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Tripeptidderivater med formlen

T4CH d—NE, )
CB, COOR (1)
.

R —w-co-nn~cn-co-na~cn4cu2+!—co-x3

hvori l?:| betyder en alkylgruppe, en cycloalkyl- eller

cycloalkyi-alkylgruppe, en phenyl- eller phenyl-alkyl-
gruppe, hvori benzenringen eventuelt kan vare substitueret
med en substituent valgt blandt halogen, alkyl, alkoxy,
phenyl, methylendioxy, ethylendioxy, amino, dialkylamino
Qg hydroxy, en naphthyl- eller naphthyl-alkylgruppe, hvori
naphthalenringen eventuelt kan vere substitueret med

en substituent valgt blandt halogen, alkyl, alkoxy og
hydroxy, en heterocyclyl- eller heterocyclyl-alkylgruppe,
hvori den heterocycliske gruppe er en mettet eller umettet
5= eller 6é-leddet ring indeholdende et nitrogen-, oxygen-
eller svovlatom som heterocatom, og eventuelt kan vere substie
tueret med en substituent valgt blandt halogen, alkyl,
alkoxy, amino, dialkylamino, hydroxy, oxo o©¢ en mettet

5- eller 6-leddet nitrogenholdig heterocyclisk gruppe, f t tt
oritse es



2357-87

og yderligere eventuelt kan vare kondenseret til en be.zen-
ring, eller en imidazolylvinylgruppe: R2 betyder et
hyérogenatom, en alkylgruppe eller en benzylgruppe, R3 be-
tyder en gruppe med formlen

A
( oy
(chy ‘ﬁ“:’q ‘ eller -K-CH-COORY
= Ne—em—eCH-COOR
(a) (b}

hvori :A:: betyder en benzen-, cyclopentan- ell.er cyclo-

hexanring, R4 betyder et hycrogenatom, en alkylgruppe
eller en benzylcruppe, p er 0 eller 1, ¢ er 1, 2 eller
3, 0 X betyder en phervlgruppe, som eventuel:t kan vare
substitueret med en substituen: valgt blandt haloger,
alkoxy og hydroxy, en cyclocalkylecruppe eller en cycle-
alkylgruppe, som er kondenseret til en benzenring, ocg
Y betyder et hydrogenatom eller en alkylcruppe, eller X
og Y sammen med nitrogen- og carbonatomerne, hvortil
de er bundet, canner en $- eller 6-leddet heterocyclisk
ring, som kan indeholde et nitrogen-, oxygen- eller svevi-
atom; W betyder en enkeltbinding, =-C- eller -NH-,
T betyder en enkeltbinding -f- eller -5-, og

e}
mer 2 eller 3, eller salte cderaf, der fremstilles
ved forskellige fremcangsmider, er anvendelige til be-
handling 2f forhelet blodtryk.
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Den foreliggende opfindelse angdr tripeptidderivater,
fremgangsmdder til deres fremstilling og farmaceutiske pra-
parater deraf, isar et antihypertensivt middel.

Den foreliggende opfindelse angdr narmere bestemt

tripeptidderivater med den almene formel

T4CH,3—NH,
CH, COOR?

L} [ ]
Rl -W-CO-NH-CH-CO-NH-CH -
4CH,}—CO-K° )

hvori

Rl betyder en Ci-10-alkylgruppe, en Cq-7-cycloalkyl- eller
Cg_7-cycloalkyl-lavere alkylgruppe, en phenyl- eller phen-
yl-lavere alkylgruppe, hvori benzenringen eventuelt kan

vere substitueret med 1-4 substituenter valgt blandt halogen,
lavere alkyl, lavere alkoxy, phenyl, methylendioxy, ethylen-
dioxy, amino, di- (lavere alkyl)-amino og hydroxy, en naphth-
yl- eller naphthyl-lavere alkylgruppe, hvori naphthalenrin-
gen eventuelt kan vare substitueret med 1-3 substituenter
valgt blandt halogen, lavere alkyl, lavere alkoxy og hydroxy,
en heterocyclisk eller heterocyclisk-lavere alkylgruppe,
hvori den heterocycliske gruppe er en mattet eller umzttet

5- eller 6-leddet ring indeholdende 1-3 heterocatomer valgt
blandt nitrogen-, oxygen- eller svovlatomer, og eventuelt
kan vare substitueret med 1-3 substituenter wvalgt blandt
halogen, lavere alkyl, lavere alkoxy, amino, di-(lavere
alkyl) -amino, hydroxy, oxo og en mattet 5- eller 6-leddet
nitrogenholdig heterocyclisk gruppe, og yderligere eventuelt
kan vare kondenseret til en benzenring, eller en imidazolyl-
vinylgruppe; R2 betyder et hydrogenatom, en C;_jg-alkylgruppe
eller en benzylgruppe, R3 betyder en 2(S)-carboxy-indolin-1-
yl- eller 2-carboxy-(2S,3aS,7aS)-octahydroindol-1-yl-gruppe,
W betyder en enkeltbinding eller -O-,
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2
T betyder en enkeltbinding, -S- eller -S-, og

0]
m er 2 eller 3, forudsat, at a-carbonatomet i den basiske
aminosyredel har L-konfiguration, medens «o-carbonatomet i
glutaminsyredelen har D-konfiguration,
eller salte deraf med syrer eller baser.

Som forbindelser, der strukturelt ligner tripeptid-
derivaterne med formlen I ovenfor, beskriver G.M. Ksander
et al. 1-(L-lysyl-gamma-D-glutamyl)-indolin-2(S)-carboxyl-
syre og l-(N2,N6—dibenzyloxycarbonyl-L—lysyl-gamma-D-gluta-
myl)-indolin-2(S)-carboxylsyre som inhibitorer af angio-
tensin-omdannende enzym (ACE) (Journal of Medicinal Che-
mistry, 1985, vol. 28, No. 11, pp. 1606-1611). Denne publi-
kation anfgrer, at disse kendte forbindelser viser in vitro-
inhibering af ACE. Egne undersggelser har imidlertid vist,
at disse forbindelser i et in vivo-forsgg med rotter ikke
viser nogen vasentlig antihypertensiv virkning efter oral
indgivelse.

Tripeptidderivaterne med formlen I tilvejebragt ifglge
opfindelsen er hidtil ukendte forbindelser, som er struk-
turelt forskellige fra de ovennavnte kendte forbindelser
ved, at aminogruppen ved Nz—stillingen af den basiske amino-
syredel er mono-substitueret med en specifik substituent,
og aminogruppen ved sidekaden er usubstitueret. Desuden
er det ganske uventet ud fra de ovennavnte kendte forbin-
delser, at tripeptidderivaterne med formlen I eller salte
deraf tilvejebragt ifglge den foreliggende opfindelse ikke
kun har ACE-inhiberende virkning men ogsd fremragende anti-
hypertensiv virkning ved oral anvendelse i mods®tning til
de kendte forbindelser. Fglgelig kan tripeptidderivaterne
med formlen I og salte deraf i overensstemmelse med den
foreliggende opfindelse anvendes som l®gemidler, isar

antihypertensive midler.
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Udtrykket "lavere", som er anvendt i den foreliggende
beskrivelse og i kravene til betegnelse af en gruppe eller
en forbindelse, betyder, at den navnte gruppe eller for-
bindelse ikke har mere end 5, fortrinsvis ikke mere end 3
carbonatomer.

Alkylgruppen kan vere ligekadet eller forgrenet.
"Cl-lo-Alkylgruppen" omfatter methyl, ethyl, n-propyl, iso-
propyl, n-butyl, sek.butyl, tert.butyl, isobutyl, n-hexyl,
n-octyl og n-decyl. Methyl og ethyl foretrazkkes som den
"lavere alkylgruppe". Eksempler pd den "lavere alkoxygrup-
pe" omfatter methoxy, ethoxy, tert.butoxy og n-pentyloxy.

“C4_7-Cycloalky1gruppen" omfatter cyclobutyl, cyclo-
pentyl, cyclohexyl og cycloheptyl. Eksempler p&d en "C5_7—
-cycloalkyl-lavere alkylgruppe" er cyclopentylmethyl, cyclo-
hexylmethyl, cyclohexylethyl og cycloheptylmethyl.

"Halogen" omfatter fluor, chlor, brom og iod, og
chlor og fluor foretrakkes. Specifikke eksempler p& "di-
(lavere alkyl)amino" er dimethylamino, diethylamino og me-
thylethylamino.

Eksempler pd en "phenyl-lavere alkylgruppe" er benzyl
og phenethyl. Benzenringen i "phenyl"~ og "phenyl-lavere
alkyl"-grupperne kan eventuelt vare substitueret med 1-4,
fortrinsvis 1-3 substituenter valgt blandt halogen, lavere
alkyl, lavere alkoxy, phenyl, methylendioxy, ethylendioxy,
amino, di(lavere alkyl)amino og hydroxy. Eksempler p& sub-
stituerede phenyl- og phenyl-lavere alkylgrupper omfatter
4-chlorphenyl, 4-fluorphenyl, 4-methylphenyl, 2-methyl-
phenyl, 4-isopropylphenyl, 2-methyl-6-hydroxyphenyl, 2-
-methoxyphenyl, 4-methoxyphenyl, 3-methoxy-4-hydroxyphenyl,
3,5-dimethoxy-4-hydroxyphenyl, 4-phenylphenyl, 3,4-ethylen-
dioxyphenyl, 3-amino-4-hydroxyphenyl, 4-dimethylaminophe-
nyl, 4-hydroxyphenyl, 2-hydroxyphenyl, 4-chlorbenzyl, 2-
—-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-methylben-
zyl, 4-methoxyphenethyl, 4-phenylbenzyl, 3,4-methylendioxy-
benzyl og 4-hydroxyphenethyl.
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Eksempler pd en "naphthyl-lavere alkylgruppe" er
a-naphthylmethyl og a-naphthylethyl, og naphthalenringen
i "naphthylgruppen" og en "naphthyl-lavere alkylgruppe"
kan eventuelt vaere substitueret med 1-3, fortrinsvis 1
eller 2 substituenter valgt blandt halogen, lavere alkyl,
lavere alkoxy og hydroxy. Eksempler pd de substituerede
"naphthyl"- og "naphthyl-lavere alkyl"-grupper er 3-hy-
droxynaphthalen-2-yl, 6-hydroxynaphthalen-2-yl, 3-methyl-
naphthalen~l-yl-methyl og 6-methoxynaphthalen-l-yl-ethyl.

Eksempler pd den "mazttede eller umzttede 5- eller 6-
leddede heterocycliske gruppe indeholdende 1-3 heterocatomer
valgt blandt nitrogen-, oxygen- eller svovlatomer" omfatter
2-furyl, 2-pyrrolidinyl, 3-pyridyl, 2-pyridyl, 4-pyridyl,
2-thienyl og 2-pyrazinyl. Eksempler pd den "heterocycliske-
lavere alkylgruppe" omfatter 2-pyridylethyl, 3-pyridylmethyl
og morpholinoethyl.

Den heterocycliske ring i disse "heterocycliske" og
"heterocycliske-lavere alkyl"-grupper kan eventuelt vare
substitueret med 1-3, fortrinsvis 1 eller 2 substituenter
valgt blandt halogen, lavere alkyl, lavere alkoxy, amino,
di(lavere alkyl)amino, hydroxy, oxo og en mattet 5- eller
6-leddet nitrogenholdig heterocyclisk gruppe (eksempler pa
denne nitrogenholdige heterocycliske gruppe er l-pyrroli-
dinyl og morpholino). Eksempler p& s&danne substituerede
heterocycliske eller heterocycliske-lavere alkylgrupper
omfatter 2-chlorpyridin-5-yl, 2-chlorpyridin-3-yl, 2-me-
thylpyridin-5-y1, 2-methoxypyridin-5-y1, 2-ethoxypyridin-
=-5-yl, 2-n-propyloxypyridin-5-y1l, 2-isopropoxypyridin-5-
-yl, 2-aminopyridin-5-yl, 2-dimethylaminopyridin-5-yl, 2-
-hydroxypyridin-5-y1, 2-pyrrolidon-5-y1, 2-pyrrolidinyl-
pyridin-5-y1, 2-morpholinopyridin-5-yl1, 3-hydroxypyridin-
~2-ylmethyl, 3-methoxypyridin-2-ylmethyl, 2-chlorpyridin-
-6-ylmethyl og 2-methylpyridin-6-ylmethyl. En benzenring
kan eventuelt vare kondenseret til den ovennavnte hetero-
cycliske gruppe. Eksempler pd s&dan en kondenseret ring
er quinolin-3-yl, indolin-2-yl, thianaphthen-2-yl, quinoxa-
lin-2-yl og isoquinolin-1-y1l.
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I den almene formel I betyder T fortrinsvis en enkelt-
binding, og R2 betyder fortrinsvis hydrogen.

En foretrukken gruppe af tripeptidderivaterne med
formlen I tilvejebragt ifglge opfindelsen har den fglgende

formel
(CHy3—NH,
CH, COOH
l ] _l _3 _
'L —W' —-CO-NH-CH-CO-NH-CH+4CH,35—CO-R (I-1)
hvori
o1l

W'- betyder en C4_7-cycloalkyl—, C4_7—cycloalkyloxy-,
cyclohexylmethyloxy- eller cyclohexylethyloxygruppe, en
phenylgruppe, som eventuelt kan vare substitueret med 1-4
substituenter (fortrinsvis 1 substituent) wvalgt blandt
lavere alkoxy, halogen og hydroxy, en benzyloxy- eller phen-
ethyloxygruppe, hvori benzenringen eventuelt kan vare sub-
stitueret med 1-4 substituenter (fortrinsvis 1 substituent)
valgt blandt lavere alkoxy, methylendioxy og hydroxy, en
pyridylgruppe, som eventuelt kan vare substitueret, for-
trinsvis ved 2- eller 6-stillingen, med en substituent

valgt blandt halogen, lavere alkoxy, methyl og dimethylamino,
en pyridylmethyloxy- eller pyridylethyloxygruppe, hvori
pyridinringen eventuelt kan vere substitueret, fortrinsvis
ved 3- eller 6-stillingen, med en substituent valgt blandt

. methoxy og hydroxy, en 2-indolinyl-, 2-pyrrolidinyl-, 2-

-pyrazinyl-, 2-furyl-, 2-thienyl- eller 3-quinolylgruppe,
eller en 4-imidazolylvinylgruppe,
og R3, m og konfigurationerne ved a-carbonatomerne i den
basiske aminosyredel og glutaminsyredelen har den samme
betydning som ovenfor.

En mere foretrukken gruppe af tripeptidderivaterne
med formlen I tilvejebragt ifglge opfindelsen har den

fglgende formel

(CH,3=—NH,
CH, COOH
12

]
R -w"-co—NH-CH—co—NH-cu+cu2+§—co-R3 (1-2)
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hvori
Rlz-W“— betyder en cyclobutyl-, cyclopentyl-, cyclobutyl-
oxy- eller cyclopentyloxygruppe, en phenylgruppe, Som even-
tuelt kan vere substitueret ved 2- eller 4-stillingen med
en substituent valgt blandt lavere alkoxy (is@r methoxy)
og hydroxy, en phenethyloxygruppe, som eventuelt kan vare
substitueret med hydroxy ved 4-stillingen af benzenringen,
eller en pyridylgruppe, som eventuelt kan vare substitueret,
fortrinsvis ved 2- eller 6-stillingen, med halogen (fortrin-
vis chlor) eller lavere alkoxy,
og R3 og konfigurationerne ved a-carbonatomerne i lysindelen
og glutaminsyredelen har den samme betydning som ovenfor.
Tripeptidderivaterne med formlen I ifelge opfindelsen
har en aminogruppe og mindst én carboxylgruppe. Felgelig
danner de salte med forskellige syrer, f.eks. uorganiske
syrer, sasom saltsyre og svovlsyre, og organiske syrer,
sadsom trifluoreddikesyre og eddikesyre, eller kan eksistere
i form af salte, sdsom natrium-, kalium-, calcium- og am-
moniumsalte eller basiske aminosyresalte. Farmaceutisk accep-
table salte foretrazkkes.

Tripeptidderivaterne med formlen I ifglge opfindelsen
kan ogsa eksistere i form af hydrater eller solvater, sisom
et solvat med dioxan, og det bgr forstds, at tripeptidderi-
vaterne ifglge opfindelsen ogsa omfatter sddanne hydrater
og solvater.

De fglgende forbindelser er serligt foretrukne blandt
tripeptidderivaterne med formlen I.

l-[Nz-cyclobutylcarbonyl-L—lysyl—gamma-D—glutamyl]-
-indolin-2(S)-carboxylsyre,

(2S,3aS,7aS)-l—[N2-cyclobutylcarbonyl-L-lysyl-gamma—
—D-glutamyl]—octahydro-lH-indol—Z-carboxylsyre,

(2S,3aS,7aS)—l-[Nz—cyclopentylcarbonyl-L-lysyl—gamma—
-D—glutamyl]—octahydro—lH-indol-2-carboxylsyre,

1—[N2—cyclobutyloxycarbonyl-L—lysyl-gamma—D—gluta-
myl]—indolin-z(S)-carboxylsyre,

(ZS,3as,7aS)—1-[N2—cyclobutyloxycarbonyl—L-lysyl—
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-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
l-[Nz—cyclopentyloxycarbonyl-L—lysyl-gamma-D-gluta—
myl]-indolin-2(S)-carboxylsyre,
(ZS,3aS,7aS)-1-[N2—cyclopentyloxycarbonyl-L-lysyl—
-gamma-D-glutamyl] ~octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
1—[Nz—benzoyl—L—lysyl—gamma-D-glutamyl]—indolin—
-2(S)-carboxylsyre,
(25,3aS,7aS)-l—[N2—benzoyl-L-lysyl—gamma-D-gluta—
myl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
(2S,3aS,7aS)—l—[NZ-(2—methoxybenzoyl)-L-lysyl—gamma—
-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
(25,3aS,7aS)—l-[Nz-(4—hydroxybenzoyl)—L-lysyl-gamma—
-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
l—[Nz—phenethyloxycarbonyl)-L—lysyl-gamma—D—gluta-
myl]~indolin-2(S)-carboxylsyre,
(2S,3aS,7aS) -1- [N°- (phenethyloxycarbonyl) -L-lysyl-
-gamma-D-glutamyl]}-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
(ZS,3aS,7aS)—l-[N2—(4—hydroxyphenethyloxycarbonyl)-
-L-lysyl~-gamma-D-glutamyl] ~octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre,
1-[N2—nicotinoyl-L-lysyl—gamma—D—glutamyl]-indolin—
-2 (S)-carboxylsyre,
(25,3aS,7aS)—l-[Nz-nicotinoyl-L—lysyl-gamma-D-gluta—
nyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
(28,3aS,7aS)-l-[N2—nicotinoyl-L—lysyl—gamma-D—gluta—
myl]-octahydro-lH-indol-2-carboxylsyre-mononatriumsalt,
(2S,3aS,7aS)-l-[N2—isonicotinoyl—L-lysyl-gamma—D—
-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
(28,3as,7as) -1~ [N%~ (pyridin-2-carbonyl)-L-lysyl-
-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
(2S,3a8,7aS) -1- [N°~ (6-chlornicotinoyl) -L-lysyl-
—-gamma-D-glutamyl] —octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
(ZS,3aS,7aS)-l-[N2—(6—methoxynicotinoyl)—L-lysyl-
-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
(28,3aS,7a8) -1- [N%- (6-ethoxynicotinoyl)-L-lysyl-
-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre,
(2S,3aS,7aS)—l—[N2—(6-n—propyloxynicotinoyl)—L—
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-lysyl—gamma-D—glutamyl]-octahydro—lH—indol-Z-carboxylsyre,

(28,3aS,7aS)—1—[N2—(6—isopropyloxynicotinoyl)-L—lys-
yl-gamma-D—glutamyl]—octahydro—lH—indol—2—carboxylsyre.

Foretrukne blandt tripeptidderivaterne med formlen
(I-2) er dem, hvori R1Z2-wv- betyder en phenylgruppe sub-
stitueret med hydroxy eller Cj;_z-alkoxy ved 2- eller 4-stil-
lingen. De derivater, hvori R12-y»- betyder 4-hydroxyphenyl
er mere foretrukne, og (2S,3aS,7aS)—1-[N2—(4—hydroxybenzo-
yl)-L—lysyl-gamma-D—glutamyl]—octahydro-lH—indol-2—carboxyl—
syre og (2S,3aS,7aS)-1-[Nz-nicotinoyl-L—lysyl-gamma-D-glut—
amyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre er mest foretrukne.

Opfindelsen angar ogs& en fremgangsmdde til fremstil-
ling af et tripeptidderivat ifelge opfindelsen, hvilken
fremgangsmade er ejendommelig ved

(a) omsztning af en forbindelse med den almene formel

_n5
T4CH,}—NH-R
CH
. 2
Rl -w-CO-NH~-CH~-COOH (I1)

hvori R1, W, T, m og konfigurationen ved «-carbonatomet i den
basiske aminosyredel har den ovennavnte betydning, og RS
betyder et hydrogenatom eller en aminobeskyttelsesgruppe,
eller et reaktivt derivat deraf ved carboxylgruppen med en

forbindelse med den almene formel

COOR?

H N-EH4CH2+§—CO-R3 (II1)

2

hvori R2, R3 og konfigurationen ved a-carbonatomet i gluta-

minsyredelen har den ovennavnte betydning,

eller et syreadditionssalt deraf, eller

(b) omsztning af en forbindelse med den almene formel
R1-w-coon (IV)
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hvori R og W har den ovennavnte betydning,
eller et reaktivt derivat deraf ved carboxylgruppen med en

forbindelse med den almene formel

T4CH..3—NH-R°

' 2'm 2

cH, COOR

[} 1
qu-cn-co-NH-CH+CH2+7—CO—R3 (V)

hvori R2, R3, R®, T, m og konfigurationerne ved a-carbonato-
merne i den basiske aminosyredel og glutaminsyredelen har
den ovennzvnte betydning, eller et syreadditionssalt deraf
eller

(c) omsztning af en forbindelse med den almene formel

T4ca2+——NH-R§
' m 2
COOR

CH
2
l ] ]
R —W—CO—NH—CH-CO-NH-CH+C52¥7—COOH (VI)

hvori R1, R2, R, T, W, m og konfigurationerne ved wa-car-
bonatomerne i den basiske aminosyredel og glutaminsyredelen
har den ovennavnte betydning, eller et reaktivt derivat deraf
ved carboxylgruppen eller et intramolekylart anhydrid deraf,
med en forbindelse med den almene formel

R3-H (VII)

hvori R3 har den ovennavnte betydning,
eller et syreadditionssalt deraf,
og, om nedvendigt, fjernelse af beskyttelsesgruppen, som
kan forekomme i den dannede forbindelse, og/eller omdannelse
af forbindelsen til et salt.

Reaktionerne anvendt ved fremgangsmadevarianterne
(a), (b) og (c) er peptideringsreaktioner og kan udferes
ved gengse metoder anvendt ved syntese af peptider (se
f.eks. Methoden der Organischen Chemie (udgivet af Houben-
Weyl), vol. 15, Part I, Part II (1974)). Nar carboxylsyre-
forbindelserne med formlen II, IV og VI omsattes i fri

carboxylsyreform med aminforbindelserne med formlen III,
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V hhv. VII, udfgres reaktionerne passende i narvarelse af
et kondensationsmiddel, s&som N,N~dicyclohexylcarbodiimid,
l—ethy1—3—(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid,
carbonyldiimidazol, diphenylphosphorylazid eller diethyl-
cyanophosphat. Nir der anvendes et carbodiimid som kon-
densationsmiddel, kan f.eks. l1-hydroxybenzotriazol, N-
-hydroxysuccinimid eller N-hydroxy-5-norbornen-2, 3-dicar-
boximid sattes til reaktionssystemet til inhibering af
racemisering.

I stedet for anvendelse af sidan et kondensations-
middel kan forbindelserne med formlen II, IV og VI om-
se@ttes i form af deres reaktive derivater ved carboxyl-
gruppen med aminforbindelserne med formlen III, V og
VII. Eksempler pa de reaktive derivater af forbindelserne
med formlen II, IV og VI er syrehalogenider, syreazider,
blandede syreanhydrider, aktive estere og aktive amider.

Reaktionerne ved fremgangsmiddevarianterne (a), (b)
og (c) udfgres sadvanligvis i et oplgsningsmiddel ved en
temperatur pa -40 til +40°C. Et eksempel pad et anvendeligt
oplgsningsmiddel er tetrahydrofuran, dioxan, chloroform,
methylenchlorid, ethylacetat, acetone, methylethylketon,
dimethylformamid, acetonitril, ethanol, methanol eller
vand. Sadant et oplgsningsmiddel kan anvendes alene eller
i kombination. N&r en syre forekommer som et biprodukt,
eller forbindelserne med formlen III, V og VII er syread-
ditionssalte, eller forbindelserne med formlen III, V og
VII har en fri carboxylgruppe, gennemfgres reaktionen for-
trinsvis i nervarelse af en base som en syreacceptor. Et
eksempel pa en anvendelig base er et alkalimetalhydroxid,
sasom natriumhydroxid eller kaliumhydroxid, et alkali-
metalcarbonat eller -hydrogencarbonat, s&som natriumhydro-
gencarbonat, natriumcarbonat eller kaliumcarbonat, eller
en organisk base, sdsom triethylamin, N-methylmorpholin,
dicyclohexylamin, pyridin eller 4-dimethylaminopyridin.

I de ovennavnte reaktioner kan der anvendes udgangs-
forbindelser, i-hvilke aminogruppen eller carboxylgruppen
er beskyttet, som det sadvanligvis er tilfaldet ved peptid-
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syntese. Der kan anvendes alle beskyttelsesgrupper, som er
kendte inden for peptidsynteseomriddet til beskyttelse af
amino- eller carboxylgruppen, men de ber fortrinsvis valges

i overensstemmelse med formdlet (se Methoden der Organischen
Chemie navnt ovenfor). Benzyloxycarbonyl, tert .butoxycarbonyl
og 3-nitro-2-pyridinsulfenyl kan nazvnes som eksempler pa
aminobeskyttelsesgruppen RS. Efter reaktionen kan beskyttel-
sesgrupperne fjernes pd en gazngs made. F.eks. kan lavere
alkylestere og aralkylestere som beskyttelsesgrupper for
carboxylgruppen fjernes ved hydrolyse under anvendelse af
fortyndede baser, f.eks. 1~2N NaOH eller KOH. En benzyloxy-
carbonylgruppe eller benzylgruppen af en benzylester kan
hensigtsmaessigt fjernes ved katalytisk reduktion i nervarelse
af palladium-carbon eller ved katalytisk transfer-hydrogene-
ring under anvendelse palladium-carbon/ammoniumformiat eller
palladium-carbon/cyclohexen eller ved indvirkning af HBr/ed-
dikesyre. En tert.butoxycarbonylgruppe eller tert.butoxygrup-
pen af en tert.butoxyester kan fjernes ved indvirkning af

en stark syre, sdsom trifluoreddikesyre, ved stuetemperatur
eller under isafkeling.

Tripeptidderivaterne med formlen I ifglge opfindel-
sen fremstillet som ovenfor beskrevet kan, hvis det er
ngdvendigt, omdannes til de ovenfor eksemplificerede salte
p& en gangs made.

Tripeptidderivaterne med formlen I eller salte der-
af, som fremstillet ovenfor, kan isoleres oOg renses ved
en kendt metode, s&som ekstraktion, koncentrering, neu-
tralisering, filtrering, omkrystallisation, s¢jlechromato-
grafi, hgjtryksvaskechromatografi eller en ionbytter-
harpiks i egnet kombination.

Tripeptidderivaterne med formlen I eller salte deraf
ifglge opfindelsen har fremragende farmakologiske virk-
ninger, is@r antihypertensiv virkning, og er anvendelige
som midler til forebyggelse og behandling af cardiovasku-
lare sygdomme, sdsom hypertension og kongestiv hjertelam-
melse.
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Opfindelsen angadr derfor endvidere et antihypertensivt

middel, som er ejendommeligt ved, at det omfatter et tripep-
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tidderivat med formlen I eller et farmaceutisk acceptabelt
salt deraf ifelge opfindelsen, samt endelig ogsd et far-

maceutisk przparat, som er ejendommeligt ved, at det omfatter

et tripeptidderivat med formlen I eller et farmaceutisk
acceptabelt salt deraf ifslge opfindelsen og et farmaceutisk
acceptabelt bazremateriale eller fortyndingsmiddel.

Den fremragende antihypertensive virkning af tripep-
tidderivaterne med formlen I eller salte deraf ifelge den
foreliggende opfindelse kan pavises ved det felgende in
vivo-forseg for antihypertentiv virkning under anvendelse
af renalt hypertensive rotter. Resultaterne af et in vitro-

forseg for ACE-inhiberende virkning er ogsd vist nedenfor.

Antihypertensiv virkning

Sprague Dawley hanrotter (5 uger gamle) underkastes
konstriktion af den venstre nyrearterie med en sglvklemme
(indvendig diameter: 0,22 mm) under let etherbedgvelse.
Den hgjre nyre og nyrearterien lades intakte. Ca. 6-10
uger efter sammensngring anvendes rotter, som viser et
blodtryk over 180 mm Hg. Disse behandlede rotter betegnes
renalt hypertensive "two-kidney"-Goldblatt-rotter og anses
for en typisk model for renin-angiotensin-afhengig hyper-
tension.

Blodtrykket males ved en hale-manchet-metode under
anvendelse af et programmeret elektro-sphygmomanometer
("PE-300", Narco Biosystem, U.S.A.) efter opvarmning ved
38°C i 10 minutter i en varmekasse.

Forsggsforbindelsernes antihypertensive virkning
bedgmmes efter en enkelt oral indgivelse til renalt hyper-
tensive rotter (3-5 rotter pr. gruppe). Resultaterne er
vist i tabel I.
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In vitro-ACE-inhiberende virkning

Forsggsmediet indeholder et ACE-praparat (kaninlunge),
syntetisk substrat (5 mM hippuryl-L-histidyl-L-leucin),
300 mM NaCl og 100 mM phosphatpuffer med en pH-vardi pé&
8,3. Det blandes til et endeligt volumen p& 0,300 ml og
inkuberes ved 37°C i 30 minutter i narvarelse eller fra-
vaerelse af forsggsforbindelser. Efter at reaktionen er
afsluttet ved tilsatning af 300 ul 1IN HC1l, ekstraheres dan-
net hippursyre med 2 portioner ethylacetat. Efter afdamp-
ning af ethylacetatet og tilsetning af destilleret vand
bestemmes hippursyren ud fra dens absorbans ved 228 nm
med et spektrofotometer ("Hitachi 100-41").

ACE-Inhiberingsgraden beregnes ud fra virkninger med
og uden forsggsforbindelser. ICSO-Vardien (den molare kon-
centration, som er ngdvendig til 50%'s inhibering af
ACE-virkning) f&s ud fra en dosis-inhiberings-kurve. Re-

sultaterne er vist i tabel I nedenfor.
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Toksicitet

Der anvendes hanmus af stammen STD-ddy, som vejer
ca. 22 til 25 g. Forsggsforbindelsernes orale LDSO-vardier
(eksempel 14 og 46) hos musene viser sig at vare mere
end 3.000 mg pr. ng kropsvagt. Disse resultater viser,
at toksiciteten af forbindelserne er meget svag.

De foregiende forsggsresultater viser, at tri-
peptidderivaterne med formlen I og de farmaceutisk
acceptable salte deraf udviser fremragende antihyperten-
siv virkning med lang varighed og svag toksicitet og
derfor kan anvendes som et lagemiddel til behandling af
hypertension og kardiovaskulare sygdomme, sidsom kongestiv
hjertelammelse.

Metoden til indgivelse af tripeptidderivaterne med
formlen I ifglge den foreliggende opfindelse kan vare
oral, parenteral eller intrarectal, men fortrinsvis ind-
gives de oralt. Dosis af tripeptidderivaterne med form-
len I eller et farmaceutisk acceptabelt salt deraf vari-
erer afhengigt af typen af s&dan en antihypertensivt
virksom forbindelse, indgivelsesmetoden, patientens til-
stand, kropsvagt, alder osv. Dosisen er sadvanligvis pa
0,001-5,0 mg pr. kg kropsvegt pr. dag, fortrinsvis 0,01-
3,0 mg pr. kg kropsvagt pr. dag. Da de aktive tripeptid-
derivater med formlen I ifglge opfindelsen har en lang-
varig virkning, er det tilstrakkeligt, at lagemidlet
tages én eller to gange om dagen i de anfgrte totale
doser.

Sadvanligvis indgives tripeptidderivatet med form-
len I eller dets farmaceutisk acceptable salt til en
patient i form af et farmaceutisk prazparat omfattende en
terapeutisk virksom og ikke-toksisk mangde af sddan en
forbindelse og et farmaceutisk acceptabeltba@remateriale
eller fortyndingsmiddel. Det farmaceutiske praparat for-
muleres ved blanding af tripeptidderivatet med formlen I
eller dets farmaceutisk acceptable salt med et farmaceu-
tisk acceptabelt baremateriale eller fortyndingsmiddel.

Egnede barematerialer eller fortyndingsmidler er
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dem, der sadvanligvis anvendes ved tilberedning af lage-
midler, og som ikke reagerer med tripeptidderivaterne med
formlen I eller saltene deraf. Specifikke eksempler pa
sadanne barematerialer omfatter, lactose, stivelse, saccha-
rose, mikrokrystallinsk cellulose, natriumcarboxylmethyl-
cellulose, calciumcarboxymethylcellulose, methylcellulose,
gelatine, akacie, hydroxypropylcellulose, hydroxypropyl-
methylcellulose, polyvinylpyrrolidon, let vandfri kisel-
syre, magnesiumstearat, talkum, titandioxid, sorbitanfedt-
syreestere, glycerider af mazttede fedtsyrer, macrogol, pro-
pylenglycol og vand. Det farmaceutiske preparat kan vare

i forskellige dosisformer, sdsom tabletter, kapsler, gra-
nulater, fine granulater, pulvere, sirupper, stikpiller

©g injektioner, som formuleres pi en gengs made. Flydende
pre@parater kan vare i en sidan form, at de kan oplgses
eller suspenderes i vand eller andre egnede barematerialer
lige fgr anvendelse. Tabletterne kan vare overtrukne pa
kendt made. Om ¢gnsket, kan det farmaceutiske praprat inde-
holde smagsstoffer, aromastoffer, konserveringsmidler, puf-
fere, salte til at ggre preparatet isotonisk osv.

Sedvanligvis kan det farmaceutiske preparat indeholde
mindst 0,5%, fortrinsvis 1-60% af tripeptidderivatet med
formlen I eller dets farmaceutisk acceptable salt som en
aktiv bestanddel. Praparatet kan ogsa indeholde andre
terapeutisk virksomme forbindelser, sisom et diuretisk mid-
del, f.eks. hydrochlorthiazid, triamteren, spironolacton,
furosemid osv.

I det sidstnavnte farmaceutiske preparat kan ma&ngden
af det anvendte diuretiske middel f.eks. vare 25-50 mg
hydrochlorthiazid, 50-100 mg for triamteren, 50-100 mg for
spironolacton og 10-160 mg for furosemid, hver pr. 5-10

mg af tripeptidderivatet med formlen I. De samme bzrematerialer

eller fortyndingsmidler som beskrevet ovenfor kan anvendes

i dette praparat, og praparatet kan vare i enhver af de oven-

for beskrevne dosisformer.
Tripeptidderivatet med formlen I og det uvretiske

middel kan indgives til en patient i enhver af de ovenfor
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beskrevne dosisformer.
De fglgende eksempler illustrerer den foreliggende
opfindelse mere specifikt. Det bgr imidlertid forstas, at

de ikke begranser opfindelsens omfang.

Eksempel 1
l-(N2—Benzyloxycarbonyl-L-1ysyl—gamma-D-glutamyl)—
-indolin-2(S)-carboxylsyre.

1,5 g ethyl—l-(0l-ethyl-gamma—D-glutamyl)—indolin-
-2(S)-carboxylat (som vil blive omtalt som diester A),
1,97 g Nz—benzyloxycarbonyl-N6—tert.butoxycarbonyl-L-lysin
og 0,99 g l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-
~hydrochlorid (som vil blive omtalt som vandoplgseligt
carbodiimid-hydrochlorid) omsattes natten over ved stue-
temperatur i methylenchlorid under omrgring. Reaktions-
blandingen vaskes med 5%'s vandig natriumhydrogencarbonat-
oplgsning og 10%'s citronsyre, tgrres over vandfrit natrium-
sulfat og koncentreres til tgrhed under formindsket tryk.
Remanensen renses ved silicagelsgjlechromatografi (elue-
ringsmiddel: chloroform). Omkrystallisation fra n-hexan
efterfulgt af filtrering giver 2,7 g ethyl—l—(Nz—benzyl—
oxycarbonyl—NG—tert.butoxycarbonyl-L—lysyl-Ol—ethyl—gamma—
-D-glutamyl)-indolin-2(S)-carboxylat. En portion (2,3 g)
af dette produkt oplgses i en blanding af dioxan og vand,
og der tilsattes 10 ml 1N NaOH. Blandingen omrgres ved
stuetemperatur i 1,5 timer. Reaktionsblandingen ggres sur
med fortyndet saltsyre, fortyndes med vand og ekstraheres
derpd med chloroform. Ekstrakten tgrres over vandfrit
natriumsulfat og koncentreres til tg¢rhed under formindsket
tryk. Remanensen chromatograferes pad en sgjle (diameter:
2,5 cm og langde: 40 cm) af "CHP20P" (et produkt fra
Mitsubishi Chemical Co., Ltd.; 75-150 pm) under anvendelse
af acetonitril/vand (30%— 50% gradient) som et eluerings-
middel. Fraktioner indeholdende det gnskede produkt op-
samles og koncentreres til tgrhed under formindsket tryk.
Remanensen krystalliseres fra ether/n-hexan og opsamles

ved filtrering, hvorved fas 1,6 g l-(N2-benzyloxycarbonyl-
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-N6—tert.butoxycarbonyl—L—lysyl-gamma-D-glutamyl)-indolin—
~2(8)-carboxylsyre, som har et smeltepunkt pa 121-129°C (s¢n-
derdeling).

20 ml Trifluoreddikesyre sattes til 1,1 g af dette
produkt under isafkgling, og blandingen omrgres i 15 minut-
ter og koncentreres derpa til tgrhed under formindsket
tryk ved stuetemperatur. Remanensen renses ved sgjlechro-
matografi ("CHP20P"-sgjle, 0% —> 60% acetonitril/vand-
-gradient) . De ¢nskede fraktioner koncentreres under for-
mindsket tryk, og koncentreringen stoppes, ndr krystal-
lerne begynder at udfzlde. Remanensen afkgles, og de ud-
feldede krystaller opsamles ved filtrering, hvorved fas
0,68 g af den ¢gnskede forbindelse.

Smeltepunkt: 190-204°C (sgnderdeling) .

[a]§7: -78,5° (1N-NaOH)

Elementaranalyse for C28H34N408-1,25H20:

cs He N%
Beregnet: 58,27 6,38 9,71
Fundet: 58,51 6,48 9,92.

Eksempel 2-7

P4 samme madde som i eksempel 1 syntetiseres de fglg-
ende forbindelser.

l—(N2—Benzyloxycarbonyl—L—ornithinyl)-gamma-D-gluta—
myl)-indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 2).

Smeltepunkt: 204-211° (sgnderdeling)

tal27: -79,0° (1N-NaOH)

Element®ranalyse for C27H32N408-l,25H20:

cs H Ng
Beregnet: 57,59 6,18 9,95
Fundet: 57,58 6,10 9,81.

l-(N2-Phenethyloxycarbonyl-L—lysyl—gamma-D—gluta—
myl)-indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 3).

Smeltepunkt: 199-204°cC.

[a12%: -82,1° (1n-NaoH).
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Elementaranalyse for C29H36N408-l,5H20:

cs HY N%
Beregnet: 58,48 6,60 9,41
Fundet: 58,25 6,82 9,41.

1-(N2-Cyclohexyloxycarbonyl—L-lysyl-gamma—D—gluta—
myl)-indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 4).

Smeltepunkt: 197-205°.

[a]27: -85,3° (1N-NaOH).

Elementaranalyse for C27H38N408-1,75H20:

ct HE N%
Beregnet: 56,09 7,24 9,69
Fundet: 56,15 7,59 9,84,

l-(N2—Methoxycarbonyl—L-lysyl-gamma-D-glutamyl)—
—indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 5).

[a128: -86,8° (1N-NaOH).

Element®ranalyse for C29H36N409'2H20:

cs HY N%
Beregnet: 51,36 6,43 10,90
Fundet: 51,36 6,66 10,89.

l-(Nz—n—Octyloxycarbonyl-L-lysyl—gamma—D—glutamyl)—

—indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 6).
Smeltepunkt: 199-202°C.
[a12%: -82,3° (1N-NaOH).

Element®ranalyse for C29H44N408-2,5H20:
cs H$ N
Beregnet: 56,02 7,94 9,01
Fundet: 56,29 7,98 9,13.

l-(NZ-Cycloheptyloxycarbonyl-L-lysyl-gamma—D-gluta—

myl)-indolin~2(S)-carboxylsyre (eksempel 7).
Smeltepunkt: 190-195°C.
[a12%: -84,6° (1N-NaOH).



10

15

20

25

30

35

DK 171402 B1

26

Elementa@aranalyse for C,gH,,N,O -1,7SH20:

287407478
cs H N
Beregnet: 56,79 7,40 9,46
Fundet: 56,68 7,46 9,39.
Eksempel 8

l-[N2-(2-Furoyl)-L—lysyl—gamma—D-glutamyl]-indolin—
-2(S)-carboxylsyre.

2,0 g 2-Furancarboxylsyre, 2,26 g N-hydroxysuccinimid
og 3,76 g vandoplgseligt carbodiimid-hydrochlorid omrgres
natten over ved stuetemperatur i tetrahydrofuran (THF)/me-
thylenchlorid. Reaktionsblandingen koncentreres til tgrhed
under formindsket tryk, og remanensen ekstraheres med ethyl-
acetat. Det organiske lag vaskes successivt med 10%'s
saltsyre, mettet vandig natriumhydrogencarbonatoplgsning
og mettet vandig natriumchloridoplg¢sning, tgrres over vand-
frit natriumsulfat og koncentreres til tg¢rhed under formind-
sket tryk. Remanensen omkrystalliseres fra isopropanol,
og der fis 2,8 g N-(2-furoyloxy)-succinimid (smeltepunkt:
126-127°C) . Til en oplgsning af 1,79 g af det dannede suc-
cinimid og 2,0 g N6—benzyloxycarbonyl-L-lysin i THF/vand
settes 2,9 g triethylamin, og blandingen omrgres natten over
ved stuetemperatur. THF afdampes under formindsket tryk, og
den tilbagevarende oplgsning indstilles til en pH-verdi pa
2-3 med 10%'s saltsyre og ekstraheres derpa med ethylacetat.
Ekstrakten tg¢rres over vandfrit natriumsulfat og koncentre-
res til t¢rhed under formindsket tryk. Remanensen renses
ved s¢jlechromatografi ("CHP20P"-sgjle, 30%— 60% acetoni-
tril/vand-gradient), hvorved fas 2,3 g N2—(2—furoyl)—N6-
-benzyloxycarbonyl-L-lysin, [u]ész -4,6° (methanol). En
portion (1,35 g) af dette produkt og 1,0 g af diester A
oplgses i methylenchlorid, og der tilsattes 0,66 g vandop-
lgseligt carbodiimid-hydrochlorid. Blandingen omrgres nat-
ten over ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen vaskes
successivt med 10%'s saltsyre, mettet vandig natriumhydro-
gencarbonatoplgsning og vand, tg¢rres over vandfrit natrium-

sulfat og koncentreres til tgrhed under formindsket tryk.
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Remanensen genudfaldes fra ether/ethanol, hvorved fas 1,8
g ethyl-l-[Nz—(2-furoyl)-N6-benzyloxycarbonyl—L—lysyl—ol-
-ethyl-gamma-D-glutamyl)-indolin-2(S)-carboxylat (smp.:
120-123°C). Til en oplgsning af 1,65 g af den fremkomne
ethylester i dioxan sattes 6,85 ml 1N-NaOH, og blandingen
omrgres ved stuetemperatur i 1 time. Blandingen ggres der-
Pd sur med 10%'s saltsyre og ekstraheres derpad med ethyl-
acetat. Det organiske lag vaskes med mettet vandig natrium-
chloridoplgsning, te¢rres over vandfrit natriumsulfat og
koncentreres under formindsket tryk. Remanensen krystalli-
seres fra petroleumsether/ethylacetat og opsamles ved fil-
trering, hvorved fas 1,50 g l-[Nz-(2-furoyl)-N6-benzyl—
oxycarbonyl-L-lysyl-gamma-D-glutamyl]-indolin-2(S)~-car-
boxylsyre. Til en methanoloplgsning af 1,35 g af dette
produkt sattes 0,35 g ammoniumformiat og 0,4 g 10%'s pal-
ladium-carbon, og blandingen omrgres ved stuetemperatur i
7 timer. Katalysatoren fjernes, og methanolet afdampes
under formindsket tryk. Derpid tilsattes ethylacetat, og
blandingen ekstraheres med 10%'s saltsyre. Ekstrakten
chromatograferes pd en sgjle af "CHP20P" under anvendelse
af acetonitril/vand (0%— 60% gradient) som et eluerings-
middel til dannelse af en fraktion indeholdende ca. 70%
af det ¢nskede produkt. Fraktionen renses ved sgjlechroma-
tografi (en sgjle af "ODS-Q3", et produkt fra Wako Pure
Chemical Co., Ltd., som har en diameter P& 4 cm og en
lengde pa 30 cm; acetonitril/l%'s trifluoreddikesyre,
1:9), hvorved f&s 0,65 g af et pulver. Pulveret chromato-
graferes yderligere pa en s¢jle af "CHP20P" (0% — 60% ace-
tonitril/vand-gradient) og koncentreres til tgrhed under
formindsket tryk. Remanensen oplgses i vand og lyofiliseres,
hvilket giver 0,3 g af den ¢gnskede forbindelse.

[a12%: ~67,1° (1n-NaoH)

Element®ranalyse for C25H30N408’2,25H20:

c% HY N%

Beregnet: 54,10 6,27 10,09
Fundet: 54,16 6,17 9,98.
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Eksemgel 9

P4 samme midde som i eksempel 8 fremstilles 1-(L-

-prolyl-L-lysyl-gamma-D-glutamyl)-indolin-2(S)-carboxyl-

syre.
[a12®: -99,1° (1N-NaoOH).
Elementeranalyse for C25H35N507'3,5H20
cs H$ N%
Beregnet: 51,71 7,29 12,06
Fundet: 51,48 7,31 12,02.

Eksempel 10
l-[N2-[3-(4-Imidazolyl)-propenqy;]—L-lysylfgamma-

-D-glutamyl]-indolin-2(S)-carboxylsyre

0,56 g Ammoniumformiat og 0,4 g 10%'s palladium-
carbon s@ttes til en ethanoloplgsning af 2,1 g ethyl-1-
-(N2-benzyloxycarbonyl-N6—tert.butoxycarbonyl-L—lysyl—
-Ol-ethyl-gamma—D—glutamyl)-indolin—2(S)-carboxylat (se
eksempel 1), og blandingen omrgres ved stuetemperatur i
1 time. Katalysatoren fjernes ved filtrering, og moder-
luden koncentreres under formindsket tryk. Ethylacetat
s2ttes til remanensen, og blandingen vaskes med mattet
vandig natriumhydrogencarbonatoplgsning og mattet vandig
natriumchloridoplgsning og tgrres derpa over vandfrit
natriumsulfat, hvorved fas 1,7 g ethyl—l-(N6—tert.butoxy—
carbonyl—L—lysyl—0l-ethyl-gamma-D—glutamyl)-indolin-2(S)—
—-carboxylat (smp. 114-117°C). Til en oplgsning af 1,4 g
af produktet og 0,4 g urocansyre i dimethylformamid (DMF) /-
methylenchlorid sattes 1,17 g vandoplgseligt carbodiimid-
hydrochlorid, og blandingen omrgres natten over ved stue-
temperatur. Oplgsningsmidlet afdampes under formindsket
tryk. Remanensen krystalliseres i mettet vandig natrium-
hydrogencarbonatoplgsning og opsamles ved filtrering. Kry-
stallerne vaskes med vand og genudfazldes fra ether/ethanol,
og der f&s 1,4 g af et pulver. Dette renses ved silicagel-
s¢jlechromatografi (methanol/chloroform, 1:1), hvilket giver
1,0 g af et pulver. En portion (0,9 g) af det dannede pulver
oplgses i 20 ml dioxan, og der tilsattes 3,8 ml 1N-NaOH.
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Blandingen omrgres ved stuetemperatur i 3 timer, neutrali-
seres med vandig kaliumhydrogensulfatoplgsning og koncen-
treres under formindsket tryk. Remanensen oplgses i vand.
Oplgsningen indstilles til en pH-vardi pa 5 med vandig
kaliumhydrogensulfatoplgsning og chromatograferes pa en
sgpjle af "CHP20P" (0% —60% acetonitril/vand-gradient),
hvorved f&s 0,65 g af et pulver. En portion (0,55 g) af
dette pulver henstilles sammen med 20 ml trifluoreddike-
syre under isafkegling i 30 minutter, hvorpd trifluoreddike-
syren afdampes under formindsket tryk ved stuetemperatur.
Remanensen chromatograferes pa en sgjle af "CHP20P" (0%
—>»30% acetonitril/vand-gradient), og de fremkomne rensede
fraktioner koncentreres. Remanensen lyofiliseres, hvorved
fas 0,33 g af den gnskede forbindelse.

[a]2%: -43,1° (1N-NaOH).

Elementzranalyse for C26H32N607-3H20:

cs HY N%
Beregnet: 52,52 6,44 14,13
Fundet: 52,38 6,50 14,14.

Eksempel 11
(25,3aS,7aS)-l-(N2—Benzyloxycarbonyl—L-lysyl—gamma-

-D-glutamyl)-octahydro~1H-indol-2-carboxylsyre.

15,8 g Vandoplgseligt carbodiimid-hydrochlorid
se@ttes til en methylenchloridoplgsning indeholdende 24,5 g
N—benzyloxycarbonyl—ol—ethyl—G—glutaminsyre, 17,5 g ethyl-
-(2s,3aS,7aS) -octahydro-1H-indol-D-carboxylat-hydrochlorid
og 7,58 g triethylamin, og blandingen omrgres natten over
ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen vaskes successivt
med mettet vandig natriumhydrogencarbonatoplgsning, vand,

10%'s saltsyre og vand, tgrres over vandfrit natriumsulfat

og koncentreres til t¢rhed under formindsket tryk, hvilket

giver 34,1 g af et olieagtigt materiale. Det olieagtige
materiale oplgses i 400 ml ethanol, og der tilszttes 3 g
10%'s palladium-carbon. Medens blandingen omrgres ved stue-
temperatur tils®ttes 12 g ammoniumformiat i tre delte por-

tioner. Efter 1 time fjernes katalysatoren ved filtrering,
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og filtratet ggres surt med saltsyre og koncentreres til
tgrhed under formindsket tryk. Remanensen oplgses i vand
Og vaskes med ethylacetat. Det vandige lag alkaliseres

med natriumhydrogencarbonat og ekstraheres med methylen-
chlorid. Det organiske lag tgrres over vandfrit natrium-
sulfat og koncentreres til tgrhed under formindsket tryk,
hvorved f&s 23,5 g ethyl-(2S,3aS,7as)-1- (0 -ethyl-gamma-
—-D-glutanmyl) -octahydro-1H-indol-2-carboxylat (som vil

blive omtalt som diester B) som et olieagtigt stof. En
portion (23 g) af diester B oplgses i 150 ml ethanol, og
der tilsattes 210 ml 1N-NaOH. Blandingen omrgres ved stue-
temperatur i 5,5 timer, ggres sur med saltsyre og koncen-
treres under formindsket tryk. Den tilbagevarende oplgs-
ning renses ved sgjlechromatografi (en sgjle af "CHP20P",
0%— 30% acetonitril/vand-gradient). De rensede fraktioner
koncentreres til tgrhed under formindsket tryk, hvilket giver
6,31 g af et produkt. De utilstrakkeligt rensede fraktioner
koncentreres til tgrhed under formindsket tryk. Remanensen
oplgses i vand, neutraliseres med natriumhydrogencarbonat
Og renses igen ved sgjlechromatografi (en sgjle af "CHP20P",
0%—s 30% acetonitril/vand-gradient), hvorved fias 8,70 g af
et produkt. Disse produkter kombineres, og der fas 15,01 g
(2S,3aS,7aS)—l—(gamma—D—glutamyl)—octahydro-lH-indol-Z-
—-carboxylsyre (smp. 191-192°C). Til en vandig oplgsning af
2 g af det dannede produkt og 2,68 ml triethylamin sattes
40 ml THF. Under omrgring tilsattes 3,06 g N2—benzyloxycar-
bonyl—N6-tert.butoxycarbonyl—L-lysin—N-hydroxysuccinimid—
ester. Blandingen omrgres natten over ved stuetemperatur

og koncentreres derpd under formindsket tryk. Den tilbage-
varende oplgsning blandes med 10% citronsyre og ekstraheres
med ethylacetat. Det organiske lag vaskes med mattet natri-
umchloridoplgsning, t@¢rres over vandfrit natriumsulfat og
koncentreres under formindsket tryk, hvorved fas 3,96 g af
et pulver. En portion (3,46 g) af dette pulver far lov til
at std i 35 ml trifluoreddikesyre i 20 minutter under isaf-
kg¢ling og koncentreres derpd til tg¢grhed under formindsket

tryk. Remanensen oplgses i vand, indstilles til en pH-verdi
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pd 4 med natriumhydrogencarbonat og renses ved sgjlechroma-
tografi (en sgjle af "CHP20P", 0%—260% acetonitril/vand-
gradient) . De ¢gnskede fraktioner koncentreres til te¢rhed
under formindsket tryk, hvorved fas 1,6 g af den g¢nskede
forbindelse som et hvidt pulver.

[a12%: -40,0° (1N-NaOH).

Elementaranalyse for C28H40N408'1,75H20:

cs HY N%
Beregnet: 56,79 7,40 9,46
Fundet: 56,88 7,47 9,33.

Eksempel 12
Ethyl-(2$,3as,7as)-l—(N2-benzyloxycarbonyl-L-orni—
thinyl-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxylat.
I 20 ml methylenchlorid oplgses 1,81l g N2~benzyloxy—
carbonyl-NS-tert.butoxycarbonyl—L-ornithin og 1,75 g af
diester B, og 1,04 g vandoplgseligt carbodiimid-hydrochlorid

sezttes til oplgsningen. Blandingen omrgres natten over

ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen vaskes successivt
med 10%'s citronsyre, vand, mettet vandig natriumhydrogen-
carbonatoplgsning og vand, tgrres over vandfrit natrium-
sulfat og koncentreres til tgrhed under formindsket tryk,
hvorved fas 3,2 g af et viskost olieagtigt produkt. En
portion (3,0 g) af det olieagtige produkt oplgses i 20

ml trifluoreddikesyre og henstilles med isafkgling i 15
minutter. Trifluoreddikesyren afdampes under formindsket
tryk. Remanensen blandes med vandig natriumhydrogencarbonat-
oplgsning og ekstraheres med ethylacetat. Det organiske
lag ekstraheres med 10%'s saltsyre. Det vandige lag alka-
liseres med natriumhydrogencarbonat og ekstraheres med
ethylacetat. Det organiske lag tgrres over vandfrit natri-
umsylfat og koncentreres til tgrhed under formindsket tryk,
hvilket giver 1,2 g af et viskost olieagtigt produkt. Det
olieagtige produkt oplgses i ethanol, og der tilsattes 3
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ml 1N-NaOH. Blandingen omrgres i 30 minutter under isaf-
kgling. Oplgsningen blandes med 3 ml 1IN saltsyre og kon-
centreres under formindsket tryk. Remanensen renses ved

S¢jlechromatografi (en s¢jle af "CHP20P", 0% — 60% aceto-

nitril/vand-gradient). De rensede fraktioner koncentreres
til t@grhed under formindsket tryk. Remanensen lyofiliseres,
hvorved f&s 0,60 g af den ¢nskede forbindelse som et hvidt
pulver,

[a]ész —46,0O (ethanol) .
Elementaranalyse for C29H42N408'l,5H20:
cs HY Ng
Beregnet: 57,89 7,54 9,31
Fundet: 57,74 7,33 9,29.
Eksempel 13

(2S,3aS,7aS)-l—(N2-Benzyloxycarbonyl-L—ornithinyl—
-gamma-D—glutamyl)-octahydro-lH-indol-Z—carboxylsyre.

0,5 g Af den endelige forbindelse fremstillet i eksem-
pel 12 oplgses i ethanol, og der tilsattes 5 ml 1N-NaOH.
Blandingen omrgres ved stuetemperatur i 3 timer, og der
tilsettes 5 ml 1IN saltsyre. Blandingen koncentreres derpd
under formindsket tryk, og remanensen chromatograferes pa
en sgjle af "CHP20P" (0%—>60% acetonitril/vand-gradient) .
De rensede fraktioner koncentreres til tgrhed under for-
mindsket tryk. Remanensen lyofiliseres, hvorved fas 0,30 g
af den gnskede forbindelse som et hvidt pulver.

[a]2%: -39,4° (1N-NaoH) .

Elementaranalyse for C27H38N408-2H20:

Beregnet: 55,66 7,27 9,62
Fundet: 55,39 7,08 9,49.
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Eksempel 14
(28,3aS,7aS)-l-(Nz-Nicotinoyl—L—lysyl—gamma-D—gluta—

myl)-octahydro—lH-indol-2-carboxylsyre.

Metode a)

Til en blanding af 20 ml THF 0g 3 ml vand sattes 4,42
g N6-benzyloxycarbonyl-Nz-tert.butoxycarbonyl-L—lysin-N—
—hydroxysuccinimidester, 2,89 g (28,3as,7a8) -1- (gamma-D-
-glutamyl)-octahydro—lH-indol-Z-carboxylsyre (se eksempel
11) og 2,6 ml triethylamin, og blandingen omrgres i 5 timer
ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen koncentreres under
formindsket tryk. Remanensen blandes med vandig mattet
natriumchloridoplgsning Og vaskes med ethylacetat. Det
vandige lag ggres surt med 10%'s citronsyre og ekstraheres
med ethylacetat. Det organiske lag vaskes med mattet natri-
umchloridoplgsning, tgrres over vandfrit natriumsulfat og
koncentreres til tgrhed under formindsket tryk, hvorved fas
5,19 g af en remanens. Remanensen renses ved sgjlechroma-
tografi (en sgjle af "CHP20P", 0% — 60% acetonitril/vand-
gradient). De fremkomne fraktioner koncentreres til tgrhed
under formindsket tryk. Remanensen oplgses i dioxan/vand og
lyofiliseres, hvorved fas 4,7 g (25,3aS,7aS)—l-(NG—benzyl—
oxycarbonyl-Nz—tert.butoxycarbonyl-L-lysyl—gamma-D-gluta—
myl)-octahydro-lH-indol—2-carboxylsyre. En portion (2,27 g)
af produktet oplgses i 50 ml trifluoreddikesyre og henstil-
les i 15 minutter under isafkpling og koncentreres derefter
til tg¢rhed under formindsket tryk. Remanensen oplgses i vand,
indstilles til en pH-vardi P48 4 og chromatograferes pad en
sgjle af “CHP20P" (08— 50% acetonitril/vand-gradient). De
g¢nskede fraktioner koncentreres under formindsket tryk,
hvorved f&s 1,15 g (28,3aS,7aS)-l—(N6-benzyloxycarbony1—L-
—lysyl-gamma-D-glutamyl)-octahydro-lH-indol—2—carboxylsyre
som et glasagtigt produkt. En portion (1,0 g) af det glas-
agtige produkt oplgses i en blanding af N,N-dimethylform-
amid og THF, der tilsattes 0,5 ml triethylamin og 0,39 g
N—(nicotinoyloxy)—succinimid, ©g blandingen omrgres natten
over ved stuetemperatur. Fortyndet saltsyre sattes til reak-
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tionsblandingen, og blandingen ekstraheres med ethylacetat.
Ekstrakten tg¢rres over vandfrit natriumsulfat og koncen-
treres til tgrhed under formindsket tryk. Det fremkomne
glasagtige produkt oplgses i 25 ml ethanol, og der tilsattes
0,6 g ammoniumformiat og 0,3 g 10%'s palladium-carbon. Blan-
dingen omrgres ved stuetemperatur i 3 timer. Katalysatoren
fjernes ved filtrering, og moderluden koncentreres til tgr-
hed under formindsket tryk. Remanensen chromatograferes pa
en sgjle af "CHP20P" (0% — 60% acetonitril/vand-gradient).
De ¢gnskede fraktioner koncentreres til tgrhed under formind-
sket tryk. Remanensen lyofiliseres, og der f&s 0,5 g af
den ¢nskede forbindelse.

(@12%: -27,2° (m,0).

Element®ranalyse for C,_H,.,N_O.-2,25H.0:

2637577 2
cs HE Ng
Beregnet: 54,58 7,31 12,24
Fundet: 54,62 7,25 12,20

Metode b)

18 g D-glutaminsyre og 31,75 g natriumcarbonat op-
lgses i 200 ml vand, og derpd tilszttes 37,5 g N-carbo-
ethoxyphthalamid under isafkgling. Blandingen omrgres der-
pa ved stuetemperatur i 4 timer. De uoplgselige materialer
fjernes ved filtrering. Oplgsningen ggres sur med 6N salt-
syre og henstilles natten over ved 4°C. De udfzldede kry-
staller opsamles ved filtrering, vaskes med koldt vand og
tgrres, hvorved fas 33,2 g N-phthaloyl-D-glutaminsyre
(smp. 162-164°C). En portion (30 g) af denne forbindelse
settes til 90 ml eddikesyreanhydrid, og blandingen omrgres
ved 55°C, indtil forbindelsen oplgses. Straks efter oplgs-
ning afk¢les oplgsningen, og der tilsazttes 150 ml vandfri
ether/n-hexan (2:1). De udfzldede krystaller opsamles ved
filtrering, og der fas 18,2 g N-phthaloyl-D-glutaminsyre-
anhydrid (smp. 203-206°C) . 6,13 g (2s,3aS,7aS)~octahydro-
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-1H-indol-2-carboxylsyre oplgses i 40 ml pyridin, og der
tilsattes 9,39 g N-phthaloyl-D-glutaminsyreanhydrid. Blan-
dingen omrgres ved stuetemperatur i 2 timer. Ethylacetat
s@ttes til reaktionsblandingen, og blandingen vaskes suc-
cessivt med fortyndet saltsyre og vandig natriumchlorid-
oplgsning og tgrres. Oplgsningsmidlet afdampes, og remanen-
sen krystalliseres fra en lille mazngde ethylacetat. Kry-
stallerne opsamles ved filtrering, vaskes med ether og
tgrres, hvorved fas 13,1 g (2S,3aS,7aS)-1-(N-phthaloyl-
-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre (smp.
194-198°C). Den fremkomne forbindelse oplgses i 200 ml
ethanol, og der tilsattes 6,13 g hydrazin-monohydrat. Blan-
dingen omrgres natten over ved stuetemperatur, og der til-
settes 60 ml vand. Oplgsningen indstilles til en pH-vardi
pa 4-5 med 12N saltsyre, og bundfaldet fjernes ved filtre-
ring. Moderluden koncentreres. Remanensen chromatograferes
pd en sg¢jle af "HP-20" (et produkt fra Mitsubishi Chemical
Co., Ltd.). Spjlen vaskes med vand og elueres med 70%'s
methanol. Fraktioner indeholdende det ¢gnskede produkt kon-
centreres under formindsket tryk, og der fas 6,13 g (2S,3aS,-
7aS)-1- (gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2~-carboxylsyre
(smp. 191-192OC). En portion (1,8 g) af denne forbindelse
og 1,28 g natriumcarbonat oplgses i en blanding af 40 ml
acetonitril og 30 ml vand. Oplgsningen afkgles til —lOoC,
og under omrgring tilsattes 2,1 g N6—benzyloxycarbonyl-L-
-lysin-N-carboxylsyreanhydrid. Blandingen omrgres ved -10°c
i 2 timer. Reaktionsblandingen adskilles i to lag. Det van-
dige lag vaskes med kold acetonitril, og der tilsazttes 200
ml ethanol. Bundfaldet fjernes ved filtrering. Moderluden
koncentreres og chromatograferes pa en sgjle af "CHP20P"
(08— 60% acetonitril/vand-gradient). Fraktioner indehold-
ende det ¢nskede produkt koncentreres til tgrhed under for-
mindsket tryk, og der fas 1,9 g (ZS,3aS,7aS)-(N6-benzyloxy-
carbonyl-L-lysyl-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-
-carboxylsyre. Dette produkt oplgses i 30 ml ethanol, og
der tilsattes 0,9 g ammoniumformiat og 0,5 g 10%'s palladium-

carbon. Blandingen omrgres natten over ved stuetemperatur.
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Katalysatoren fjernes ved filtrering, og moderluden kon-
centreres til tgrhed under formindsket tryk. Remanensen
chromatograferes pa en sgjle af "CHP20P" (0%— 30% aceto-
nitril/vand~-gradient). Fraktioner indeholdende det gnskede
produkt koncentreres til tgrhed under formindsket tryk.
Remanensen lyofiliseres, hvorved f&s 1,05 g (25,3as,7a8) -
-1-(L-lysyl-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H~indol-2-car-
boxylsyre [[a]goz —5,4O (HZO)]' En portion (1,0 g) af

den fremkomne carboxylsyre og 0,46 g natriumcarbonat op-
lgses i en blanding af 10 ml THF og 30 ml vand, og med
kraftig omrgring og isafkgling tilsattes 0,39 g nicotinoyl-
chlorid-hydrochlorid. Blandingen omrgres yderligere i 2
timer. Reaktionsblandingen koncentreres under formindsket
tryk og indstilles til en pH-vardi pd 2-3 med fortyndet
saltsyre. Oplgsningen chromatograferes pa en sgijle af
"CHP20P" (0%—> 60% acetonitril/vand-gradient). Fraktioner
indeholdende det ¢nskede produkt koncentreres til tgrhed
under formindsket tryk og lyofiliseres, hvorved fis 0,15

g af den ¢nskede forbindelse.

Metode c)

En blanding af 5,0 g D-glutaminsyre og 7,1 g natrium-
carbonat oplgses i en blanding af 170 ml vand og 200 ml
acetonitril, og der tilsattes en oplgsning af 11 g N6-ben—
zyloxycarbonyl-L-lysin—N2-carboxylsyreanhydrid i aceto-
nitril ved -10°C under omrgring. Blandingen omrgres yder-
ligere i 2 timer ved -10°C. Det vandige lag vaskes med
kold acetonitril, neutraliseres og koncentreres under for-
mindsket tryk. Remanensen renses ved "CHP20P"-s¢gjlechroma~-
tografi (0%-—— 50% acetonitril/vand-gradient) og omkrystal-
liseres fra fortyndet alkohol, hvorved f&s 6,3 g N6—ben-
zyloxycarbonyl-L-1lysyl-D-glutaminsyre (smp. 149-150°C).

En portion (6,0 g) af dette produkt og 3,0 g natriumcar-
bonat oplgses i en blanding af 100 ml vand og 40 ml THF,

og med omrgring under isafkgling tilsattes en THF-oplgsning
af 3,2 g N-(nicotinoyloxy)-succinimid. Blandingen omrgres
ved stuetemperatur i 2 timer. Reaktionsblandingen neutrali-
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seres og koncentreres under formindsket tryk. Den tilbage-
verende oplgsning indstilles til en pH-vardi p& 2 og under-
kastes "CHP20P"-sgjlechromatografi (0% — 60% acetonitril/-
vand-gradient) . Fraktioner indeholdende det ¢nskede pro-
dukt koncentreres til tg¢rhed under formindsket tryk, hvor-
ved fas 4,8 g Nz-nicotinoyl-NG—benzyloxycarbonyl—L—lysyl-
-D-glutaminsyre. En portion (4,0 g) af dette produkt om-
rg¢res i 100 ml eddikesyreanhydrid i 2 timer og koncentre-
res til tg¢rhed under formindsket tryk ved en lav temperatur,
og remanensen oplgses i 50 ml methylenchlorid. Oplgsningen
vaskes med vand og tg¢rres, og oplgsningsmidlet afdampes,
hvorved f&s 3,5 g groft renset Nz-nicotinoyl-NG-benzyloxy—
carbonyl-L-lysyl-D-glutaminsyreanhydrid. Det fremkomne an-
hydrid (3,5 g) sattes til en oplgsning af 1,2 g (25,3aS,-
7aS) -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre i 15 ml pyridin, og
blandingen omrgres ved stuetemperatur i 2 timer. Reaktions-
blandingen koncentreres til tgrhed under formindsket tryk
ved stuetemperatur. Remanensen oplgses i vand, og oplgs-
ningens pH-vaerdi indstilles til 2. Oplgsningen underkastes
"CHP20P"-sgjlechromatografi (0% — 60% acetonitril/vand-
gradient). Fraktioner indeholdende det pnskede produkt
koncentreres til tgrhed under formindsket tryk, hvorved

fi8s 1,3 g (25,3aS,7aS)—1-(Nz-nicotinoyl-N6-benzyloxycar-
bonyl—L-lysyl-gamma—D-glutamyl)-octahydro—lH-indol-Z-car-
boxylsyre. Denne forbindelse oplgses i 25 ml ethanol, og
der tilsazttes 1,2 g ammoniumformiat og 0,5 g 10%'s palla-
dium-carbon. Blandingen omrgres ved stuetemperatur i 3
timer. Katalysatoren fjernes ved filtrering, og moder luden
koncentreres til tgrhed ved "CHP20P"-s¢jlechromatografi
(0% — 60% acetonitril/vand-gradient) og lyofiliseres, hvor-
ved f&s 0,8 g af det samme slutprodukt som fremstillet ved

metode a) ovenfor.
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Eksempel 15-20
De fglgende forbindelser syntetiseres pa den samme

mide som i eksempel 14 (metode a)).
l—(N2-Cyclohexylmethoxycarbonyl—L-lysyl—gamma—D-gluta—

myl)-indolin~-2(S)-carboxylsyre (eksempel 15),
Smeltepunkt: 186-191°C.

[a]§7: -84,4° (1N-NaoOH).
Element®ranalyse for C28H40N408-I,SH20:
cs HE N%
Beregnet: 57,23 7,38 9,53
Fundet: 57,33 7,67 9,64,

l-(D—Prolyl-L—lysyl-gamma-D-glutamyl)-indolin-2(S)-
—-carboxylsyre (eksempel 16).

Smeltepunkt: 209-216°C (spnderdeling).

(a1 % -66,3° (IN-NaoH).

Elementaranalyse for C25H35N507'3,5H20:

ct HY Ng
Beregnet: 51,71 7,29 12,06
Fundet: 51,58 7,40 12,08,

(2S,3aS,7aS)—l-(Nz—Cyclobutancarbonyl-L—lysyl—gamma—
—D-glutamyl)-octahydro-lH-indol—Z—carboxylsyre (eksempel
17).

[a123: -46,8° (1N-NaOH).
Elementaranalyse for C25H40N507'2H20-0,25C4H802:
cs HY N%
Beregnet: 55,11 8,18 9,89
Fundet: 55,16 7,98 9,78

1-(L—Pyroglutamyl-L-lysyl-gamma—D—glutamyl)-indolin—
-2(S)-carboxylsyre (eksempel 18),

[a]2®: -81,0° (IN-NaOH) .

Element®ranalyse for C._H..N.O '3,25H20:

257337578
ct HY N%
Beregnet: 50,88 6,75 11,87

Fundet: 50,85 6,56 11,96.
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(ZS,3aS,7aS)-1-[N2-(Pyridin—z-carbonyl)—L—lysyl—
-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 19).

[a]gs: -19,2° (1,0).
Elementaranalyse for C26H37N507°1,75H20:
cs HE N%
Beregnet: 55,45 7,25 12,44
Fundet: 55,74 7,05 12,42,

(28,3aS,7aS)-l—[N2-(4-methoxybenzoyl)-L-lysyl-gamma—
-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre (eksempel
20).

[a]2%: -15,2° (1,0).

Element®ranalyse for C,,H,.N,O -3,5H20:

287407478
cs HY Ng
Beregnet: 53,92 7,60 8,98
Fundet: 53,77 7,33 9,13.

Eksempel 21
(28,3aS,7aS)—l-[NZ—Phenethyloxycarbonyl-L—lysyl-gamma—
-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre.

5,12 g N,N'-disuccinimylcarbonat, 2,44 g phenethyl-
alkohol og 0,49 g 4-dimethylaminopyridin omrgres i methy-
lenchlorid i 3 dage. Reaktionsblandingen vaskes med vand,
tgprres over vandfrit natriumsulfat og koncentreres til t¢r-
hed under formindsket tryk. Remanensen krystalliseres fra
ether. Krystallerne opsamles ved filtrering, hvorved fas
3,5 g N-(phenethyloxycarbonyloxy)-succinimid (smp. 69-72°C) .
2,53 g N6—tert.butoxycarbonyl—L-lysin oplgses i en blanding
af 30 ml acetonitril og 50 ml 5%'s kaliumcarbonat, og der
tilsattes 2,9 g N-(phenethyloxycarbonyloxy)-succinimid.
Blandingen omrgres ved stuetemperatur i 1 time. Reaktions-
blandingen vaskes med chloroform. Det vandige lag ggres
surt med 10%'s citronsyre og ekstraheres med chloroform.

Ekstrakten te¢rres over vandfrit natriumsulfat og koncen-
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treres til tgrhed under formindsket tryk, hvorved fas 4,5

g N6—tert.butoxycarbonyl—N2—phenethyloxycarbonyl-L—lysin
som et olieagtigt produkt. En portion (1,26 g) af det
olieagtige produkt og N,N'-disuccinimidylcarbonat omrgres

i ethylacetat i 3 timer, og derpd tilsattes en ethylacetat-
oplgsning indeholdende 1,0 g (2S,3aS,7aS)-1-(gamma-D-gluta-
myl)-octahydro-lH-indol-2-carboxylsyre og 0,256 g pyridin,
og blandingen omrgres yderligere i 5 timer. Reaktionsblan-
dingen ekstraheres med 5%'s natriumhydrogencarbonatoplgs-
ning. Ekstrakten g¢res sur med 10%'s citronsyre og ekstra-
heres med ethylacetat. Det organiske lag tgrres over vand-
frit natriumsulfat og koncentreres til tgrhed under for-
mindsket tryk. Remanensen oplgses i 20 ml trifluoreddike-
syre, henstilles ved stuetemperatur i 20 minutter og kon-
centreres derefter til tg¢rhed under formindsket tryk.
Remanensen underkastes "CHP20P"-s¢gjlechromatografi (0% —5
60% acetonitril/vand-gradient). Fraktioner indeholdende
det ¢nskede produkt koncentreres til tg¢rhed under formind-
sket tryk. Remanensen oplgses i dioxan/vand og lyofiliseres,

hvorved fas 0,3 g af den ¢nskede forbindelse.

[a]gz: -36,9° (1N-NaOH).

Element®ranalyse for C29H42N408°2H20'0,25C4H802:
cs H N%
Beregnet: 56,95 7,65 8,85
Fundet: 56,92 7,87 8,64.

Eksempel 22

(25,3aS,7aS)-l—(N2-Benzoyl-L-lysyl—gamma-D—gluta-
myl)-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre.
(1) 2,0 g Natriumcarbonat oplgses i 10 ml vand, og der
tilsettes 4,83 g (2S,3aS,7aS)-1-(gamma-D-glutamyl)-octa-
hydro-1lH-indol-2-carboxylsyre. Efter at der er dannet en
oplgsning tilsattes 40 ml THF. Med kraftig omrgring til-
settes gradvis 7,46 g Nz-benzyloxycarbonyl—Ns—tert.butoxy—
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carbonyl-L-lysin-N-hydroxysuccinimidester. Blandingen om-
rgres natten over ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen
koncentreres halvt, ggres sur med 10%'s citronsyre og
ekstraheres med ethylacetat. Det organiske lag vaskes med
mettet vandig natriumchloridoplgsning, te¢rres over vand-
frit natriumsulfat og koncentreres til tgrhed under for-
mindsket tryk, hvorved fas 9,17 g (25,3aS,7aS)—1-(N2—
—benzyloxycarbonyl—NG—tert.butoxycarbonyl—L-lysyl-gamma—
~D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre.

(2) En portion (6,2 g) af den fremkomne carboxylsyre
oplgses i 60 ml ethanol, og der tilsattes 1,0 g 10%'s
palladium-carbon. Med omrgring tilsattes lidt efter 1lidt
2,5 g ammoniumformiat. Blandingen omrgres i 4 timer. Kata-
lysatoren fjernes ved filtrering. Moderluden koncentreres
til te¢rhed, og ethylacetat sattes til remanensen. Det
fremkomne pulver opsamles ved filtrering, og der fas 3,9 g
(28,3aS,7aS)—1—(N6-tert.butoxycarbonyl-L-lysyl-gamma—D—
~glutamyl)-octahydro-l1H-indol-2-carboxylsyre.

(3) En portion (1,0 g) af den fremkomne carboxylsyre
oplgses i 7 ml vand, og der tilsattes 0,55 g natriumhydro-
gencarbonat og 12 ml THF. Med kraftig omrgring tilsattes
0,46 g N-benzoyloxysuccinimid, og blandingen omrgres nat-
ten over ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen koncentre-
res halvt, ggres sur med 10%'s citronsyre og ekstraheres
med methylenchlorid. Det organiske lag vaskes med vand,
tgrres over vandfrit natriumsulfat og koncentreres til
tgrhed under formindsket tryk.

(4) Til remanensen s@ttes 20 ml trifluoreddikesyre under
isafk¢gling, og blandingen omrg¢res i 15 minutter. Trifluor-
eddikesyren afdampes under formindsket tryk. Remanensen
chromatograferes pa en s¢jle af "CHP20P" under anvendelse
af acetonitril/vand (0% — 50% gradient). Fraktioner inde-
holdende det ¢nskede produkt koncentreres til tgrhed under
formindsket tryk. Remanensen lyofiliseres, hvorved féas
0,50 g af den ¢nskede forbindelse.
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25, _ o
[a]D : =23,1 (H,0) .

Elementzranalyse for C27H38N407-2,25H20:
cs H Ng
Beregnet: 56,78 7,50 9,81
Fundet: 56,91 7,29 10,03.

Eksempel 23-45
De fglgende forbindelser syntetiseres p3d den samme

méde som i eksempel 22.
l-[N2-(4-Methoxyphenylethoxycarbonyl)-L—lysyl-gamma—
—D-glutamyl]—indolin-Z(S)—carboxylsyre (eksempel 23 ),
Smeltepunkt: 197-202°C.
lal2t: -74,2° (IN-NaoH) .

Elementaranalyse for C30H37N409~H20:

cs H N%

Beregnet: 58,53 6,39 9,10
Fundet: 58,53 6,43 9,14.

(28,3aS,7aS)-1-(N2-Isonicotinoyl-L-lysyl-gamma-D—
—glutamyl)-octahydro~lH-indol—2-carboxylsyre (eksempel
24) .

25, _ o
[a]D : -29,8 (H,0) .

Elementaranalyse for C26H37N507-2,5H20:
cz HY N%
Beregnet: 54,16 7,34 12,15
Fundet: 54,25 7,06 12,23.

(28,3aS,7aS)-1-(N2-Cyclopentyloxycarbonyl-L—lysyl—
—gamma-D-glutamyl)—octahydro-lH-indol—2—carboxylsyre
(eksempel 25).

[a]2%: -37,10 (H,0) .

Element®ranalyse for C26H42N408'1,5H20:

cs HY N
Beregnet: 55,21 8,02 9,90
Fundet: 55,05 7,77 10,05.
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(2S,3aS,7aS)-l-(N2—Cyclohexyloxycarbony1-L-lysyl-
-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 26).

[@12%: -31,9° (H,0).

Element@ranalyse for C27H44N408'l,75H20:

c% HY N%
Beregnet: 55,51 8,20 9,59
Fundet: 55,53 8,42 9,55.

(28,3a8,7aS) -1~ [N2- (Cyclobutyloxycarbonyl) -L-
-lysyl-gamma—D—glutamyl]-octahydro—lH-indol—2—carboxylsyre
(eksempel 27).

25, _ le]
[a]D : -40,7 (H20).
Element®ranalyse for C25H40N408'2H20:

cs He Ng
Beregnet: 53,56 7,91 9,99
Fundet: 53,57 7,60 9,93.

1—(N2-Cyclobutyloxycarbonyl—L-lysyl-gamma—D-gluta—
myl)-indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 28).

Smeltepunkt: 197-204°C.

[a]1237: -84,0° (1N-NaOH) .

Elementaranalyse for C25H34N408’l,75H2O:

c H% Ng
Beregnet: 54,49 7,12 9,78
Fundet: 54,67 7,40 9,53.

l-(N2-Cyclohexy1ethoxycarbonyl—L-lysyl-gamma—D-gluta-
myl)-indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 29).

Smeltepunkt: 192-195°C.

(a1 2t: -78,8° (1N-NaoH).

Elementa®ranalyse for C29H42N408-1,5H20:

cs HE N%

Beregnet: 57,89 7,54 9,31
Fundet: 57,82 7,74 9,36.
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1—(N2-Nicotinoyl-L-lysyl-gamma—D—glutamyl)—indolin—
-2(8)~carboxylsyre (eksempel 30).

Smeltepunkt: 218-222°C.

la]2t: -66,5° (1N-NaOH) .

Element®ranalyse for C,,.H..N_O '2,25H20:

267317577
cs H N%
Beregnet: 55,16 6,32 12,37
Fundet: 55,24 6,57 12,24.

l—(N2-Cyclobutancarbonyl-L—lysyl-gamma—D-glutamyl)—
-indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 31).

Smeltepunkt: 209-215°C.

[a12%: -96,6° (1N-NaoOH) .

Elementzranalyse for C25H34N4O7-1,5H20:

cs H$ N%
Beregnet: 56,70 7,04 10,58
Fundet: 56,64 7,06 10,46.

l—(N2—Cyclopentyloxycarbonyl—L—lysyl-gamma—D-gluta—
myl)-indolin-2(S)~-carboxylsyre (eksempel 32).

Smeltepunkt: 198-203°C.

[a12%: -79,3° (1v-NaoH).

Elementaranalyse for C26H36N408-2,25H20:
cs HY Ng
Beregnet: 54,49 7,12 9,78
Fundet: 54,67 7,40 9,53.

l-[N2-(2-Pyridinethoxycarbonyl)-L—lysyl-gamma—D—gluta—
myl]-indolin-2(S)~carboxylsyre (eksempel 33).
(a12%: -69,3° (1N-NaoH) .
Elementaranalyse for C28H35N508'2,25H20:
ct He Ng
Beregnet: 55,12 6,53 11,48
Fundet: 54,91 6,37 11,33.
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1-(N2—Benzoyl-L—lysyl—gamma—D-glutamyl)-indolin—2(S)-

-carboxylsyre (eksempel 34).
Smeltepunkt: 202-208°C.
(a)2*: -77,2° (1N-NaoOH) .

Elementaranalyse for C27H32N407°2H20:

c HY N%
Beregnet: 57,85 6,47 9,99
Fundet: 57,97 6,32 10,20

l~[N2-(4—Morpholinethoxycarbonyl)—L-lysyl-gamma—D—
-glutamyl]-indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 35).

la]2%: -57,4° (IN-NaoOH).

Elementaranalyse for C,,H,_N_.O °2,25H20:

277357578
cs H Ng
Beregnet: 48,57 7,40 10,49
Fundet: 48,70 7,23 10, 45.

l—[Nz—(3-Pyridinmethoxycarbonyl)-L—lysyl-gamma-D-
-glutamyl] -indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 36).

[a]2: -64,2° (1N-NaOH).

Elementaranalyse for C27H33N508'2,75H20:

ct HE N%
Beregnet: 53,59 6,41 11,57
Fundet: 53,41 6,14 11,56.

(2S,3as,7as)—l—[Nz—(4—Chlorbenzyloxycarbonyl)—L-
~lysyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre (eksempel 37).

[a]gz: -30,8° (1N-NaOH).

Elementaranalyse for C28H39C1N408'l,5H20:
cs HE N% cls
Beregnet: 54,06 6,81 9,01 5,70
Fundet: 53,95 6,65 8,80 5,56.
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(ZS,3aS,7aS)-l-[N2—(4-Methylbenzyloxycarbonyl)-L—
—lysyl—gamma-D-glutamyl]—octahydro—lH—indol—Z-carboxylsyre
(eksempel 38).

[a12%: -31,9° (1N-NaoH) .

Elemente®ranalyse for C29H42N408'1,75H20:

cz HY N%
Beregnet: 57,46 7,57 9,24
Fundet: 57,37 7,51 9,07.

(28,3aS,7aS)-l-[N2—(2-Chlorbenzyloxycarbonyl)-L~
—lysyl—gamma-D—glutamyl]-octahydro-lH-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 39),

32 o
[a]D : -32,8° (1N-NaOH).

Elementeranalyse for C28H39C1N408'l,25H20:
cs H N cls
Beregnet: 54,45 6,77 9,07 5,74
Fundet: 54,55 6,81 8,90 5,60.

(2S,3aS,7aS)—l-[N2—(2—Methylbenzyloxycarbonyl)—L—
-lysyl-gamma—D—glutamyl]—octahydro-lH—indol—2-carboxylsyre
(eksempel 40),

32 o
[a]D : =35,8" (1N-NaOH).

Elementaranalyse for 029H42N408'l,75H20:
cs HY Ng
Beregnet: 57,46 7,57 9,24
Fundet: 57,68 7,63 9,01.

(28,3aS,7aS)-1-[N2~(2~Fluorbenzyloxycarbonyl)-L-
-lysyl-gamma—D—glutamyl]-octahydro-lH-indol—2-carboxylsyre
(eksempel 41).

[a]gz: -32,5° (1N-NaOH).

E . . .
lementaranalyse for C28H39FN4O8 1,5H20 0'5C4H802'

ct H Ng F3

Beregnet: 55, 46 7,14 8,62 2,92

Fundet: 55,63 7,08 8,54 3,01.
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(2S,3aS,7as) -1- [N~ (a~Naphthylmethoxycarbonyl) -L-
—1ysy1-gamma-D—glutamyl]—octahydro—lH-indol-2—carboxyl—
syre (eksempel 42).

[0132: -36,3° (1N-NaOH).
Elementaranalyse for C32H42N408’1,5H20'0,25C4H80:
cs HE Ng
Beregnet: 60,08 7,18 8,49
Fundet: 59,78 7,41 8,37.

(25,3aS,7aS)—1—[Nz-(u—Naphthylethoxycarbonyl)-L-
-lysyl-gamma-D-glutamyl]—octahydro-lH-indol-2—carboxyl—
syre (eksempel 43).

a1 %: -38,8° (1N-NaoOH).
Elementaranalyse for C33H44N408-2H20'0,5C4H802:
cs HE N%
Beregnet: 59,64 7,44 7,95
Fundet: 59,87 7,17 7,91.

(25,3aS,7aS)-1-[N2—(4—Phenylbenzyloxycarbony1)—L-
—lysyl—gamma—D-glutamyl]-octahydro—lH-indol—2-carboxyl—
syre (eksempel 44).

(a127: -39,1° (1N-NaoH).
Elementaranalyse for C34H44N408'l,5H20'0,5C4H802:
cs HY N%
Beregnet: 61,09 7,26 7,92
Fundet: 61,23 7,26 7.85.

(ZS,3aS,7aS)-l-[N2-(Phenoxycarbonyl)—L-lysyl—gamma—
-D-glutamyl]-octahydro-1lH-indol-2-carboxylsyre (eksempel

49 .
29

: -17,7° (1N-NaOH).

[a]
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Element®ranalyse for C27H38N408‘1H20'0,5C4H802:

ct HY N%
Beregnet: 57,22 7,29 9,20
Fundet: 56,95 7,13 9,49.

Eksempel 46
(28,3aS,7aS)-l—[NZ-(4—Hydroxybenzoyl)—L—lysyl-gamma—

-D~glutamyl)—octahydro-lH-indol—2—carboxylsyre.

I 5 ml vand oplgses 1,30 g (2S,3aS,7asS)-1- (N®-ben-
zyloxycarbony1-L-lysyl-gamma-D-glutamyl)-octahydro—lH—
-indol-2-carboxylsyre og 0,25 g natriumcarbonat, og der
tils®ttes 10 ml THF. Med kraftig omrgring tilszttes 0,7
g N-(4-hydroxybenzoyloxy)-succinimid, og blandingen om-
rgres natten over ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen
koncentreres halvt, ggres sur med 10%'s citronsyre og
ekstraheres med methylenchlorid. Det organiske lag vaskes
med vand, tgrres over vandfrit natriumsulfat og koncen-
treres til t¢rhed under formindsket tryk. Remanensen chro-
matograferes pa en sgjle af "CHP20P" (diameter 2,5 cm og
lengde 40 cm) under anvendelse af acetonitril/vand (30%—)
70% gradient) som elueringsmiddel. Fraktioner indeholdende
det ¢gnskede produkt koncentreres til tgrhed under formind-
sket tryk, hvorved f&s 0,6 g af en remanens. Remanensen
oplgses i 10 ml 25%'s HBr/AcOH, og blandingen omrgres ved
stuetemperatur i 1 time. Derpd tilsattes 100 ml ether, og
det dannede hvide bundfald opsamles ved filtrering og
chromatograferes p& en sgjle af "CHP20P" (diameter 2,5 cm
og langde 40 cm) under anvendelse af acetonitril/vand
(0%— 40% gradient). Fraktioner indeholdende det gnskede
produkt koncentreres til tgrhed under formindsket tryk.

Remanensen lyofiliseres, hvorved fds 0,3 g af den ¢gnskede

forbindelse.
[a]§7: -17,4° (n,0).
Elementeranalyse for C27H38N408'l,5H20:
cs HE Ng
Beregnet: 56,53 7,20 9,77

Fundet: 56,71 7,09 9,95.
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Eksempel 47-62
De fplgende forbindelser syntetiseres pad samme made

som i eksempel 46.
(ZS,3aS,7aS)-1—[N2-(2-Thiophencarbonyl)-L—lysyl-
-gamma-D~glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 47).
2
[a]2%: -23,1° (1,0).

Element®ranalyse for C25H36N407S-H20:

cs H N§ %
Beregnet: 54,14 6,91 10,10 5,78
Fundet: 54,09 6,74 10,14 5,99.

(25,3aS,7aS)-l—[N2—(3—Quinolincarbonyl)-L—lysyl—
~gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 48).

24 o
[o.]D : -25,8° (1N-NaOH).
Elementeranalyse for C3OH39N507-2H20:

ct HY N%
Beregnet: 58,33 7,02 11,34
Fundet: 58,46 7,30 11,24.

(2S,3aS,7as) -1~ [N%~ (2-Chlornicotinoyl) -L-lysyl-
-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1lH-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 49).,

[a]SG: -42,6° (1,0).
Elementeranalyse for C26H38C1N507'1,5H20:
cs H$ Ng cl%
Beregnet: 52,66 6,63 11,81 5,98
Fundet: 52,75 6,68 11,76 5,89.

(28,3aS,7aS)—l—[Nz—(4-Chlorbenzoyl)-L-lysyl-gamma-
-D-glutamyl] —octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre (eksempel

50) -

25

fa]2: -25,9° (1N-NaOH).



10

15

20

25

30

35

DK 171402 B1

50
Elementaranalyse for C27H37C1N4O7'1,5H20:
cs H Ng cls
Beregnet: 54,77 6,81 9,46 5,99
Fundet: 55,07 7,09 9,26 5,79

(2S,3aS,7aS)—l—[N2-(Indolin-2(S)—carbonyl)—L-lysyl—
-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 51) .

(a1 2%: -64,3° (1N-NaoH) .
Elementaranalyse for C29H41N509'2,25H20:
cs HS Ng
Beregnet: 56,90 7,47 11,44
Fundet: 56,99 7,61 11,15.

(2S,3aS,7aS)-l-[N2—(2-Thianaphthencarbonyl)—L—lysyl—
-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 52).

[a12%: -16,5° (1N-NaoOH).
Elementeranalyse for C29H38N4O7S-2H20:
cz HE Ng s%
Beregnet: 55,93 6,80 9,00 5,15
Fundet: 56,08 6,63 8,87 4,94,

(28, 3aS,7as) -1- [N?- (2-Quinoxalincarbonyl) -L-lysyl-
-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 53).

[a]§6: -15,3° (1N-NaOH) .

Elementaranalyse for C,,H,oN_O ‘1,25H20:

297386 7
3 HY Ng
Beregnet: 57,56 6,75 13,89
Fundet: 57,48 7,00 13,96.
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(25,3a8S, 7as) -1- [N°- (2-Isoquinolincarbonyl) -L-lysyl-
-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 54).

26 o
[a]D : -51,8" (1N-NaOH).
Elementaranalyse for C3OH39N507'1H20:

cs H$ Ng
Beregnet: 60,009 6,89 11,68
Fundet: 59,89 6,66 11,61.

(ZS,3aS,7aS)-l-[Nz-(6-Methoxynicotinoyl)-L—lysyl-
-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 55).

[a127: -18,0° (H,0) .
Element®ranalyse for C27H39N508'l,5H20:
cg HE N%
Beregnet: 55,09 7,19 11,90
Fundet: 55,09 7,44 11,77

(25,3aS,7aS)-1-[N2—(6-Ethoxynicotinoyl)-L—lysyl-
-gamma-D-glutamyl]~octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 5¢).

27, _ o
[a]D : -16,4 (HZO)'

Elementaranalyse for C28H41N508'2H20:

cs HE Ng
Beregnet: 54,98 7,42 11,45
Fundet: 55,00 7,70 11,27.

(28,3aS,7aS)-l—[NZ—(6-Chlornicotinoyl)-L-lysyl-
-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 57).

27, _ o
[a]D : =-21,4 (H20).

Elementaranalyse for C26H36C1N507-2H20:

cs HE Ng c1s
Beregnet: 51,87 6,70 11,63 5,89
Fundet: 51,78 6,44 11,86 6,05.
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(2S,3aS,7aS)—l-[N2-(2-Hydroxybenzoyl)-L—lysyl—gamma—
-D-glutamyl] -octahydro-1lH-indol-2-carboxylsyre (eksempel
58). 8

28, _ o
[a]D : -21,0 (H20).

Elementeranalyse for C_-H N408‘l,25H20:

27738
ce H N%
Beregnet: 56,98 7,17 9,84
Fundet: 56,83 7,26 9,89.

(28,3aS,7aS)-l-[Nz-(6-n-Propoxynicotinoyl)—L-lysyl—
gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel s59) .

31 o
[o.]D : -25,2° (1N-NaOH).
Elementeranalyse for ¢, ,H,,N.O,°1,5H,O:

297437578 2

cs HS N%

Beregnet: 56,48 7,52 11,36
Fundet: 56,56 7,22 11,36.

(ZS,BaS,7aS)-l-[Nz-(2—Isopropoxynicotinoyl)—L-lysyl-
-gamma-D-glutamyl] -octahydro-lH-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 60).

31 o
[cx]D : -26,4° (1N-NaOH).
Elemente®ranalyse for C29H43N508'2H20:

cs HE Ng
Beregnet: 55,67 7,57 11,19
Fundet: 55,41 7,80 11,05.

(25,3aS,7aS)-l—[N2—(3-Hydroxybenzoyl)—L—lysyl—gamma—
-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre (eksempel
61).

[a]gl: -29,8° (IN-NaOH).
Element®ranalyse for C27H38N408°1,25H20:
cs HE Ng
Beregnet: 56,98 7,17 9,84
Fundet: 57,07 7,16 9,79.
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(25,3aS,7aS)—l-[N2—(4-Hydroxy-3-methoxybenzoyl)-L—
-lysyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre (eksempel 62-1).

28, _ o 0).

[a}lg™: -17,9 (H2)

Elementa®ranalyse for C28H40N409'2H20:

c HY N%
Beregnet: 54,89 7,24 9,14
Fundet: 54,95 7,26 9,04.

(25,3aS,7aS)-l—[Nz-(3-Hydroxy—4—methoxybenzoyl)-L-
-lysyl-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre (eksempel 62-2).

[a]2t: -40,0° (1N-NaOH).

Elementaranalyse for C,,H,.N,O -3,25H20:

28740479
cs H N
Beregnet: 52,95 7,38 8,82
Fundet: 52,86 7,07 8,97.

(28,3aS,7aS)—l-N2—[(2-Hydroxy-4-methylbenzoyl)-L—
-lysyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1lH-indol-2-carboxyl-
syre (eksempel 62-3).

[a12°: +37,4° (IN-NaOH).
Elementaranalyse for 028H4ON408-1H20:
ct HY N%
Beregnet: 58,12 7,32 9,68
Fundet: 57,92 7,12 9,46.

(25, 3aS, 7aS) -1- [N>- (6-Hydroxy-beta-naphthoyl)-L-
-lysyl-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre (eksempel 62-4).

(a1 3}: -2,8° (1N-NaOH).
Element@ranalyse for C31H40N408'2,5H20:
cs HY Ne
Beregnet: 58,02 7,07 8,73

Fundet: 57,90 7,09 8,58.
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(23,3aSI7aS)—l—[Nz-(3,5-Dimethoxy-4—hydroxybenzoyl)-
—L-lysyl-gamma-D-glutamyl]-octahydro—lH-indol-2-carboxyl—
syre (eksempel 62-5).

(a126: -4,1° (1N-NaOH).

Elementaranalyse for C29H42N4010°2,5H20:

cs HY NS
Beregnet: 53,45 7,27 8,60
Fundet: 53,57 7,24 8,77.

(ZS,3aS,7aS)-l-[Nz-(3-Hydroxy-2-naphthoyl)-L—lysyl-
-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 62-6).

26 o}
[0.]D : + 15,6~ (1N-NaOH).
Elementeranalyse for C31H40N408-2,5H20:

cs H N%
Beregnet: 58,02 7,07 8,73
Fundet: 57,82 6,74 8,47.

(28,3aS,7aS)—l-[NZ—(2-Hydroxy-5-methoxybenzoyl)—L—
—lysyl—gamma-D—glutamyl]—octahydro—lH—indol-z—carboxyl—
syre (eksempel 62-7).

[a]2®: +22,1° (1N-NaOH).

Elementaranalyse for C28H40N409-1,5H20:

cs HY N
Beregnet: 55,71 7,18 9,28
Fundet: 55,56 7,09 9,31.

(28, 3a8,7as) -1~ [N%- (4-Hydroxy-3-aminobenzoyl) ~L-
-lysyl-gamma-D-glutamyl]-octahydro—lH—indol—2-carboxylsyre
(eksempel 62-8).

[a12%: -15,3° (1,0).

Elementaranalyse for C27H39N508-1,75H20:

cs HS N%
Beregnet: 54,67 7,22 11,81
Fundet: 54,81 7,31 11,79.
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(28,3aS,7aS)—1-[N2-(2—Hydroxy—5-brombenzoyl)-L—lysyl-

-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(eksempel 62-9).
(a12®: +10,8° (1N-NaoH).

Elementeranalyse for C27H37N408Br-1,75H20:

cs H$ N% Brg
Beregnet: 49,36 6,21 8,53 12,16
Fundet: 49,42 6,25 8,50 12,01

(25, 3aS,7a8) -1- [N?- (2-Hydroxy-5-methylbenzoyl) -L-
-lysyl~-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre (eksempel 62-10).

[a12%: +23,2° (1N-NaoOH).

Elementaranalyse for C30H42N409-l,25H20:

cs HY Ng
Beregnet: 57,63 7,17 8,96
Fundet: 57,51 7,20 8,88.

(25, 3aS,7a8) -1- [N?- (2-Hydroxy-6-methylbenzoyl) -L-
-lysyl-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1lH-indol-2-carboxyl-
syre (eksempel 62-11).

[a12%: +45,2° (1N-NaoH).
Element®ranalyse for C30H42N409-l,5H20:
ct HY N%
Beregnet: 57,22 7,20 8,90
Fundet: 57,18 7,25 8,81.

(ZS,3aS,7aS)—1-[N2—(2—Hydroxy—4—chlorbenzoyl)—L—
-lysyl-gamma-D~glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre (eksempel 62-12).

() 2%: +29,3° (1N-NaOH).

Elementeranalyse for 027H37C1N408-l,5H20:

cy H3 Ng cl%
Beregnet: 53,33 6,63 9,21 5,83
Fundet: 53,41 6,72 9,18 5,79.
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(2S,3aS,7aS)-1-[N2-(2-Hydroxy-5—chlorbenzoyl)—L—lysyl—
-gamma—D—glutamyl)—octahydro—lH-indol—Z-carboxylsyre
(eksempel 62-13).

(a12% +17,2° (1N-NaOH).

Elementaranalyse for C.,.H,.,CIN 08-1,5H O:

27737 4 2
cs HY Ng cle
Beregnet: 53,33 6,63 9,21 5,83
Fundet: 53,21 6,75 9,23 5,65.

Eksempel 63
l—(N2-Pyrazinoyl—L-1ysyl-gamma-D—glutamyl)-indolin-

-2(S)-carboxylsyre.

(1) 0,26 g Pyrazinsyre oplgses i en blanding af 3 ml
dimethylformamid og 20 ml methylenchlorid, og der tilsattes
1,149 ethyl—l-(N6—tert.butoxycarbonyl-L—lysyl-Ol-ethyl—
—gamma-D-glutamyl)-indolin-2(8)-carboxylat og 0,84 g 1-
-ethyl—3—(3—dimethylaminopropyl)—carbodiimid—hydrochlorid.
Blandingen omrgres natten over ved stuetemperatur. Reak-
tionsblandingen vaskes successivt med mattet vandig natri-
umhydrogencarbonatoplgsning og vand, tgrres over vandfrit
natriumsulfat og koncentreres til tgrhed under formindsket
tryk. Remanensen underkastes silicagelsgjlechromatografi
(2%'s methanol/chloroform), hvorved f&s 0,8 g ethyl-1-
—(N6—tert.butoxycarbonyl-Nz—pyrazinoyl-L-lysyl-Ol—ethyl—
—gamma-D-glutamyl)-indolin-2(S)-carboxylat som et viskost
olieagtigt materiale.

(2) 0,8 g Af forbindelsen fremstillet i (1) oplgses i
dioxan, og der tilsazttes 3,5 ml 1N-NaOH. Blandingen omrgres
under isafkgling i 1,5 timer. Reaktionsblandingen koncen-
treres, ggres sur med 10%'s citronsyre og chromatograferes
P& en sgjle af "CHP20P" under anvendelse af acetonitril/-~
vand (0%—> 60% gradient) som elueringsmiddel. Fraktioner
indeholdende det ¢gnskede produkt koncentreres til tgrhed
under formindsket tryk. Remanensen genudfaldes fra petro-
leumsether/ethylacetat. Ved filtrering f&s 0,55 g l—(N6-
—tert.butoxycarbonyl-Nz-pyrazinoyl—L-1ysy1—gamma—D-gluta-
myl)-indolin-2(S)-carboxylsyre.
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(3) 10 ml Trifluoreddikesyre sattes til en portion (0,45
g) af den endelige forbindelse fremstillet i (2) ovenfor,
og blandingen omrgres under isafkgling i 20 minutter. Tri-
fluoreddikesyren afdampes, og remanensen chromatograferes
pd en s¢gjle af "CHP20P" under anvendelse af acetonitril/-
vand (0% — 30% gradient) som elueringsmiddel. Fraktioner
indeholdende det ¢gnskede produkt koncentreres til tgrhed
under formindsket tryk, og remanensen lyofiliseres, hvor-
ved f&s 0,27 g af den ¢nskede forbindelse.

[a]2°: -74,4° (IN-NaOH).

Elementaranalyse for C25H30N607-2,5H20:

3 HE N%
Beregnet: 52,53 6,17 14,70
Fundet: 52,52 6,27 14,54.

Eksempel 64
Mononatrium—(ZS,3aS,7aS)—1—(Nz—nicotinoyl-L-lysyl—

-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxylat.

I 5 ml vand oplgses 0,57 g (28,3aS,7aS)-l-(N2—
-nicotinoyl-L-lysyl-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-
-2-carboxylsyre (se eksempel 14 ), og der tilsattes 1 ml
IN-NaOH. Den fremkomne vandige oplgsning underkastes
"CHP20P"-s¢jlechromatografi (0% — 20% acetonitril/vand-
gradient). Fraktioner indeholdende det ¢nskede produkt
koncentreres til tgrhed under formindsket tryk. Remanensen
lyofiliseres, hvorved fas 0,25 g af den ¢gnskede forbindelse.

[a]2%: -24,6° (1,0).

Eksempel 65
(28,3aS,7aS)—l—[N2—Methoxybenzoyl)—L-lysyl-gamma-

-D-glutamyl] -~octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre.

(1) 1,0 g O-Anissyre, 0,76 g N-hydroxysuccinimid og

1,39 g vandoplgseligt carbodiimid-hydrochlorid oplgses i
15 ml methylenchlorid, og oplgsningen omrgres natten ved
stuetemperatur. Bundfaldet fjernes ved filtrering. Moder-
luden koncentreres under formindsket tryk, og remanensen
omkrystalliseres fra isopropanol, hvorved fas 1,47 g N-(2-
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-methoxybenzoyloxy)-succinimid (smp. 180-182°C).

(ZS,3aS,7aS)-1-(N6-Benzoyloxycarbony1—L—lysyl—gamma—
—D-glutamyloctahydro—lH-indol—2—carboxylsyre oplgses i
6 ml vand, og der tilsattes natriumcarbonat og 10 ml THF.
Med kraftig omrgring tilsattes N- (2-methoxybenzoyloxy) -
-succinimid. Blandingen omrgres natten over ved stuetem-
peratur. Reaktionsblandingen ggres sur med 10%'s Citronsyre
Og ekstraheres med methylenchlorid. Det organiske lag tg¢r-
res over vandfrit natriumsulfat og koncentreres til tgrhed
under formindsket tryk. Remanensen chromatograferes p& en
s¢jle af "CHP20P" under anvendelse af acetonitril/vand
(30% — 70% gradient) som elueringsmiddel. Fraktioner inde-
holdende det ¢gnskede produkt koncentreres til tgrhed under
formindsket tryk, hvorved f&s 1,0 g (28,3aS,7aS)-1-[N°-
-benzyloxycarbonyl—Nz—(2-methoxybenzoyl)-L-lysyl-gamma—D-
—glutamyl]-octahydro-1H-indol-2—carboxylsyre.
(2) I 10 ml ethanol oplgses 1,0 g (ZS,3aS,7aS)-l-[N6—
—benzyloxycarbonyl—Nz-(2—methoxybenzoyl)-L—lysyl-gamma—D-
—glutamyl]—octahydro-lH-indol-Z-carboxylsyre, og der til-
settes 1,18 g cyclohexen og 0,2 g 10%'s palladium-carbon.
Blandingen omrgres ved 60°C i 2 timer. Katalysatoren fjer-
nes ved filtrering, og moderluden koncentreres til terhed
under formindsket tryk. Remanensen underkastes "CHP20P"-
spjlechromatografi (0% — 50% acetonitril/vand-gradient).
Fraktioner indeholdende det ¢gnskede produkt koncentreres
under formindsket tryk. Remanensen lyofiliseres, hvorved
fds 0,34 g af den ¢nskede forbindelse.

(a1 2%: -14,9° (,0).

Elementaranalyse for CZBH4ON4O8'2H20:

cs H N%
Beregnet: 56,36 7,43 9,39
Fundet: 56,63 7,18 9,33.
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Eksempel 66-68
De fglgende forbindelser syntetiseres p& samme made

som i eksempel 65.
l—(N2—Cyclohexylcarbonyl—L-lysyl-gamma—D—glutamyl)—
-indolin-2(S)-carboxylsyre (eksempel 66).
Smeltepunkt: 207-212°C.
(«128: -90,3° (1N-NaoOH).

Elementaranalyse for C27H38N4O7-2H2O:

c H N%
Beregnet: 57,23 7,47 9,89
Fundet: 57,42 7,52 9,94.

(ZS,3aS,7aS)-l—[N2-(4-Phenylbenzoyl)-L-lysyl-gamma—
-D~glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre (eksempel
67).

[a]ész -11,6° (1N-NaOH).

Elementaranalyse for C33H42N4O7°l,5H20-0,5C4H8021

cs H% N
Beregnet: 62,02 7,29 8,27
Fundet: 61,98 7,15 8,35.

(2S,3aS,7aS)—l-[Nz—(4-Fluorbenzoyl)-L-lysyl—gamma—
-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre (eksempel
68) .

[a]égz -31,8° (1N-NaOH).
Elementaranalyse for C27H37N407F-2H20:
cs HY Ng F%
Beregnet: 55,47 7,07 9,58 3,25
Fundet: 55,59 7,36 9,46 3,03.

Eksempel 69

l—[NZ—(3,4—Methylendioxybenzyloxycarbony1)—L—lysyl—
-gamma-D-glutamyl]-indolin-2(S)-carboxylsyre.

2,5 g N2-Tert.butoxycarbonyl—NG-(3—nitro—2-pyridin—
sulfenyl)-L-lysin og 2,2 g ethyl—l—(Ol-ethyl-gamma—D—
-glutamyl)-indolin-2(S)-carboxylat oplgses i methylen-
chlorid, og der tilsettes 2,0 g l-ethyl-3-(3-dimethyl-
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aminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid. Blandingen omrg¢res
natten over ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen vaskes
successivt med mattet vandig natriumhydrogencarbonatoplgs-
ning, 5%'s vandig kaliumhydrogensulfatoplgsning og vandig
natriumchloridoplgsning, t@grres over vandfrit natriumsul-
fat og koncentreres til tgrhed under formindsket tryk.
Remanensen omkrystalliseres fra ethanol, hvorved fas 3,6 g
ethyl-l-[N2-tert.butoxycarbonyl-l—NG—(3-nitro—2-pyridin—
sulfenyl)-L-lysyl-Ol-ethyl-gamma—D—glutamyl]-indolin—Z(S)—
-carboxylat. [a]§7: -28,2° (dimethylformamid) .

3,5 g Af denne ester omrgres med 30 ml trifluor-
eddikesyre under isafkgling i 30 minutter. Trifluoreddike-
syren afdampes, og ethylacetat og 5%'s kaliumcarbonat sat-
tes til remanensen. Blandingen omrystes kraftigt. Det
organiske lag vaskes med vandig natriumchloridopl¢sning,
tgrres over vandfrit natriumsulfat og koncentreres under
formindsket tryk. Remanensen omkrystalliseres fra ether/-
ethanol, hvorved fds 2,6 g ethyl—l-[N6-(3-nitro-2-pyridin—
sulfenyl)-L-lysyl—O1—ethyl—gamma—D-glutamyl]-indolin-Z(S)-
-carboxylat. Smp. 95-102°C. [a]S7: -39,6o (dimethylform-
amid) .

En portion (1,0 g) af den fremkomne ester oplgses
i 30 ml methylenchlorid, der tilsattes 0,21 g N-methyl-
morpholin og 1,07 g N-(3,4-methylendioxybenzyloxycarbonyl-
oxy)-succinimid, og blandingen omrgres ved stuetemperatur
i 3 timer. Reaktionsblandingen vaskes successivt med mattet
vandig natriumhydrogencarbonatoplgsning, 5%'s vandig kalium-
hydrogensulfatoplgsning og vand, tg¢rres over vandfrit
natriumsulfat og koncentreres til tg¢rhed under formindsket
tryk. Remanensen omkrystalliseres fra ethanol/methanol,
hvorved fas 1,1 g ethyl-l—[N2-(3,4-methylendioxybenzyloxy—
carbonyl)-N6—(3-nitro-2—pyridinsulfenyl)-L-lysyl-ol—ethyl—
~gamma-D-glutamyl]-indolin-2(S)-carboxylat. Smp. 130-135°C.
[0137: -23,2O (dimethylformamid) .

En portion (1,0 g) af dette produkt oparbejdes som
i det andet trin af eksempel 63, hvorved fas 0,8 g 1-
—[N2—(3,4—methylendioxybenzyloxycarbonyl)—N6-(3-nitro—2—
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-pyridinsulfenyl)-L-lysyl-gamma-D-glutamyl] -indolin-2(S)-
-carboxylsyre. Smp. 100-110°c. [a]§7: -70,5° (1N-NaOH).

En portion (0,74 g) af produktet oplgses i 10 ml dioxan,

og 10 ml 0,5N saltsyre tils@ttes. Blandingen omrgres ved 45°¢
i 4 timer. Reaktionsblandingen neutraliseres og koncentre-
res, og remanensen ggres sur med 1N saltsyre og underkastes
"CHP20P"-s¢gjlechromatografi (0%.— 60% acetonitril/vand-
gradient) . Fraktioner indeholdende det ¢nskede produkt
koncentreres, og de udfzldede krystaller opsamles ved fil-
trering, hvorved fds 45 mg af den ¢nskede forbindelse.

Smeltepunkt: 198-202°C.

[2]37: -67,3° (1N-NaOH). _

Element®ranalyse for C,,H,,N,O -2H20:

2973474710
ct HE N%
Beregnet: 54,88 6,04 8,83
Fundet: 55,16 6,14 8,83.

Eksempel 70
(2s,3as,7aS)-1-[N-Benzyloxycarbonyl-S-(3-amino-

propyl)-L-cysteinyl-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H~indol~-
-2-carboxylsyre.

13 g L-Cysteinhydrochloridhydrat oplgses i en blan-
ding af 100 ml ethanol og 50 ml vand, og der tilsattes
2N-NaOH. Medens oplgsningen holdes ved en pH-verdi pa 10,
tilsattes 16 g 3-(tert.butoxycarbonylamino)-propylbromid.
Blandingen omrgres ved stuetemperatur i 4 timer. Efter
neutralisering koncentreres reaktionsblandingen til tgr-
hed under formindsket tryk. Remanensen oplgses i 15%'s
vandig ammoniak og underkastes "CHP20P"-s¢gjlechromatografi
(0% — 30% acetonitril/vand-gradient). Fraktioner indehold-
ende det ¢gnskede produkt koncentreres under formindsket
tryk. De udfzldede krystaller opsamles ved filtrering,
hvorved fas 10,3 g S-(3-tert.butoxycarbonylaminopropyl)-
-L-cystein. Smp. 193°% (sgnderdeling). En portion (3,0 g)
af produktet oplgses i en vand/THF-oplgsning indeholdende
3,0 g kaliumcarbonat, og med kraftig omrgring tilsattes
2,76 g benzyloxycarbonylchlorid. Blandingen omrgres ved
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stuetemperatur i 3 timer. Reaktionsblandingen vaskes med
ether, ggres sur med 10%'s citronsyre og ekstraheres med
chloroform. Det organiske lag tgrres over vandfrit natrium-
sulfat og koncentreres under formindsket tryk, hvorved fés
2,8 g N-benzyloxycarbonyl-S-(3-tert.butoxycarbonylamino-
propyl)-L-cystein som en olie. Dicyclohexylaminsaltet af
denne forbindelse har et smeltepunkt pa 125-127°C. En por-
tion (1,76 g) af det olieagtige produkt oplgses i 20 ml
acetonitril, og 0,43 g N-hydroxysuccinimid og 0,77 g N,N-
-dicyclohexylcarbodiimid sattes til oplgsningen. Blandin-
gen omrgres i 2 timer. Bundfaldet fjernes ved filtrering,
og chloroform sattes til moderluden. Blandingen vaskes
successivt med mettet vandig natriumhydrogencarbonatoplgs-
ning og vandig natriumchloridoplg¢sning, t¢rres over vand-
frit natriumsulfat og koncentreres til tgrhed under for-
mindsket tryk, hvorved fas 2,2 g af et pulver. 0,6 g Na-
triumhydrogencarbonat og 1,07 g (2S,3aS,7aS)-1-(gamma-D-
-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre oplgses i en
blanding af 24 ml THF og 12 ml vand, og 2,2 g af det oven-
navnte pulver sattes til oplgsningen. Blandingen omrgres
ved stuetemperatur i 3 timer. Reaktionsblandingen neutra-
liseres og koncentreres under formindsket tryk. Remanensen
ggres sur med 5%'s vandig kaliumhydrogensulfatoplgsning og
underkastes "“"CHP20P"-sg¢gjlechromatografi (30% — 70% acetoni-
tril/vand-gradient). Fraktioner indeholdende det g¢gnskede
produkt koncentreres under formindsket tryk, hvorved fés
0,6 g (25,3aS,7aS)~-1-[N-benzyloxycarbonyl-S-(3-tert.butoxy-
carbonylaminopropyl)-L-cysteinyl-gamma-D-glutamyl]-octa-
hydro-1H-indol-2-carboxylsyre. En portion (0,58 g) af dette
produkt oparbejdes som i det fjerde trin af eksempel 22,
hvorved f&s 0,33 g af den ¢gnskede forbindelse.

(a12’: -26,7° (1,0).

Elementaranalyse for C28H40N4OBS-1H20:

cs H$ N% s3%

Beregnet: 55,07 6,93 9,17 5,25
Fundet: 55,00 6,78 9,16 5,47.
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Eksempel 71
(2s,3aS,7as)-1-[N-Benzyloxycarbonyl-S- (3-aminopropyl) -

-L-cysteinyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-car-
boxylsyresulfoxid.

0,5 g (2S,3asS,7aS)-1-[N-Benzyloxycarbonyl-S-(3-
-tert.butoxycarbonylaminopropyl)-L-cysteinyl-gamma-D-gluta-
myl] -octahydro-1lH-indol-2-carboxylsyre (se eksempel 75)
oplgses i methylenchlorid, og der tilsattes 0,16 g m-
-chlorperbenzoesyre. Blandingen omrgres ved stuetemperatur
i 1 time. Reaktionsblandingen koncentreres til tgrhed under
formindsket tryk. Remanensen underkastes "CHP20P"-sg¢jle-
chromatografi (30% —» 70% acetonitril/vand-gradient). Frak-
tioner indeholdende det ¢nskede produkt koncentreres til
tgrhed under formindsket tryk, hvorved fas 0,33 g af en
remanens. Remanensen oparbejdes som i det fjerde trin af
eksempel 22, hvorved fas 0,23 g af den ¢gnskede forbindelse.

la12?: -28,0° (1N-NaoH).

Element®ranalyse for C,gH N4OBS-2H20:

28740
cs H Ng s
Beregnet: 52,16 6,88 8,69 4,97
Fundet: 52,29 6,97 8,82 4,65,

Eksempel 72
(25,3aS,7aS)-1-[N-Benzyloxycarbonyl-S- (2-amino-

ethyl)-L-cysteinyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-
-2-carboxylsyresulfoxid.
Den gnskede forbindelse syntetiseres pd samme made
som i eksempel 71.
28 o
[o.]D : -34,0" (1N-NaOH).
Element®ranalyse for C,.H,, N O S-lHZO:

277387479
cs HE N s%
Beregnet: 52,93 6,58 9,14 5,23
Fundet: 52,60 6,61 9,29 5,52.
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Eksempel 73
Ethyl-l—(N2—benzyloxycarbonyl—L—lysyl—gamma-D—

-glutamyl)-indolin-2(S)-carboxylat.

11,6 g Ethyl-indolin-2(S)-carboxylat-hydrochlorid,
5,2 g triethylamin og 19 g a-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-D-
~glutamat oplgses i 150 ml methylenchlorid, og der tilsat-
tes 15,6 g vandoplgseligt carbodiimid-hydrochlorid. Blan-
dingen omrgres natten over ved stuetemperatur. Reaktions-
oplgsningen vaskes successivt med 10%'s saltsyre, vandig
natriumhydrogencarbonatoplgsning og vandig natriumchlorid-
oplgsning og tgrres. Oplgsningsmidlet afdampes, og remanen-
sen omkrystalliseres fra ethanol/ether, hvorved fas 16,0
g ethyl—l—(N-benzyloxycarbonyl-0l-benzyl-gamma—D-glutamyl)—
-indolin-2(S)-carboxylat (smp. 114-116°C) .

En portion (5,0 g) af denne ester suspenderes i en
blanding af 100 ml methanol og 30 ml vand, og 5 ml eddike-
syre, 4,6 g ammoniumformiat og 0,5 g 10%'s palladium-carbon
s@ttes til suspensionen. Blandingen omrgres ved 50°C i
1 time. Katalysatoren fjernes ved filtrering. Moderluden
indstilles til en pH-verdi pd 7 og koncentreres. Den til-
bagevarende oplgsning afkgles. De udfazldede krystaller

opsamles ved filtrering og omkrystalliseres fra ethanol/-

vand- (1:1), hvorved f&s 2,2 g ethyl-1-(gamma-D-glutamyl)-indolin-

~2(S)-carboxylat (smp. 197-2000C, sgnderdeling). En por-
tion (2,0 g) af denne ester og 0,66 g natriumcarbonat op-
lgses i 25 ml vand, og der tilsattes en oplgsning af 3,3 g
N2-benzyloxycarbonyl—NG—tert.butoxycarbonyl—L—lysin—N-
-hydroxysuccinimidester i 25 ml THF. Blandingen omrgres
natten over ved stuetemperatur. Tetrahydrofuranet afdampes,
og der tilsattes 5%'s vandig kaliumhydrogensulfatoplgs-
ning. De udfzldede krystaller opsamles ved filtrering og
omkrystalliseres fra ethanol/ether, hvorved f&s 3,3 g ethyl-
-l—(N2-benzyloxycarbonyl-N6—tert.butoxycarbonyl—L—lysyl—
-gamma-D-glutamyl)-indolin-2(S)-carboxylat. En portion
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(0,7 g) af denne ester omrgres med 10 ml trifluoreddike-
syre under isafke¢ling i 20 minutter. Reaktionsblandingen
koncentreres til t¢rhed under formindsket tryk, og remanen-
sen underkastes "CHP20P"-sgjlechromatografi (0% — 50%
acetonitril/vand-gradient). Fraktioner indeholdende det
gnskede produkt koncentreres, og de udfzldede krystaller
opsamles ved filtrering, hvorved fas 0,34 g af den ¢gnskede
forbindelse.

Smeltepunkt: 188-191°C.

(@) 2%: -63,9° (omF).

Elementaranalyse for C30H38N408~1,75H20:

ct HY NS
Beregnet: 58,67 6,81 9,12
Fundet: 58,71 6,84 9,40.

Eksempel 74

Den fglgende forbindelse syntetiseret pd samme made
som i eksempel 73.

Ethyl—(ZS,3aS,7aS)—l—(N2~benzyloxycarbonyl—L-lysyl—
-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-2-carboxylat.

Elementa®ranalyse for C30H44N408'l,75H20:

cs H Ng
Beregnet: 58,10 7,72 9,03
Fundet: 58,07 7,49 8,98.

Eksempel 75
1—(N2-Benzy1oxycarbonyl-L-lysyl-Ol-ethyl-gamma—

-D-glutamyl)-indolin-2(S)-carboxylsyre.

4,3 g Vandoplgseligt carbodiimid-hydrochlorid, 4,0
g l-benzyloxycarbonyl-indolin-2(S)-carboxylsyre, 1,2 g
tert.butanol og 1,05 g 4-dimethylaminopyridin omrgres i
methylenchlorid under isafk¢ling i 2 timer og derpa ved
stuetemperatur natten over. Reaktionsblandingen vaskes
successivt med 10%'s citronsyre, vandig natriumhydrogen-

carbonatoplgsning og vandig natriumchloridoplg¢sning og
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tgrres. Oplgsningsmidlet afdampes, Og remanensen renses
ves silicagels¢jlechromatografi, hvorved féas 4,4 g
tert.butyl—l—benzyloxycarbonyl-indolin—2(S)-carboxylat
som en olie. Den fremkomne ester (4,0 g) oplgses i en
blanding af tert.butanol, dioxan og methanol, og der til-
settes 5,7 g ammoniumformiat og 0,5 g 10%'s palladium~car-
bon. Blandingen omrgres i 6 timer ved stuetemperatur.
Katalysatoren fjernes ved filtrering, og oplgsningsmidlet
afdampes. Vandig natriumhydrogencarbonatoplgsning sattes
til remanensen, og blandingen ekstraheres med ethylacetat.
Det organiske lag vaskes med vandig natriumchloridoplgs-~
ning og tgrres. Oplgsningsmidlet afdampes. Remanensen
blandes med 1,3 g oxalsyre og omkrystalliseres fra ether/-
isopropanol, hvorved f&s 3,9 g tert.butyl-indolin-2(S)-
-carboxylat-oxalat (smp. 123—125°C). En methylenchlorid-
oplgsning af 2,6 g tert.butyl-indolin-2(S)~-carboxylat,
3,7 g a-ethyl-N-benzyloxycarbonyl-D-glutamat og 3,8 g
vandoplgseligt carbodiimid-hydrochlorid omrgres ved stue-
temperatur i 4 timer. Reaktionsblandingen vaskes succes-
sivt med vandig natriumhydrogencarbonatoplgsning, 5%'s
vandig kaliumhydrogensulfatoplgsning og tgrres. Oplgs-—-
ningsmidlet afdampes, og remanensen omkrystalliseres fra
n-hexan/ethanol, hvorved f&s 4,0 g tert.butyl-1- (N-ben-
zyloxycarbonyl-ol—ethyl-gamma—D-glutamyl)—indolin—2(S)—
-carboxylat. Dette produkt oplgses i ethanol, og der
tilsettes 2,6 g ammoniumformiat og 1,0 g 10%'s palladium-
carbon. Blandingen omrgres ved stuetemperatur i 6 timer.
Katalysatoren fjernes ved filtrering, og oplgsningsmidlet
afdampes. Remanensen blandes med vandig natriumhydrogen-
carbonatoplgsning og ekstraheres med ethylacetat. Det
organiske lag vaskes med vand og tg¢rres. Oplgsningsmidlet
afdampes, hvorved f&s 2,6 g af et olieagtigt materiale.
En portion (2,4 g) af det olieagtige materiale, 2,67 g
N2-benzyloxycarbonyl-N6-tert.butoxycarbonyl—L—lysin og
2,08 g vandoplgseligt carbodiimid-hydrochlorid omrgres i
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methylenchlorid i 2 timer. Reaktionsblandingen vaskes
successivt med vandig natriumhydrogencarbonatoplg¢sning og
5%'s vandig kaliumhydrogensulfatoplgsning og tg¢rres. Op-
lgsningsmidlet afdampes, hvorved f&s 4,7 g af et glasagtigt
materiale. En portion (0,7 g) af det glasagtige materiale
omrgres med 10 ml trifluoreddikesyre under isafkg¢ling i
10 minutter. Blandingen koncentreres til tgrhed under for-
mindsket tryk, og remanensen underkastes "CHP20P"-s¢jle-
chromatografi. Fraktioner indeholdende det ¢nskede produkt
koncentreres, hvorved fds 0,24 g af den ¢gnskede forbindelse.

Smeltepunkt: 207-212°C.

[a12%: -3,2° (omF).

Element@®ranalyse for C30H38N408'0,75H20:

cs HY N%
Beregnet: 60,44 6,68 9,40
Fundet: 60,63 6,54 9,43.

Eksempel 76

Pr. 1.000

tabletter
(2S,3aS,7aS)—l—(Nz—Nicotinoyl—L—lysyl—
-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-
-2-carboxylsyre ........ teseeccsenaaseeananns 25 g
Majsstivelse ....eeeeeeenn eeececccctescancne 28 g
Lactose ciieeceiecccens ceescescsssssesserenan 60 g
Mikrokrystallinsk cellulose ........ccc0vve.. 30 g
HydroxypropylcelluloSe .....cceieecececcccess 5g
Let vandfri kiselsyre ........ ceveens ceeceee g
Magnesiumstearat ....... ceeessesssassenan . e lg

De ovennavnte bestanddele blendes, granuleres og
komprimeres til 1.000 tabletter, som hver vejer 150 mg,
ved en ga&ngs metode. Tabletterne overtrazkkes yderligere
med hydroxypropylmethylcellulose, talkum, titandioxid
og sorbitanfedtsyreester pd en gangs made. Der fis 1.000
overtrukne tabletter.
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Eksempel 77

Pr. 1.000

tabletter
(2S,3aS,7aS)-l-(NZ-Nicotinoyl—L-lysyl—
—-gamma-D-glutamyl)-octahydro-1H-indol-
—2-CarboOXylSYre .....ceieertcccecscnaasennens 100 g
Majsstivelse ......... Ce e e ceseeanasannnn cees 66 g
LACtOSEe tuvieeecceenscsosasosasssasancsnsnnnoneas 50 g
Mikrokrystallinsk cellulose .....ceeeeeeeenes 30 g
Let vandfri kiselsyre ......ccceeeeue.. ceean g
Magnesiumstearat .....cccececcencacs cecevene g

De ovennavnte bestanddele blendes, granuleres og

fyldes i 1.000 kapsler ved en gangs metode.

Eksempel 78

De samme procedurer som i eksempel 76 og 77 gentages,

bortset fra, at (ZS,3aS,7aS)-1—[N2—(4-hydroxybenzoyl)—L—
-lysyl-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre anvendes i stedet for (28,3aS,7aS)-l—(Nz—nicotinoyl)-
~L-lysyl-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre. Séledes fremstilles der henholdsvis tabletter og
kapsler.
De fg¢lgende forbindelser kan syntetiseres som i
de foregdende eksempler.
(28,3aS,7aS)-1—[N2-(4-Hydroxyphenylethoxycarbonyl)—
-L-lysyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol=-2-carboxyl-
syre (som i eksempel 21).
l-[N2-[(S—Hydroxypyridin-Z-yl)-methoxycarbonyl]—
-L-lysyl-gamma-D-glutamyl]-indolin-2(S)-carboxylsyre
(som i eksempel 33).
l—[Nz-[(S-Methoxypyridin-Z-yl)—methoxycarbonyl]-
-L-lysyl-gamma-D-glutamyl] -indolin-2(S)~-carboxylsyre

(som i eksempel 33).



10

15

20

25

30

DK 171402 B1

69

(25,3aS,7aS)-l—[Nz—[(3-Chlorpyridin-2—yl)-methoxy-
carbonyl]-L-lysyl-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-
-2-carboxylsyre (som i eksempel 22).

(2S,3aS,7asS)-1-[N-[(3-Methylpyridin-2-yl)-methoxy-
carbonyl]-L-lysyl-gamma-D-glutamyl] -~octahydro-1H-indol-
-2-carboxylsyre (som i eksempel 22).

(ZS,3aS,7aS)-1—[N2-(Cyclopentylcarbonyl)—L—lysyl-
-gamma-D-glutamyl]-octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(som i eksempel 17).

(2S,3aS,7aS)-L-[Nz—(4-iso-Propylbenzy1oxycarbony1)—
-L-lysyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre (som i eksempel 46).

1-[N2-(4-Dimethylaminobenzoyl)—L—lysyl—gamma—D-
-glutamyl] -indolin-2(S)-carboxylsyre (som i eksempel 46).

(2S,3aS,7aS) -1- [N2- [ (2-Methylpyridin-5-yl)-carbonyl] -
~L-lysyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre (som i eksempel 14) .

(28,3aS,7aS) -1-[N2~[ (2-Hydroxypyridin-5-yl)-car-
bonyl] -L-lysyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carb-
oxylsyre (som i eksempel 14).

(28,3aS,7aS)—1—[N2-[(2—Pyrrolidinylpyridin-5-yl)—carb-
onyl] -L-lysyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carb-
oxylsyre (som i eksempel 14).

(28,3aS,7aS)—1—[N2—[(2—Morpholinylpyridin—5-yl)—carb-
onyl-L-lysyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxyl-
syre (som i eksempel 14).

(2S,3aS,7aS)-1—[N2—[(2-Dimethylaminopyridin—s-yl)-L—
-lysyl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre
(som i eksempel 14).
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PATENTIE KRAYV

1. Tripeptidderivat med den almene formel

3I5NH

?4CH2 2
CH, COOR?
l._ _ _ -l - _ -l _
Rl ~W-CO-NH~CH-CO-NH-CH4CH,3-—CO B (1)

hvori

Rl betyder en Ci1-10-alkylgruppe, en C4._7-cycloalkyl- eller
Cg_7-cycloalkyl-lavere alkylgruppe, en phenyl- eller phen-
yl-lavere alkylgruppe, hvori benzenringen eventuelt kan

vere substitueret med 1-4 substituenter valgt blandt halogen,
lavere alkyl, lavere alkoxy, phenyl, methylendioxy, ethylen-
dioxy, amino, di-(lavere alkyl)-amino og hydroxy, en naphth-
yl- eller naphthyl-lavere alkylgruppe, hvori naphthalenrin-
gen eventuelt kan vazre substitueret med 1-3 substituenter
valgt blandt halogen, lavere alkyl, lavere alkoxy og hydroxy,
en heterocyclisk eller heterocyclisk-lavere alkylgruppe,
hvori den heterocycliske gruppe er en mattet eller umattet

5- eller é6-leddet ring indeholdende 1-3 heteroatomer valgt
blandt nitrogen-, oxygen- eller svovlatomer, og eventuelt
kan vare substitueret med 1-3 substituenter valgt blandt
halogen, lavere alkyl, lavere alkoxy, amino, di- (lavere
alkyl) -amino, hydroxy, oxo og en mattet 5- eller 6-leddet
nitrogenholdig heterocyclisk gruppe, og yderligere eventuelt
kan vare kondenseret til en benzenring, eller en imidazolyl-
vinylgruppe; R2 betyder et hydrogenatom, en C;q_;g-alkylgruppe
eller en benzylgruppe, R3 betyder en 2 (S) -carboxy-indolin-1-
yl- eller 2-carboxy-(2S,3aS,7aS)-octahydroindol-1-yl-gruppe,
W betyder en enkeltbinding eller -0O-,

T betyder en enkeltbinding, -S- eller -S-, og

@)
m er 2 eller 3, forudsat, at o-carbonatomet i den basiske

aminosyredel har L-konfiguration, medens a-carbonatomet i
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2 (S) -carboxylsyre eller et salt deraf.

7. Forbindelse ifelge krav 5, k ende t egnet
ved, at den er (28, 3a8,7aS) -1- (N2-nicotinoyl-L-lysyl-gamma-
-D-glutamyl) -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre eller 1-(N2-
-nicotinoyl-L-1lysyl-gamma-D-glutamyl) -indolin-2(S) -carboxyl-
syre eller et salt deraf.

8. Forbindelse ifelge krav 5, kende t egnet
ved, at den er (28,3aS,7aS)-1—[N2—(2- eller 4-hydroxy- eller
2- eller 4-Cq_3-alkoxy-substiuteret benzoyl) -L-lysyl-gamma-
-D-glutamyl) -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre eller 1- [N2-
-(2- eller 4-hydroxy- eller 2- eller 4-C;_j-alkoxysubstitue-
ret benzoyl)-L-lysyl-gamma-D-glutamyl]-indolin-2(S)-carboxyl-
syre, eller et salt deraf.

9. Forbindelse ifelge krav 8, k end et egnet
ved, at den er (2S,3a8,7aS) -1- [N2- (4-hydroxybenzoyl) -L-1lys-
yl-gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre eller
1- [N2- (4-hydroxybenzoyl) -L-1lysyl-gamma-D-glutamyl] -indolin-
-2(8) ~carboxylsyre eller et salt deraf.

10. Forbindelse ifelge krav 7, k end e t egnet
ved, at den er (28, 3aS, 7aS) -1- (N2-nicotinoyl-L-1lysyl-gamma-
-D-glutamyl) -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre eller dens
salt.

11. Forbindelse ifelge krav 9, kendet egnet
ved, at den er (2S,3a8,7aS) -1- [N2- (4-hydroxybenzoyl) -L-1ysyl-
gamma-D-glutamyl] -octahydro-1H-indol-2-carboxylsyre eller
dens salt.

12. Antihypertensivt middel, k ende t egnet
ved, at det omfatter et tripeptidderivat med formlen I eller
et farmaceutisk acceptabelt salt deraf ifelge krav 1.

13. Farmaceutisk prazparat, k end e t egnet
ved, at det omfatter et tripeptidderivat med formlen I eller
et farmaceutisk acceptabelt salt deraf ifelge krav 1 og et
farmaceutisk acceptabelt bzremateriale eller fortyndingsmid-
del.

14. Farmaceutisk prazparat, k ende t egnet

ved, at det omfatter et tripeptidderivat med formlen I eller
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et farmaceutisk acceptabelt salt deraf ifelge krav 1, et
diuretisk middel og et farmaceutisk acceptabelt bazremateriale
eller fortyndingsmiddel.

15. Fremgangsmdde til fremstilling af et tripeptid-
derivat ifelge krav 1, k end e t egnet ved

(a) omsaztning af en forbindelse med den almene formel

T<CH
'

CH
1 v 2
R™-W-CO-NH-CH-COOH (II)

.5
2+ NH-R

hvori R, W, T, m og konfigurationen ved a-carbonatomet i den
basiske aminosyredel har den samme betydning som i krav 1,

og R® betyder et hydrogenatom eller en aminobeskyttelsesgrup-
pe,

eller et reaktivt derivat ved carboxylgruppen, med en forbin-

delse med den almene formel

COOR?
1
3

hvori R2, R3 og konfigurationen ved a-carbonatomet i gluta-
minsyredelen har den samme betydning som i krav 1,
eller et syreadditionssalt deraf, eller

(b) omsztning af en forbindelse med den almene formel
R1-W-COOH (IV)
hvori Rl og W har den samme betydning som i krav 1,

eller et reaktivt derivat deraf ved carboxylgruppen, med en
forbindelse den almene formel

T%CH2¥——NH—RS

] m 2

CH, COOR

[} [}
HzN-ca-co-NH-CH+CH2+5—co—R3 (V)
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hvori R2, R3, T, m og konfigurationerne ved a-carbonatomerne
i den basiske aminosyredel og glutaminsyredelen har den
samme betydning som i krav 1, og R® har den ovennavnte be-
tydning,

eller et syreadditionssalt deraf, eller

(c) omsztning af en forbindelse med den almene formel

T+CH2+-—NH—R5
' m
CH, COOR

l )
R —W-CO—NH—CH-CO-NH-CH%CH2+§—COOH (VI)

2

hvori R1, R2, T, W, m og konfigurationerne ved «-carbonato-
merne i den basiske aminosyredel og glutaminsyredelen har
den samme betydning som i krav 1, og R> har den ovennavnte
betydning,

eller et reaktivt derivat deraf ved carboxylgruppen eller
et intramolekylart anhydrid deraf, med en forbindelse med

den almene formel
R3-H (VII)

hvori R3 har den ovennazvnte betydning,

eller et syreadditionssalt deraf,

og, om nedvendigt, fjernelse af beskyttelsesgruppen, som
kan forekomme i den dannede forbindelse, og/eller omdannelse
af forbindelsen til et salt.
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