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(54) Analogifremgangsmdde til frem=

stilling af hepta- eller okta=
peptider.

Den foreliggende opfindelse angar en analogifrem-
gangsmade til fremstilling af hidtil ukendte hepta- eller
oktapeptider med den i patentkravets indledning viste alme-
ne formel, hvor R, Rl og R2 har de sammesteds angivne betyd-
ninger. Fremgangsmaden ifslge opfindelsen er ejendommelig
ved det i kravets kendetegnende del angivne.

De omhandlede peptider har farmakologisk virkning. Nogle af
dem kan inhibere pressoreffekten af angiotensin II p& blod-
trykket. Nir de s&ledes indgives ved intravenss infusion
i levende rotter i den meget ringe mzngde 20 mikrogram/kg/
minut, inhiberes pressoreffekten for angiotensin II som
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er indgivet p& lignende mdde. Pa grund af denne inhiberende
egenskab pd en blodtryksforggelse bevirket af antiotensin
II er de omhandlede peptider vardifulde midler til at
modvirke hypertension som beror pd angiotensin Ii. Forbindel-
serne inhiberer endvidere hypertension hos rotter med akut
ensidig nyrehypertension efter intravengs infusion. Virk-
ningerne belyses narmere sidst i beskrivelsen.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen skal i det fglgen-

de beskrives nazrmere ved et udfgrelseseksempel.

Eksempel

L-asparaginyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histi-
dyl-L-prolyl-L-alanin: '
BOC—Asn—Arg(NOz)-Val-Tyr(Ole)-Val-His(Nim-le)—Pro-Ala—
polymer (A) (Bzl = benzyl)

5 g (0,5 mmol/g) BOC-ala-harpiksester anbragtes i
en 200 ml stor Merrifield reaktionsbeholder af vuggende
type. Harpiksen kvazldedes i kloroform (analysekvalitet) ved
vugning i 20 minutter og vaskedes derefter med 3 x 50 ml
iseddike. Perioden for hver vaskeoperation var 3-5 minutter.
t-Butoxykarbonyl-beskyttelsesgruppen (BOC) fjernedes med
1IN HCl i vandfri eddikesyre ved vugning i 40 minutter. Har-
piksen vaskedes successivt tre gange med eddikesyre, 3 gan-
ge med absolut @tanol og tre gange med N,N-dimetylformamid.
Det vundne hydroklorid af alanylharpiksester neutralisere-
des med en 10%s oplesning af triztylamin i dimetylformamid
ved vugning i 10 minutter. Derefter vaskedes harpiksen med
tre portioner dimetylformamid, tre protioner absolut ztanol,
tre portioner kloroform og tre portioner metylenklorid, og
der tilsattes en oplesning af 8,5 mmol (tredobbelt overskud)
af BOC-prolin i 40 ml metylenklorid. Derefter vuggedes i
20 minutter, sd at aminosyrederivatet kunne fa tilstrazkkelig
tid til at penetrere harpiksen. Derpd tilsattes 8,5 mmol
N,N'~-dicyklohexylkarbodiimid i 10 ml metylenklorid, og man
lod koblingen foregd i 12 timer under vugning. Derefter va-
skedes harpiksen med tre portioner metylenklorid, tre por-

tioner absolut ztanol og tre portioner eddikesyre og var
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hermed parat til naste fjernelse af beskyttelsesgruppen med
HCl i eddikesyre som beskrevet ovenfor. Vaskningen, neutra-
liseringen og koblingstrinnet udfgrtes p& den beskrevne made
under anvendelse af BOC—His(Nlm—le)-OH, BOC-Val-OH, BOC-
Tyr (0-Bzl)-OH og BOC—Arg(NOZ)TOH. En @ndring foretoges ved
koblingstrinnet for BOC-His (N'™-Bz1)-OH og BOC-Arg(NOz)—OH,
i hvilket tilfzlde der anvendtes en blanding af dimetylform-
amid og metylenklorid 2:1 som oplosningsmiddel. Koblingen

af Asn til det for beskyttelsesgruppen befriede harpikshepta-
peptid udfgrtes under anvendelse af BOC-Asn-ONP (BOC-aspara-
gin-p-nitrofenylester) i dimetylformamid ved at blandingen
vuggedes i 72 timer.

Efter det sidste koblingstrin vaskedes harpikspeptidet
med dimetylformamid, atanol, eddikesyre og @#tanol og teorredes
i vakuum over P,Og. Harpikspeptidets vagt var 7,3 g.
H—Asn—Arg(NOz)-Val—Tyr(O—le)-Val-His(Nim-le)-Pro—Ala—OH.
2HBr (B)

7,3 g af harpikspeptidet A, fremstillet som beskrevet
ovenfor, suspenderedes i 25 ml ter trifluoreddikesyre og
der gennemlededes en strom af tor HBr med lav hastighed.
Efter 20 minutters forleb frafiltreredes harpiksen og be-
handledes yderligere én gang med HBr/CF3COOH i 40 minutter.
Filtratet inddampedes til terhed i vakuum ved 20°%c, de olie-
agtige remanenser udfzldedes med absolut @ter og produktet
torredes i desikkator over kaliumhydroxyd. Det samlede ud-
bytte var 1980 mg (59,8%) af det beskyttede oktapeptid-di-
hydrobromid.

1,0 g af det beskyttede peptid B oplestes i20 ml
af en blanding af eddikesyre, dioxan og vand i rumfangsfor-
holdet 4:4:1, og der foretoges hydrogenolyse over Pd/BaSO4
(10%s katalysator, 0,5 g) i 48 timer ved atmosferetryk. Ef-
ter denne periodes forlgb tilsattes der en ny portion pa
0,2 g katalysator og hydreringen fortsattes i 24 timer. Den
filtrerede og fortyndede oplgsning fryseterredes. Udbyttet
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var 750 mg, smeltepunkt 150-165°C. Beregnet for dihydrobro-
mid: 15,32% Br, fundet 13,36% Br.

Réproduktet rensedes ved gelfiltreringskromatografi
pa "Sephadex" G-25 i 0,2M eddikesyre ("Sephadex" er et i
Danmark indregistreret varemzrke). De fraktioner som inde-
holdt det rene peptid forenedes og frysetorredes. Den rense-
de forbindelse indeholdt spor af halogen.

Tyndlagskromatografi Merck's cellulose-F-plader, op-
lpsningsmiddelsystem n-butanol/eddikesyre/vand i rumfangs-
forholdet 6:2:3, Rf 0,35. Merck kiselgel F-254-plader med
samme oplwsningsmiggelsystem, Re 0,13. [a]go= —59,4O (¢ =

0,2 i 1N AcOH, [alZ,qg = -61,1° (c = 0,2 i 1N AcOH).

_Aminosyreanalyse:

Ala: 1,00, Arg: 1,00, Asn: 1,09, His 0,90, Pro 1,04,
Tyr 0,75, Val 1,94.

P4 lignende mdde fremstilledes andre peptider ved
fremgangsmdden ifglge opfindelsen ved indfgrelse af den ngd-
vendige aminosyreenhed pd et passende stadium. De sdledes
fremstillede peptider er angivet i de efterfglgende tabel-
ler I-III, hvor TLC betyder tyndlagskromatografi. I disse
tabeller har man i overensstemmelse med IUPAC-nomenklaturen
for at skille L- og D-formerne af aminosyrer i polypeptider
markeret L-aminosyrer med stort begyndelsesbogstav, mens D-

aminosyrer er markeret med lille begyndelsesbogstav.
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Tabel I

Peptid

Specifik rotation Merck kiselgel- TLC pa
(formel, molekylveaegt) (koncentration og F-254-plader Merck cel-
oplgsningsmiddel) butanol/eddike- lulose F-
syre/vand (6:2:3); 254-plader
ninhydrin-detek-
tering Wm wm
H-asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH ngww = -81,33°
H0¢wmmmZH»OHH. MV 955,1] (c Mwo~mw- 1N Woomv 0,20 0,50
H-Asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Leu-OH MQ_U = -70,55
ﬁo»mm¢m2H»oHH. MV 997,2] (c wmw. 1N >oomv 0,15 0,65
H-asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Leu-OH HQ_U = -87,32
Ho»mmqwzH»oHH. MV 997,2] (c wuo.m, 1N >momv 0,10 0,60
Succinyl-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH ﬁnuo = -64,90 0,40 0,70
[c,,H,,N..O.,, MV 941,1] (c = 1, 1N AcOH) (Paulys reagens) (Paulys reagens)
43764712712 23 o
H-Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala—-OH ngu = -101,62
ﬁn»wmmmzﬁos~ MV 956,11 (c wpo~w~ 1N AcOH) 0,03 0,45
H-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH HQHU = -68,31°
ﬁmemmozHNOm. MV 941,0] (c = 0,24, 1N AcOH) 0,02 0,20
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Tabel

I

Peptid

Specifik rotation

TLC pad Merck kiselgel-F-254-pla-

(formel, molekylvaegt) (koncentration, der (ninhydrindetektering)
oplgsningsmiddel) butanol/eddike~ butanol/eddike-

syre/vand syre/pyridin/
(6:2:3) vand (9:2:7:6)

H-Sar-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala—~OH HQHWw = -84,41°

AOpwmmmZHwOHo~ mv 912,11) (c = 0,24, 1N AcOH) 0,05 0,30

H-Ser-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH ﬁeuw» = -69,00°

AﬁpwmmeHwOHH‘ mv 928,11) (c = 0,2, 1N AcOH) 0,02 0,38

H-Asn~Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-leu-OH Hquw = lm»~»oo

OmeQNZHpOHH‘ mv 997,22) (c = 0,25, 1N AcOH) 0,15 0,50

Succinamyl-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala- Hnuww = -83,14°

OH AOhwmmmZHwOHH~ mv 940,12) (c = 0,25, 1N AcOH) 0,10 0,20

H-Asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Gly-OQH ﬁeuww = -54,90°

AO»NmmeH»OHH~ mv 941,11) (c = 1,0, 1N AcOH) 0,10 0,25

H-Asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ile-OH ﬁguwQ = -55,33°

AnpmmquHbOHH~ nmv 997,22) (c = 0,3, 1N AcOH) 0,09 0,40
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Tabel III

Peptid

Specifik rotation

TLC pa Merck kiselgel-F-254-pla-

(formel, molekylvagt) (koncentration, der (detektering med Paulys reagens)
oplesningsmiddel) butanol/eddike- butanol/eddike-
syre/vand syre/vand/pyri-
(6:2:3) din (9:2:6:7)

H-Sar-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Gly-OH Huuwm = -74,6°

AOQHEmMZHwOHo~ 898,10) (c = 0,57, N AcOH) 0,15 0,25
H-Pro-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Gly—-OH HQHMH = -81,0°

AnﬁwmmmZHwOHo~ 924,12) (c = 0,53, N AcOH) 0,10 0,35
H-asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Gly-OH ~QMWH = -67,0°

AnhmmthHpOHH~ 941,11) (c = 0,51, N AcOH) 0,15 0,32
H-Sar-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-8-Ala-OH HQHMN = -59,0°

AnpwmmmZHwOHo~ 912,10) (c = 0,52, N AcOH) 0,05 0,25
H-Asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-8-Ala-OH ﬁnuwm = -53,7°

AnhwmmmZHAOHH~ 955,10) (c = 0,53, N AcOH) 0,15 0,45
H-Gly-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH ﬁpumw = -80,3°

AO»HmmeHuOHO- 898,09) (c = 0,56, N AcOH) 0,25 0,32
H-Sar-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Leu-OH ﬁg_Wq = -56,7°

AObmmquHwOHo\ 968,22) (¢ = 0,30, N AcOH) 0,15 0,45
H-Asn-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Leu-OH ﬁnuww = |qq~mo

AOpQEQbZH»OHH~ 1011,25) (c = 0,54, N AcOH) 0,25 0,35
H-Sar-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Ala-OH ﬁnuww = -80,5°

AO»wmeZHwOHO~ 926, 14) (¢ = 0,54, N AcOH) 0,28 0,35
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Tabel

III (fortsat)

Peptid

Specifik rotation

TLC pd Merck kiselgel-F-254-pla-

(formel, molekylvagt) (koncentration, der (detektering med Paulys reagens)
oplesningsmiddel) butanol/eddike- butanol/eddike-

syre/vand syre/vand/pyri-
(6:2:3) din (9:2:6:7)

H-Asn-Arg-Val-Tyr-Ile-His~Pro-Ala-OH ﬁgng = -63,7°

Anb»mmmZHbOHH~ 969,17) (¢ = 0,52, N AcOH) 0,10 0,38

H-Asn-Arg-val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH ﬁQ_Wm = -48,4°

AOQwEmmZHpOHH~ 955,14) . (c = 0,25, N AcOH) 0,05 0,30

H-Asn-Arg-Val-Tyr-Ala-His-Pro-Ala-OH ﬁQHWN = -68,2°

AOhHEmNZHbOHH~ 927,03) (c = 0,50, N AcOH) 0,10 0,35




10

1457490

En razkke af de ved fremgangsmdden ifelge opfindelsen
fremstillede peptider blev afprevet i de to side 2 navnte
henseender. Resultaterne fremgdr af tabel IV. Ferste resul-
tatkolonne viser antagonismen til angiotensin II efter in-
travengs infusion af 0,lpg/kg af forbindelsen i rotter med
overskiret rygmarv, idet infusionen skete med en hastighed
pd 20 pg/kg/min. De andre kolonner viser resultatet af in-
travengs infusion af testforbindelsen i vagne, akut 6-7 dages
ensidigt nyrehypertensive rotter til opnéelse af effektiv
blodtryksnedsazttelse; tabellens anden talkolonne viser in-
funderet dosis og sidste kolonne blodtrykssznkningen i pro-

cent.
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Tabel IV

Peptid % antago- ‘Dosis % blodtryks-

nisme nedsattelse
H-Asn-Arg-Val-Tyr-vVal-His-Pro-Ala-OH 39,3 200 pg/kg/min 17,0
H-Asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Leu-OH 88,2 100 pg/kg/min 32,0
mtmm5|>H@|<WH|HMH|<mwlmwm|MH0|>Hmlom 78,4 100 pg/kg/min 34,5
Succinyl-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH 0 16 mg/kg/min 33,3
H-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH 19,3 4 mg/kg/min 33,0
H~-Asp—-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH 74,6 100 pg/kg/min 25,0
H~-asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Leu-OH 97,9 5 pg/kg/min 28,2
H~-Sar-Arg-Val-Tyr-Val-His~Pro-Ala-OH 99,5 10 ug/kg/min 27,5
H-Ser-Arg-vVal-Tyr-vVal~His-Pro-Ala~OH 58,6 200 pg/kg/min 24,2
H-Asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro~Gly-OH 32,7 1 mg/kg/min 14,8
Succinamyl-Arg-Val-Tyr-vVal-His-Pro-Ala-OH 44,1 1 mg/kg/min 9,1
H-Asn~Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ile-OH 88,1 100 pa/kg/min 14,3
H-Asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-leu-OH 0 3,2 Bo\wm\aw: 12,3
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Patentkrav

Analogifremgangsméde til fremstilling af hepta- el-

ler oktapeptider med den almene formel

OH
I"‘:N

HZN—?=NH HN

NH H,C H

| K s

(CH,), CH CH, , H, | .
R—NH—éH-CONH-CH-CONH— H-CO-R“-NH-CH-CON —— CH-CO-R

5 hvor R betegner hydrogen, succinyl, L-aspartyl, sarkosyl,

L-seryl, succinamyl, L-prolyl, glycyl eller D- eller L-aspa-
raginyl, Rl betegner en L-alanin-, L- eller D-leucin-, gly-
cin-, L-isoleucin- eller 8-alaninrest og R? betegner L-valyl,
L-isoleucyl eller L-alanyl, k endetegnet ved at

10 man under anvendelse af i peptidkemien sazdvanlige metoder
trinvis sammenkobler syrerne HRl, prolin, histidin, RZ—OH,
tyrosin, valin, arginin og, sdfremt R ikke skal vare hydro-
gen, tillige syren ROH, hvor Rl, R2 og R har de ovenfor an-
givne betydninger, til dannelse af amidbindinger mellem sy-

15 rerne, hvorved amino- og karboxylgrupper som man ikke gnsker
skal deltage i reaktionen, pd& i og for sig kendt made maske-
res midlertidigt med en beskyttelsesgruppe eller pa anden

midde hindres i at deltage i reaktionen.

Fremdragne publikationer:




	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

