methylpropanoyl/-I~prolin in 1 nl
absolutem Alkohol wurde mit einer ISsung von 73,1 mg

(045 mmol) des in Forin der freien Base vorliegenden IL-Lysins

in 0,3 ml entsalztem Wasser tropfenweise und unter Rithren

versetzt, worauf vom Resktionsgemisch die ISsungemittel mite-
tels eines rotierenden Verdampfers abgedampft wurden. Der
hierbel erhaltene Riickstand wurde in frischem absolutenm
Kthanol aufgenommen, worauf das Losungsmittel erneut mittels
eines rotierenden Verdampfers abgedampft wurde, Diese Are
beitsweise wurde noch 2-mal mit absolutem Alkohol und dann
noch 2-mal mit Benzol vorgenommen., Durth Trocknen des hier-
bei erhaltenen Rickstendes in einem Vakuumexsiccator iiben
P205 wurden 0,292 g eines einen Zersetzungspuokt von 152 big
154, 4 °C besitzenden Stoffes erhalten, der beim Umkristalli-
sileren aus mit einigen Tropfen Wasser wnd Benzol versetztem
absolutem Alkohol 141 mg eines weifer Niedevschlages mit
einem Zersetzungspunkt von. 162,5 bis 163,5 °G (Erweichungse
purkt bei 160 °C) lieferte. Das in einer KBr-Tablette be- -
etinmte Infrarotabsorptionsspektrum zeigte Zwitterionenban-

den bel 1389 und 1620 cm‘"19 eine Carbonylbande einer‘Amide

1

gruppe ‘bei 1641,cm”' ung eine'Thipesterbandefbei<1678-cm“1;~~

Die bei ejnem'pZ'Wert von 5 durchgefiihrie Pépierelektrophorem-

ge und die unter Verweudung von drei verschiedenen Losunysn :
mittelsystenen an Silikagelplatten durchgefihrie Dinn-
schichtchromatographie zeigte die Anwesenheit von Iysin und
der genannten Verbindung. Bel Verwendung snderer Basen statt
der gemdB den Beispielen 1 bis 3 verwendeten Basen NaHCOBﬁ
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KHGO3 cder Lysin kOnnen ents prechena den Angaben in diesen
Beispielen weitere physiologisch annehmbare Salze herge-
stellt werden. Obzwer gem&fB den Beispielen 1 bis 3 Salze
des N%-/3- (W -Benzoyl-D, I~phenylalanylthio )=2-D-nethyl-
propenoyl/-L-prolins hergestellt werden, ktnnen selbsiver-
stEndlich auch physiologiseh annehmbare Salze irgendeiner
anderen Verbindung der sllgemeinen Formel (I) in der glei-
chen Weise hergestellt werden.

Beigpiel 4 : o D
Wirksamkeit bel oraler Verabreichung des Natriumsalzes des
“méﬁé(N*X«BenzoyluD,anhenylalanylthio)m2=Damethylprom

panoyl/-I~prolins

Ein Korpergewicht zwischen 150 und 190 g besitzende Ratten
wurden Uber Nacht nlichtern gehalten und dann durch intra-
peritoneales Verabreichen von 50 bis 60 mg Pentobarbital/kg
andstheslert, worsuf an den Ratten eine Trachectomie vorge-
nommen wurde und dle Ratten anschlieffend mechanisch beatmet
wurden, Zwecks Injektion von Anglotensin I wurde eine Kaniile
in eine Femorvene eingefihri, Zwecks direkter Messung des
arteriellen Bluftdruckes wurde eine weltere Kanﬁle in eine
Carotidarterie eingefithrt. Um Coavula ilon zu vevhlndernc
wurden 1000 Einheiten Heparin liber die Femorvene zugefihrt.
::Der Blutdryck wurde mittels eines an e¢inen VLelfauhoohrﬂlber,
'angeschlo isenen Druckgebers gemessen, Den Ratten wurden auf
dem Injektionswege 400 ng/kg Angiotensin I in 20 /ul 0,9
Gew,-%iger NaCl=Idsung geldst, verabreicht, d.h.,dal die
verabreichte Menge an Angiotensin I ausreichend war, den
mittleren arteriellen Blutdruck um 60 mbar zu erhohen. Nach
dem Ansprechen der jeweiligen Ratte auf das versbreichte

:

Mngiotensin I wwrde die oben genannie, zu priifende Verbin-
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- dung in eincr Menge von 10 /umol/kg geldst in 0,15 ml H,0

und 10 /ul 1nmNaH003nLasung Uber elnen Megenschlauch zuge~
filhrt, Der EinfluB des in einer HMenge von 400 ng/kg verab-
reichten Angiotensin I auf den mittleren arteriellen Blute-
druck wurde in bestimmten Zeitabstinden gemessen, Die er-

haltenen Ergebnisse waren folgendes

Zeit nach oraler Verabreichung  Ansprechverhalten des Blute

(in Minuten) druckes auf 400 ng/kg
Angiotensin I (in % des
Vergleichswertes)
=5 100 (60 mbar)
45 82
10 33
15 24
20 27
30 27
40 22
50 24
60 27
.90 36
120 44
150 _ 62
180 | 60
290 : T

2000 g3
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Beispiel 5 : - S o

Wirkung des Kaliumsalzes des N ™-/3-(N% -Benzoyl-D,I-phenyl-
alanylthio )=2«D=methylpropanoyl/-IL-prolins bei intravenSeer
Verabreichung ‘

Die Wirksamkeit dieser Verbindung bel.intravendser Verabrei-
chung wurde entsprechend den Angaben in Beispiel 4 bestimmt,
wobel jedoch die zu priifende Verbindung intravends in einer
Menge wvon 1-/umol/kgiverabreicht wurde., Die erhaltenen Brgebe
nisge waren folgendes

Zelt nech intraventser Angprechverhalten des Blutdruckes
Verabreichung | auf 400 ng/kg Angiotensin I (in
(in Minuten) % des Vergleichswertes)
=5 100 (72 mbax)
+5 : .46
10 37
15 41
20 .37
30 44
40 _ 50
50 : 39
60 : 46
.90 . 52
120 ] | 59

. Ohne aus” den Rahmen der Erfindung zu treten; konnen zaghle' "+ .

reiche Abénderungen der erléuterten.AusfﬁhrungsbeisPie;e
getroffen werden, '
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Erfindungsanspruch

1. Verfehren zum Herstellen eines Inhibitors fiir das Angio-
tensin umwandelnde Enzym, gekemnzeichnet dadurch, daB

eine Verbindung der allgemeinen Formel

‘ L0
‘ : I )
Re Aw S - (CH2)n - fH - C —'R2 ,(;)
Ry
worin
R fiir Wasserstoff, Fornyl Aoe’cyl9 onpanoyl Buta noyl,

- an die benachbarte Gruppe

Phenylacetyl, Phenylpropenoyl, Benzoyl, Cyclopentan-
carbonyl, tert-Butyloxycarbonyl,  Cyclopentancarbonyle
I-lysyl, Pyro~IL-glutamyl-I~lysyl, LwLijl, I~ Arginyl
oder Pyro-I~glutamyl stehi, )
Phenylalanyl, Glycyl, Alanyl, lryptOphyl Tyrosyl
Isoleucyl, Leucyl, Histidyl oder Valyl bedeutet und
hierbei die ol~Aminogruppe dleser Reste an den Rest
R in Amidbindung geknlipft ist,

. Wasserstoff oder Methyl darstellt,

fiir I~Prolin, I=3,4-Dehydroproling. D,I-3, AmD@thfon
prolin, L-3~Hydroxyprolin, Ie4-Hydroxyprolin, I-Thia-

- golidin~4=carbonsiure oder L=5-0xo=-prolin steht und

‘hierbei die Iminogruppe dieser Reste in Imidbindung

0]
e
. . -’C“
gelknipft ist und . :
Null oder 1 bedeutet, wobei, falls n gleich ist Null,
R1 fir Methyl Sithg nit einer Base zu einem Salz
vmgesetzt wird, '
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Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB. das
Natrium-, Kalium-, Calciuvme, Magnesium-, Benzathin-,
Hydrabanin-, N-Methyl-D-glucamin-, Arginin- oder
Lysinsalz hergestellt wird.

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daf ein Salz einer Verbindung dex allgemeineﬁ Formel
(I) hexrgestellt wird, in welcher 4 fir Phenylalanyl,
R, flir Methyl und R, fiir LwP:olin steht und n gleich
ist 1. ' ‘

Verfahren nach einem der Punkte 1, 2 oder 3, gekenn-
zeichnet dadurch, daf die frele SHure der allgemeinen
Formel (L) mit 1 Aquivalent der das gewlinschie Katlon
liefernden Base umgesetzt wird, wohel zwecknifig in
einem ISsungsmitiel oder in einem Nichi-Tdsumgsmittel
fir das entstehende Salz gearbeitet wird und bei Ver-
wendung von Wasser als ILdsuvngsmitiel das Vasser vors
zugsweise durch Gefriertrocknen abgetrieben wird,
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