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Verfahren zur Herstellung von Sarcosvlheptapeptiden

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
Sarcosylheptapeptiden der Formel 1
Z-Sar-Arg(N02)-Val-Tyr-X-His-Pro—Y-ONb,

in der X = Val oder Ije
und Y eine neutrale hydrophobe Aminoséure wie Ile, Ala,
Leu, Thr(OMe) oder Thr

it

bedeuten.
Diese Verbindungen stellen Vorstufen zur Hersitellung pharma-
zeutisch nutzbarer Analoge des Angiotensin II dar.

Anwendungsgebiet fiir die Erfindung ist die pharmazeutische
Industrie.

Charakteristik der bekamnten technischen Ldsungen

Die Herstellung und die blologische Wirksamkeit von Hepta-
und Oktapeptiden mit dem Angiotensin II verwandter Struktur
zur Gewinnung von Antagonisten ist bereits mehrfach beschrie-
ben worden. So werden z.B. nach der D0OS212 73 93 derartige
Peptide durch stufenweise Kondensation am festen Tréger her-
gestellt. Dieses Verfahren besitzt einige Nachteile. Bei

a) hohem Risiko fiir grofiere Ansdtze ist

b) ein sehr groBSer Reinigungsaufwand erforderlich, um die fiir
klinische Untersuchungen stehenden Anforderungen an Standardi-
sierung zu erfiillen.



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 beschrieben sind, verlaufen wichtige Synthese-
stufen mit geringer Ausbeute, z.B. beil der Darstellung von
Z-Arg(2) ,~Val-Tyr(Bu')-Val~His-Pro-Ala-0Bu', Auch die Kon-
densation von Sarcosin an Peptidfragmente ist bekannt
(DE-0S 2513 057).

Das schrittweise Ankniipfen der N—terminalen Aminos&uren
ist bei diesen Verfahren hinsichtlich Reinheit der erhal-
tenen Produkte und Ausbeute nach der Reinigung nicht opti-
male

Angiotensin~II~Peptide sind nach der Dicyclohexylcarbodi-
imid (DCCI)/N-Hydroxy-norbornen-2,3-dicarbonsiureimid
(HONB)-Methode bisher nicht hergestellt worden.
Sarcosylheptapeptide spielen in der Humanmedizin eine be-
deutende Rolle. So stellt beispielsweise das Sar-Arg-Val-
Tyr-Val-Hig-Pro-Ala (Saralasin, Sarenin) ein wertvolles
Diagnostikum fir das Bluthochdruckscreening dar.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, der pharmazeutischen Industrie
diagnostisch einsetzbare Sarcosylheptapeptide in die Hand
zu geben, die sich auf glinstigere als bekannte Weise und
in einer den Anforderungen entsprechenden Reinheit her-
stellen lassen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Brfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu
entwickeln, nach dem Sarcosylheptapeptide der allgemeinen
Formel I hergestellt werden kOnnen. Die Aufgabe wird da-
durch geldst, daB mit Hilfe der DCCI/HONB-Methode Z-Sarco-
sin an H-Arg(NOe)-Val—Tyr~OH und das entstandene Z-Sarco-
syltripeptid an X~His-Pro-Y-ONb jeweils in Gegenwart von
mindestens 2 Mol eines tertidren Amins, bezogen auf die
Aminkomponente, kondensiert und das erhaltene Oktapeptid
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in an sich bekannter Weise getrocknet und danach erfindungs—
genidf aus Isopropanol umkristallisiert und aus Methanol um-
gefdllt wird.

Die Herstellung des Z-Sarcosyltripeptides erfolgt, indem man
Z-Sarcosin in THF/Dioxan-Gemischen mit HONB/DCCI zum aktivier-
ten Ester Z~-Sar-ONB umsetzt, Dieser aktivierte Ester, der ent-
weder nach Abtrennen des Dicyclohexyl (DCH)-Harnstoffs durch
Einrotieren des Losungsmittelgemisches isoliert oder ohne wel-
tere Isolierung eingesetzt wird, reagiert mit dem Tripeptid
H—Arg(NOQ)-Val-Tyr—OH—Hydrobromid in Gegenwart von vorzugs-—
weise 3 Mol TriZthylamin zum Tetrapeptid. Nach Umkristallisa-
tion aus Isopropanol wird das Z-Sarcosyltripeptid Z-Sar-Arg
(Noz)-Val—Tyr—OH in 10 - 20%igem Uberschuf unter Zusatz von
vorzugsweise 3 Mol N-Athylmorpholin mit dem Tetrapeptid X—
His-Pro-Y-ONb, welches in bekannter Weise hergestellt wird,
umgesetzt,

Nach Abtrennen des entstehenden Dicyclohexyl-Harnstoffs und
des iiberwiegenden Anteils des Amin~Hydrobromids werden iber-
schilssiges Z-Sarcosyltripeptid und Restharnstoff nach in der
Peptidchemie iiblicher Aufarbeitung (Ausschiitteln mit KHS0,, o
NaHCO3 und Wasser) und erfindungsgemifer anschliefender Um-—
kristallisation des Oktapeptids aus Isopropanol und nach-
folgendem Umfdllen aus Methanol quantitativ entfernt. Da-
durch wird statt der iiblichen zeitaufwendigen zweimaligen
nur eine einfache chromatographische Reinigung erforderlich.

Infolge der Verwendung des Nitrobenzyl-Schutzes besteht ein
Vorteill des Verfahrens in der MOglichkeit der gleichzeitigen
Abspaltung aller Schutzgruppen, die nahezu quantitativ in
Gegenwart von 5 % Pd/BaSO4 in Eisessig/Methanol/Wasser—-Ge~
mischen gelingte.
Das erhaltene Produkt besitzt bereits einen hohen Reinheits~
grad und kann durch Chromatographie an Carboxylmethyl-=Cellu-
lose weiter sufgereinigt werden.
Aufgrund ihrer hemmenden Wirkung auf eine durch Angiotensin II
hervorgerufene Erhthung des Blutdrucks sind diese Peptide
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wirksame Mittel, um einer durch Angiotensin II verursachten
Hypertension entgegen zu wirken. Das Verfahren ist auch ge-
eignet zur Herstellung von Peptiden, die wie Angiotensin II

hypertensiv wirken, was von der Wahl der C-terminalen Amino-
sdure abhingt.

Im folgenden wird das erfindungsgemifie Verfahren an Bei-
splelen erliéutert,
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Beispiel 1 : Z-Sarcosyl-nitroarginyl-valyl-tyrosin

#,46 g (20 mMol) Z=-Sarcosin werden zusammen mit 20 mMol

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

+ 2°@ pcex dazugegeben. Die Temperatur wird 30 min bei O bis

+ 2% gehalten. Es wird anschlieBend noch eine Stunde bei
Raumtemperatur weitergeriihrt. Der ausfallende Dicyclohexyl=-
Harnstoff wird abgesaugt, das Filtrat eingeengt. Der rohe
Z2-Sarcosyl-ONB~ester kann nun entweder nach Umféllen aus
Essigester/Hexan isoliert werden (Fp. 82-84°C) oder sofort wei-
ter in situ umgesetzt werden.

Der Riickstand wird in 15 ml DMF aufgenommenn und mit einer
Losung von 10,8 g (16 mMol) H-Arg(NOz)-Val-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-
riichgichtigt) vereinigt. Es wird 4 Tage bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Reaktionsldsung fidrbt sich wdhrend dieser Zeit
gelblich. Das Ldsungsmittel wird bei 40°¢ im Vakuum entfernt
und der vlige Rilchstand zuerst mit Esgsigester (20 ml) und dann
mit 40 ml 2 n HC1l verrieben., AnschlieBend riihrt man den in-
zwischen pulverig gewordenen Riickstand noch mit 5% NaHCO3 und
schlieBlich mit Wasser aus,.Bs wird getrocknet und 2 mal aus
Isopropanol umkristallisiert.

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

Re~Wert: 0,82 n-Butanol/Eisessig/Wasser 4 : 4 : 1
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Beigplel 2 : Z-Sarcosyl-nitroarginyl-valyl-tyrosyl-valyl-
higtidyl=-prolyl-alanin-nitrobenzylester

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

(7,6 mMol + 10%) Z~Sar—Arg(N02)-Val—Tyr—OH werden zusammen
mit 1,5 g (7,6 mMol + 10%) HONB in 40 ml absol. DMPF gelbst.
Es wird auf -10°C abgekiihlt, 2,8 ml NAM hinzugefiigt, 1,8 g
DCCI geldst in 10 ml DMF addiert, 2 Stunden bel dieser Tempe-
ratur gehalten und anschlieBend noch 3 Tage bei Raumtemperatur
geriihrt,

Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand
mit trockenem Ather verrieben. Danach wird nacheinander mit
5% NaHCOB. 5% KHSO4 und Wagser verrieben. Nach dem Trocknen
wird aus Isopropanol und angchlieBSend noch einmsl aus absol.
Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 6,6 g (71%) nach Umkristellisation F . 215-217°¢
[4]32 = - 36,6 (¢ = 1, DuE)
Re-Wert: 0,35 n-Butanol/Eisessig/Wasser 4 : 1 31

Rp-Wert: 0,81 sec, Butanol/ 3% Ammoniek 100 : 44
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Beispiel 3 : Sarcosyl-arginyl-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/Eisessig/Wasser im Verh&ltnis 3 : 3 : 1
hydriert, Nach 48 h wird ein weiteres Gramm Katalysator zuge-~
fiigt. Nach maximal 96 h ist die Hydrierung beendet. Der Kataly-
sator wird abzentrifugiert und mehrfach gewaschen. Die vereinig-
ten Zentrifugate und Waschldsungen werden im Vakuum vom Ldsungs-
mittel befreit und des Produkt nach Aufldsen in wenig Methanol
mit Ather ausgefdllt.

Ausbeute: 2,4 g Fp.:>2OO unter Zersetzung

E‘J %O = = 79,8 (¢ = 0,5, 1 n Eisessig)
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Beispiel 4 : Z-Sarcosyl-nitroarginyl-valyl-tyrogyl-valyl-
histidyl-prolyl-isoleucin-nitrobenzylester

2g (2,51 mMol) H~Val-His=Pro~-Ile-ONb 2HBr, hergestellt aus
Z-Val—His—NH-NH2 und H~-Pro-~-Ile-~ONb durch Azid-Synthese und
Entfernen der Schutzgruppe, und 1,97 g (2,8 mMol) Z—Sar-Arg(NOQ)-
Val-Tyr-OH werden zusammen mit 495 mg (2,8 mMol) HONB in 25 ml
DMF geldst. Es wird suf -10°C abgekiihlt, 0,78 ml (6,2 mMol)
NAM hinzugefiigt, 576 mg (2,8 mMol) DCCI geldst in 3 ml DMF
addiert, 2 Stunden bei dleser Tempermtur gehalten und anschlie-
Bend noch 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt.

Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand
mit trockenem Ather verrieben. Danach wird nacheinander mit

5% NaHCOB, 5% KHSO4 und Wasser verrieben. Nach dem Trocknen
wird aus Isopropanol und anschlieBend aus Methanol umkristal-
lisiert.

Ausbeute: 2,8 g (77%) P 202-205°C

[4] 22 - < 24,4 (c =1, Dup)

Ro~Wert: 0,685 n-Butanol/Eisessgig/Wasser 4:1:1

Rf—Wert: 0,94 n-Butanol/Eiseggig/Wasser/Pyridin  9:2:6:7

Rp~Wert: 0,57 sec. Butanol/ 3% NH3 100: 44



Beispiel 5

Sar~Arg-~Val-Tyr-Ile-~His~Pro-Leu-OH

3 g des geschiitzten Oktapeptids, wie nach Beispjel 2 her-
gestellt, werden mit 2 g Pd/BaSO, (5 %) in 45 ml eines
Losungsmittelgemisches aus Methanol/Eisessig/Wasser im
Verhdltnis 3:3:1 hydriert. Nach 40 h wird vom Katalysator
abfiltriert und dem Filtrat erneut 1 g Pd/BaSOA-Katalysator
zugesetzts Nach 96 h ist die Hydrierung beendet., Der Kata-
lysator wird abzentrifugiert und mehrfach gewaschen, Die
vereinigten Zentrifugate und Waschltsungen werden im Vakuum
vom LOsungsmittel befreit und nach Aufldsen in wenig Methanol
mit Ether ausgefdllt,

Ausbeute: 2,5 g; MG 968,23; [oc / 20 = _57 (¢ =0,31n
D 1 N Essigsiure)

Beispiel 6

Sar-Arg~Val-Tyr-Ile-His-Pro-Ala-~OH

3 g des geschiitzten Oktapeptids, wie nach Beispiel 2 her-
gestellt, werden mit 2 g Pd/BaSO, (5 %) in 45 ml eines
Losungsmittelgemisches aus Methanol/Eisessig/Wasser im Ver-
hdltnis 3:3:1 hydriert und nach Beispiel 3 aufgearbeitet.

Ausbeute: 2,3 g; MG 926,145 [ 7 20 = 79,8 (¢ = 0,52 in
1 N EssigsHure)



FPormelschema

Z~Sar + H-Arg(N02)~Va1~Tyr-OH

1. DCCI/HONB
82%
2+ Umkristallisation

ausg lsopropanol

Z—Sar—Arg(NOz)-Val—Tyr-OH + H-Val-His~Pro-Ala-ONDb

1. DCCI/HONB
T1%

2. Unkristallisation aus
Isopropanol und Methanol

A

Z-Sar~Arg(NO2)-Va1~Tyr—Val-His-Pro-Ala—ONb

1. H2/Pd-BaSO4

2. Cll-Zellulose

66%

Y
Sar-Arg~Val~Tyr-Val~His~Pro-Ala
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~ONb
HONB
DCCI
Sar
Vel
Tyr
Arg(NO
Arg
His
Ala
Ile
Leu
Pro
Thr
NAM
DMF
OBu
Bu

i

i

i

Verwendete Abklirzungen

Benzylcarbonyl
p-Nitrobenzylester
N-Hydroxy-norbornen~2,3-dicarbonséureimid
Dicyclohexylcarbodiimid
Sarcosin (N-Methylglycin)
Valin

Tyrosin

g-Nitroarginin

Arginin

Higtidin

Alenin

Isoleucin

Leucin

Prolin

Threonin
N-Athylmorpholin
N-Dimethylformamnid
t-Butylester
t-Butyldther



-42=

Brfindungsanspruch

Te

2e

3e

Le

Verfahren zur Herstellung von Peptiden der Formel T

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

worin X = Val oder Ile
Y = neutrale hydrophobe Aminos&dure, wie Ile,
Ala, Leu, Thr (OMe) oder Thr
Z = Benzylcarbonyl
— ONb = p—-Nitrobenzylester bedeuten, nach der

Dicyclohexylcarbodiimid/N-Hydroxy-norbornen~2,3~-dicarbon-
sdureimid-Methode, gekennzeichnet dadurch, daB Z-Sarco-
sin an H—Arg(Nog)—Val~Tyr~OH und das entstandene Z-Sarco-
syltripeptid an X~Hisg-Pro-Y-ONb Jeweils in Gegenwart von
mindestens 2 Mol eines tertidren Amins, bezogen auf die
Aminkomponente, kondensiert und das erhaltene Oktapeptid
in an sich bekannter Weise getrocknet und danach aus Iso-
propanol umkristallisiert und aus Methanol umgefdllt wird.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dall nach
der Umkristallisation eine chromatographische Reinigung
angeschlossen wird.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekemnnzeichnet, dall Z-Sar
in THF/Dioxan in den aktivierten Ester uberfithrt wird, der
nach Isolierung oder in situ mit Arg(NOQ)—VQl—Tyr—Hydro—
bromid unter Zusatz von mindestens 2 Mol Triethylamin,
vorzugsweise 3 Mol, umgesetzt wird,

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dafl das
Sarcosyltripeptid Z—Sar—Arg(NOz)—Val—Tyr—OH und die
Kondensationsmittel in 10— bis 20%igem UberschuB unter
Zusatz von mindestens 2 Mol, vorzugsweise 3 Mol, N-Ethyl-
morpholin umgesetzt werden,
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