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Foreliggende oppfinnelse vedrdrer fremstilling av
nye, rarmakclogisk virksomms hepta- og oktapeptidsr med Tormelen
CH
E,N-C=NH
2 ﬁ§}\> F:::N
NH ol o
o He CH, N *j/
{CH,) 7 he -
y 273 ?h ?HZ SAZ
R-NH- CH - CONH - CH - CONH- CH - CO-R,-NH - CH - CON—CE-CO-R,
hvor R betyr hydrogen, succinyl, L-aspartyl, sarkecsyl, L-seryl., zuccin-
amyl, L-prolyl, glycyl eller D- el

ginyl, R, betyr en L-
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alanin-, L- eller N-leucin-, glycin-, L-isoleucin-eller B-alaninrest
og R2 betyr L-valyl, L-isoleucyl eller L-alanyl.

De ifdlge oppfinnelsen fremstilte forbindelser har farmako-
logisk virkning. De kan inhibere pressoreffekten av angiotensinamid
pad blodtrykket. N&r de sdledes administreres ved intravends infusjon
til levende rotter i sépass liten mengde som 20 mikrogfam/kg/minutt,
inhiberes pressoreffzkten for angiotensinamid som administreres pa
lignende mdte. P& grunn av denne inhiberende egenskap pd en blod-
trykksforhdyelse fordrsaket av angiotensinamid, er de ovennevnte pep-
tider verdifulle midler for & motvirke hypertensjon som skriver seg
fra angiotensinamid. De kan ogséd inhibere hypertensjon hos rotter
med akutt ensidig nyrehypertensjon etter intravends infusjon.

Fremgangsmiten til fremstilling av de
nye; farmakologisk virksomme polypeptidene med den ovenfor angitte
Tormel, er kjennetegnet ved at man med anvendelse av innen peptid-
kjemien vanlige metoder;>trinnvis sammenkobler syrens HRl’ prolin;

hydrogen, ogsé& syren ROH, hvor Ry og R, og R har de ovenfor angitte
betydninger, for dannzlse av amidbindinger mellom syrene, hvorved amino-

og karboksylgrupper som man ikke Onsker skal delta i1 reaksjonen, pd

i og for seg kjent mite maskeres temporazrt med en beskyttelsesgruppe

eller p& annen kjent mite hindres i & delta i reaksjonen.

Hepta- og oktapeptidene fremstilles s8ledes pi enkel mates
under anvendelse av kjente metoder for fremstilling av pepiider.
‘3like metoder innebzrer oppbygning av en linezr kjede av aminosyrer
ved gjentatte amidbindinger, hvorved man ved den resulterende kjede-
dannelse anvender de nodvendige beskyttelsesgruppene som er mottage-
lige for en hurtig fjerning ved hjelp av vanlige avspaltningsmetoder.
Anvendelsen av slike metoder pd den ovennevnte peptider vil i det
ftlgende beskrives under henvisning til f&lgends utfdrelseseksesmpel.
L-asparaginyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-
‘L-alanin: )
BOC-Asn—Arg(N02)-Val-Tyr(O—le)—Val-His(Nlm-le)—Pro—Ala—polymer (4)

BOC-Ala-harpiksester (5 g, 0.5 mmol/g) ble plasert i zn
20C ml Marrifi=lc¢ reaksjonsbeholder av vuggende type. Herpiksen ble
svellet i kloroform (analysekvalitet) ved vugging i 20 minutter og
ble deretter vasket med tre 50 ml porsjoner iseddik. Tiden for hver
vaskeoperasjon var 3 - 5 minutter. t-butoksykarbonyl-beskyttelses-

gruppen (BOC) ble fjernet med 1 N HCl i vannfri eddiksyre ved vugging
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i 40 minutter. Harpiksen ble vasket tre ganger og i samme rekkefdlge
med eddiksyre, absolutt etanol og N;N-dimetylformamid. Dst oppnédde
hydroklorid av slanylharpiksester ble néytralisert med en 1Oprosentig
oppldsning av trietylamin i dimetylformamid ved vugging i 10 minutter.
Deretter'ble harpiksen vasket med tre porsjoner zv hver av dimetyl-
formamid, absolutt etanol, kloroform og metylenklorid og en opplds-
ning pi 8.5 mmol (trefoldig overskudd) av BOC-prolin i 40 ml metylen-
klorid ble tilsatt. Deretter ble det foretatt en vugging av reaksjons-
beholderen i 20 minutter for & gi aminosyrederivatet tilstrekkelig tid
til & gjennomtrenge harpiksen. Deretter ble 8.5 mmol N,N*-dicyklo-
heksylkarbodiimid (DDC) i 10 ml metylenklorid tilsatt og koblingen
fikk foregd i 12 timer under vugging. Deretter ble harpiksen vasket
med tre porsjoner av hver av metylenklorid, absclutt etanol og eddik-
syre og var sidledes ferdig for neste fjerningsoperasjon av beskyttelses-
grupper med HCl i1 eddiksyre som beskrevet ovenfor. Vaskingen, néy-
traliseringen og koblingstrinnene ble utfdrt iftlge den bsskrevns
metode under anvendelse av BOC-His(N'™-Bzl)=OH, BOC-Val-OH, BOC-Tyr(O-
Bzl)-0H og BOC-Arg(NO,)-OH. Det ble foretatt en forandring ved kob-
lingstrinnene for BOC-His(N'™-Bzl)-OH og BOC-Arg(NO,)-OH, og i disse
tilfeller ble det som oppldsningsmiddel benyttet en dimetylformamid/
metylenklorid-blanding (2:1), Koblingen av Asn til harpiksheptapep-
tidet hvorfra de beskyttende grupper var fjernet blz utfdrt under an-
vendelse av BOC-Asn-ONP (BOC-Asparagin-p-nitrofenylester) i dimetyl-
formamid ved 2 wvugge blandingen i 72 timer.

Etter det siste koblingstrinnet ble harpikspeptidst vaskst
med dimetylformamid, etanol, eddiksyre og etanol og térket i vakuum
over P20 . Harpikspeptidets vekt var 7.3 g.
H-Asn-Arg(NO,)-Val-Tyr(0-Bzl)-Val-His(W"-Bgl)-Pro-Ala-OH,2HBr (B)

Harpikspeptidet {A) (7.3 g) fremstilt som beskrevet ovenfor,
ble suspendert i 25 ml t5rr trifluoreddiksyres og en strém zv térr HBr
ble fort gjennom oppldsningen med liten hastighst. Etter 20 minutter
ble harpiksen frafiltrert og behandlet ytterligere en gang med HEr/
CFBGOOH i 40 minutter. Filtratet ble inndampet til tdrrhet i vakuum
ved EOOC, de oljeaktige restene ble utfelt mad absolutt ster og pro-
duktet torket i en eksikkator over kaliumhydroksyd. Totalutbyttet var
1980 mg (59.8 %) av det beskyttede oktapeptiddihydrobromidet.
H-Asn-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH (C)

Det beskyttede peptid (B) (1.0 g) ble opplést i 20 ml av
en eddiksyre/dicksan/vann-blanding (4:4:1, v/v) og tle hydrogenolysert
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over Pd/BaSO4 (10 % katalysator (0.5 g)) i 48 timer ved atmosferetrykk.
Deretter ble det tilsatt en ny porsjon (0.2 g) katalysator og hydro-
generingen ble fortsatt i 24 timer. Den filtrerte og fortynnede opp-
18sningen ble lyofilisert. Utbyttet var 750 mg (smp. 150° - 165°C).
(Beregnet for dihydrobromid: 15.32 % Br. Funnet: 13.36 % Er).

Det urene produkt ble renset ved gelfiltreringskromatografi
P& "Sephadex G-25" i 0.2 M eddiksyre. De fraksjoner som inneholdt det
rene peptid ble kombinert og lyofilisert. Den rensede fortindelse
innecholdt bare spor av halogen. _

TLC: Merck cellulose—F-plater; n-butanol/eddiksyre/vann-
oppldsningsmiddelsystem (6:2:3 v/v); Re 0.35. Merck
silisiumdioksydgel F-254-plater med samme oppldsnings-

, ' middelsystem; Ry 0.13. :
[0 7%= -59.4° (c = 0.2, 1 N AcOH) L'a_7§$8 = -61.1° (¢ = 0.2, 1 N AcOH)
' Aminosyreanalyse: _

Ala: l.OO; Arg: l.OO} Agn: 1,09, His: 0.903 .Fro: 1.04;

Tyr: 0.75; Val: 1.94. :

P& lignende mite ble andre peptider fremstilt ifdlge opp-

finnelsen ved & innfdre den nédvendige enhet pi et egnet stadium. Ds

Y B

s&ledes fremst

/]

ite peptidens er angitt i nedenstiende tabeller:



236

13

200

(HOOV N T ‘72°0 = 9)

Rl

1689 = 1557

(HOPY N T ‘€0 = 9)

029" 10T~ = (/87
(HO°V N T ‘T = 9)
00679 = (/0.7

(HOOV N T *N.o = 9)

N ¢~
(HO°Y N T ‘T = 9)
0S5 0l = (S/0 7

(HOPVY N T ‘22°0 = 9)

oEL 18 =c5/R.7

[0 Thg au <62Ty09bt, 7
HO-®TY-0Id~-STH-TeA-ILL~TRA-Jay-H

HO-BTV-0ad~STH-TeA~IAL-TeA-Bay-dsy-i]

[T TH6 nu «mﬁomﬁz¢@mm¢o-w

HO~BTy-0IJ-S TH-TeA-JLT~TeA -8ay-TAuToong

Nlm.wmm AW aHHOﬁHZNNmm#DIN

monzmq|opmnmﬂmlam>uﬁ>9LHa>|wa<|cmmum

[2r 166 au ¢ LoV Tyly9ty 7

HO-N®T~0IJ~STH-TeA~ILL-TeA-FIy-Uusy=-]]

N{H.mmm Al «.HHO%HZ@@EM*\D‘.N

mo;ma<|ohmymﬁmlam>|M%B|Hm>nmﬁdncmm:m

02°0
Gvo £0°0
(susdeoa s,L1ned) (susBesa s,LIned)
0L°0 ot-o
09°0 010
Gg9°0 410
05°0 02°0
%m mm
BuTIe43©29P-UTIPAYUTU
f(a/a €:2:9) uuea
Jaqet1d -9I£S)TPPs /Toueing
~7G2-d esoT z8qe1d-yig-4~189
-NTT0 YOI -PASHOTPUNTISTITTIS OI8O
ed D11 ed 0TI

(TepptwsSutusgTddo
Bo uolseajquesuoy)

FuTuptTIL
yryrsedg

(2eATANeTOW ‘ TOWIOL )

praded

T T199%%




134256

(HOPY N T ‘€0 = 2)

(22 166 au < LlolTely9y,

oo 60°0 066G = Bmxmgw HO-®TI~0IJ~STH-TBA~IAL-TeA-Say~usy-1
(HOOY N T “0°T = ) (TTTv6 aw Tl Ty 9Ty
G20 01" 0 06" VG- =507 HO-ATH=0ag~S TH-T8A ~IAL~ 84 ~FIy -US ¥~}
(HOOV N T ‘G20 = o) (21 ov6 aw ¢ LToETS9yEVy)
02°0 0T'0 ol Eg- = Hm\m‘w HO~BTY =04 d~S TH~TBA ~IA],~ TeA~Fay - TAweuToong
(HOOV N1 T ‘G20 = 9) (z2- 166 am ‘TP Ty2lydly)
0G0 $r°o OV V6= = (/07 HO-N®T-01d~STH-T8A 1AL~ TBA ~BIy -UsSy -}
(HO°Y N T ‘2°0 = 9) (11926 an ‘LToETyS9yeTy)
8€°0 20°0 500769~ = #mx&tw HO~BTV-04J~STH-TeA~I4L-TeA -BIy-19G~H
(HO°V N.T ‘P2 0 = ) (T1*216 am *OTETyS9yeVy)
0€°0 Go*o STV Vg~ = mm\m-w HO-BTV-0Id~STH-TeA ~IAL~TeA -BIy-T8G-H
(a/a 9:):2:6) (a/4 €:2:9) ) LwsSutusotddo
i T i RIS, (rentimion ‘Tomiog)
(SutasaxelepuTapAyutu) Jo9eT1d-Ge MMM%MMWMM ptadeg

~I-To8pASYOTPUNTSTTTS oa8) ed O

TT TToq®lL



<
e
~ 5

(HOOY N “9G°0 = 9)

(60° 969 hoﬂomHZM©mH<ov

2¢°0 G20 o 0g~ = mem-w HO-BTV-0dd~STH-TRBA-LAL-TBA-Bay-£ATD-H
(HOOY N ‘€50 = 2) (01°666 [TV Ty9%E Vo)
Gt o 410 ol €G- = mmmm-w mo-mﬂ<|@-ogmpmﬁm-ﬁw>-gwelﬂa>-mp<-gm<-z
(HOOV N ‘26°0 = 2) (o1°216  “OToETy59eTy)
¢z 0 G0 0 o066 = mmxw-w HO-BTV-¢-0ad~STH-TBA-I4T-TuA-Bay-Jeg-H
(HOOV N ‘TG0 = 9) (tro1r6 < ThoVTyl942Y5)
2670 q1°0 007 L9- = memlw HO-ATD-0dd-STH-TeA-I4]-TrA-Bdy-use-|
(HOOY N ‘€570 = 9) (21726 OTofTyS94ETy)
Gero 0T°0 o,0° 18- = memlw HO-ATH-0Ig-STH-TeA~ILL~TeA-BIy~0Id-H
(HOOV W “LG*0 = 9) (o1'g6g  “CTobTyt9Tly)
Gz°0 G1°0 9 Vi = @mxw-w HO-ATH~0xg - TH-TeA~2LL~TeA -8ay -Teg~H
(A/a ):9:2:6) (a/n £:2:9)
‘ qHﬁHh%Q\zzm> UueA MWMWMMNMMMWMMMW _
/9IASITPPS /TouRqNng /2afsyTpps /Touring : PPATAeTON fTowIOT)
(Sus@ear s,A[neg pesw SUTILDINS39D) Jd8jeTd xwmwmmwmw pradag

-pCe-d-TeFpASHOTPUNTSTTTS MoI9) ed O

ITTI T1egel




PR R € " v ] e )= i
{HO%y N ‘0G0 = 9) (£0° 426 ;Hoizmmmi\ov

GE*0 0T°0 02 89~ = mmxm,w HO-BTy~0IJ-STH-RTY~IAL-TeA-3ay-UsSy -}
(HOPV N ‘Gz 0 = 9) (71°666 ol Ty99E7y)
0£°0 ¢0°0 Vet = mmx&rw HO-BTY ~0ad-S TH-TBA ~IAL-TBA-3IY-USY~H
(HOOY N ‘2670 = °) (11696 ‘ol Ty89477y5)
gE* 0 01" 0 o GLtEY9- = mmxm-w HO~BTY~0ad-STH-8 I ~I4J~TBA-SIy-USy-H
(H09Y N ‘750 = 9) (417926 OTotTyl9xE o)
P €+ 0 9z2°0 oG 0g= = (907 HO-BTy-0sq~STHA-STI~IAL-TeA-BIy-teg-H
(HOOY N ‘7670 = 9) (G2*TTOT Tl Tyb Lylly)
Gero Gz 0 om,wwu = ﬁM\&nN mo‘swA;OLQImﬂmnoHHl&hBlHﬁ>|Mh<|cm<|m
(HOOY N ‘0£°0 = 2) (22996 ‘OTobTyELydTy)
¢h-o Q10 ol79G = mewnN HO-N8T-0Jg-STH-8 I ~IAL~TBA -8ay ~a8g~H
AN )1Qigih Afa o
(+/ 9 ) (4/ 9) (TeppTusButusorddo
uTpTIAd /uuEs uue fuol serquesuoy )
s \mh%mxﬁﬁ@m\ﬁo:mpﬁn \m&hmxﬂﬁﬁm\ﬂosmpsn ' w- 3eATANSTOow fTowmroT)
<D (susFeaa s,LTned paw SUTISLN293D) JoqeTd xMMwMWMMw ptadag
AV, -} Ge-1-TeFPASYOTPUMTSTTTS 308y ®d DL TR
s
(4P
ey

(*S3403) IIT TI®qBL



9 L2 IR4 n(\,p.
j.C‘iA-U()

I de ovenstdende tabelier har man 1 overensstemmeslse nmed
UIPAC-nomenklaturen for £ skille L- og D-formene av aminosyrer i
rolypentlder, mzrlkert L-aminosyrer med en stor feorbokstav mens
D-aminosyrer er markert med en liten forbokstav.
Patentkrav

Analogifremgangsmdte til fremstilling av nye, terapsutisk
virksomme hepta- og oktapeptider med formeslen:

on N
H2N—C-NH |
b “ HN.

i7H H,C CH N

(nH ) g \r‘ o3 CH CHZ

(vils ) CH U,

¢ Z 3 t 1 z ) 1 (\' i

R-NH-CH - CONH - CH - CONH - CH - CO-R2—NH-CH - C0H_-CH-CC-R,
hvor R betyr hydrogen, succinyl, L-aspartyl, sarkosyl, L-seryl,
succinamyl, L-prolyl, glycyl eller D- eller L-asparaginyl, Rl betyr
en L-alanin~, L- eller D-leucin-, glycin-, L-isoleucin- eller
G-zlaninrest og B, betyr L-valyl, L-isoleucyl sller L-zlanyl,
karakterisert ved at man ved anvendelse av 1nnen
peptidkjemien vanlige metoder trinnvis sammenkobler syrene HR,,
pDrolin, histidin, R2-OH, tyrosin, velin, argininin og i de til-
f2llzr R 1kke er hydrogen, ogsé syran ROI, hvor Ry RE 0oz R har de
ovenior angitse betydninger, til dannelse zv amidbindinger mellom
syrene, 1det amino- og karboksylgrupper som men ikke gnsker skal
delta 1 reaksjonen, p& 1 og for seg kjent mdte maskeres-temporert
med en beskyttelsesgruppe, eller pd annen lijent m&te hindres i &
deltz 1 reaksjonen.
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