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-Verfahren‘zur Synthese von Angiqtensin.l

; Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von

""Angiotensin I (ar 1),

Asp-Arg—Val-Tyr~I1e-Hiq-Pro—Phe-His-Leu Y
das sich fur den Binsatz in RIA-Kits eignets

'Einsatzgebiet der Erfindung ist die pharmazeutlsche Indu— -
, strie. :

4

Charakteristik der bekannten technlschen Lésun gen

- Die Herstellung von Angiotens1n I ist bereits mehrfach be-

gohrieben worden. Zum Elnsatz gelangten sowohl Festphasen—,l‘:

 ‘methoden (M. Co Khosla et ale, Meds Chemistry 20, (2) 315 o
- (1977)) als auch klassische Verfahren in Lésung (H. Aoyagi),
Bulle Chem. Soce Japan 41, 433 (1968)). H._Aoyagi syntheti-

sierte AT I aus zwel Praguenten 5 + 5, wobel zur Kondensa-
tion beider Fragmente die Azidmethode eingesetzt wurdee -
Beide Histidinreste wurden durch Benzylgruppen in der Imid- .

\ azolqeitenkette geschﬁtzt.

.fBeiden Verfahren wohnen eine Reihe von Nachteilen inne, die
" einen Einsatz fiir industrielle Synthesennicht vorteilhaft .
v ‘erscheinen lassen (aufwendige Reinigung und oftmals schwie— X
rige Reaktionsfuhrung).

2iel: der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein Dekapeptid der Formel 1 zu

synthetisieren, das fiir den Einsatz in der RIArTechnik ge— -.

, eignet ist, das eine hohe Reinheit besitzt und dessen Syn- .
'  these die Nachteilg der angefﬁhrten.Verfahren,Vermeidet.‘vr.



';:Darlegung des Wesens der Erfind;dg , _
f,'Der Erfindung 1iegt die Aufgabe zugrunde, ein vortellhaftes
“Verfahren zur Herstellung von Angiotensin I zu entwickeln.
Die Aufgabe wurde dadurch gelbst, daﬁ Anglotensin I aus .

aved Fraguenten 1 - 4 und 5= 10 nach folgenden Schema -
aufgebaut wurde.gl: _;~; o »
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 'v'_Das N—terminale Tetrapeptid wird dabei stufenweise, das
 C-terminale Hexapeptid durch Kombination der Fragmente 5 - 6,

't:7 - 8und 9 - 10 synthetis1ert. Dabei wird das C-terminale
Dipeptid erfindungsgemaﬂ durch Aktivesterkupplung von BocQ-
His—ONp an Leucin—p—nitrobenzylester (hergestellt nach Mc

- Laren, Austre Je Chems 31, (1978) 1865) in guten Ausbeuten

“erhaltens Nach Abspaltung der Boc~Schutzgruppen wird das
;‘Dipeptid entweder mittels Komplex "Fr (J, Kovacs und Le Kis—
| faludy Je Amere Cheme Soc. 8iy (1967) 183) oder unter Ver-
‘:wendung von DCCI/HONB mit dem Dipeptid Boc-Pro~Phe~0H zum .

,,;5  Tetrapeptid Boc-Pro—Phe-His-LeuFONb umgesetzts, Die Boc—Grup—
R penabspaltung mit HCI in Eisessig ergab das diinnschicht-

) .chromatographisch einheitliche Tetrapeptiddihydrochlorid,
'.das anschlieBend mit Boc-Ile-Hls-OH durch Anwendung von

R DCCI/HONB zum Hexapeptid verlﬂngert wurdes Zur Kondensationi’

o der beiden. Hauptfragmente ZuAsp-Arg(Noz)-Val—Tyr—OH und He

= Ile-H;s—ProPhe-His-Leu—ONb wird Dicyclohexylecarbodiimid

(pee1) und N;Hydroxynorbornendicarboximid (HONB) im Ver-
hiltnis 1 ¢ 3 angewandt, um die Racemisierung mdglichst ge~
~<‘ring zu halten. Durch die Wahl der Schutzgruppen, N-termi-

- nal Benzyloxycarbonyl, C—terminal p—Nitrobenzylester und

.- Nitro- fur die Argininseitenkette wird eine problemlose 4b-
~ spaltung aller Schutzgruppen ermbglicht. Das so erhaltene |

: Rohprodukt besitzt bereits einen ‘hohen Reinheitsgrad und
'5‘kann durch Chromatographle an Garboxylmethyl—Cellulose wei-‘
~ ter gereinigt werden. o : C
o Im folgenden wird das erfindungsgemaﬁe Verfahren an Beispie-
len erlautert' ' ' -

\ Ausfuhrungsbeispiele -

o v,Beispiel 1: . ‘ 1 KR

BOCaHis-Leu~0Nb o | (MG 603 658) »
2,47 g H=Leu-~ONb- HCl (8 mMol) werden in 15 ml DMF gelost, es
werden 0, u ml NMM addiert und auf +5 ¢ abgekithlt, Danach
gibt man 3 9 g BOC His—ONp dazu und rithrt ﬁber Nachto
Aufarbeltung. - v _
Das DMF wird abrotiert und das Gl in 30 ml Esszgester auf—

genommen. D1e organische Phase wird bis zur Entfarbung mit .



géséttigter“Nazcoé-Lasung;ausgésohattelt. Danach wird mit
NaCl/H 0 2x gewaschen und die organische Phase iiber MgSO4 |
‘getrocknet. Essigester wird abrotiert ‘und der verbleiben—
de 6lige Riickstand - mehrfach mit: Hexan verrieben. Das- halb- ‘
feste Produkt wird mit wenig Ather versetzt und das weiﬁe .
’-gelartige Produkt mit Hexan verrieben. I
Fpe: 92 - 94 oC o weiﬁes Pulver éoc7 == 7, 59 0
Ausbeute. 4 g= 83 % ¢ = 1 Methanol

. Beispiel 2-

BOC-Pro-Phe—His-Leu—ONb (MG. 747 858) |
1,73 & (4,78 miol) BOC-Pro-Phe-OH wurden in 15 ml THF ge-',
16st, 8,88 g (4,9 mMol) HONB hinzugegeben, auf 0 bis -5 °C
~ gekiihlt, 1,1 g (5,39 mMol) DCCI addiert und 45 Min. in der

- K&lte und 30 Min, bei Raumtemperatur geriihrt,- Der ausgefal- -

lene Dicyclohexylharnutoff wurde abgetrennt, mehrfach mit :
- THF gewaschen und das mit den Waschlosungen vereinigte
‘F11trat am Rotationsverdampfer eingeengt. Das entstandene »
gelbliche 01 wurde in 10 ml DMF aufgenommen und mit in
f15 ml DMF gelostem 2,19 g (4,59 mMol) H-His-Leu~ONb aus’

dem Dihydrochlorid'- mit 1,51 ml (13,6 mMol) N-Methyl- .
'morpholin freigesetzt - versetzt. Die. Reaktionszeit betrug ; 
15 Stde bel Raumtemperatur. Die Reaktionslosung wurde '
filtriert und eingeengt. Das entstandene 01 wurde in Essig—
ester aufgenommen ‘und nacheinander mit Natriumhydrogen-
}‘carbonat NaCl-geséttigter KHSO4-Losung und NaCl—geshttig— a
tem Wasser ausgeschﬁttelt. Die Essigesterphase wurde tiber
Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und das verbliebene
01 mit Hexan fest,gerieben.

Ausbeute: 3 & 88 2 % _ N :

Fp.: 129 - 32 °¢ T &

2 = - 38,06
(e

ty, MF)

1l

1]

DC: (A) S 3 einheitlich RF-
SBN~»RF~- 0,71 B
- BAW: Ry = 0, 66 einheitlich
Beispiel 3: - R . ‘
BOC-Ile-His—Pro-Phe-His—Leu—ONb (MG. 998 12&)
530 mg (1 5 mMol) BOC—Ile-His—OH und 225 mg (1, 65 mMol)

= 0,71 ’b.



6.
HONB wurden in 10 ml THF geldst, suf - 5 °C geliinlt, mit
309 mg (1,5 mMol) DOCI versetzt und 45 Min, bei dieser Tem-
peratur nachgerdhrt. Nach den Abtrennen und wmehrmaligem
‘ Waschen des Harnstoffs wurden die mit dem Filtrat vereinigten
’Waschlosungen eingeengt und das verbleibende 01 in 10 ml
“DUF aufgenommen und mit 872 mg (1,35 mMol) H-Pro-Phe-His~
'Leu—ONb x 2HC1 versetzt und 0 45 ml (4 mMol) N-llethylmor-
‘pholin addiert. Nach 18 Std,.: Rﬁhren bei Raumtemperatur Wur=
de die Reaktionslosung am Rotationsverdampfer eingeengt,
 das verbleibende 01 4in Chloroform aufgenommen und nachein-
ander mit NaCl-gesdttigter KHS0 -, NaHCOB-Losung und NaCl-
gesattigtem Wasser ausgeschuttelt. Nach dem Trocknen aber
Mgsoa wurde eingeengt und das verbleibende 01 mit Hexan
‘ﬁﬂ@ﬁwm.. - s '
.Rohausbeute. 1,09 g(74 %) :
Fp.: 160 - 63 °c S [cxd7 = - 47,58
vDie Substanz zeigte im D¢ (B) neben einem krdftigen Haupt—“'
:;! fleck noch zwel Nebenflecken. S

-Belsgiel 43
Ile~His~Pro~Phe~His-Leu—ONb x 2HCL (MG. 1007,405)

889 mg (0,89 mdol). BOC-Hexapeptid ‘wurden in 10 ml’ 3 N HC1/
" AcOH geldst und AO Min, gerﬁhrt. Nach 35 Mine war die BOC~
. Abspaltung laut DC in S 3 vollstandig. Die Reaktionslosung
wurde in 40 ml Ether gegossen, der ausgefallene flockige
_'Niederschlag abgetrennt und mehrfach auf der Fritte mit '
' Ether verriebene Nach kurzer Lufttrocknung prfolgte die Ent~ ,
'ffennung des restl. Losungsmittels uber KOH Ue P2 5 im Vakuumo

Ausbeute. 760 wg(84 % ) , o o L
Fpe: 168 -70° A‘¢1x$7 35 = = 35,03 (c = 1,

o _: S " MeOH)

-~ DC: (33) BAW Rﬁ = 0,64

'Beispiel 5. SR : :

xZ—Asp(Ole)-Arg(NOa)-Val—Tyr~OH (MG. 820,83) .

1543 & (4 miol) Z-Asp(0Bzl)-OH werden in 15 ml THF gelost,
-mit 920 mg (5 mMol) Pentafluorphenol versetzt und auf - 5°¢C

gekuhlt. Nach der Zugabe von 825 mg (4 mMol) DCCI wurde




B 30 Min. bei dieser Temperatur und 20 Min. vei Raumtempera—

o tur nachgeruhrt. Der gebildete Harnstoff wird abgetrennt,

‘.1gewaschen, die Waschlﬁsungen mit dem Filtrat vereinigh und -

eingeengt. Das entstandene 01 wurde in 20 ml DMF aufgenom-

men und mit 2,75 & (5 mMol) HhArg(NO )-Val-Tyr-OH x 1,16
HBr in 10 ml DHF unter Zusatz von 1,35 ml (2,2 mMol) N-

| "'Methylmorpholin versetzt und 5 Std. ‘bei Raumtemperatur ge-"

riihrte (Der pH-Wert muB bel pH 7 = 8 liegen). Die Lbsung

| ”wird filtriert und bis auf cae V3 des ursprﬁnglichen Vo-

| lumens eingeengt und in eiskalte 1 N HC1 (NaCl geséttigt) :
getropft. Der entstandene ‘weiBe Niederschlag wird abge~
trennt, mehrfach mit Wasser. gewaschen, an der Luft und an-
.schlieﬁend im Vakuum uber KOH und. P2 5 getrocknet.

Ausbeute: 3, 09 g(94 %) O
' DC: (4) einheitlich in S_3_ . [F;7 %, == 3y 74

Beispiel 63 - : - S
‘Z-Asp(Ole)~Arg(N0£LVal—Tyr—Ile—His—Pro—Phe—Hls-Leu—ONb .
(MG 1700,895) _ . o

780 mg (0,95 mMol) Z-Asp(Ole)-Arg(NOz)-Val-Tyr—OH und 292
- mg (1,35 mMol) HONB in 5 ml DMF gelSst, auf - 5 °c gekuhlt '
~und 247 mg (1 2 mMol) DCCI addiert, AnschlieBend wurde auf
Reumtemperatur erwdrmt und 4 Stde nachgeriihrte Dann wurden
'850 mg (O, 84 mMol) H—Ile—His~Pro-Phe—His-LeuPONb X 3H01 und :
0,36 ml (3,36 mMol) N-Methylmorpholin in 5 ml DMF hinzuge— |
fiigt und Uber Nacht gerithrte Die Losung wurde am Rotations—
verdampfer etwas. eingeengt und in EsSlgester gegossen, der
ausgefallene Feststoff abgetrennt und mit K2003-Ldsung ge-
waschen, Der etwas schmierige Feststoff wurde aus Ethanol
| umkristallisiert. - |

' Ausbeu’ce. 1 22 g (86 %)

Fpe: 163 - 65 °C

Fpe: 178 = 80 9¢ " (aach Umkristallisation)

DC: (A) vor der Umkristallisation aus Ethanol
BAW Py RF 0 81' einheitlich '



i
i

BAW * RF- 0, 51 Hauptfleck, .='b 8 ~*Nebenf1eck
SBN Ry =0, 56 Hauptfleck, R ";“ 0,32 = Nebenfleck
Anfarbung mit Pauly-Reagenz und oM '

Ausbeute nach Umkrlstallisation. 1 07 g (75 %)

Beispiel 7: '
H—Asp—Arg—Val—Tyr—Ile-His-Pro-Phe—His—LeUrOH X X HOAc x
b H 0 (MG.\1296 97)

‘tl

'.760 mg (0,45 mMol) geschﬁtztes Dekapeptid wurde in 10 ml Hy-
- drierldsung (MeOH/AcOH/HZO, 3:3:1) gelbst, mit 135mg frisch
: 'hergestelltem Pd-schwarz-Katalysator versetzt und unter dem
1;_ Wasserstoffstrom geriihrt (Verhéltnis Sehutzgruppen i Kataly-
| satormenge 100 mg/mMol). Nach 24 Std. wurde der Katalysator:
abzentrifugiert und die Reaktionslosung weltere 21 ‘Stde mit

 2: frischem Katalysator hydriert. Nach Abtrennen des Katalysa-

tors Wurde die Ldsung eingeengt und der 6lige Rest mit Etha~
_nol festgerieben und aus Methanol umkristallisiert.

;'_Ausbeute. 401 mg (70 %)
',DC' (A) SBN Ry = 0,24 Hauptheck, |
B R F = 0,32 und 0,36 zwe1 schwache Neben-
S ‘flecken o
 BAW Py  >RF = 0,76 keine Nebenflecken

Beispiel 8. : :
| Durchfuhrung der Chromatographie : -
Cae 1 g Rohprodukt wurden in 5 ml Startpuffer gelost und un-
"1bsllche Bestandteile abzentrifugiert. Nach dem Auftragen wird
mit einem linearen Gradienten von 04,01 bis 0,1 N NHAOAO bei
'pH 6 eluiert. Substanz wurde beil elner Ionenstdrke von cae
0,08 N NHAOAC eluiert. Die Extinktion des Eluats wird bei
252 nm iiber einen Uvicord II- verfolgt. Die entsprechenden
Fraktionen wurden ﬁber DC kontrolliert und selektiert, Nach
_zweimaliger Lyophillsierung (zur vollstandigen Entfernung des
NH OAc) wurden aus verschiedenen Ans#tzen 500 bis 700 mg AT I
' isolierta Es wurde eine Séule 2,8 x 40 cm benutzte. Die Laufgem
schwindigkeit betrug 50 ml/he : |

| Rechromatographische Kontrolle an e (250 mg) ergab elnen

'einheitlichen symmetrischen peak und 230 mg AT I. S
A : . . , 9 .



gbubstanacharakteristik. , SN o
H-Asp-Arg-Val—Tyr—Ile-Hle~Pro-Phe—His—Leu . X CHBCOOH *

Y HO

X = ome 2 , =5 =8

Molmasse 1296,97 fiir 100%iges Peptid |
weiBes: Lyophilisat, geruchlos, 1eicht loslich in Wasser,
eine 0,1 m Lbsung ist farblos B : : ‘
Schmelzbereich 248 - 258 °¢ '{‘ R |
Optische Drehung (%7 } 23 :_-=_‘4-6”,6 © ¢ = 1.4n 0,05 Bssig~
' o ' ‘séure

"DS—Chromatdgraphié einheitlich in
SBN R = 0,2 = 0,3
- BAW Py Rf = O 9l = 0 )8 ’
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 ‘Verwendete Abkurzungen

IR S
CoooBaW
" Boc/BOC

e

¢ DI
- DuF
- HONB
gy

-0Nb

- ONp
THF

Angiotensin I

”'Butanol/Eisessig/Wasser
'tert.-Butyloxycarbonyl

., CarbOXymethylcellulose

~ Dicyclohexyloarbodiimid
" _Dimethylformamid |

A _N-ﬂydroxy—S—norbornend1carboximid
" N-Methylmorpholin |
- Nitrobenzylester
f”_Nitropﬁenylestef :
‘Petrahydrofuran -
‘sek, Butanol/3 %'Ammoniak
' Benzyloxycarbonyl ‘



‘1.

S

_Erflndungsansgrudh

Verfahren zur Herstellung von Angioten81n I /1/, dadurch'.
gekennzelchnet daB man. das N-terminale Tetrapeptld Asp~

‘-Arg-Val-Tyr mit dem Hexapeptid Ile-Hls-Pro-Phe-His-Leu ‘
' konden31ert. R

Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-Hls-Pro-Phe-His-Leu /1/

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzelchnet daB als .
Tetrapeptld des Z-Asp(Ole)-Arg(NO )=-Val- Tyr—OH und als

. Hexapeptid das H-Ile-His—Pro-Phe-Hls-Leu—ONb elngesetzt

wird. ‘ PR . : ., . . S

'Verfahren nach Punkt 1 und 2 dadurch gekennzelchnet daﬁ‘.
' ein Hexapeptld Verwendung findet, das durch Kombination ,

der Fragmente His-Leu, ‘Pro-Phe und Ile-His dergestalt

‘gynthetisiert wird, daB8 H-His-Leu-ONb und Boc-Pro-Phe-
 0H zum‘Boc-Pro—Phe-His4Leu-0Nb umgesetzt werden und da-

raus nach Abspaltung der Boc-Gruppe das. C-terminale Hexa-
peptid durch: Verknupfen mit Boc—Ile-Hls OH gewonnen w1rd.

'Verfahfen néch‘Punkt 3, dadurch'gekennzeichnet' das éin'

- C-terminales Dipeptid Hls-Leu Verwendung findet, das aus

5

Bocz-Hls-ONp und Leu01n-p-n1trobenzylester, vorzugswelse

durch Aktivesterkupplung, gebildet wird.

Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da8"
die Fragmente 1 - 4 und 5 - 10 unter Verwendung von Di-

" cyclohexylcarbodiimid und N-Hydroxynorbornendicarboximid
- im Verh&ltnis 1 : 3 kondensiert und danach die Schutz-

gruppen abgespalten werden.
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