DEUTSCHE DEMOKRATISCHE REPUBLIK
AMT FOR ERFINDUNGS- UMD PATENTWESEN

PATENTSCHE UFT 140 877

Wirtschaftspatent - .
. Erteilt gemé8 § 5 Absatz 1 des Anderungsgesetzes zum Pstentgesetz
a3,
In der vom Anmelder eingereichten Fassung verdffentlicht

int.C1.3
(11). 140 877 - - (44) 02.04.80 3(51) Cc 07 C 103/52

(21) WP C 07 C / 209 863 (22) 18.12,78

(71) Akademie der Wissenschaften der DDR, Institut fiir
Wirkstofforschung, Berlin, DD

(72) Henklein, Peter, Dr. Dipl.=-Chem.; Niedrich, Hartmut, Prof.
Dr. Dipl.-Chem.; Halatsch, Wolf-Rainer, Dr. Dipl.=Chemn,;
Walz, Harry, Dr. Dipl,=-Chem.; Bilk, Lothar, Dr. Dipl.=Chen.,
DD : _ .
siehe (72)

Akademie der Wissenschaften der DDR, Forschungszentrum fiir
Molekularbiologie und Medizin, AG Patent- und Neuererwesen,
1115 Berlin, Lindenberger Weg 70

(b4) Verfahren zur Herstellung von Sarcosylheptapeptiden

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von _
Sarcosylheptapeptiden der Formel I, welche biclogisch aktiv sind

und Vorstufen zur Herstellung pharmazeutisch nutzbarer Analoga des
Angiotensin II darstellen. Die Erfindung hat das Ziel, Peptide der
angegebenen Formel mit hohen Ausbeuten unter Vermeidung aufwendiger
Reinigungsoperationen zu gewinnen. Erfindungsgemdn wird das :
gaschiitzte Oktapeptid aus zwei Tetrapeptiden

Z—Sar—-Arg (NOy)-Val-Tyr—-OH {(1-4) und X-lis-Pro-Y-ONb (5-8)
hergestellt. Das hierfilir erforderliche Tetrapeptid

Z-Sar-Arg (NO,)~Val-Tyr—OH erhilt man durch Kondensation von

Z-Saxr-OH mit DCCI unter Zusatz von HONB bzw. des entstehenden
aktivierten Esters Z-Sar-ONb, der nach Isolierung oder in situ mit
dem H-Arg(NOj;)-Val-Tyr-OH-Hydrobromid umgesetzt wird, unter

Zusatz von mindestens 2 Mol eines tertidren Amins, vorzugsweise

3 Mol Tridthylamin. Das Tetrapeptid 148t sich in guter Reinheit durch
Unkristallisieren aus Isopropanol erhalten. Das geschiitzte Tetrapeptid
X~His-Pro-Y-ONb wird in bekannter Weise hergestellt., Die so erhaltenen
Tetrapeptide werden nach Zusatz von N=-dthylmorpholin zum geschiitzten
Sarcosylheptapeptid in der Weise umgesetzt, das das '
Sarcosyltripeptid und die Kondensationsmittel in 10~ bis 20%igem
Uberschu8 eingesetzt werden und das entstandene Oktapeptid .
nacheinander aus Iscpropancl und Methanol umkristallisiert wird,
d-Sar~Arg (NO, ) -Val-Tyr-X-iis—Pro~Y-QNb, I

Val oder Ile '

Ile; Ala, Leu, Thr(OMe) oder Thr
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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von _
Sarcosylheptapeptiden der Formel I, welche biologisch aktiv sind

und Vorstufen zur Herstellung pharmazeutisch nutzbarer Analoga des
Angiotensin II darstellen. Die Erfindung hat das Ziel, Peptide der
angegebenen Formel mit hohen Ausbeuten unter Vermeidung aufwendiger
Reinigungsoperationen zu gewinnen. Erfindungsgemdl wird das \
geschiitzte Oktapeptid aus zwei Tetrapeptiden
4~Sar—Axg (NOp) =Val-Pyr—-OH (1-4) und X-llis-Pro-Y-ONb (5-8)
hergestellt. Das hierfiir erforderliche Tetrapeptid

Z—-5Sar—-Arg (NO,)~Val-Tyr-OH erhdlt man durch Kondensation von

Z-Sax~OH mit DCCI unter Zusatz von HONB bzw. des entstehenden
aktivierten Esters Z-Sar—ONb, der nach Isolierung oder in situ mit
dem H=-Arg (NO;)-Val-Tyr-OH-Hydrobromnid umgesetzt wird, unter

Zusatz von mindestens 2 Mol eines tertifren Amins, vorzugsweise

3 Mol Tridthylamin. Das Tetrapeptid 148t sich in guter Reinheit durch
Unkristallisieren aus Isopropanol erhalten. Das geschiitzte Tetrapeptid
X~His-Pro-¥-ONb wird in bekannter Weise hergestellt. Die so erhaltenen
Tetrapeptide werden nach Zusatz von N-iithylmorpholin  zum geschiitzten
Sarcosylheptapeptid in der Weise umgesetzt, daB das '
Sarcosyltripeptid und die Kondensationsmittel in 10~ bis 20%igem
Uberschu8 eingesetzt werden und das entstandene ktapeptid
nacheinander aus Isopropancl und Methanol umkristallisiert wird,
Z~Sar~Arg(NOZ)~Val~Tyr~X—His—Pro~YwONb, I

Val oder Ile '

Ile, Ala, Leu, Thr(OMe) oder Thr
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" Verfshren zur Herstellung von Sarcosyvlheptapeptiden

Anwendungssebiet der Erfinduns

Die Erfindung betrifft ein Verfehren zur Herstellung von
Sarcosylheptepeptiden der Formel I '

Z-Sar-Arg(1i0,) ~Val-Tyr-X~ili §=Pro~Y=0Nb,

in der X = Val oder Ije
und Y = eine neutrale hydrophobe Aminosiure wie Ile, Ala,
Leu, Thr(OMe) oder Thr
bedeuten. ,
Diese Verbindungen stellen Vorstufen zur Herstellung pharma-
zeutisch nutzbarer Analoge des Angiotensin II dar.

Anwendungsgebiet fiir die Erfindung ist die pharmazeutische
Industrie. ‘

Charekteristik der bekamnten technischen Lsungen

Die Herstellung und die biologische ¥Wirksamkeit von Hepta-

und Oktapeptiden mit dem Angiotensin II verwandter Struktur
zur Gewinnung von Antagonisten ist bereits mehrfach beschrie-
ben worden. S0 werden z.B. nach der D0S212 73 93 derartige
Peptide durch stufenweise Kondensation am festen Tréger her-
gestellt. Dieses Verfahren besitzt einige Nachteile. Bei

a) hohem Risiko fiir grofere Ansidtze ist

b) ein sehr groBer Reinigungsaufwand erforderlich, um die fiir
klinische Untersuchungen stehenden Anforderungen an Standardi-
sierung zu erfiillen.
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Bei Verfahren mit Kondensation von Fragmenten, wie in Hoppe-
Seylers Z. physiol., Chem. 357, Seite 825-828 und 355, Seite
1083=1096 und in der DOS 23 23 322 und DOS 24 57 463 beschrie-
ben sind, verlaufen wichtige Synthesestufen mit gerlnwer Aug~
beute, z.B. bei der Darsbellung von Z Arg(&) -Val«Tyr(“u Y= »
Val-His-Pro-AlamOBu . -

Das schrittweise Ankniipfen der N-terminalen Aminosiuren ist
bei diesen Verfahren hinsichblich Reimheit der erheltenen Pro-
dukte und Ausbeute nach der Reinigung nicht optimal,

Ziel der Frfindung

Ziel der Erfindung ist es, geschiitzte Oktapeptide der‘allge«
meinen Formel I in hoher Ausbeute unter Vermeidung aufwendiger
Reinigungsoperationen in filir die Wéiterverarbeitung genligend
reiner Form darzustellen., Esg wird insbesondere sngestrebt, daB
die Entfernung der Schutzgruppen durch katalytische Hydrierung
- als die in der Peptidsynthese vorteilhafteste Abspaltungs—
reaktion erfolgen kann.

Darlegung degs Weseng der Erfindung

ErfindungsgemiB werden Sarcosylheptapeptide der allgemeinen
Formel I '

Z-SarwArg(Noz)-Val—Tyr~K—His~Pro-Y~OHb,

FP—

in der X = Val oder Ile
und Y = eine neutrale hydrophobe Aminostiure wie Tle,Ala,
Leu, Thr(OMe) oder Thr
bedeuten, '

durch Kondensation von Z~Sgrcogin an H—Arg(NO )-Va1~Tyr-OH
und anschlieBender Kondenvatlon mit X~Hls—Pr0mY-ONb, wobel

X und Y die 0.g. Bedeutunr haben, jeweils unter Zusatz von
Dicyclohexylearbodiimid (DCCIL) und J—Hydroxynorbornen—2,3-
dicarbonsiureinid (HONB) und in Gegenwart von mindestens 2 liol
tertidren Amln hergestell
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Die Herstellung des Z-SarcOsyltripeptides'erfolgt, indem man
Z-Sarcosin in THF/Dioxan-Gemischen mit HOWB/DCCI zum aktivierten
Beter Z-Sar-Olb umsetzt. Dieser aktivierte Ester, der entweder
nech Abtrennen des.Dicyclohexyl (DCH)-Harnétoffs‘durch Bin-
rotieren des Losungsmittelgemisches isoliert oder ohne wei-
tere Isolierung eingesetzt wird, reagiert mit dem Tripeptid
H~Arg(N02)—ValmTyr~OH~Hydrobromid in Gegenwart von vorzugs-
weise 3 liol Tri#thylamin zun Tetrapeptid, Nach Umkristallisation .
aus Isopropanol wird des Z=Sarcosyltripeptid Z-SarnArg(FO )=
Val=Tyr-0H in 10-20%igem Uberschuf unter Zusatz von vorzugsweise
3 ol H=ithylmorpholin mit denm Tetrapeptid X=Hig=~Pro=-Y-0Nb,
welches in bekannter Welse hergestellt wird, umgesetzt. Hach
Abtrennen des entstehenden Dicyclohexyl-Harnstoffs und des
Uberwiegenden Anteils des Amin-Hydrobromids werden iiberschiissi~
ges Z=Sarcosyltripeptid und Restharnstoff nach iiblicher Auf-
arbeitung dvrch Unkristallisation des Oktapeptids aus Iso-
propanol und anschlieBendes nochmaliges Umfédllen aus Methanol
quentitativ entfernt.

~Infolge der Verwendung des Nitrobenzyl-Schutzés besteht ein
Vorteil des Verfahrens in der Moglichkeit der gleichzeitigen
Abspaltung aller Schutzgruppen, die nahezu quantitativ in
Gegenwart von 5% Pd/BaSO4 in Eisessig/llethanol/Vasser-Gemischen
gelingt.

Das erhaltene Produkt besitzt bereits einen hohen Reinhelts-
grad und kann durch Chromatographie an Carboxymethyl ~-Cellulose
weiter aufgereinigt werden. '

.Aufgrun@ ihrer hermenden Wirkung auf eine durch Angiotensin IT
hervorgeruféne ErhShung des Blutdrucks sind diese Peptide
wirksame Kittel, um einer durch Angiotensin II verursachten
Hypertension entgegen zu wirken. Das Verfahren ist auch ge-
eignet zur Hersteliung von Peptiden, die wie Angiotensin'II
hypertensiv wirken, was von der Wahl der C~{erminalen Amino-
siure abhéngt. '

Im folgenden wird das erfindungsgemifie Verfahren an Beispielen
erlavtert. A |
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Beispiel 1 : Z=-Sarcosyl-nitroarcinyl-valyl-tyrosin

>

%,46 g (20 mlol) Z-Sarcosin werden zusammen mit 20 milol

HONB (3,58 g) in einem Gemisch aus 30 ml Dioxan und 20nl
Tetrahydrofuran geldst. Denach wird abgekiihlt und bei O bis

+ 2% DCeI dazugegeben. Die Temperatur wird 30 min bel O bis

+ 2% gehalten. BEs wird anschlieBend noch eine Stunde bei
Raumtemperatur weitergeriihrt. Der ausfallende Dicyclohexyl-
Harnstoff wird abgesaugt, das Piltrat eingeengt. Der rohe
7-Sarcosyl-ONB-ester kann nun entweder nach Umféllen aus
Bssigester/Hexan isoliert werden (Pp. 82-84°C) oder sofort wei-
ter in situ umgesetzt werden.

Der Riickstand wird in 15 ml DMF aufgenommen und mit einer
Losung von 10,8 g (16 milol) H-Arg(NO2)—Va1-Tyr~OH~ 1,2 HBr
(HBr-Gehalt wird vorher durch Titration bestimmt) und 5,36 ml
Tridthylamin in 50 ml DMF (ausfallendes NEtB- HBr bleibt unbe-
riichsichtigt) vereinigt. Es wird 4 Tege bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Reaktionslisung férbt sich wihrend dieser Zeit
gelblich. Das Losungsmittel wird bel 40°C im Veluum entfernt
und der $lige Riichstand zuerst mit Essigester (20 ml) und dann
mit 40 ml 2 n HC1 verrieben. AnschlieBend rithrt men den in-
zwischen pulverig gewordenen Riickstand noch mit 5% NaH003 und
schlieBlich mit Wasser aus,.Bs wird getrocknet und 2 mal aus
Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 10,6 g (83%) Fp. 139-140°C
[4] 0. -2,2 (c=1, D)

Re~Wert: 0,82 anutanol/Eisessig/Wasser. 4 2 4 2 1



Beispiel 2 : Z=Sarcosyl-nitroarginyl-valyl=tyrosyl-valyl-
histidyl-prolyl-alanin-nitrobenzylester

5,47 g (7,6 milol) H~Val-His-Pro-Ala-ONb *2 HBr und 5,3 g

(7,6 miiol + 10%) Z—Sar-Arg(HOz)»ValﬂTyr~OH werden zusammen
mit 1,5 g (7,6 miol + 10%) HONB in 40 ml absol. DMF gelSst. .
BEs wird auf -10°C abgekiihlt, 2,8 ml NWAN hinzugefilgs, 1,8 g
DCCI geldst in 10 ml DIF addiert, 2 Stunden bel dieser Tempe-
ratur gehalten und anschlieBend noch 3 Tage bei Raumtemperatur
gerihrt, ' :

Dag Losungsmittel wird im Vekuum entfernt und der Riickstand
mit trockenem ifther verrieben. Danach wird nacheinender mit
5% NaHCOB, 5% KHSO4 und Vasser verrieben. Nach dem Trocknen
wird aus Isopropanol und anschlieBend noch einmal sus gbsol.
Methanol umkristallisiert.

L d

Ausbeute: 6,6 g (71%) nach Unkristellisation F . 215-217%¢

[d'].]z)Z = = 36,6 (ci= 1, DIF)

| Re=Wert: -0,35 n-Butanol/Eisessig/Vasger 4 : 1 21
Re-Wert: 0,81 sec. Butanol/ 3% Ammoniak 100 : 44
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Beidspiel 3 : Sarcogyl-srginyl-valyl-tyrosyl-valyl-histidyl-
prolyl-alanin

3 g des geschiitzten Oktapeptides, nach Beispiel 2 hergestellt,
werden mit 2 g Pd/BaSO4 (5%) in 45 ml eines Ldsungsmittelge~-
misches aus Methanol/Disessig/Wasser im Verh#ltnis 3 : 3 : 1
hydriert. Nach 48 h wird ein weiteres Gramm Katalysator zuge-
fligt. Nach maximal 96 h ist die Hydrierung beendét. Der Kataly-
sator wird abzentrifugiert und mehrfach geﬁaschen. Die vereinig-
ten Zentrifugate und Waschlﬁsungeﬁ werden im Vakuum vom Lisungs-
mittel befreit und dé:s Produkt nach Aufldsen in wenig Methanol
mit Ather susgefsllt.

Ausbeute: 2,4 g ' Fp.)>2oo unter Zersetzung

[{7}2)0 = - 79,8 (6 = 0,5, 1 n Bisessig)
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Beigpiel 4 : Z—Sarcosyl—nitroarginyl—valyl-tyroéyl—valyl-

histidyl-nrolyl-isoleucin-nitrobenzylester

2g (2,51 miol) H-Val-His=Pro~Ile-ONb 2HBr, hergestellt aus
Z-Val-His~NH-NH, und H~-Pro-Ile-Olib durch Azid-Synthese und
Entfernen der Schutzgruppe, und 1,97 g (2,8 miMol) Z—Sar—Arg(HOz)-
Val-Tyr-OH werden zusemmen mit 495 mg (2,8 mMol) HONB in 25 ml
DIF geldst. Bs wird auf -10°¢ abgekithlt, 0,78 ml (6,2 miol)

WEM hinzugefiigh, 576 mg (2,8 mlfol) DCCI geldst in 3 ml DMF
addiert, 2 Stunden bel dieser Tempermbtur gehalten und anschlie-
Bend noch 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt.

Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand

mit trockenem Ather verrieben. Denach wird nacheinander mit
E%ANaHCO3, 5% KHSO4 und Wasser verrieben. Nach dem Trocknen

wird aus Isopropanol und anschlieBend aus Methanol umkristal-

Ll

lisiert.

Ausbeute: 2,8 g (77%) P, 202-205°C
[] 12)2 = « 24,4 (¢ =1, DMF)
Re-Wert: 0,685 n-Butanol/Eisessig/Wasser | 42121

Rf~Wert: 0,94 n-Butanol/Bisessig/Wiasser/Pyridin ,9:2‘6‘7

Rp-Wert: 0,57 sec. Butanol/ 3% HHB 100:44
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PFPormel schenma

f-Sar + H-Arg(N02)~Va1-Tyr-OH
1., DCCI/HONB

2. Umkristallisation
aus Isopropanol

Z-Sar-Arg(N0,)=Val-lyr-0H  +  H-~Val-His-Pro-Ala-ONb

T DCQI/HONB
71% . : : . .
. 2« Unkristallisation aus

Igopropanol und Methanol
¥ _
Z—SaruArg(Noz)—Val—Tyr—Val7§1s~Pro~A1a~ONb
Te HE/Pd-BaSO4

66%
2. Cli=Zellulose

Y :
Sar-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala



~ONDb
HONB
DCCI
' Ser
Val
Tyr
Arg(HOz)
Arg
His
Als
Ile
Leu .
Pro
Thr
WAM
DIF

OBu’

’ But

]

-G - 2§€§§§

Verwendete Abkirzungen.

Benzylcarbonyl
.p-Nitrobenzyléster
N—Hydroxy~norbornen~2;3-dicarbonséureimid
Dicyclohexylcarbodiimid
Sarcosin (Héméthylglycin)
Valin

Tyrosin ‘
g~Nitroargiﬁin

Arginin

Histidin

Alanin

Isoleucin

Leucin

Prolin

Threonin ~
N-Athylmorpholin
NfDimethylfofmamid
t-Butyléster
t-Butylither
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Brfindungsanspruch
1. Verfahren zur Herstellung von Peptiden der allgemeinen

Formel I
Z-Sar—Arg(NOz)~Val-Tyr~X~His~Pro—Y-ONb,

“in denen X = Val oder Ile

und Y = eine neutrale hydrophobe Aminosiure wie
Ile,Ala,Leu,Thr(0ie) oder Thr
daxrstellt,

dadurch gekennzeichnet, daf Z-Sarcosin an H—Arg(ﬂog)—

- Val-Tyr-0H, und das entstandene Z-Sarcosyltripeptid an

ne
w2

24

3.

X~-Hig-Pro~Y-0Nb kondensiert wird, Jewells unter Zusatz

~:von Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI) und N-Hydroxy-norbornen=-

2,3~dicarbonsdureimid (HONB) und in Gegenwart von mindestens
2 ol eines tertifiren Amins und anschliefend das erhaltdne
Oktepeptid I nacheinander aus Isopropanol und Hethanol
unkristallisiert wird.

Verfahren nach Punkt 1 dadurch gekennzeichnet, daB Z-Sar

in THF/Dioxan in den aktivierten Esker iberfithrt wird,

der nach Isolierung oder in situ mit Arg(NOz)-Val-Tyr-Hydro-
bromid unter Zusatz von vorzugsweise 3 kol Tri&thylamin
umgesetzt wird. '

Verfahren nach Punkt 1 dadurch gekennzeichnet,’daﬁ das
t-Sercosyltripeptid Z-SarmArg(EO?)~Va1~Tyr-OH und die
Kondensationsmittel in 10-20% Uberschuf eingesetzt werden,
unter Zusatz von vorzugsweise 3 Mol N-Athylmorpholin,

. . TR ;00
A4 A T Qs it e
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