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57 Sammendrag

Et diagnostisk middel for pankrease eksokrin funksjon
omfattende en aminosyre eller et peptid innecholdene minst et
13C eller ““C atom, eller et farmasoytisk akseptabelt salt
derav fOrskjellig fra Bz-Tyr- > C-PABA er beskrevet. En
13C- eller C-merket forbindelse representert ved felgende

formel (I1):

XaRyY2-Z,

eller et salt derav,

hvor X, er et hydrogenatom eller en beskyttelsesgruppe,

R, er et peptid med 2 til 5 aminosyrer, en aminosyre eller en
enkeltbinding, Y, er en aminosyre,

Z, er en aminosyre eventuelt med en beskyttelsesgruppe, og
minst en av aminosyrene i R,, Y, 0g Z,, eller minst en av
beskyttelsesgruppene i X, og Z; nir beskyttelsesgruppene
inneholder et karbonatom, er 1*C eller '*C-merket.
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Foreliggende oppfinnelse vedrarer diagnostiske midier for pankreasksokrin

funksjon i en pustetest, samt °C- eller “C-merket forbindelse elier salt.

 "Bukspyttkjertel-eksokrin-funksjonstester® er nyttige for diagnostikk av
bukspyttkjertelsykdommer s som kronisk og akutt pancreatitt og bukspyttkjertel-
cancer. Det er ogsa nyttig & vurdere tilstanden og prognosen til pasienter og & V
kontrollere medisinering av proteasebreparatene: Generelle beskrivelser finnes i
Arvanitakis og Cooke, Gastroenterology, 74:932 (1978); Niederau og Grendell,
Gastroenterology, 88:1973 (1985); Goldberg, Bull. Mol. Biol. Med., 15:1 (1990);
Lankisch, Int. J. Pancreatology, 14:9 (1993); Bank og Chow, Gastroenterologist,
2:224 (1994); og Steer et al., Eng. J. Med., 332:1482 (1995).

Bukspyttkjertel-eksokrm-funkslonstester blir grovt klassmsert i |ntubas10ns-
tester og tubelese tester. Intubaslonstester innbefatter lntubenng av et ror gjennom
munnen til tolvfingertarmen for 4 samle tolvfingertarmsaft. Sekretintesten blir
vanligvis anvendt, idet sekretin blir administrert intravengst for & stimulere sekresjon
av bukspyttkjertelsaft for oppsamlingen. Denne metoden er meget nayaktig pa grunn
av at mengdene og komponentene av bukspyttkjertelsaften blir analysert indirekte og
er "gulistandarden” av bukspyttkjertel eksokrin funksjonstest. Denne metoden kan
derimot ikke bli anvendt gjentatte ganger eller anvendt for screening pa grunﬁ av det
sterke stresset forarsaket pa pasientene. Det er bare tilgjengelig ved et relativt lite
antall medisinske sentra pa grunn av at legen ma vesre meget kvalifisert. Pa grunn
av at denne metoden krever fluoroskopisk rerplassering i lzpet av oppsamling av
tolvfingertarmsatft, ér det problemer med rentgeneksponering.

Derimot er rarfrie tester lette & utiore for & beregne bukspytteikjertei-eksokrm
funksjon som ikke krever intubasjon, hvori den utskilte mengden av forbindelsene
produsert av bukspyttelkjertel eksokrine systemer eller utskilt mengde av bukspytt-
kjertel eksokrine enzymer per se blir malt. For tiden blir hovedsakelig falgende fire
metoder anvendt: .

1. PFD-test hvori et syntetisk substrat BT-PABA (N-benzoyl-L-tyrosyl-p-
aminobenzosyre) for chymotrypsin utskilt fra bukkspyttkjertelen blir administrert oralt

‘0g mengden av PABA (p-amlnobenzosyre) et produkt degradert av chymotrypsin,

utskilt i urinen blir malt;
2. PLT-test hvori et syntetlsk substrat FDL (ﬂuoreskeln dilaurat) for kolesterol-
esterhydrolase, esterase, utskilt fra bukspyttkjertelen blir administrert oralt og
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mengden av degraderingsproduktet fluoreskein utskilt i urinen eller konsentrasjonen
derav i blodet blir matt; | |

3. Fekal chymotrypsin-test hvori chymotrypsin i avieringen blir bestemt
kvantitativt; og |

4, Fekal elastase-test hvori elastase i aviaringen blir bestemt kvantitativt.

Sensitiviteten ved disse testene er for lav for & detektere sma reduksjoner i
bukspyttelkjertel eksokrin funksjon. De er derfor ikke blitt anvendt sa ofte i de senere
arene.

For & Izse dette problemet, er det blitt lett etter mange lettere bukspyttkjertel-
eksokrine-funksjonstester. '*C-pustetester er ogsa blitt anvendt hvori.en *C-merket
forbindelse blir administrert og en @kning av konsentrasjonen til **CO, i utdndingen

_ blir malt. Eksempler pa slike '®C-pustetester er illustrert nedenfor:

1. "®C-pustetest hvori et *C-merket lipid eller blandet triglycerid, som er et substrat

for Iipase,'blir administrert; Chen et al., J. Nuclear Med., 15:1125 (1974); Watkins et

al, J. Lab. Clin. Med., 90:422 (1977); Ghoos et al., Digestion, 22:232 (1981); John,
SG., Gastroenterology, 83:44 (1982); Watkins et al., Gastroenterology, 82:911
(1982); Benini et al., Digestion, 29:91 (1984); Jones et al., J. Lab. Clin, Med.,
105:647 (1985); Knoblach et al., Monatsschr Kinderheilkd, 136:26 (1988),
Vantrappen et al., Gastroenterology, 96:1126 (1989); Murphy et al., Arch. Disease in
Childhood, 65:574 (1990); Kato ét al., Am. J. Gastroenterol., 88:64 (1993);
McClean et al., Arch. Disease in Childhood, 69:366 (1993); Jakobs et al., Eur. J.
Pediatr., 156:S78 (1997); og Kalivianakis et al., Eur. J. Clin. Invest., 27:434 (1997);
2. "C-pustetest hvori en '*C-merket kolesterolester, som er et substrat for
kolesterolesterase, en lipase, blir administrert: Mundios, et al., Pediatric Res.,
22:257 (1987); Xcole et al., Gastroenterology, 93:1372 (1987); og Mundlos et al.,
Gut, 31:1324 (1990); | |
3. C-pustetest hvori en "*C-merket stivelse, som er et substrat for en amylase, blir
administrert: Hiele et al., Gastroenterology, 96:503 (1989); Dewit et al., Pediatric
Res., 32:45 (1992); og Z. Gastroenterol., 35:187 (1997); og |

4. "*C-pustetest hvor et "°C-anriket eggprotein, som er et protein med en '*C-
kbnsentrasjon foraket opp til 1,4 atm % i forhold til naturlig forekomst av 1,1 atm %
ved foring av en kylling med **C-leucin, og som er et substrat for en protease, blir
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administrert: Y. Ghoos, *COx-Breath Tests ved laboratoriet "Digestion-Absorption”,
University Hospital Gasthuisberg, Leuven, Belgia (1996). |

C. Yamato et al., Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics,
vol. 206; no. 2, 1978, s. 468-474 beskriver at eksokrin pankreatisk funksjon ble
studert ved oral administrering av 14C-m‘erket Bz-Tyr-PABA til dyr og deretter méling
av de resulterende dekomponeringsproduktene (dvs. N-benzoly-L-tyrosin og p-
aminobenzosyre) utskilt i urinen. Det beskrives foigelig et ™*C-merket syntetisk peptid
(dvs. "*C-merket Bz-Tyr-PABA), men verken beskriver eller foreslar bestemmelse av
eksokrin pankreatisk funksjon i en pustetest. '

US 4676974 beskriver at den eksokrine pankreatiske funksjonen ble bestemt i
en pustetest pa en pasient soﬁ svelget 4C-merket kolesterol oktanoat. Det
beskrives falgelig besternmelse av eksokrin pankreatisk funks}on i en pustetest, men
beskriver ikke aminosyrer eller peptider inneholdende minst et ™°C eller "C atom,

eller farmasoytisk akseptable salter derav.

Alle disse fremgangsmétene er derimot mindre sensitive enn de konven-
sjonelle og tidkrevende. Derfor er disse fremgangsmatene ikke blitt etablert innenfor
det kliniske omradet. : '

Det er folgelig anskelig at det blir utviklet en meget sensitiv bukspyttkjertél-

eksokrin-funksjonstest som utviser lavt stress pa individet, og som fort gir ngyaktige

resultater. .
En hensikt ifglge foreliggende oppfinnelse er falgelig 4 tilveiebringe et

" diagnostisk middel for bukspyttkjertel eksokrin funksjon som farer til en meget

sensitiv test pa bukspyttkjertel eksokrin funksjon og som tilveiebringer lavt stress pa
individiet og tilveiebringer hurtig noyaktige resultater.

Det er en annen hensikt ilege foreliggende oppfinnelse & tilveiebringe en ny
forbindelse for bykspyttkjertel-eksokrin-funksjonstest.

Foreliggende oppfinnere har oppdaget at bukspyttkjertel eksokrin funksjon kan
bli beregnet med hay sehsitivitet ved hay oral administrering av en *C-merket
peptidforbindelse til en normal rotte og en rotte med kronisk pancreatitt og mél'ihg av
3CO.-konsentrasjonen i utdndet CO, etter administrering. Foreliggende oppfinnelse
ble falgelig fullfert. o S

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer felgelig et diagnostisk middel for
pankreas eksokrin funksjon i en pustetest, kiennetegnei ved at det omfatter '°C eller
“C.merket forbindelse representert ved falgende formel (lI):
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Xo-Rz-Y2-24 ‘ (I
hvor Xz er et hydrogenatom eiler en beskyttelsesgruppe,
R: er et peptid med 2 til 5 aminosyrer, en aminosyre eller en enkeltbinding,
Y2 er en aminosyre,
Z, er en aminosyre med eventuelt en beskyttelsesgruppe, og minst en av
aminosyrene i Rz, Y2 og Z;, eller minst én av beskyttelsesgruppene i Xz og Zy nar
beskyttelsesgruppene inneholder et karbonatom, er '°C- eller **C-merket,
og hvor . _
1) i tilfelle hvor X: er en beskyttelsesgruppe og Rz er enkeltbinding,
1-i) nér Z; er D-Ala, er Yz en aminosyre forskiellig fra D-Ala,
1-ii) nar Z, er Ala-OMe, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Leu,
1-iil) nar Z; er Pro-OMe, er Y, en aminosyre forskjellig fra Gly,

2) i tilfelle hvor Xz er en beskyttelsesgruppe og Rz er en aminosyre,
2-i) nar Z, er D-Ala, er Yz en aminosyre forskjellig fra Val,
2-ii) ndr Z4 er Ala, er Yz en aminosyre forskjellig fra Leu,
2-iii) nar Z; er Gly-Oet, er Y, en aminosyre forskjellig fra Pro,

3) i tilfelle hvor X» er en beskyttelsesgruppe, er R: et peptid med 2 aminosyrer
og Zy er Gin eventuelt med Set, Y2 er en aminosyre forskjellig fra Ala, .

4) i tilfelle hvor X; er et hydrogenatom og Rz er en enkeltbinding,
4-i) nar Z, er Pro, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Ala,
4-ii) nar Z, er Leu, er Yz en aminosyre forskjellig fra Gly, Val, Leu og
Tyr, |
4-ijii) nar Z, er Phe, er Yz en aminosyre forskjellig fra Gly,
4-iv) nar Z, er Gly-Oet, er Y en aminosyre forskjellig fra Gly,
4-v) nar Z, er Ala-OMe, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Leu,

- 5) itilfelle hvor X er et hydrogenatom og Rz er en aminosyre,

| 5-i) nar Z; er Leu, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Pro,
5-ii} nér Z1l er Phe, er Y2 en afninosyre forskjellig fra Pro,

5-iii) nér Z; er Gly, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Gly,
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5-iv) nar Z, er Pro, er Y, en aminosyre forgkjellig fra Leu,
5-v) nar Z, er Met, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Asp,
5-vi} nar Z, er Asn-B2l, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Leu,

6} i titfelle hvor X2 er et hydrogenatom og R er et peptid med 2 aminosyre.r,
6-i) nar Z, er Leu, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Leu,
6-ii) nar Z, er Ser, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Asp, og

7) itilfelle hvor X2 er et hydrogenatom og R er et peptid med 3 aminosyrer,
7-i) nar Z, er Leu, er Yz en aminosyre forskjellig fra Phe,
7-ii) nar Z; er Met, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Phe;

forutsatt at felgende forbindelser er ekskluderte
Ala-Pro, Gly-Leu, Gly-Phe, Val-Leu, Leu-Leu, Tyr-Leu, Ac-D-Ala-D-Ala, Gly-Gly-
OEt, Leu-Ala-OMe, Ac-Gly-Pro-OMe, Boc-Leu-Ala-OMe, Gly-Pro-Leu, Gly-Pro-
Phe, Ala-Gly-Gly, Gly-Leu-Pro, Phe-Asp-Met, GIy-Leu—Prd, Dansyl-Tyr-Val-D-Ala,
Cb2-Gly-Leu-Ala, Thr-Leu-Asn-Bzl, Z-Pro-Pro-Gly-OEt, Leu-Leu-Leu-Leu, Lys-Arg-

- Asp-Ser, Ac-Leu-Ala-Ala-Gin (NMz), Ac-Leu-Ala-Ala-Gin (NMe,) - SEt, Tyr-Gly-Gly-

Phe-Leu og Tyr-Gly-Gly-Phe-Met, hvor Ac er acetyl, Eter etyl, Me er metyl, Bocer
t-butyloksykarbonyl, Dansyl er dansyl, Cbz er karbobenzyloksy, Bzl er benzbyl, Zer
benzyloksykarbonyl, Set er etanetiol og NMe; er dimetylamino.

Foreliggende oppfinnelse vedrarer videre '°C- eller *C-merket forbindelse
eller salt derav ifelge krav 1, kjennetegnet ved at den blir valgt fra grupperi
bestaende av falgende forbindelser:

(a) Phe-"C-Leu,
(b) Arg- ¥C-Leu,
(c) Bz-Ala-'*C-Ala,
d)  Bz-Gly-'°C-Ley,
(¢)  Bz-Phe-'*C-Gly,

)  BzTyr"C-Ley,

(9) Bz-Phe-*C-Leu,
(h) Bz-(DL)Phe-'C-Leu,
()  Bz-Arg-*C-Ley,
(k}  Ac-Phe-"C-Leu,
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(h . Ac-Tyr-"°C-Ley,
(m) Bz-Ala-*C-Ala-OMe,
(n) Bz-Gly-'*C-Leu-OMe,
(o) Bz-Phe-"°C-Gly-OMe,
(p) Bz-Phe-'"C-Leu-OMe,
(@ Bz-(DL)Phe-'*C-Leu-OMe,
(h  Ac-Phe-"*C-Leu-OMe,
(s)  Ac-Tyr-'*C-Leu-OMe,
()  Bz-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe-'3C-Leu,
(u)  Boc-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe-'*C-Leu, og
(v} Bz-Ala-Ala-Ala-Ala-'3C-Gly-Phe-Leu.
Fig. 1 viser chymotrypsinogen og amyfaseinnhold i bukspyttkjertelen iil en olje-

_ syre-injisert gruppe og en kontroligruppe. | oljesyre-injisert gruppe (e), ble 50 . |

oljesyre injisert inn i bukspyttkjertelkanalen til 17 Wistar hanrotter som var 5 uker
gamle (n=17). | kontroligruppen (O}, ble bare laparotomi utfert (n=11). Etter
behandlingen ble rotter fra begge gruppene oppbevart i 3 uker. Deretter ble bukspytt-
kiertelen fiemet, og chymotrypsinogen og amylaseinnholdene ble bestemt.

Fig. 2 viser tidsforlzpet av grad av gkning av '*C-konsentrasjonen i utandet
13C0, (A "°C (%/o0)) etter administrering av Bz-DL-Phe-(**C-Leu)-Na. Ved 0 minutt ble
Bz-DL-Phe-(136-Leu) -Na (250 mg/kg} oralt administrert til kroniske pancreatittrotter
(stiplet linje, n=8) og kontrollrotter (heltrukken linje, n=4).

Fig. 3 viser fordelingen av verdier for kroniske pancreatittrotter (e, n=8) og
normale rotter (O, n=4) i PFD og Bz-DL-Phe-(*C-Leu) ('°C-BPL)-pustetester. Hver
rotte ble utsatt for PFD-test for Bz-DL-Phe-('°C-Leu)-pustetesten. Sensitivitet
(forhold mellom sanne testpositive resultater og totalt sanne positive resultater) er
vist nedenfor for hver fordeling nar en cut-off verdi (bar) er innstilt slik at
spesifisiteten (forholdet mellom sann testnegativ og total sann negativ) er 100%.

Fig. 4 viser fordeling av verdier for kroniske pancreatittrotter (e, n=8) og
normale rotter (O, n=7) i PFD og Bz-Ala-(**C-Ala) ("*C-BAA)-pustetester. Hver rotte
ble utsatt for PFD-test for Bz-Ala-("3C-Ala)-pustetesten. Sensitiviteten (forholdet
mellom sanne testpositiver og totalt sanne positiver) er vist nedenfor for hver
fordelingsfremstilling nar en cut-off verdi (bar) er innstilt slik at spesifisiteten
(forholdet mellom sann testnegativ og total sann negativ) er 100%. -
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Fig. 5 viser fordelingen av verdier for kroniske pancreatittrotter (o, n=10) og
normale rotter (O, n=10) i PFD og Bz-Gly-(*C-Leu) ("*C-BGL)-pustetester. Hver
rotte ble utsatt for PFD-testen for Bz-Gly-('3C-Leu)-pustetesten. Sensitiviteten
(forhétdet mellom sanne positive testresultater og totalt sanne positive testresultater)
er vist nedenfor for hver fordelingsfremstilling nér en cut-off verdi (bar) er innstilt slik
at spesifisiteten (forholdet mellom sah; negativt testresultat og totalt sant negativt
testresultat) er 100%.

Forelnggencle oppfinnelse vil nedenfor bll beskrevet i detalj.

Peptider er indikert heri pa en slik méte at den N-terminale enden er til venstre
og den C-terminale enden er til heyre.

Aminosyreresidiene er vist i tre- bokstavforkortetser og ndr vist | tre-bokstav-
forkortelse er aminosyrene L-isomerer dersom intet annet er angitt.

"Aminosyre" refererer héri en hvilken som helst forbindelse med karboksyl og
aminogrupper i molekylet og innbefatter iminosyrer s& som prolin og hydroksyprolin
og forbindelser med en laktamstruktur i molekylet.

“Peptid” refererer heri til en hvilkken som helst forbindelse som blir dannet ved
kobling av minst to aminosyrer via en peptidbinding og innbefatter homomere
peptider bestadende av aminosyrer, heteromere peptider omfattende en ikke- .
aminosyrekomponent(er), og derivater derav. Peptudet har mindre enn eller |Ik 100
aminosyreresidier.

"Aminosyre eller peptid inneholdende minst ett *>C eller '*C atom" refererer
heri til eﬁ hvilken som helst aminosyre eller peptid hvor minst ett karbonatom er til
stede i aminosyren, aminosyreresidier til peptidet, en modifiserende gruppe eller en
beskyttelsesgruppe derav er erstattet med et °C eller *C atom, resulterende i
anrikete '°C eller *C atomer i aminosyren eller peptidmolekylene i forhold til det som
er i naturen.

Diagnostisk midde! for bukspyttkjertel eksokrin funksjon ifeige foreliggende
oppfinnelse omfatter en aminosyre eller et peptid inneholdende minst et °C eller 'C
atom, eller et farmasoytisk akseptabelt salt derav forskjellig fra Bz-Tyr-“C-PABA.
Aminosyremolekylet kan inneholde et '°C eller *C atom. Alternativt, nar aminosyren
eller peptidet har en modifiserende eller beskyttende gruppe, kan den modifiserende
eller beskyttende gruppe inneholde et °C eller “C atom.

Foreliggende oppfinnelse omfatter falgelig en '°C- eller '*C-merket forbindelse
representert ved folgende formel (H):
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) Xo-Ra-Y2-Z, {n
eller et salt derav,
hvor X; er et hydrogenatom eller en beskyttelsesgruppe,
R: er et peptid med 2 til 5 aminosyrer, en aminosyre eller en enkeltbinding,
Y2 er en aminosyre,
Z1 er en aminosyre som eventuelt har en beskyttelsesgruppe, og
minst en av aminosyrene i Rz, Y2 0g Z4, eller minst en av beskyttelsesgrupene i Xz og
Z, nér beskyttelsesgruppene inneholder et karbonatom, er '°C- eller *C-merket.

I formel (Il) er X; et hydrogenatom eller en beskyttelsesgruppe. Beskyttelses-
gruppen innbefatter hvilke som helst beskyttelsesgrupper som generelt blir anvendt
innenfor omradet organisk kjemi, for eksempel, som beskrevet i "Textbook for
Biochemical Esperiments 1 - Protein Chemistry IV*, utgitt av Japan Biochemical

. Society, publisert av Tokyo Kagaku Dojin (1977); “Textbook for Ecperimental

Chemistry 22 - Organic Synthesis IV", utgitt av Japan Chemical Society, publisert av

‘Maruzen (1 992); "Bases and Experiments of Peptide Synthesis", Nobuo 1zumiya,

Tetsuo Kato, Tohiko Aoyagi og Maichinori Waki, publisert av Maruzen (1985);
“Modification of Proteins", utgitt av Robert E. Feeney, John R. Whitaker, the
American Chemical Society (1982); M. Bodanszky, "Principles of Peptides
Synthesis", Springer-Verlag, Berlin (1984); og E. Schroder, K. Lubke, "The
Peptides", Academic Press, N.Y. Vol. 1 (1965), Vol. 2 (1966). Eksempler derav
innbefatter benzoyl, acetyl, benzyloksykarbonyl, subsituert benzyloksykarbonyl {slik
som p-nitrobenzylokéykarbonyl, p-metoksybenzylkarbonyl, osv.), t-butytoksykarbonyi,
9-fluorenylmetoksykarbonyl, p-toluensulfonyl, ftalyl, formyl, trifluoracetyt,
trifenylmetyl, cykloheksyloksykarbonyl, o-nitrofenylsulfenyl, 1-acyloksykarbonyl,
isobomyloksykarbonyl, difenylfosfinyl, difenylfosfinotioyl, benzyl, alkyl,
allyltiokarbonyl, o-nitrofenoksyacetyl, kloracetyl, benzensﬁlfonyl, dibenzylfosforyl,
trialkylsilyl, allyliden og acetoacetyl-grupper.

R2 er et peptid med 2 til 5 aminosyrer, en aminosyre eller en enkeltbinding.
Aminosyren innbefatter glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin, serin, treonin, cystein,
metionin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan, asparaginsyre, asparagin, glutaminsyre,
glutamin, arginin, lysin, histidin, prolin og omitin. -

Y2 er en aminosyre og aminosyren innbefatter glucin, alanin, valin, leucin,
isoleucin, serin, trecnin, cystein, metionin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan, asparagin-
syre, asparagin, glutaminsyre, glutamin, arginin, lysin, histidin, prolin og omitin.
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Z, er en aminosyre som eventuelt har en beskyttelsesgruppe. Beskyttelses-
gruppen innbefatter hvilke som helst beskyttelsesgrupper som generelt blir anvendt
innenfor omréadet organisk kjemi, for eksempel som beskrevet | “Textbook for
Biochemiéal Experiments 1 - Protein Chemistry IV, utgitt av Japan Biochemical
Society, publisert av Tokyo Kagaku Dojin (1977); "Textbook for Experimental
Chemistry 22 - Orga;'nic Synthesis IV, utgitt av Japan Chemical Society, publisert av
Maruzen (1992); "Bases and Experiménts of Peptide Synthesis", Nobuo lzumiya,
Tetsuo Kato, Tohiko Aoyagi og Michinori Waki, publisert av Maruzen (1985);
"Modification of Proteins®, utgitt av Robert E. Feeney, John R. Whitaker, the
American Chemical Society (1982); M. Bodanszky, "Principles of Peptides
Synthesis", Springer-Verlag, Betlin (1984); og E. Séhroder, K. Lubke, "The
Peptides”, Academic Press, N.Y. Vol. 1 (1965), Vol. 2 (1966). Eksempler derav
innbetfatter metylester, etylester, benzylester, t-butylester og p-
nitrobenzylestergrupper og N'-substituert hydrazidgrupper for beskyttelse av
karboksylgruppene; benzyloksykarbonyl, p-toluensulfonyl og 2-
klorbenzyloksykarbonylgrupper for beskyttelses av G-aminogruppen -

i lysin og omitinresidier; nitro, me'toksybenzyloksykarbonyt og p-

*toluensulfonylgrupper for beskyttelse av guanidinogruppen i argininresidiet; benzyl

og t-butylgrupper for beskyttelse av hydroksylgruppen i hydroksylgruppe-
inneholdende aminosyreresidier s& som serin og tyrosinresidier; benzyloksykarbonyl
og benzyloksymetylgrupper for beskyttelse av imidazolgruppen i histidinresidiet;

" benzyl og tritylgrupper for beskyttelse av merkaptogruppen i cysteinresidiet;

sulfoksidgruppe for beskyttelse av tioetergruppen i metioninresidiet; og formylgruppe
for beskyttelse av indolgruppen i tryptofanresidiet. Aminosyren innbefatter glycin,
alanin, valin, leucin, isoleucin, serin, treonin, cystein, metionin, fenylalanin, tyrosin,
tryptofan, asparginsyre, asparagin, gluaminsyre, glutamin, arginin, lysin, histidin,
prolin og ornitin. ' | .

Aminosyrene representert ved R, Y» 0g Z; og peptider representert ved Rz
kan bli modifisert pa forskellige mater. Slik modifikasjon innbefatter guanidyleriﬁg,

'suksinylering og acetylering av aminogruppene; modifikasjon av guanidinogruppen i

arginin med en dikarbonylforbindelse; forestring av karboksylgrupper; sulfenylsulfo-
nering og alkylering av tiolgruppen i cystein; etoksykarbonylering av imidazolgruppen
i histidin; dannelse av sullfoniumsalter av metionin; acetylering av serin og treonin;
nitrering og iodinering av tyrosin; og nitrofenylsulfonylering av tryptofan. '
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Minst en av aminosyrene i Ry, Y2 09 Z4, eller minst en av beskynelses-
gruppene i X2 0g Z; nar beskyttelsesgruppene inneholder et karbonétom. er '°C eller
“C-merket. | _

Det er foretrukket at Z, er en '3C- eller *C-merket aminosyre som eventuelt
har en beskyttelsesgruppe.

| en utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er det diagnostiske midlet
kjennetegnet ved at ‘

1) i det tilfelle hvor Xz er en beskyttelsesgruppe valgt fra gruppen bestaende

av Dansyl,. Cbz, Ac og Z, og R; er en aminosyre eller et peptid med 2

aminosyrer,

1-i) narZ; er D-Ala, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Val,

1-ii} nar Zy er Ala, er Y» en aminosyre forskjellig fra Leu,

1-Eiij nar Z, er Gly-Oet, er Yz en aminosyre forskjellig fra Pro,

1-iv) nér Z, er GIn(NMey) eller GIn(NMe,) —Set, er Y, en aminosyre
forskjellig fra Ala,

2) idet tilfelle hvor Xz er Ac eller Boc, og Ro er en enkeltbinding,
2-i) nar Z, er D-Ala, er Yz en aminosyre forskjellig fra D-Ala,
2-ii) nér Z, er Pro-OMe, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Gly,
2-iii) nar Z, er Ala-OMe, ef Y2 en aminosyre forskjellig— fra Leu,

3) idet tilfelle hvor X; er et hydrogenatom og Rz en aminbsyre eller et peptid
med 2 eller 3 aminosyrer,

3-i) nar Z, er Leu, er Y en aminosyre forskjellig fra Pro, Leu og Phe,

3-ii) nar Z; er Phe, er Y, en aminosyre forskjellig fra Pro,

3-iii) nér Zy er Gly, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Gly,

3-iv) nar Z, er Pro, er Yz en aminosyre forskjellig fra Leu,

3-v) nar Z; er Met, er Yz en aminosyre forskjellig fra Asp og Phe,

3-vi) nar Z;er Aén-BzL er Y2 en aminosyre forskjellig fra Leu,

3-vii) nér Z, er Ser, er Yz en aminosyre forskjellig fra Asp, og

4) i det tilfelle hvor Xz er et hydrogénatom og Rz er en enkeltbinding,
4-i) nar Z, er Pro, er Y en aminosyre forskjellig fra Ala,
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4-ii) nar Z, er Leu, er Y, en aminosyre forskjellig fra Gly, Val, Leu og
Tyr, '
4-iii) nér Z4 er Phe, er Y, en aminosyre forsijellig fra Gly,
4-iv) nar Z, er Gly-OFEt, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Gly,
4-v) nar Z, er Ala-OMe, er Yz en aminosyre forskjellig fra Leu,
I en annen utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er X vaigt fra
gruppen bestaende av Ac, Bz (benzoyi), Boc, Z og et hydrogenatom.
| en foretrukket utfarelsesform ifalge foreliggende oppfinneise har
forbindelsen eller saltet derav evne til & vaere et substrat av en protease eller
protease slik at det deretter har evne til & bli dekarboksylert for & danne *CO,- eller
4CO0.. Idet proteasen eller proteasene er'pankreati.ske eksokrine proteaser og den
pankreatiske eksokrine proteasen eller proteaser er vaigt fra.gruppen bestéende av
chymotrypsin, trypsin, elastase og karboksypeptidaser.
I en mer foretrukket utfarelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er Xz en

| beskyttelsesgruppe og Rz er en enkeltbinding.

| en ytterligere mer foretrukket utferelsesform ifolge fdreliggende oppfinnelse-
er det diagnostiske midlet kjennetegnet ved at '

1) minst en av aminosyrene i Yo 0g Z; er Arg eller Lys,

2) minst en av aminosyrene i Y og Z, er en aromatisk aminosyre, Leu, His

eller Met, . ‘

3) minst en av aminosyrene i Y2 og Z; er en ngytral og ikke-aromatisk

aﬁlinosyre, .

. 4) aminosyre i Z; er en aminosyre forskjellig fra Arg, Lys og Pro, efier

5) aminosyren i Z, er Arg eller Lys. ' '

13C. eller "“C-merkete forbindelser representert ved ovennevnte formel (1) og
farmasoytisk akseptable salter derav og '°C- eller '*C-merkete forbindelser represen-
tert ved ovenfor angitte formel (ll} og salter derav kan bli absorbert gjennom
fordeyelseskanalen etter reaksjonen til en protease eller proteaser, og
dekarboksylert ved metabolsk virkning til dannelse av '*CO; eller "*CO5. Protease
eller proteaser kan veere bukspyttkjertel eksokrin proteaser inkiudert chymotrypsin,
trypsin, elastase og karboksypeptidaser representert ved karboksypeptidase A og B.

Chymotrypsin spalter spesifikt karboksylterminal peptidbinding til tyrosin,
tryptofan, fenylalanin, leucin, histidin eller metionin residig og virker ogsa pa estere
og amider inneholdende disse residiene. '
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Trypsin katalyserer hydrolyse av peptidbindingene ved karboksylterminale
enden til et arginin residie, et lysin residie og et S-aminoetylicystein residie prbdusen
ved kunstige reaksjoner. Kjemiske syntetiske produkter inneholdende et {allyl)amid
eller esterbinding istedenfor peptidbindingen, kan videre vaere substrater for trypsin
dersom de er avledet fra de tre aminosyrene. _

Elastase hydrolyserer peptidbindingen ved karboksylterminale enden til alanin,
glycin, valin, luecin, isoleucin og metionin redisider, som er ikke lagde ikke-
aromatiske aminosyrer. Det er kjent at suksinyl-(alanyl) 3-p-nitroanilid kan vaere et
kunstig substrat derav. -

Karboksypeptidase B har en virkning ved at den sekvensielt spalter fra
kaboksylterminale basiske aminosyrer sa som arginin og lysin.

_ Karboksypeptidase A har en virkning slik at den sekvensielt spalter fra
karboksylterminusen aromatiske hydrofobe aminosyrer sa som tyrosin, fenylalanin,
tryptofan, leucin, isoleucin, treonin, glutamin, hisﬁdin, alanin, valin, asparagin, serin,

lysin, glycin, asparaginsyre og giutaminsyre.

For & betrakte slike substratspesifiteter til proteaser som beskrevet ovenfor,
kan "°C- eller '*C-merkete forbindelser eller salter derav fortrinnsvis bli anvendt i
diagnostiske midier for bukspyttkjertel ekskokrin funksjon kan bli konstruert.

13¢. eller "C-merkete forbindelser kan bli syntetisert pa en kjent méte ved
anvendelse av kommersielt tilgjengelige aminosyrer. For eksempel kan fremgangs-
mater beskrevet i "Textbook for Experimental Chemistry 22 - Orgahic Syntehsis V",
utgitt av Japan Chemical Society, publisert av Maurzen (1992) bli anvendt. Et
illustrerende eksempel derav vit bli beskrevet nedenfor.

En "®C-merket aminosyre blir opplost i hydrogenklorid/metanol og tilbake-
strammet. Resulterende metylester blir suspendert i dikiormetan og trieylamin og blir
deretter drapevis tilsatt med is-avkjoling og omrart. Videre blir en N-benzoylamino-
syre, 1-hydroksy-1H-benzotriazol.H,O (HOBt) og diklormetan tilsatt. Deretter blir en
opplesning av 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)-karbodiimid-HC! (WSC) opplest i
diklormetan tilsatt og blandingen blir omrart. Etter konsentrering blir reaksjonsbland-
ingen ekstrahert med etylacétat, vasket med 1N HCI, 5% NaHCOj; og vann, terket
over magnesiumsulfat, og avdampet til terrhet, eller videre forsapet, fora
tilveiebringe @nsket **C-merket forbindelse representert ved formel (1.

13C- eller "“C-merkete forbindelser kan bli oppnadd i form av et salt. Saltene
kan innbefatte de med uorganiske syrer sa som saltsyre, svovelsyre, salpetersyre og



20

25

13

fosfbrsyrer; med organiske syrer s& som maursyre, eddiksyre, propionsyre,
glykolsyre, ravsyre, maleinsjpre, vinsyre, sitronsyre og"trifluoreddiksyre; med alkali-
metaller sa som natrium og kalium; med jordalkaliske metaller sa som kalsium; og
med 6rganiske aminer sa som ammonium, etanolamin, trietylamin og dicykloheksyl-

- amin.

Testen som anvender midlene for bukspyttkjertel eksokrin funksjon ifeige
foreliggende oppfinnelse, kan bli utfert ved administrering til individet '°C- eller "C-
merket forbindelse representert ved formel (1) eller farmaseytisk akseptabelt salt
derav. En test er mulig hvor konsentrasjon av "°C- eller 1*C-merket forbindelse blir
matlt i serum, urin eller avforing etter administrering, men en pustetest er onskelig
hvor en skning i "°C- eller "*C-konsentrasjon blir malt i utandet CO, etter
administrering. Nar '*C- eller **C-merket forbindelse representert ved formel (I) eller
farmaseytisk aksepiabelt salt derav administreres til et individ, kan et testmaltid eller
lignende bli inntatt av individet for & indusere sekresjon av bukspyttkjertelenzymer.
To eller flere '°C- eller '“C-merkete forbindelser representert ved formel (1) elier
farmaseytisk akseptable salter derav kan bli kombinert for bruk. | titfellet **C, blir *C-
konsentrasjon bestemt i utadndet CO; etter administrering, og deretter blir bukspytt-

" kjertel eksokrin funksjon diagnostisert fra enten data angaende grad av ekning ('A

BC (1w} ) av *C-konsentrasjonen i utandet *CO, ved forutbestemte tidspunkter
(f.eks. 5., 10 og 15 minutter) etter administrering, eller data assosiert med tidsforlep
(begynnende helling, forandring i helling, topptid osv.) i grad av gkning ( A BC () )
av "®C-konsentrasjonen i utandet '*CO; i lopet av en forutbestemt periode etter
administrering. Nér det gjelder 'C, blir “C-konsentrasjonen, dvs. radioaktiviteten,
bestemt i utdndet CO. etter administrering; og bukspyttkjeﬂel eksokrin funksjon blir
diagnostisert fra enten data angééndé mengde av radioaktivitet i utandet *CO, ved |
forutbestemte tidspunkter (f.eks. 5, 10 og 15 minutter) etter administrering, eller data
assosiert med tidsforlep (begynnende Helling, foranding i helling, topptid, osv.) i
rategkning av radioaktivitet i utandet BCO, i lopet av en forutbestemt periode etter
administrering. Disse testmetodene anvender fenomenet at nar °C- elier "*C-merket

‘forbindelse representert ved formel (l) eller farmasoytisk akseptabelt salt derav blir

administrert til et individ, blir forbindelsen absorbert gjennom fordeyelseskanalen
etter reaksjonen til en protease eller proteaser, og deka_rboksylert ved den
metabolske virkningen i kroppen for & danne **CO; eller “*CO..
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'3C-konsentrasjonen i utndet '*CO; kan bli bestemt ved gasskromatografi-
masse spektrometri (GC-MS), infrared spektroskopi, massespektrometri, '
fotoelektrisk akustisk spektroskopi, NMR (nuklezer magnetisk resonans) og andre
metoder.

19C-konsentrasjon eller radioaktivitet i utdndet CO» kan bli malt fra pusten ti! et
individ, direkte eller etter inneslutting av CO; i et opplesningsmiddel, med en GM-
teller, en vasske scintillasjonsteller, en fast scintillasjonstsller, autoradiografi, et
ioniseringskammer eller lignende. :

Det diagnostiske midlet for bukspyttkjertel eksokrin funksjon ifalge ‘
foreliggende oppfinnelse kan bli formulert fra °C- eller C-merket forbindelse
representert ved formel (I) eller farmaseytisk akseptabelt salt derav alene eller i
kombinasjon med en eksipient eller baerer inn i et oralt preparat sa som en tablett,

- kapsel, pulver, granuler, veeske osv. Eksipienten eller bzereren kan vaere en hvilken

som helst som er farmaseytisk akseptabel og som vanligvis blir anvendt innenfor

“omradet og dets natur, og sammensetning kan hensiktsmessig bli valgt. For

eksempel kan vann bli anvendt som en flytende beerer. Faste baerere innbefatter
cellulosederivater s& som hydroksypropylcellulose og organiske syresalter sa som
magnesiumstearat. Fryse-torkete preparater kan ogsé bli anvendt.

13- eller *C-merket forbindelse representert ved formel (1) eller farmasaytisk
akseptabelt salt derav er innbefattet i midlet i varierende mengder avhenging av
naturen til midlet, men generelt i en mengde pa 1 til 100 vekt-%, fortrinnsvis 50 til
100 vekt-%. | en kapsel, tablett, granul eller pulverpreparat kan '3C- eller "*C-merket
forbindelse representert ved formel (I} eller farmaseytisk akseptabelt salt derav veere
innbefattet i preparatet i en mengde pa omtrent 10 til 100 vekt-%, fortrinnsvis 50-100
vekt-%, idet likevekten utgjeres av en beerer.

Dosen til diagnostisk middel for bukspyttkjertel eksbkrin funksijon ifalge
foreliggende oppfinnelse bor veere tilstrekkelig for & bestemme eller bekrefte en
gkning av *CO; eller **CO; i pusten etter administrering. Den vil bli variert avhengig
av alder og kroppsvekt til et individ og formalet med testen. For eksempel kan
enhetsdosen vaere omtrent 1 til 1000 mg/ kg kroppsvekt i voksne.
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EKSEMPLER

Nedenfor er foreliggende oppfinnelse illustrer i starre detal] i felgende

. eksempler.

Eksempel 1: Fremstilling av Bz-DL-Phe-(’C-Leu)-OMe

Etter at 1 g 1-'°C-L-leucin (Masstrace) var blitt opplest i hydrogenklorid/-
metanol og tilbakestrammet, ble resulterende "*C-L-leucinmetylester suspendert i
50 ml diklormetan, og 1,08 ml trietylamin ble drapevis tilsatt med is-avkjeling og
omrart. Videre ble 2,0 g N-benzoyl-DL-fenylalanin, 2,34 g HOBt (1-hydroksy-1H-
benzotriazol-H,0) og 50 ml diklormetan tilsatt. Deretter ble eﬁ opplosning av 1,49 g
wSsC (1-etyl-a-(3-dimetylaminbpropyl)—karbodiimid-HCI) opplest i 100 m! diklormetan

_lilsatt og omrert i 1 time med is-avkjgling og deretter over natt ved romtemperatur.

Endt reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjiktskromatografi ved anvendelse av
kloroform:metanol (95:5) som et utviklende opplesningsmiddel.
Reaksjonsblandingen ble konsentert, ekstrahert med etylacetat, vasket med 1N-HCi,

" 5% NaHCO, og vann, tarket over magnesiumsulfat og konsentrert til tarrhet for

tilveiebringing av 2,32 g B2-DL-Phe-(°C-Leu)-OMe.

Eksempel 2: Fremstilling av Bz-DL-Phe-{'3C-Leu) og natriumsaltet derav (Bz-DL-

" Phe-(**C-Leu)-Na)

Etter at 2,32 g av Bz-DL-Phe-("3C-Leu)-OMe var opplest i 100 ml 'métanol, ble
6,4 ml 1N NaOH drépevis tilsatt under is-avkjaling og omrort etterfulgt av oppvarming
og omrering ved 70°C i 2,5 timer. Endt reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjikts;
kromatografi ved anvendelse av kloroform:metanol (95:5) som et utviklings-
opplasningsmiddel. Etter at reaksjonen var fulifart, ble reaksjonsblandingen
noytralisert med 1N-HCI, konsentrent og opplast i 5% NaHCO;. Etter vasking med
etylacetat ble 5% NaHCO; surgjort med 1N-HC|. Reaksjosnblandingen ble ekstaher
med etylacetat, vasket med vann, terket over magnesiumsulfat og konsentrert til
tenhet for tilveiebringing av 1,93 g Bz-DL-Phe-(‘sc-Leu), som deretter ble
omkrystallisert med etylacetat.
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_ Strukturen og '*C-merket posisjon ble bekreftet ved '*C-NMR og masse-
spektrometri.
%C-NMR (metanol -d4, 300 MHz) : 175,8 ppm ('*COOH)
Massespektrometri (m/z). 383 (M), 365, 224, 131, 105, 77
LC-MS (m/z): 384 (M*+H), 252, 224, 105

Natriumsaltet av Bz-DL-Phe-(**C-Leu) ble oppnadd ved noytralisering av Bz-

DL-Phe-{**C-Leu) med en ekvivalent av en 1M natriumkarbonat etterfulgt av lyofili-
sering.

Eksempel 3: Degradering av Bz-DL-Phe- (13C-Leu) ved chymotrypsin
Bz-DL-Phe-("*C-Leu) ble omsatt med chymotrypsin og degraderingsproduktet,
leucin, dannet etter virkning av chymotrypsin, ble kvantitativt bestemt ved ninhydrid-
reaksjon. Reaksjonen ble utfert i 20 mM HEPPS-Na (pH 8,0), 23 mM Bz-DL-Phe-
(**C-Leu), 0,16 mg/mi chymotrypsin (fra bovin bukspyttkjertel, Worthington

' Biochemical Corporation, #1432, Lot 37A906) ved 37°C i 15 minutter. Ett'ef

reaksjonen ble 50 u | citratbuffer (sitronsyre monohydrat), 20 u | ninhydrin-opplasning
(50 mg/ml opplesning i metylceltosolv) og 100 u | KCN-opplasning (0,01 M vandig
KCN-opplesning fortynnet 50 ganger med metylcellosolv) tilsatt til 100 p | reaksjons-
blanding og oppvarmet ved 100°C i 15 minutter. Etter avkjeling av ninhydrin-
reaksjonsblandingen til romtemperatur bie 150 p | 60 vekt-% etanol tilsatt til 100 p 1
ninhydrinreaksjonsblanding og omrart etterfulgt av bestemmelse av absorbansen
ved en bolgelengde pa 570 nm. Et eksperiment hvor alle reaksjonene som ble utfart
uten tilsetning av Bz-DL-Phe- ('*C-Leu) ble angitt som en "blank" og leucin ble
anvendt som en standard.

Bz-DL-Phe-("*C-Leu) ble degradert ved omsetning med chymotrypsin for &
fremstille leucine. Degraderingsraten var 1,72 nmol/mg chymotrypsin/min. Ut i fra
disse resultatene ble det bekreftet at Bz-DL-Phe- (*C-Leu) kunne vzere et substrat
for chymotrypsin.

Eksempel 4; Fremstilling av Bz-Ala- ('°C-Ala)-OMe

Etter at 2 g 1-"*C-L-alanin (Masstrace) var blitt opplost i hydrogenklorid-
/metanol og tilbakestrammet, ble resulterende "*C-L-alaninmetylester suspendert i
100 mi diklormetan, og 4,0 ml trietylamin ble drapevis tilsatt med is-avkjaling og
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omrant. Videre ble 5,6 g N-benzoyl-L-alanin, 8,9 g HOBt og 100 ml diklormetan tilsatt.
Deretter ble en opplesning av 5,6 g WSC opplest i 200 m! diklormetan tilsatt og
omrart i 1 time med is-avkjoling og deretter over natt ved romtemperatur. Endt
reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjiktskromatografi ved anvendelse av
kloroform:metanol (95:5) som et utviklende opplesningsmiddel.
Reaksjonsblandingen ble konsentrert, ekstrahert med etylacetat, vasket med 1N-
HCI, §% NaHCOj; og vann, tarket over magnesiumsulfat og konsentrert til torrhet for
tilveiebringing av 4,38 g Bz-Ala- (*°C-Ala)-OMe.

Eksempel 5: Fremstilling av Bz-Ala- (**C-Ala) og dets natriumsalt _
Etter at 4,38 g Bz-Ala- ("*C-Ala)-OMe var blitt opplast i 100 ml metanol, ble

16 ml 1N NaOH drapevis tilsatt med is-avkjoling og omront efte'rfulgt av oppvarming
og omraring ved 70°C i 2 timer. Endt reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjikts-
kromatografi ved anvendelse av kloroform:metanol (35:5) som et utviklende
opplesningsmiddel. Etter at reaksjonen var fulltfert, ble reaksjonsblandingen
neytralisert med 1N-HCI, konsentrert og opplest i 5% NaHCO,. Etter vasking med -
etylacetat ble 5% NaHCOj; surgjort med 1N-HCIl. Reaksjonsblandingen ble

_ekstrahert med etylacetat, vasket med vann, torket over magnnesiumsulfat og |

konsentrert til terrhet for tilveiebringing av 2,85 g Bz-Ala- ('°C-Ala), som deretter ble
omkrystallisert med etylacetat. '
Strukturen og °C-merket posisjon ble bekreftet ved '°C-NMR og masse-

~ spektrometri.

C-NMR (metanol -d4, 300 MHz): 175,9 ppm (**COOH)
LC-MS (m/z2): 266 (M'+H), 176, 148, 105 '

Natriumsaltet av Bz-Ala- ("’C-Ala) ble oppnédd ved naytrélisering av Bz-Ala-
(*3C-Ala) med en ekvivalent 1M natriumkarbonat etterfulgt av lyofilisering.

Eksempel 6: Fremstilling av Bi-Gly- (**C-Leu) -OMe

Etter at 2 g 1- '®C-L-leucin (Masstrace) var opplest i hydrogenklorid/metanol
og tilbakestremmet, ble resulterende '*C-L-leucinmetylester suspendert i 100 ml
diklormetan, og 2,4 ml trietylamin ble drapevis tilsatt med is-avkjgling og omrart.
Videre ble 3,0 g N-benzoylglycin, 5,1 g HOBt og 100 ml diklormetan filsatt. Deretter
ble en opplasning av3,3 g WSC opplest i 200 mi dikloﬁnetan tilsatt og omrert i 1
time med is-avkjeling og deretter over natt ved romtemperatur. Endt reaksjon ble
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bekreftet ved silica gel tynnsjiktskromatografi ved anvendelse av kloroform:metanol
(95:5) som et utviklende opplesningsmiddel. Reaksjonsblandingen ble konsentrent,
ekstrahert med etylacetat, vasket med 1N-HCI, 5% NaHCO; og vann, terket over

‘magnesiumsulfat og konsentrert til terrhet for tilveiebringing av Bz-Gly- (**C-Leu) -

OMe.

Eksempel 7: Fremstilling av Bz-Gly- (" C-Leu) og dets natirumsalt

Etter at 4,38 g Bz-Gly- (**C-Leu) -OMe var opplest i 100 ml metanol, ble 15 ml
1N NaOH dréapevis tilsatt med is-avkjeling og omrert etterfulgt av oppvarming og
omrgring ved 70°C i 2,5 timer. Endt reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjikis-
kromatografi ved anvendelse av kloroform:metanol (95:5) som et utvikiende
opplesningsmiddel. Etter at reaksjonen var fullfant, ble reaksjonsblandingen

- ngytralisert med 1N-HCI, konsentrert og opplest i 5% NaHCO,. Etter vasking med

etylacetat ble 5% NaHCO; surgjort med 1N-HCI. Reaksjonsblandingen ble ekstrahert
med etylacetat, vasket med vann, tarket over magnesiumsulfat og konsentrert til
terrhet for tilveiebringing av 3,83 g Bz-Gly- (**C-Leu), som deretter ble omkrystallisert
med etylacetat. _

Struktur og *C-merket posisjon ble bekreftet ved *C-NMR og masse-

spektrometri.

C-NMR (CDCl;, 300 Mhz):  175,5 ppm ('*COOH)
Massespektrometri (m/2) : 293 (M%), 275, 134, 105, 77
LC-MS (m/z) : 294 (M*+H), 162, 134, 105

Natriumsaltet av Bz-Gly- ("°C-Leu) ble oppnadd ved neytralisering av Bz-Gly-
("°C-Leu) med en ekvivalent 1M natriumkarbonat etterfulgt av lykofilisering.

Eksempel 8: Fremstilling av Bz-DL-Phe- (**C-Gly) - OMe.

Etter at 570 mg 1-"*C-glycin (Masstrace) ble opplast i hydrogenklorid/metanol
og tilbakestrammet, ble resulterende '*C-glycinmetylester suspendert i 50 ml diklor-
metan, og 1 ml trietylamin ble drapevis tilsatt med is-avkjeling og omrart. Videre ble
209 N-benzoyi’DL-fenylaIariin, 2,3 g HOBt og 50 ml diklormetan tilsatt. Deretter ble
en opplasning av 1,41 g WSC opplest i 100 ml diklormetan tilsatt og omrert i 1 time
med is-avkjoling og deretter over natt ved romtemperatur. Endt reaksjon ble
bekreftet ved silica gel tynnsjikiskromatografi ved anvendelse av kloroform:metanol
(95:5) som et utviklende opplesningsmiddel. Reaksjonsblandingen ble konsentrert,
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_ekst‘rahert med etylacetat, vasket med 1N-HCI, 5% NaHCO; og vann, tariet over

magnesiumsulfat, og konsentrert til terrhet for tilveiebringing av 2,11 g B2-DL-Phe-
(*C-Gly) - OMe.

Eksempel 9: Fremstilling av Bz-DL-Phe- ("*C-Gly) og natriumsattst derav

Etter at 2,11 g Bz-DL-Phe- (‘3C-Gly) -OMe var blitt opplest i 100 ml metanol,
ble 6,9 ml 1N NaOH drépevié tilsatt méd is-avkjoling og omrar etterfuigt av
oppvarming og omroring ved 70°C i 2,5 timer. Endt reaksjon ble bekreftet ved silica
gel tynnsjiktskromatografi ved anvendelse av kloroform:metanol (95:5) som et
utviklende opplesningsmiddel. Etter at réaks]onen var fullfert, ble reaksjons-
blandingen ngytralisert med 1N-HCI, konsentrert og opplest i 5% NaHCOs. Etter
vasking med etylacetat ble 5% NaHCO3 surgjort med en 1N-HCI. Reaksjons-
blandingen ble ekstrahert med etylacetat, vasket med vann, terket over magnesium-
sulfat og konsentrert til tarrhet for tilveiebringing av 1,3 g Bz-DL-Phe- (.‘SC-GIy). '

Struktur og *C-merket posisjon ble bekreftet ved *C-NMR og masse-
spektrometri. _ |
®C-NMR (CDCls, 300 MHz) :  179,2 ppm (‘*COOH)

' _Massespektrometri (m/z): - 327 (M), 309, 224, 161, 105, 77

LC-MS (m/2): 328 (M*+H), 252, 224, 105 _—
Natriumsaltet av Bz-DL-Phe- ('3C-Gly) ble oppnédd ved naytralislering av Bz-
DL-Phe-_('SC-GIy) med en ekvivalent 1M natriumkarbonat etterfuigt av lyofifisering.

Eksempel! 10: Fremstilling av Ac-Phe- (*°C-Leu) -OMe

Etter at 1,16 g 1-'°C-L-leucin (Masstrace) var opplast i hydrogenklorid/metanol
og tilbakestremmet, ble resulterende '*C-L-leucinmetylester suspendert i 50 mi
dikormetan, og 1,2 mi trietylamin ble drdpevis tilsatt med is-avkjeling og omran.
Videre ble 1,8 g N—éctyl- L-fenylalanin, 2,7 g HOBt og 50 ml diklormetan tilsatt.
Deretter ble en opplesning av 1,7 g WSC opplost i 100 mi diklormetan tilsatt og
omrort i 1 time med is-avkjoling og deretter over natt ved romtemperatur. Endt

reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjiktskromatografi ved anvendelse av

koroform:metanol (95:5) som et utviklende opplosningsmiddel. Reaksjonsblandingen
ble konsentrert, ekstrahert med etylacetat, vasket med 1N-HCl, 5% NaHCOs 0g
vann, tarket over mégnesiumsulfat og komsentrert til tarrhet for tilveiebringing av
2,62 g Ac-Phe- ("*C-Leu) -OMe. |
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Eksempel 11: Fremstilling av Ac-Phe- (‘°C-Leu) og natriumsaltet derav

Etter at 2,62 g Ac-Phe- ('°C-Leu) var opplast i 100 ml metanol, ble 9,3 ml 1N
NaOH drapevis tilsatt med is-avkjeling og omrert etterfulgt av oppvarming og
omraring ved 70°C i 2,5 timer. Endt reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjikts-
kromatografi ved anvendelse av kloroform:metanol (95:5) som et utviklende
opplesningsmiddel. Etter at reaksjorien var fullfgrt, ble reaksjonsblandingen
noytralisert med 1N-HCI, konsentrert og opplest i 5% NaHCOs. Etter vasking med
etylacetat ble 5% NaHCO; surgjort med 1N-HCI. Reaksjonsblandingen ble ekstrahert
med etylacetat, vasket med vann, torket over magnesiumsulfat og konsentreﬁ til
tarrhet for tilvelebringing av 2,44 g Ac-Phe- (**C-Leu), som deretter ble omkrystalli-
sert med etylacetat.

Struktur og '*C-merket posisjon ble bekreftet ved '*C-NMR og masse-
spektrometri.
'8C.NMR (CDCls, 300 MHz):  175,9 ppm ("*COOH)
LC-MS (m/2): 322 (M*+H), 190, 162, 120

Natriumsaltet av Ac-Phe- (**C-Leu) ble oppnadd ved netyralisering av Ac-Phe-
(**C-Leu) med en ekvivalent av 1M natriuimkarbonat etterfulgt av lyofilisering.

Eksempel 12: Fremstilling av Ac-Tyr- ('*C-Leu) -OMe

Etter at 0,98 g 1-'3C-L-leucin (Mésstrace) var blitt opplest i hydrogenklorid-
/metanol og tilbakestrammet, ble resulterende 3C-L-leucinmetylester suspendert i
50 ml diklormetan, og 1,0 ml trietylamin ble drapevis tilsatt med is-avkjeling og
omrert. Videre ble i,65 g N-acetyl-L-tyrosin, 2,26 g HOBt og 50 ml diklormetan
tilsatt. Deretter ble en opplosning av 1,42 g WSC opplest i 100 mi diklormetan tilsatt
og omrart i 1 time med is-avkjeling og deretter over natt ved romtemperatur. Endt
reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjiktskromatografi ved anvendelse av
kloroform:metanoi (95:5) som et utviklende opplesningsmiddel.
Reaksjonsblandingen ble konsentret, ekstrahert med etylacetat, vasket med 1N-
HCI, 5% NaHCO; og vann, torket over magensiumsulfat, og konsentrert til tarrhet for
tilveiebringing av 2,14 g Ac-Tyr- ("°C-Leu) -OMe.
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Eksempel 13: Fremstilling av Ac-Tyr- (*C-Leu) og natriumsaltet derav

Etter at 2,14 g Ac-Tyr- ("*C-Leu) -OMe var blitt opplest i 100 ml metanol, ble
7,3 ml 1N NaOH drapevis tilsatt med is-avkjeling og omrert etterfulgt av oppvarming _
og omrering ved 70°C i 2,5 timer. Endt reaksjon ble bekreftet ved silical gel tynn-
sjiktskromaﬁografi ved anvendelse av kloroform:metanol (95:5) som et utviklende
opplesningsmiddel. Etter at reaksjonen var fullfort, ble reaksjonsblandingen
naytralisert med 1N-HCI, konsentrert 6g opplost i 5% NaHCOs. Etter vasking med
etylacetat, ble 5% NaHCO; surgjort med 1N-HCI. Reaksjonsblandingen ble
ekstrahert med etylacetat, vasket med vann, terket over magensiumsulfat og
konsentrert til terrhet for tilveiebringing av 1,36 g Ac-Tyr- ('*C-Leu), som deretter ble
omkrystallisert med etylacetat.

Strukturen og '*C-merket posisjon ble bekreftet ved '°C-NMR og masse-
spektrometri. |

~ ®C-NMR (metanol -d4), 300 MHz) : 175,8 ppm ("*COOH)

LC-MS (m/z): 338 (M*+H), 206, 178, 136
Natriumsaltet av Ac-Tyr-(**C-Leu) ble oppnadd ved noytralisering av Ac-Tyr-
(*3C-Leu) med en ekvivalent 1M natriumkarbonat etterfulgt av lyofilisering.

Eksempel 14: Fremstilling-av en modell av kronisk pancreatitt i rotter
14-1 Fremgangsmate for fremstilling

En modell pa kronisk pancreatitt i rotter ble dannet ved injisering av oljesyre
inn i bukspyttkjertelkanalen (Mundlos et al., Pancreas 1:29.(1986) ). Etter faste over
natt ble en Wistar hanrotte som var 5 uker gammel, bedevd ved intraperidtoneal
administrering av Nembutal (50 mg/kg). Abdominalveggén ble barbert, og rotten ble
holdt i ryggleie pa et operasjonsbord. En isodinopplasning ble pafart for & sterilisere,
og et 3 til 4 cm midtlinje-innsnitt ble dannet pa abdomen. Tolvfingertarmen og
bukspyttkjertelen bie tatt ut og en 25G nél ble fert gjennom toMingertarmveggen. En
polytelenkanyle (PE-10) ble satt inn gjennom hullet inn i tolvfingertarmen og videre
fart inn i felles gallekanal omtrent 5 mm fra papilla. Innfort kanyle ble holdt med en
klype. Videre ble gallekanalen lukket med en klype for & forhindre at oljesyre
strammer inn i leveren. Oljesyre (50 u ) Ble injisert i en rate pa 20 p 1/min med en
mikrospreytepumpe. Etter at injeksjonen var fullfert ble rotten latt sta i 2 minutter slik
at oljesyren ble fordelt i bukspyttkjertelen. Klyper og kanyler ble fiemet, og
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tolviingertarmen ble retumert. Endotelet ble sydd med silketrad (Nescosutur-sitke
sytrad 3-0, Nihon Shoji KK) og den ytre huden ble sydd med hudsiift (Apposé ULC,
No. 8034-12, 5,7 x 3,8 mm). Som en kontroll ble bare laparotomi utfart. Disse rottene

-utsatt for operasjon ble oppbevart ved fritt inntak av standard tdr og vann ved 23°C,

relativ fuktighet pa 55% frem til bruk.
14-2 Vurdering

Etter injisering av oljesyre inn i bukspyttkjertelkanalen og oppbevaring 3 uker,
ble disse rottene (oljesyre-injiserte rotter) utsatt for maling av amylase i blodet, og for

~ kvantitativ bestemmelse av chymotrypsinogen og amylaseinnhold i bukspyttkjertelen

(fig. 1). En ekstraheringsbuffer (20 mM HEPPS+Na, pH 8,0, 100 mM KCI, 0,5
vekt-% Triton X-100) ble tilsatt til fiernet bukspyttkjertel til et totalt volum av 10 ml.

- Materialet ble utsatt for ultralyd-gdeleggelse (Bionic 7250, Seiko, Sonics & Materials)
- og sentrifugert ved 10.000 x g i 20 minutter for é_tilveiebringe et bukspyttkjertel-

ekstrakt som en supernatant. Til 200 wl av buspyttkjertelekstraktet ble 200 pf 1 mg/mi
trypsin (fra bukspyttkjertelen til gris, Biozyme, code TRY1, batch 0196), som var 5 |
mg/ml trypsin, 1 mM acetatbuffer, pH 3,2, fem ganger fortynnet med 20 mM Hepes-
Na, pH 8,0, tilsatt og latt sta ved 4°C i 2 timer for & aktivere chymotrypsinogen til
chymotrypsin (Lampel og Kem, Virchows Archiv A 373:97 (1977)). Etter tilsetning av
30 ut av aktivert bukspyttkjertelekstrakt og 20 ul 123,8 mM BT-PABA til 150
20 mM HEPPS-Na, pH 8,0, ble chymotrypsinreaksjon utfert ved 37°C i 15 minutter.
Etter reaksjonen ble 10 ul 100% (W/V) TCA opplesning tilsatt og sentrifugert ved
15.000 x g i 5 minutter, og PABA i supematanten ble kvantitativt bestemt ved
anvendelse av et PABA mélesett (Eisai). Amylaseaktiviteten | bukspyttkjertel-
ekstraktet ble malt ved anvendelse av Fuji Dri-Chem. Begge enhetene for aktivitet
(V) viser p-mol frigjgring/min. |

Chymotrypsinogen-innholdet var 62,4 U + 26,2, n=11 i kontrolirottene og
8,1 U £ 10,7, n=17 i oljesyre-injiserte rotter. Amylaseinnholdet var 8681 U + 5622,
n=11 i kontrollrottene og 789 U + 1842, n=17 i oljesyre-injiserte rotter. Begge enzym-
innholdene ble folgelig betydelig redusent i oljesyre-injiserte rotter (fig. 1). Spesielt ble
chymotrypsinogen-innholdet betydelig redusent. Pancreatitt kan faigelig bli vurdert &
ha oppstatt i 12 rotter blant 17 oljesyre-injiserte rotter (70%), dersom normal nedre
grense er gjennomsnittet -2SD av chymotrypsinogen-innholdet for kontrollen. Pa den
andre siden var blodamylasekonsentrasjonene til begge rottene pa samme nivd, og
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som forokes i den akutte perioden til paricreatitt, 1930 U £ 823, n=11, i
kontrolirottene og 2137 U + 668, n=i7, i oljesyre-injiserte rotter. Oljesyre-in}isene
rotter er derfor karakterisert som en modell for kronisk pancreatitt.

Eksempel 15: Bz-DL-Phe-(1SC-Leu)-puspetest
15-1 Fremgangsmate - '

Rotter fra modellen pa kronisk pancreatitt og kontrollrotter, som ble oppbevart
i 3 il 4 uker etter operasjon, ble fastet fra kl. 9:00. Ved k. 16:00 ble 3 mg/ml BT-
PABA (PFD-opplgsning for innvortes bruk, Eisai) oralt administrert i en mengde pa
15 mg/kg. Urin ble samlet i 16 timer helt til ki. 9:00 neste dag. Mengden av
oppsamlet urin og PABA-konsentrasjonen i urinen ble bestemt ved anvendelse av et
PABA malesett for & bestemme utskilleisesraten i urinen (PFD-test).

Etter PFD-testen ble Bz-DL-Phe- (**C-Leu) -Na opplast i fortynnet vann

| (250 mg/kg, 6 mlkg) administrert oralt til rottene, som fastet i 24 timer, for & utfore en. -

13C.pustetest. 9 uker gammel rotte ble fiksert uten bedevning i en rotteholder til en
mikrobglgebestralningsapparatur. Pusten ble samlet i en rate pa omtrent 100 til 300
ml/min ved anvendelse av en slagpumpe (Variable Stroke Pump VS-500, Shibata
Kagaku Kohyo) og fert direkte til en stremningscelle til en *CO..analysator EX-130S
(Nihon Bunko). En Perma Pure tarker (MD-050-12P, Perma Pure INC.) ble plassert
mellom rotteholderen og slagpumpen for & fieme vanndamp i pusten. CO,- |
konsentrasjonen ble stabilisert, rotten ble en gang tatt ut av rotteholderen og Bz-DL-
Phe- ('°C-Leu) -Na opplest i destillert vann ble administrert i maven ved anvendelse
av en oral sonde. :

Data for ytelse fra '*CO,-analysatoren ble AD-konvertert og plotet inn i en
personlig datamaskin (Apple Power Macintosh 8500). Ved anvendelse av
programvaren Lab VIEW (National Instruments), ble 10 datapunkter ved hver 100
msek integrert og tatt giennomsnitt av i et intervall pa 5 sekunder og omdannet til %c
atorn %, A °C (%), og COz-konsentrasjonen (%). P4 denne méten ble '*C-puste-
testen kontinuerlig utfort. Omdanhete data ble vist i sann tid og lagret pa en
harddisk. COx-konsentrasjonen i oppsamiet pust ble holdt ved 3 = 0,5%.

A 3C (%) ble beregnet fra '*C-konsentrasjonen i utandet CO; ved hvert
tidspunkt (**C tmin) og '*C-konsentrasjon i standard CO. ('°C std) ifelge denne
ligningen: .
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A 3C (%) = [ (*C tmin - *C 0min/™®C std] x 1000

Etter pustetesten ble abdomen til rotten apnet under bedovelse ved
intraperitoneal administrering av Nembutal (50 mg/kg), og hele bukspyttkjertelen ble
fiernet og veid. Deretter ble chymotrypsinogeninnholdet bestemt.
15-2 Resultater

Bz-DL-Phe-('C-Leu)-pustetesten ble utfart (fig. 2), idet 250 mg/kg Bz-DL-
Phe- (**C-Leu) -Na ble oralt administrert til kroniske pancreatitt- og kontrollrotter, og
tidsforlzpet til '*CO,-konsetnrasjonen i uténdet CO; etter administreringen ble malt.
Kontrollrottene hvor A '°C (“oc)-verdien begynte & oke 2 til 3 minutter etter admini-
strering, til tross for at det var visse forskjeller i okningsgraden blant de enkelte
rottene. Verdien nidde en topp pa 100 til 200 %, og ble deretter gradvis redusert. i 7
tilfeller med kroniske pancreatittrotter var derimot ekningsgraden liten og fortsatte &
oke sakte i 30 minutter. Den gjenveerende ene rotten viste samme adferd som
kontrolirottene, men topptidspunktet var senere. 10 minutter etter administrering var
A ¥¥C (%)-verdiene til kroniske pancreatitirotter mindre enn den minste verdien av
AC (%) for kontrolirottene. Sensitiviteten blir 100% selv ndr avkutningsverdien blir
innstilt slik at spesifisiteten blir satt til & vasre 100% ved anvendelse av A '*C (%)-
verdien ved 10 minutter som en undersokelsesverdi (fig. 3). Derimot var
sensitiviteten i PFD-testen til den samme gruppen av rotter utfent eyeblikkelig fer
pustetesten 50%, og dette indikerer at Bz-DL-Phe- ('°C-Leu)-pustetesten var mye
mer overlegen (fig. 3). Pa grunn av at det er blitt rappoﬁert at sensitiviteten til enkle -
tester for bukspyttkjertel eksokrin funksjon forskjellig fra PFD-testen er identisk med
den til PFD-testen, kan Bz-DL-Phe- ('°C-Leu)-pustetesten sies 4 veere den mest
sensitive enkle testen for bukspyttkjertel eksokrin funksjon. | tillegg til pasientens
stress pa grunn av 6 timers oppsamling av urin og patvunget drikking av en stor
mengde vann, er denne PFD-testen ufordelaktig ved at pafaigende analyser er
nadvendige slik at resultatene ikke alltid oppnas pa samme dag. Derimot har Bz-DL-
Phe- (**C-Leu)-pustetesten en fordel ved at tvangsperioden bare er 10 minutter og at
resultatene kan faes like deretter pa samme sted og tid.

Eksempel 16: Bz-Ala- ("*C-Ala)-pustetest
P4 en lignende mate som 15-1, bie Bz-Ala- ('*C-Ala)-pustetesten utfart hvori
50 mg/kg Bz-Ala- (**C-Ala)-Na ble oralt administrert, og tidsforlepet for **CO.-
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konsentrasjonen i utidndet CO; etter administrering ble malt. Sensitiviteten var 88%
nar A °C (%a0)-verdien ved 10 minutter ble anvent som en undersakélsesverdi, ogen
avspaltningsverdi ble innstilt slik at spesifisiteten var 100% (fig. 4). Sensiviteten i
PFD-testen av samme gruppe med rotter utfart ayeblikkelig fer pustetesten var
derimot 63%,; Bz-Ala- (13C-Aia)-pustetesten hadde hoyere sensitivitet (fig. 4). | tillegg
til pasientens stress pa grunn av 6 timers oppsamling av urin og patvunget drikking
av store mengder vann, er denne PFD-testen uheldig ved at pafalgende analyser er
nedvendige slik akt resultatene ofte ikke oppnas samme dag. Derimot kan Bz-Ala-
("*C-Ala)-pustetesten sies & vaere bedre ved at tvangsperioden bare er pa 10
minutter og at resultatene faes med en gang p4 samme sted og tid. -

Eksempel 17: Bz-Gly- ("°C-Leu)-pustetest
P4 lignende méate som 15-1 ble B2-Gly- (?C-Leu)-pustetesten utfort, idet
50 mg/kg Bz-Gly- (*°C-Leu)-Na ble administrert oralt og tidsforlopet til “*COg-

konsentrasjonen i uténdet CO, etter administrering ble malt. Sensitiviteten var 80%

nar A °C (%x)-verdien ved 18 minutter ble anvendt som en undersokelsesverdi, og
en avspaltningsverdi ble innstilt slik at spesiﬁsiteten var 100% (fig. 5). Sensitiviteten i
PFD-testen av samme gruppe av rotter utfort rett for pustetesten var derimot 50%.
Bz-Gly- (**C-Leu)-pustetesten hadde falgelig hoyere sensitivitet (fig. 5). | tillegg til
pasientens stress pa grunn av 6 timers oppsamling av urin og patvunget drikking av
store mengder vann, er denne PFD-testen ufordelaktig ved at pafelgende analyser
er nadvendige slik at resultatene ofte ikke oppnéaes pa samme dag. | motsetning til
dette har Bz-Gly- (*C-Leu)-pustetesten fordelen av at tvangsperioden bare er pa 18
minutter, og at resultatene kan oppnas tidlig p& samme sted og tid.

Eksempel 18: Fremstilling av Bz-L-Phe- ('3C-Leu) -OMe

Eter at 3,02 g 1-'®C-L-leucin (Masstrace) var opplest i hydrogenklorid/metanol
og tilbakestremmet, ble resulterende 13C-L-leucinmetylester suspendert i 150 ml
diklormetan, og 3,22 ml trietylamin ble drapevis tilsatt med is-avkjeling og omrert.
Videre ble 6,16 g N-benzoyl- L-fenylalanin, 7,02 g HOBt og 100 ml diklormetan
tilsatt. Deretter ble en opplasning av 4,4 g WSC opplest i 200 ml diklormetan tilsatt
og omrart i 1 time med is-avkjeling og deretier over natt ved romtempeératur. Endt
reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjikiskromatografi ved anvendelse av
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kloroform:metanol (95:5) som et utviklende opplasningsmiddel.
Reaksjonsblandingen ble konsentrert, ekstrahent med etylacetat, vasket med 1N-
HCI, 5% NaHCO, og vann, terket over magnesiumsulfat og konsentrert tit tarrhet for
tilveiebringing av 8,36 g Bz-L-Phe- (**C-Leu) -OMe.

Eksempel 19: Fremstilling av Bz-L-Phe- (*°C-Leu) og dets natriumsalt

Etter at 8,36 g Bz-L-Phe- (*C-Leu) -OMe var opplest i 150 ml metanol, ble
23,2 ml 1N NaOH drapevis tilsatt med is-avkjsling og omront etterfulgt av oppvarming
og omraring ved 70°C i 3,5 timer. Endt reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsijikts-
kromatografi ved anvendelse av kloroform:metanol (95:5) som et utviklende
opplesningsmiddel. Etter at reaksjonen var fullfert, ble reaksjonsblandingen
neytralisert med 1N-HCI, konsentrert og opplost i 5% NaHCOa. Etter vasking med
etylacetat, ble 5% NaHCO; surgjort med 1N-HCI. Reaksjosnblandingen bie
ekstrahernt med etylacetat, vasekt med vann, tarket over magnesiumsuilfat og
konsentrert til tarrhet for tilveiebringing av 7,92 g Bz-L-Phe- ('3C-Leu), som deretter
ble omkrystallisert med etylacetat. -

Strukturen og ®C-merket posisjon ble bekreftet ved "*C-NMR og masse-
spektrometri. |
3C-NMR {metanol -d4, 300 MHz) :  175,9 ppm ('*COOH)

Massespektrometri {(m/z) : 383 (M"), 365, 224, 131, 105, 77
LC-MS (m/z) : 384 (M*+H), 252, 224, 105

Natriumsaltet av Bz-L-Phe- (**C-Leu) ble bekreftet ved naytralisering av Bz-L-

Phe- ('°C-Leu) med en ekvivalent 1M natriumkarbonat etterfulgt av lyofilisering.

Eksempel 20: Fremstilling av Bz-Tyr- ('3C-Leu) -OMe

Etter at 1,73 g 1-"*C-L-leucin (Masstrace) var oppigst | hydrogenklorid/metanol
og tilbakestrammet, ble resulterende '*C-L-leucin metylester suspendert i 100 ml
diklormetan, og 2,00 mi trietylamin ble drapevis tilsatt med is-avkjeling og omrert.
Videre ble 4,05 g N-benzoyl-L-tyrosin, 4,35 g HOBt og 100 mi dikiormetan tilsatt.
Deretter ble en opplasning av 2,73 g WSC opplest i 150 ml diklormetan tilsatt, og
omrart i 1 time med is-avkjsling og deretter over natt ved romtemperatur. Endt
reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjiktskromatografi ved anvendelse av
kloroform:metanol (95:5) som et utviklende opplasningsmiddel. Reaksjons-
blandingen ble konsentrert, ekstrahert med etylacetat, vasket med 1N-HCI, 5%
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NaHCOj3 og vann, tarket over magensiumsulfat og konsentrert til terrhet for
tilveiebringing av 5,5 g N-Bz-Tyr- (*C-Leu) -OMe.

Eksempel 21: Fremstilling av Bz-Tyr- (*3C-Leu) og natriumsaltet derav

Etter at 5,5 g N-Bz-Tyr- (**C-Leu) -OMe var opplest i 150 ml metanol, ble
14,6 ml 1N NaOH drépevis tilsatt ved is-avkjeling og omrert etterfulgt av oppvarming
og omraring ved 70°C i 3,5 timer. Endt reaksjon ble bekreftet ved silica gel tynnsjikts-
kromatografi ved anvendelse av kloroform:metanol (95:5) som et utviklende
opplesningsmiddel. Etter at reaksjonen var fullfent, ble reaksjonsblandingen
neytralisert med 1N-HCI, konsentrert og opplest i 5% NaHCQ;. Etter vasking med
etylacetat ble 5% NaHCO; surgjort med 1N-HCI. Reaksjonsblandingen ble ekstrahert
med etylacetat, vasket med vann, torket over magnesiumsulfat og konsentrert til -

. terrhet for tilveiebringing av 4,39 g N-Bz-Tyr- (’SQ-Leu), som deretter bie omkrystal-

lisert med etylacetat.

Strukturen og "*C-merket posisjon ble bekreftet ved *C-NMR og masse-
spektrometri.
'3C-NMR (metanol -d4, 300 MHz) : 175,9 ppm ("*COOH)
Massespektrometri (m/z) : 399 (M*), 381, 240, 147, 107, 105, 77
LC-MS (m/2) : 400 (M*+H), 268, 240

Natriumsaltet av N-Bz-Tyr- ("*C-Leu) ble oppnadd ved nzytralisering av N-Bz-
Tyr- (**C-Leu) med en ekvivalent 1M natriumkarbonat etterfulgt av lyofililsering.

Eksempel 22: Fremstilling av Arg- (**C-Leu)

Et (1) g 1-*C-L-leucin (Masstrace), 1,7 g p-toluensulfonsyre monohydrat
{TosOH-H,0} og 3,7 ml benzyl akohol (BzIOH) ble opplest i 10 mi tarr benzen og
oppvarmet og tilbakestremmet i et oljebad (1 10°C) ved anvendelse av en Dean-
Stark apparatur utstyrt med en tilbakel pskondensafor i en evapolasjonsflaske.
Reaksjonen ble utfert i 5 timer med separering av vann produsert etter som
reaksjonen forlgp. Etter at reaksjonen var over, ble 15 ml eter og 15 ml
petroleumeter tilsatt for & krystallisére reaktanten, og dette ble omkrystallisert med
etanoleter for tilveiebringing av *C-Leu-OBzl.

N o -karbonbenzoksy Ng-tosyl arginin (Z-Arg (Tos)) og en ekvimolar mengde
'3C-Leu-OBzl ble opplost i ierr tetrahydrofuran (THF) og en ekvimolar mengde HOB,
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to molare mengder dimetylaminopyridin og 1,5 molar mengde WSC ble tilsatt for &

reagere i 3 timer. Etter at reéksionen var over og opplesningsmidlet ble destillert ut
under redusert trykk, ble materialet opplast i kloroform, og kloroformlaget ble
sekvensielt vasket med 10% sintrosyre, vann, 4% NaHCO3; og vann. Kloroformlaget
ble tarket over NapS0,, og deretter ble opplasningsmidlet destillert ut. Resten ble
omkrystallisert fra etanoleter for tilveiebringing av Z-Arg(Tos) -13C-Leu-OBal. |
Deretterble 1 g Z—Arg(Tos)-’aC—Leu-de! opplest i 3,6 ml tioanisol, 1,5 mi
trifluoreddiksyre (TFA) og 0,6 ml trifluormetyl-sulfonsyre (TFMSA) og omsatt ved
romtemperatur i 2 timer. Etter utdestillering av opplasningsmidlet ble resten opplost i
vann og behandlet med en anion-bytte-harpiks (AG-X8, eddiksyretype).
Resulterende opplesning ble kdnsentrert og renset'pé 1 LH20-kolonne (2,5 cm x 60
cm) ekvilibrert med metanok:vann (1:1) for tilveiebringing av 200 mg Arg-("*C-Leu).

Strukturen og '*C-merket posisjon ble bekreftet ved 'H-NMR og "*C-NMR.
'H-NMR (DMSO -d6, 400 MH2) : ‘

1,073-1,015 ppm 6H: CH - (CHa). Leu

1,868-1,690 ppm 7H: CH - (CHs)z Leu, CH-CH,-CH Leu

CH-CH, - CH; - CH: Arg

3,26 ppm 2H: CHz - NH - C = NHz Arg

3,477 ppm:  H0 .

3,649 ppm 'H: NH - CH - COOH Leu’

42ppm 'H: NH-CH-CONH Arg

7.3-6.8 ppm: guanidin-gruppe Arg
C-NMR (DMSO -d6, 400 MH2) :

173,3 ppm: NH-CH-(**C-COOH) Leu

Eksempel 23: Fremstilling av Phe- (*C-Leu)

Etter at 9,96 g 1-"°C-L-leucin (Masstrace) var opplast i 75 ml 1N NaOH, ble en '
opplesning av di-t-butyl dikarbonat (Boc2O) (18,0 g) i aceton (50 ml) tilsatt. Deretter
ble 5,21 ml trietylamin drapevis tilsatt og omrert ved romtemperatur. Etter en time ble

en opplesning av BocO (9,8 g) i aceton (40 ml} tilsatt og omrert over natt ved rom-

temperatur. Etter at aceton var destillert ut under redusert trykk, ble 500 ml etylacetat
tilsatt, presipitert med 6N HCI, vasket med vann og terket over vannfri natriumsulfat.
Etter at desikeringsmidlet ble filtrert ut, ble 10 ml'cyklohéksylamin (CHA) tilsatt. Etter
vasking med 1N HCI, ble Boc-(*?C-Leu) ekstrahert med mettet natrium hydrogen-
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karbonatopplesning, og det vandige laget ble surgjort med 6N HCI, ekstrahert med
etylacetat, vasket med vann og terket over vannfri natriumsulfat. Etter konsentrering
under redusert trykk ble gjenveerende oljeholdige produkt opplast i heksan, og 1,2 ml

-vann ble tilsatt for & krystallisere for tilveiebringing av Boc-('3C-Leu)-OH-H.0. Ti

(10) g Boc- (**C-Leu) -OH-H0 ble opplast i etanol (50 ml)-vann (20 ml) og 6,52 g
cesiumkarbonat opplast i 20 ml destillert vann ble tilsatt. Etter konsentrering' under
redusert trykk ble etanol og toluen tilsatt, og gjenveerende vann ble fiermet
azeotropisk for tilveiebringing av et gelprodukt som ble suspendett i 300 mi
dimetylformamid (DMF). Til suspensjonen ble 5,2 ml benzylbromid drapevis tilsatt
ved romtemperatur under omraring. Etter omrering ved romtemperatur i 45 minutter
ble opplgsningsmidlet destillert ut under redusert trykk. Etylacetat ble tilsatt og vasket
med vann. Etter tarking over vannfri natriumsulfat ble etylacetat destillert ut under
redusert trykk for tilveiebringing av et oljeholdig produkt. Til produktet ble det tilsatt
59 ml TFA og omrert ved romtemperatur i 40 minutter. Etter tilsetning av 8,37 g p-
toluensulfonsyremonbhydrat, ble TFA destillert ut under redusert trykk. Diisopropyl-
eter ble tilsatt til resten for a krystallisere for & tilveiebringe TosOH-H- (_”C-Leu) -
OBzl. Etter oplosning av 7,89 g TosOH-H- (130-Ieu) -Obzl, 5,57 g t-Boc-L-fenylalanin
(Boc-Phe) og 2,97 g HOBt i 80 ml DMF, ble 4,03 ml vannoppleselig karbodiimid
(WSCD: 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl) -karbodiimid) drapevis tilsatt med is-
avkjeling og omrert ved romtemperatur i 3 timer. Etylacetat og isvann ble tilsatt og
separen i to lag. Det organiske laget ble vasket med mettet natriumhydrogen-
karbonat, vann, 0,1N HCl og vann og terket over vannfri natriumsulfat. Etter
utdestiilering av etylacetat under redusert trykk ble heksan tilsatt for & krystallisere og
tilveiebringe Boc-Phe- (*°C-Leu) -OBzl. Boc-Phe- (°C-Leu) -OBzl (5,2 g) ble opplost i
10 ml eddiksyre, og 500 mg 5% palladiumkarbon (Pd-C) ble tilsatt. Etter omrering
ved romtemperatur ble hydrogengass blast deri i 1 time. Etter at katalysatoren var
filtrert ut, ble morvaesken konsentrert under redusert trykk til omtrent 10 ml. Med is-
avkjeling ble 7,23 ml 4,6N HCldioksan tilsatt bg omrert i 10 minutter etterfulgt av
ytterligere'ommring ved romtemperatur i 1 time. Etter konsentrering under redusert
trykk ble eter tilsatt for & stivne. Det resulterende faste stoffet ble filtrert ut, vasket
med eter og opplest i 100 ml destillert vann. Uoppleselig materiale ble filtrert ut med
et membranfilter og lyofilisert. Dette produktet ble renset i RP-HPLC (YMC-ODS

(10 . m), 30 mm x 250 mm, 20 mi/min, aq. CH;CN (0,05% HCI)) (5%-5%420%,
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0-1 5-75 minutter), og hovediraksjonen ble lyofilisert for ttlvelebnngmg av 2,84 0 Phe-

(®c-Leu).

Strukturen og "*C-merket posisjon ble bekreftet ved *C-NMR, masse-
spektrometri og aminosyreanalyse.
BC.NMR (DMSO -d6, 270 MHz): 174,3 ppm (*COOH)
MALD-MS (m/z): 280,20 (M'+H)
Ammosyreanalyse Fenylalanin 100 Leucin 1,01 (hydrolytlske betingelser; 6N
HCI, 110°C, 22 timer)

Eksempel 24: Fremstilling av Bz-AIa-Aia-AIa-AIa-GIy-Phe- (130-Leu) og natriumsaltet
derav

Til 33,8 g N-t- Boc-fenacyl~L-aIanm (Boc-Ala-OPac) ble 9,6 mi 4,6N
HCL/dioksan-oppl@sning tilsatt og omrert ved romtemperatur i 40 minutter. Dietyleter
ble tilsatt for & stivne dette, og det faste stoffet ble filtrert ut og terket under redusert
trykk. Dette materialet ble suspendert i 100 mi diklormetan og 18,9 g N-t-Boc-L-
alanin {Boc-Ala) ble tilsatt og avkjelt til 0°C. Etter tilsetning év 19,2 ml WSCD ble
blandingen omrert ved romtemperatur i 1,5 timer. Etter konsentrering under redusert
trykk ble resten opplast i etylacetat/vann, og det organiske laget ble vasket med
vann, N HCl og vann og tarket over vannfri natriumsulfat. Etylacetat ble destillert ut
under redusen trykk og diispropyleter ble tilsatt for & stivne dette. Det resulterende
faste stoffet ble filtrert ut og omkrystallisert med aceton-eter-diisopropyl-eter for
tilveiebringing av Boc-Ala-Ala-OPac.

Til 15,1 g Boc-Ala-Ala-OPac ble 88,8 ml TFA tilsatt og omrert ved romtempe-
ratur i 50 minutter. Etter konsentrering under redusert hykk ble 11,3 ml 4,6N
HCl/dioksan-opplesning tilsatt. Dietyleter/diisopropyleter ble tilsatt for & stivne dette,
og det resulterende faste stoffet ble filtrert ut og terket under redusert trykk. Dette
materialet ble opplost i 100 ml DMF, og 7,95 g Boc-Ala og 5,95 g HOB ble tilsatt.
Etter avkjoling til 0°C og tilsetning av 8,1 ml WSCD ble blandingen omrart ved rom-
temepratur i 4 timer. Reaksjonsblandingen ble avkjelt, og vann ble tilsatt for &
presipitere. Presipitert fast stoff ble filtrert ut og opplast i kloroform/metanol (3:1). Det -
organiske laget ble vasket med vann og direkte konsentrert under redusen trykk.
Eter ble tilsatt for & krystallisere for tilveiebringing av Boc-Ala-Ala-Ala-OPac.
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Boc-Ala-Ala-Ala-OPac (8,99 g) ble opplest i 50 mli diklormetan/trifluoretanol
(TFE) (3:1), og til dette ble 100 ml eddiksyre tilsatt. Deretter ble 26,2 g sinkpulver
tilsatt og omfattende omrart ved 35°C i 1 time. Uoppleselige materialer ble filtrert ut,

-og det gjenvasrende ble konsentrert under redusert trykk. Etylacetat ble tilsatt, vasket

med vann og tarket over vannfri natriumsulfat. Etylacetat ble destiliert ut under

redusert trykk, og eter ble tilsatt til resten for krystallisering for tilveiebringing av Boc-

Ala-Ala-Ala-OH. ’
Etter at 9,96 g 1-'°C-L-feucin (Masstrace) var opplgst i 75 ml 1N NaOH, ble en

. opplesning av Boc,O (18 g) i aceton (50 ml) tilsatt. Deretter ble 5,21 mli trietylamin

drapevis tilsatt og omrert ved romtemperatur. Etter en time ble en opplesning av
Boc,O (8,8 g) i aceton (40 mi) tilsatt og omrernt over natt ved romtemperatur, Etter

-at aceton var biitt destillert ut under redusert trykk, ble 500 mlletylacetat tilsatt,
. presipitert med 6N HCI, vasket med vann og tarket over vannfri natriumsulfat. Etter

at desikeringsmidlet var blitt filtrert ut, ble 10 ml CHA tilsatt. Etter vasking med 1N

"HCI, ble Boc-("*C-Leu) ekstrahert med mettet natriumhydrogenkarbonatopplesning,

og det vandige laget ble surgjort med 6N HCI, ekstrahert med efylacetat, vasket med
vann og terket over vannfri natriumsulfat. Etter konsentrering under redusert trykk ble
gienveerende oljeholdig produkt opplest i heksan, og 1,2 ml vann ble tilsatt for
krystallisering for tilveiebringing av Boc-'(mC-Leu) -OH-H,0.

Ti (10) g Boc- (*°C-Leu) -OH-H;0 ble opplast i etanol (50 ml) - vann (20 ml),
0g 6,52 g cesiumkarbonat opplest i 20 mi destillert vann ble tilsatt. Etter _
konsentrering under redusent trykk ble etanol og toluen tilsatt, og gjenvaerende vann
ble fijernet azeotropisk for tilveiebringing av et gel-produkt som ble suspendert i 300
ml DMF. Til suspensjonen ble 5,2 ml benzylbromid drapevis tilsatt ved
romtemperatur med omraring. Etter omrering ved romtemperatur i 45 minutter, ble
opplesningsmidlet destitlert ut under redusert trykk. Etylacetat ble tilsatt og vasket
med vann. Etter terking over vannfri natriumsulfat ble etylacetat destillert ut under
redusert trykk for tilveisbringing av et oljsholdig produkt. Til produktet ble 59 ml TFA
tilsatt og omrart ved romtemperatur i 40 minutter. Etter tilsetning av 8,37 g p- '
toluensulfonsyre-monohydrat, ble TFA destillert ut under redusert trykk.
Diisopropyleter ble tilsatt til resten for & krystallisere og tilveiebringe TosOH-H - (*C-
Leu) -OBzl. '
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Etter opplasning av 7,89 g TosOH-H- ("°C-Leu) -OBz, 5,57 g Boc-Phe og
2,97 g HOBt i 80 ml DMF, ble 4,03 mI WSCD drépevis tilsatt med is-avkjeling, og
blandingen ble omrart ved romtemperatur i 3 timer. Etylacetat og isvann ble tilsatt, og
resulterte i to separate lag. Det organiske lagst ble vasket med mettet natrium-
hydrogenkarbonat, vann, 0,1N HCl og vann, og tarket og vannfri natriumsuffat. Etter '
utdestillering av etylacetat under redusert trykk ble heksan tilsatt for & krystallisere og
tilveiebringe Boc-Phe-(*°C-Leu) -OBzl.

Til 3,71 g Boc-Phe- {'*C-Leu) -OBzl ble 17,5 ml TFA tilsatt, omrert ved rom-
temperatur i 40 minutter og konsentrent under redusert trykk. Etter tilsetning av 2,2
mi 4,6N HCl/dioksan ble diisopropyleter tilsatt for & krystallisere. Krystallet ble filtrert
ut, terket under redusert trykk og opplest i 50 ml DMF, og 2,13 g Boc-Ala-Gly-
OH-H0 og 1,15 g HOBt ble tilsatt. Med is-avkjeling ble 1,56 g WSCD drapevis
tilsatt, og blandingeh ble omrart ved romtemperatur i 3 timer. Etter avkjoling av

~ reaksjonsblandingen ble prisipitert fast stoff filtrert ut og vasket med vann. Dette

materialet ble opplest i etylacetat og terket over vannfri natriumsulfat. Etter
konsentrering under redusert trykk ble materialet krystallisert med diisopropyleter for
tilvelebringing av Boc-Ala-Gly-Phe- ('3C-OBzl). ' "

Til 3,59 g Boc-Ala-Gly-Phe- (*°C-Leu) -OBzl ble 22,2 ml TFA tilsatt og omrart
ved romtemperatur i 45 minutter. Etter konsentrering under redusert trykk ble 1,7 mi
4,6N HCl/dioksan tilsatt og stivnet med diisopropyleter. Det faste stoffet ble filtrert ut
og opplest i 50 ml DMF, og 2,03 Boc-Ala-Ala-Ala-OH og 1,06 g 3-hydroksy-4-okso-
3,4-dihydro-1,2,3-benzotriazin (HOOb1) ble tilsatt. Mens dette ble is-avkjalt, ble
1,19 mi WSCD dréapevis tilsatt, og blandingen ble omrert ved romtemperatur i 4
timer. Etter avkjoling av reaksjonsblandingen ble vann tilsatt, og det presipiterte faste
stoffet ble filtrert ut og vasket med vann. Det faste stoffet ble suspendert i metanol,
filtrert ut og terket under redusert trykk. Materialet ble opplast i 100 ml
kloroform/trifluoretanol, og urenheter ble filtrert ut. Opplesningsmidlet ble fiernet
under redusert trykk, og eter bie tilsatt til resten etterfulgt av filtrering for
tilveiebringing av Boc-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe- (**C-Leu) -OBzl.

Til 2,68 g Boc-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe- {'°C-Leu) -OBzl ble 19 ml TFA tilsatt
og omrart ved romtemperatur i 45 minutter. Etter konsentrering under redusert trykk
ble eter tilsatt for & stivne dette. Det faste stoffet ble filtrert ut og opplest i 20 ml DMF,
og 0,80 g benzoyt i-hydroksysuksinimmid (Bz-ONSu) ble tilsatt. Etter drapevis
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tilsetning av 0,5 ml trietylamin ble blandingen omrert ved romtemperatur i 1 time.
Deretter ble 20 ml DMF ytterligere tilsatt, og trietylamin ble tilsatt for & justere pH til 6.
Blandingen ble omrart ved romtemperatur i yiterligere 3 timer. Etter avkjsling av

- reaksjonsblandingen ble vann tilsatt, og det presipiterte faste stoffet ble filtrert ut og

vasket med vann. Det faste stoffer ble suspendert i metanol og filtrert ut for tilveie-
bringing av Bz-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe- (130-Leu) -OBzl. '

Etter opplosning av 1,63 g Bz-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe- (*C-Leu) -OBz! i 80 -
mi diklormetan/heksafluorisopropylalkohol (3:1) ble 0,32 g 5% palladium-karbon
suspendert i vann/metanol tilatt. Reaksjonsblandingen ble omrart ved 27°C i 4 timer
med innfering av hydrogengass. Et pulveraktig filterpapir ble anvendt for a filtrere ut
katalysatoren, og filtratet ble konsentrert under redusert trykk. Vann ble tilsatt for 4
stivne dette, og det faste stoffet ble filtrert ut og vasket med vann. Det faste stoffet
ble suspendert i metanol, filtrent ut og terket under redusert trykk. Dette materialet
ble opplest i 50 ml heksafluorisopropylalkohol og konsentrert under redusert trykk, og

' etylacetat ble tilsatt til resten for & krystallisere og tilveiebringe 1,19 g Bz-Ala-Ala-Ala-

Ala-Gly-Phe- ("°C-Leu).

Strukturen og '*C-merket posisjon ble bekreftet ved '*C-NMR, masse-
spektrometri og aminosyreanalyse.
BC-NMR (DMSO -d6, 270 MHz) : 173,8 ppm (®*COOH)
PD-MS (m/z): 725,3 (M*+H), 748,2 (M'+Na), 764,4 (M"+K) _
Aminosyreanlayse: Fenylalanin 1,00; Glycin 1,08; Alanin 4,09; Leucin 1,04
(hydrolytiske betingelser: 6N HCI, 110°C, 22 timer)

Natriumsaltet av Bz-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe- (**C-Leu) oppnadd ved
neytralisering av Bz-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe- ('*C-Leu) med en ekvivalent 1M
natriumkarbonat etterfulgt av lyofilisering.

Eksempel 25: Fremstilling av Boc-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe- ("*C-Leu) og
natriumsaltet derav ‘

Som i eksempel 24, ble Boc-Ala-Ala-Ala-Ala- Gly-Phe- (*°C-Leu) -OBz|
oppnédd. Etter opplesning av Boc-Ala-Ala-Ala-Ala- Gly-Phe- ('°C-Leu) -OBzl i 40 mi
diklormetan/heksafiuroisopropylalkohol (3:1), ble 0,16 g 5% palladium-karbon
suspendert i vann/metanol tilsatt. Hydrogengas ble innfant i reaksjonsblandingen i
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1,5 timer med omraring ved 27°C. Et pulveraktig filterpapir ble anvendt for 4 fittrere

ut katalysatoren, og filtratet ble konsentrert under redusert trykk, Acetonitril ble tilsatt
for & stivne dette, og det faste stoffet ble filtrert ut. Det faste stoffet ble terket under
redusert trykk og opplest i 30 ml heksafluorisopropylalkohol, Uoppleselig materiale
ble filtrert ut, og gjenveerende ble konsentrert under redusert trykk. Etylacetat bie'
tilsatt til resten, og pi'esipiten gel-maiqﬂale ble filtrert for tilveiebringing av 1,56 g
Boc-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe- ('BC-Leu).

Strukturen og '*C-merket posisjon ble bekreftet ved *C-NMR, massespektro-
metri og aminosyreanalyse.
'SC-NMR (DMSO -d6, 270 MHz): 173,7 ppm (**COOH)
PD-MS (m/z): 721,7 (M'+H), 743,9 (M*+Na), 759,9 (M“_+K)
Aminosyreanalyse: Fenylalanin 1,00; Glycin 1,09; Alanin 4,07; Leucin 1,04
(hydrolytiske betingelser. 6N HCI, 110°C, 22 timer)

Natriumsaltet av Boc-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe- ("*C-Leu) ble oppnadd ved
neytralisering av Boc-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe- (**C-Leu) med en ekvivalent 1M
natriumkarbonat etterfulgt av lyofilisering.

Eksempel 26: Fremstilling av Bz-Ala-Ala-Ala-Ala- (°C-Gly) -Phe-Leu og
natriumsaltet derav
Etter opplesning av5 g 1-“"C-g|ycin (Masstrace) i vandig oppl@sning év
(17,5 mi) nétriumhydroksid (2,56 g) og tilsetning av 3,65 ml trietylamin, ble en

~ opplesning av BocO (15,1 ml) i aceton (8 ml) tilsatt og omrart ved romtemperatur i

17 timer. Etter konsentrering under redusert trykk ble sitronsyre tilsatt til det vandige
laget for & justere pH til 4, og natriumklorid ble tilsatt for & salte dette ut etterfulgt av
ekstrahering med etylacetat. Ekstraktet ble direkte torket over magnesiumsulfat, og
desikeringémidlet ble filtrert ut. Etter tisletning av 6,76 ml CHA ble filtratet latt st&
over natti en kalef. Presipiterte krystaller ble filtrert ut for tilveiebringing av Boc-
(°C-Gly) -OH-CHA. |
Atte (8) g Boc- ('°C-Gly)-OH-CHA ble suspendert i 50 ml THF, og 6,12 ml
4,6N HCl/dioksan ble tilsatt. Blandingen ble fullstendig oppbrutt i en uitrasonisk
vaskeinnretning, og eter ble tilsatt. Presipitert faét stoff ble filtrert ut, og filtratet ble
konsentrert under redusert trykk. Eter ble tilsatt til resten, og det uoppleselige
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materialet ble filtrert og konsentrert under redusert trykk. Flesteh ble vasket med
heksan og filtrert ut for tilveiebringing av Boc- (‘3C-Gly) -OH. _ |

~ Etter opplesning ble 5,31 g Boc-Phe, 7,87 g TosOH-H-Leu-OBzl 0g 2,84 g
HOBt | 40 mi DMF, 3,72 ml WSCD tilsatt under is-avkjeling og omrert i 30 minutter

. og ved romtemperatur i ytterligere 2,5 timer. Etter konsentrering under redusert trykk
" ble etylacetat tilsatt, vasket sekvensielt med mettet vandig natriumhydrogenkarbonat-

oppl@sning, mettet vandig natriumkloridoppl@sning, 10% vandig sintrosyreoppl@sning
og mettet vandig natriumkloridopplesning, og terket over magnesiumsulfat. Etter
konsentrering under redusert trykk bie 43 ml 4,6N HCl/dioksan tilsatt og latt sta ved
romtemperatur i 30 minutter. Etter konsentrering under redusert trykk bleveter.tilsatt,
og presipitert fast stoff ble filtrert ut for tilveiebringing av HCI-H-Phe-Leu-OBzI.

_ Etter opplesning av 3,52 g Boc-("°C-Gly) -OH, 8,88 g HCI-H-Phe-Leu-OBzl)
og 2,70 g HOBt i 40 ml DMF, ble 3,54 mi WSCD tilsatt under is-avkjeling og omrort i

30 minutter og ved romtemperatur i ytterligere 14 timer. Etter konsentrering under

redusert trykk ble materialet opplest i etytacetat vasket sekvensuelt med mettet
vandig natrium hydrogenkarbonatopplfasmng, mettet vandig namumkiondopplrasnmg,

10% vandig sitronsyreopplasning og mettet vandig natriumkloridopplasning og terket
over magnesiumsulfat. Eﬁer konsentrering under redusert trykk ble Boc- ('3C-G!y) -
Phe-Leu-OBzl oppnadd.

Til 10,4 g Boc- (*°C-Gly) -Phe-Leu-OBzl ble 43,8 ml 4,6N HCl/dioksan tilsatt
og latt sta ved romtemperatur i 45 minutter. Etter konsentrering under redusert trykk
ble et oljeholdig produkt oppnadd. Det oljeholdigé produktet ble last opp i 40 mi
DMF, og 3,7 g Boc-Ala, og 2,66 g HOBt ble tilsatt etterfulgt av tilsetning av 3,49 mi
WSCD med is-avkjoling, og dette ble omrart i 30 minutter og i 16 timer ved
romtemperatur. Etter konsentrering under redusert trykk ble materialet oppiest i
etylacetat og vasket med mettet vandig natriumhydrogenkarbonatopplesning, mettet
vandig natriumkloridopplesning, 10% vandig sitronsyreopplesning og mettet vandig
natriumkloridopplgsning. Det organiske laget ble konsentrert under redusert trykk, og
resten ble vasket med diisopropyleter og filtrert ut for tilveiebringing av Boc-Ala- (**C-
Gly) -Phe-Leu-OBz.

Som i eksempel 24 ble Boc-Ala-Ala-Ala-OH oppnadd.

Til 3,59 g Boc-Ala- (130 -Gly) -Phe-Leu-OBzl ble 22,2 ml TFA tilsatt og latt sta
ved romtemperatur i 45 minutter. Etter konsentrering under redusert trykk ble 1,7 mi
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4,6N HCl/dioksan tilsatt, og diisopropyleter ble tilsatt for & stivne dette. Det faste

stoffet ble fitlrert ut og terket. Dette materialet ble lest opp i 50 ml DMF, og 2,03 g
Boc-Ala-Ala-Ala-OH og 1,06 g HOObt ble tilsatt. Med is-avkjeling ble 1,18 mi WSCD
tilsatt, og dette ble omrart i 30 minutter og i 14 timer ved romtemperatur. Etter
avkjeling av reaksjonsblandingen ble vann tilsatt, og presipitert gel ble filtrert ut for
tilveiebringing av Bqé~Ata-Ala-Ala-AIa- (**C-Gly) -Phe-Leu-OBzl.

Til en suspensjon av 2,00 g Boc-Ala-Ala-Ala-Ala- ('*C-Gly) - Phe- Leu-OBzi og
1,34 ml anisol, ble 12 ml vannfri hydrogenfluorid innfart med omraring og avkjglt i et
tarris-metanol-bad. Materialet ble omrert i 1 time under avkjeling ved -5°C, og
hydrogenfluorid ble destillert ut ved denng temperaturen. Eter ble tilsatt til resten, og
presipitert fast stoff ble filtrert ut. Det faste stoffet ble suspendent i 40 ml DMF-vann
(9:1), og 704 mg Bz-ONSu, og 1,03 ml trietylamin ble tilsatt og omrart ved
romtemperatur i 6 timer. Deretter ble 40 ml DMF-vann (9:1} tilsatt og omrart over natt
ved romtemperatur. Videre ble 541 mg Bz-ONSu tilsatt og omrart over natt ved rom-
temperatur. Etter konsentrering under redusert trykk ble etylacetat tilsatt til denne
resten, fullstendig opplest i en ultrasonisk vaskeinnretning og filtrert ut for tilveie-
bringing av 1,53 g Bz-Ala-Ala-Ala-Ala- ("°C-Gly) -Phe-Leu.

Strukturen og "*C-merket posisjon ble bekreftet ved **C-NMR, massespekro-
metri og aminosyreanalyse.
¥C-NMR (DMSO -d6, 270 MHz) : 168,2 ppm ("*COOH)
PD-MS (m/2): 725,5 (M"+H), 747,8 (M'+Na), 764,3 (M"+K)

" Aminosyreanlayse: Fenylalanin 1,00; Glycin 1,14; Alanin 4,25; Leucin 1,07

(hydrolytiske betingelser: 6N HCl, 110°C, 22 timer)

Natriumsaltet av Bz-Ala-Ala-Ala-Ala- ('°C-Gly) -Phe-Leu ble oppnadd ved
neytralisering av Bz2-Ala-Ala-Ala-Ala- ("*C-Gly) -Phe-Leu med en ekvivalent av en 1M
natriumkarbonat etterfulgt av Iyofilisering.

Eksempel 27: Fremstilling av Bz-Tyr-O- ('3C-Et) ‘
Etter at 5,31 g N-t-Boc-O-benzyl-L-tyrosin 0g 3,5 ¢ 1,2-3C-etanol (Masstrace)
var blitt opplest i 30 ml DMF, ble 2,32 g HOB: tilsatt og 3,14 mi WSCD ble drapevis
tilsatt under is-avkjeling etterfulgt av omrering ved rorﬁtemperatur i 4 timer.
Metylacetat ble tilsatt, og materialet ble vasket sekvensielt med vann, mettet vandig
natrium hydrogenkérbonat-opplﬁsning. mettet vandig nétriumklorid—opplasning,
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1N HCI og mettet vandig natriumklorid-opplosning, og tarket over vannfri natrium-
sulfat. Opplesningsmidiet ble destillert ut under redusert trykk. Mens avkjelt ved
-10°C ble 20 mi TFA filsatt til det resulterende farvelese oljeholdige produktet
etterfuigt av omraring i 10 minutter og i 50 minutter ved romtemperatur. Etter
konsentrering under redusert trykk bie 3,73 mi 4,6N HCl/dioksan tilsatt, og
diisopropyleter ble tilsatt for & stivne dette. Resten bel filtrert ut og ytterligere vasket
med diisopropyleter. Denne resten ble opplast i 50 mi DMF og 1,99 ml benzoylklorid,
og 4,00 ml trietylamin ble tilsatt mens avkjelt ved -10°C. Etter omrering i 30 minutter
og ytterligere ved romtemperatur i 3 timer ble etylacetat tilsatt og vasket sekvensielt
med mettet vandig natriumklorid-opplesning, mettet vandig
natriumhydrogenkarbonat-opplasning, mettet vandig natriumkiorid-opplasning, 1N
HCI og mettet vandig natriumklorid-opplasning, og terket over vannfri natriumsulfat.

- Opplesnignsmidiet ble destillert ut under redusert trykk og resten ble vasket med eter

og torket under redusert trykk. Dette materialet ble omkrystallisert fra metanol for
tilveiebringing av Bz-Tyr (Bzl) -O- {**C-Et). Deretter ble 800 mg Bz-Tyr(Bzl) -O- ("°C-
Et) opplest i 30 ml eddiksyre, og 1600 mg palladium svart ble tilsatt. Hydrogengass
ble introdusert i ' |
6 timer med omfattende 6mraring ved romtemperatur. Hydrogengassen ble stoppet,
og reaksjonsblandingen ble omrart over natt ved romtemperatur. Et pulverformig
filterpapir ble anvendt for & filtrere ut katalysatoren, og deretter ble eddiksyre
destillert ut under redusert trykk. Heksan ble tilsatt og konsentrering under redusert
trykk ga en farvelost fast stoff. Vann ble tilsatt, og supernatanten ble gjentatte ganger
fieret ved dekantering. Materialet ble opplest i 20% vandig acetonitril-opplasning
etterfulgt av lyofiliséring. Dette materialet ble utsatt for RP-HPLC (YMC A-323 ODS,
30 x 250 mm, 20-50% aq. CHsCN inneholdende 0,1% TFA (70 minutter),
stramningsrate ‘ ‘
20 mi/min) for & danne en hovedfraksjon som deretter ble lyofilisert for
tilveiebringing av 350 mg Bz-Tyr-O- (‘°C-Et).

Strukturen og *C-merket posisjon ble bekreftet ved *C-NMR og masse-
spektrometri.
C-NMR (CDCls, 270 MHz) : 14,2 ppm ("*CHg), 61,6 ppm (*°CH2)
FD-MS (m/z) : 316,2 (M'+H)
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,Eksémpei 28: Fremstilling av Bz-Arg- ("*C-Leu) -HCI

Som i eksempel 24, ble TosOH-H- (**C-Leu) -OBzl oppnadd. Etter at 18,1 g
TosOH-H- (**C-Leu) -OBzl, og 14,5 ¢ N-t-Boc-argininhydrokloridmonohydrat (Boc-
Arg-HCI-Hz0) og 5,95 g HOB var bilitt opplest i 130 ml DMF, ble 8,4 mi WSCD tilsatt
mens is-avkjelt ved -20°C, og blandingen ble omrart ved romtemperatur i 3,5 timer.
Etter at DMF var blitf destillert ut, ble materialet opplost i etylacetat og vasket med
mettet vandig natriumhydrogenkarbonat-opplesning, mettet vandig natriumklorid-
opplesning, 0,1 N HCI og mettet vandig natriumklorid-opplesning. Materialet ble
terket over vannfri natriumsulfat. Etter at etylacetat var destillert ut under redusent
trykk, ble heksan tilsatt for & tilveiebringe et krystall. Krystallet ble filtrert ut, vasket
med heksan og terket under redusert trykk. Resulterende rakrystall ble opplest i
50 ml acetonitril. Til denne opplasningen ble diisopropyleter tiléatt for tilveiebringing
av et krystall av Boc-Arg- (**C-Leu) -OBzl-TosOH.

Til 24,8 g Boc-Arg- (**C-Leu) -OBzl- TosOH bie 50 mi TFA tilsatt, og
blandingen ble omrart ved romtemperatur i 30 minutter og konsentrert under
redusert trykk. Etter at 20 ml 4,6N HCl/dioksan var blitt tilsatt, ble eter tilsatt for
titveiebringing av et krystall av et hydroklorid. Hydrokloridet ble filtrent ut og torket
under redusert trykk. Til resulterende hydroklorid ble 5,12 g benzosyre og 5,67 g
HOBt tilsatt; og blandingen ble opplast i 110 m| DMF. Til denne opplesningen ble det
tilsatt 7,7 ml WSCD med is-avkjoling ved -20°C, og blandingen ble omrart ved

~ romtemperatur i 15 timer. Reaksjonsopplasningen ble konsentrert, opplast i

etylacetat og vasket med 0,1 N HCI, mettet vandig nairiumklorid-OppIzsning og
mettet vandig natriumhydrogenkarbonat-opplasning for tilveiebringing av et krystall.
Kryétal!et ble filtrert ut, vasket med etylacetat og vann, og opplest i eddiksyre. Til
denne opplesningen ble eter tilsatt fér tilveiebringing av et farvelgst oljeholdig
produkt. Produktet ble opplest i 250 ml eddiksyre. Til denne opplasningen ble 3 g
palladium-karbon tilsatt. Blandingen ble omrart ved romtemperatur med innfering av
hydrogengass i 2 timer. Katalysatoren ble fitlrert ut, og eddiksyre ble destillert ut.
Resten ble opptasi i 9 ml 4,6 N HCl/dioksan. Diisopropyleter ble tilsatt for
tilveiebringing av et krystall av 16,4 g Bz-Arg- (**C-Leu)-HCI.

Strukturen og '*C-merket posisjon ble bekreftet ved *C-NMR, masse-
spektrometri og aminosyreanalyse.
3C-NMR (D;0, 270 MHz) : 177,5 ppm ('*COOH)
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ESI-MS (m/z): 393,2 (M'+H)
Aminosyreanalyse: Arginin; 1,00; Leucin 1,02 (hydrolytiske betingelser:
6N HCI, 110°C, 22 timer)

~ Eksempel 29: Bz-L-Phe- (*°C-Leu)-pustetest

Som i eksempel 15-1, ble Bz-L-Phe- {"*C-Leu)-pustetesten utfart hvori
250 mg/kg Bz-L-Phe- (*3C-Leu) -Na ble oralt administrert til kroniske pancreatittrotter
(n=4) og normale rotter (n=4), og skningsgraden ( A °C (%) } av '°CO»-
konsentrasjonen i CO; i busten etter administrering ble mait. A ¥c (%o)-verdien 10
minutter etter administrering var 6,97 + 6,09 % i kroniske pancreatittrotter og 115,02
+ 71,26 %, i normale rotter. Verdien til kroniske pancreatittrotter var betydelig mindre
enn normale rotter (p<0,05 (ANOVA med Fischer LSD)) (Tabell 1).

Tabell 1
Bz-L-Phe- (**C-Leu}-pustetest
_ A 3C (%) ved 10 min
Kronisk pancreatitt #1 1,61

Kronisk pancréatitt #2 . 3,28
Kronisk pancreatitt #3 17,21
Kronisk pancreatitt #4 . 5,77
Normal #1 | . 31,29
Normal #2 60,25
Normal #3 165,37
Normal #4 203,16

Bz-L-Phe- (**C-Leu)-Na ble administrert oralt i en mengde pa 250 mg/kg til
kroniske pankrkeatitrotter (n=4) og normale rotter (n=4). ‘

Eksempel 30: Bz-Tyr- (*°C-Leu)-pustetest

Som i eksempel 15-1, ble Bz-Tyr-(‘"C-Leu)-pustetesten utiert hvori 250 mg/kg
Bz-Tyr-‘(“C-Leu)»Na ble administrert oralt til kroniske pancreatittrotter (n=4) og
normale rotter (n=4), og skningsgraden (A BC () av '3002-konsentrasjonen i
uténdet CO, etter administrering ble malt. A '3C (%0)-verdien 20 minutter etter



10

15

20

25

30

40

administrering var 3,66 + 3,24 %o‘i kroniske pancreatittrotter og 69,53 + 32,50 Yy, i
normale rotter. Verdien til kroniske pancreatittrotter var felgelig betydelig mindre enn
i normale rotter (p<0,05 (ANOVA med Fischer LSD)) (Tabell 2).-

Tabell 2
Bz-Tyr- ('’C-Leu)-pustetest
A °C (%) ved 20 min

Kronisk pancreatitt #1 8,76
Kronisk pancreatitt #2 . 3,68
Kronisk pancreatitt #3 " 2,44
Kronisk pancreétitt -#4 » -0,15- -
Normal #1 111,32
Normal #2 65,76
Normal #3 21,02
Normal #4 80,02

Bz-Tyr- (**C-Leu)-Na ble administrert oralt i en mengde ‘pé 250 mg/kg til
korniske pancreatittrotter (n=4) og normale rotter (n=4). ' '

Eksempel 31: Arg- (*3C-Leu)-pustetest
Som i eksempel 15-1, ble Arg- ('°C-Leu)-pustetesten utfart hvori 30 mg/kg

~ Arg- (**C-Leu) ble administrert oralt til kroniske pancreatittrotter (n=4) og tii normale

rotter (n=4), og ekningsgraden (A."°C (%x)) av "*CO,-konsentrasjonen i utaridet CO;
etter administrering ble malt. A ™3C (%)-verdien 30 minutter etter administrering var
4,37 £ 1,83 %y i kroniske pancreatittrbtter og 12,37 + 2,26 %, i normale rotter.
Verdien til kroniske pancreatittrotter var falgelig betydelig mindre enn i normale rotter
(p<0,01 (ANOVA) med Fischer LDS)) (Tabell 3).
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Tabell 3
Arg- (*C-Leu)-pustetest
A ®C () ved 30 min

Kronisk pancreatitt #1 3,74
Kronisk pancreatitt #2 6,97
Kronisk pancreatitt #3 4,87
Kronisk pancreatitt #4 1,92
Normal #1 10,30
Normal #2' 13,74
. Normal #3 _ 15,37
Normmal #4 : 10.08

Arg- (**C-Leu) ble administrert oralt i en mengde pa 30 mg/kg til kroniske

pancreatittrotter (n=4) og normale rotter (n=4).

Eksempel 32: Bz-Ala-Ala-Ala-Ala- ('°C-Gly) -Phe-Leu-pustetest

Som i eksempel 15-1, ble Bz-Ala-Ala-Ala-Ala- (**C-Gly) -Phe-Leu-pustetesten
utfert, idet 420 mg/kg Bz-Ala-Ala-Ala-Ala- (**C-Gly) -Phe-Leu-Na ble administrert
oralt til kroniske pancreatittrotter (n=2) og normale (n=2), og ekningsgraden av (A °C
(*/o0))
av '®CO.-konsentrasjonen i utandet CO, etter administrering ble malt. A *C (%)
(giennomsnitt)-verdi ved 15 minutter etter administrering var 0,61 %, i kroniske
pancreatittrotter og 33,32 % i normale rotter; verdien av kroniske pancreatittrotter
var felgelig mindre enn i normale rotter (Tabell 4).

Tabell 4
Bz-Ala-Ala-Ala-Ala- (**C-Gly) -Phe-Leu-pustetest
'A™C (%) ved 15 min

Kronisk pancreatitt #1 -1,90
Kronisk pancreatitt #2 3,12
Normal #1 23,47

Normal #2 A 43,16
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Ba-Ala-Ala-Ala-Ala- (*°C-Gly) -Phe-eu-Na ble administrert oralt i en mengde
p& 420 mg/kg til kroniske pancreatittrotter (n=2) og normale rotter {(n=2).

Ekseﬁmpel 33: Bz-Arg- ('°C-Leu)-pustetest

_ Som i eksempel 15-1, ble Bz-Arg- ('*C-Leu)-pustetesten utfar, idet 100 mglkg
Bz-Arg- (**C-Leu) - HCI ble administrért oralt til kroniske pancreatittrotter (n=3) og
normale rotter (n=3), og skningsgraden (A *C (%)) av *CO.-konsentrasjonen i
utdndet CO; efter administrering ble mait. A "C (/)-verdien 20 minutter etter
administrering var 3,05 + 6,97 %, i kroniske pancreatittrotter og 68,77 £ 12.01 %y i
normale rotter. Verdien av kroniske pancreatittrotter var felgelig betydelig mindre enn
i normale rotter (p<0,01 (ANOVA med Fischer LSD)) (Tabell 5)_.

Tabell 5
Bz-Arg- ('*C-Leu)-pustetest
‘ A ®C (%) ved 20 min

Kronisk pancreatitt #1 » 3,69 -
Kronisk pancreatitt #2 11,25
Kronisk pancreatift #3 -5,79
Normal #1 : ‘ 51,94
Normal #2 74,46
Normal #3 79,01

Formulering eksémpel 1: (Flytende for innvortes bruk)

" Renset vann ble tilsatt til 5 vekt-deler Bz-DL-Phe- (**C-Leu)-Na for & danne
totalt 100 vekt-deler av denne totale hengden, ble opplgst og sterilisert gjennom et
Millipore filter. Filtratet ble plassert inn i en beholder og forseglet for & tilvelebringe en
vaeske for innvortes bruk.

Fordeler ifglge oppfinnelsen:

Foreliggende oppfinnelse filveiebringer en meget sensitiv pankréas eksokrin
funksjonstest-fremgangsmate som utviser lav stress pa et individ og som gir hurtig '
noyaktige resultater. .
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Konvensjonelle enkle tester for pankreas eksokrin funksjon er mindre
sensitive og er derfor blitt anvendt i mindre grad som diagnostiske tester for
pancreatitt, og er for tiden blitt anvendt generelt for opplolging av prognoser pa
pancreatiti som alltid nedvendiggjar gientatte tester. En meget sensitiv enkel test for
pankreas eksokrin funksjon blir ofte anvendt for diagnostisering av pancreatitt i en
fysisk undersekeise. Den kan ogsé bli anvendt for 4 vurdere alvorligheten ved
kronisk pancreatitt, for undersokelse fbr begynnende alvorlig fulminant pancreatitt
med en fortsatt hay dedelighet (30%), diagnostikk av arsakene til pancreatitt og tidlig
diagnostikk av bukskpyttkjertelcanser. Den er ogsa nyttig som en diagnostisk
fremgangsmate for & utelukke pancreatitt i medisinsk undersekelse av generelle
pasienter som ikke er innlagt. |
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Patentkrav

1. Diagnostisk middel for pankreas eksokrin funksjon i en pustetest,
karakterisert ved atdet omfatter °C eller *C-merket forbindelse
representert ved falgende formel (l1):

X2-Ro-Y2-Z1y (1)
hvor X; er et hydrogenatom eller en beskyttelsesgruppe,
Rz er et peptid med 2 til 5 aminosyrer, en aminasyre eller en enkeltbinding,
Y2 er en aminosyre,
Z; er en aminosyre med eventuelt en beskyttelsesgruppe, og minst en av
aminosyrene i Ry, Y2 0g Z4, eller minst én av beskyttelsesgruppene i Xz og Z; nar
beskyttelsesgruppene inneholder et karbonatom, er *°C- eller "*C-merket,
og hvor |
1) i tilfelle hvor Xz er en beskyttelsesgruppe og R; er enkeltbinding,
1-i) nér Z, er D-Ala, er Yz en aminosyre forskjellig fra D-Ala,
1-ii} nar Z; er Ala-OMe, er Yz en aminosyre forskjellig fra Leu,
1-iii) nar Z; er Pro-OMe, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Gly,

2) i tilfelle hvor X3 er en beskyttelsesgruppe og Rz er en aminosyre,
2-i) nar Z, er D-Ala, er Y, en aminosyre forskjellig fra -Val,
2-fi) nér Zy er Ala, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Lsu,
2-iii) nar Z, er Gly-Oet, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Pro,

3) i tilfelle hvor Xz er en beskyttelsesgruppe, er R; et peptid med 2 aminosyrer
og Z, er Gin eventuelt med Set, Y2 er en aminosyre forskjellig fra Ala,

4) i tilfelle hvor Xz er et hydrogenatom og Rz er en enkeltbinding,
4-i) nar Z, er Pro, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Ala,
4-ii} nar Zy er Leu, er Yz en aminosyre forskjellig fra Gly, Val, Leu og
Tyr, '
4-ili) nar Z, er Phe, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Gly,
4-iv) nar Z, er Gly-Oet, er Y3 en aminosyre forskjellig fra Gly,
4-v) nér Z, er Ala-OMe, er Yz en aminosyre forskjellig fra Leu,
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5) i tilfelle hvor Xz er et hydrogenatom og Rz er‘eh aminosyre,
5-i) nar Zy er Leu, er Yz en aminosyre forskjellig fra-Pro,
5-ii) nar Z; er Phe, er Yz en aminosyre forskjellig fra Pro,
5-iii) nar Z, er Gly, er Yz en aminosyre forskjellig fra Gly,
5-iv) nér Z; er Pro, er Y en aminosyre forskjellig fra Leu,
5-v) nar Z, er Met, er Yz en aminosyre forskjellig fra Asp,
5-vi) nar Z, er Asn-Bzl, er Yz en aminosyre forskjellig fra Leu,

6) i tilfelle hvor X; er et hydrogenatom og R er et peptid med 2 aminosyrer,
6-i) nar Z, er Leu, er Yz en aminosyre forskjellig fra Leu,
6-ii) nar Z, er Ser, er Yz en aminosyre forskjellig fra Asp, og

7) i tilfelle hvor X; er et hydrogenatom og R er et peptid med 3 aminosyrer,
7-i) nar 2, er Leu, er Yz en aminosyre forskjellig fra Phe,
7-ii) nar Z, er Met, er Yz en aminosyre forskjellig fra Phe;

forutsatt at felgende forbindelser er ekskludente

Ala-Pro, Gly-Leu, Gly-Phe, Val-Leu, Leu-Leu, Tyr-Leu, Ac-D-Ala-D-Ala,
Gly-Gly-OEt, Leu-Ala-OMe, Ac-Gly-Pro-OMe, Boc-Leu-Ala-OMe, G‘ly-Pro-
Leu, Gly-Pro-Phe, Ala-Gly-Gly, Gly-Leu-Pro, Phe-Asp-Met, Gly-Leu-Pro,
Dénsyl—Tyr-ValoD-Ala,‘ Cbz-Gly-Leu-Ala, Thr-Leu-Asn-Bzl, Z-Pro-Pro-Gly-
OEt, Leu-Leu-Leu-Leu, Lys-Arg-Asp-Ser, Ac-Leu-Ala-Ala-Gln (NMz), Ac-
Leu-Ala-Ala-GIn (NMey) - SEt, Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu og Tyr-Gly-Gly-Phe-Met,
hvor Ac er acetyl, Et er etyl, Me er metyl, Boc er t-butyloksykarbonyl, Dansyl
er dansyl, Cbz er karbobenzyloksy, Bzl er benzoyl, Z er benzyloksykarbonyl,
Set er etanetiol og NMe, er dimetylamino.

Diagnostisk middel ifelge krav t,karakterisert ved at
1) i det tilfelle hvor X; er en beskyttelsesgruppe valgt fra gruppen bestaende

av Dansyl, Cbz, Ac og Z, og Rz er en aminosyre eller et peptid med 2
aminosyrer, |
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1-i) narZ; er D-Ala, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Val,

1-ii) nér Z, er Ala, er Y, en aminosyre forskjellig fra Leu,

1-iit) nar Z4 er Gly-Oet, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Pro,

1-iv) nar Z, er GIn(NMey)} eller Gin{NMey) -Set, er Yaen aminosyre
forskjellig fra Ala,

2) idet tilfelle hvor Xz er Ac eller Boc, og Rz er en enkeltbinding,
- 2-) nar Z, er D-Ala, er Y2 en aminosyre forskjellig fra D-Ala,
2-ii) nar Z, er Pro-OMe, er Yz en aminosyre forskjellig fra Gly,
. 2-iif) nar Z, er Ala-OMe, er Y; en aminosyre forskjellig fra Leu,

3) i det tilfelle hvor Xz er et hydrogenatom og Rz en aminosyre eller et peptid
med 2 eller 3 aminosyrer,

3-i) nér Z, er Leu, er Yz en aminosyfe forskjellig fra Pro, Leu og Phe,

3-ii} nar Z, er Phe, er Y, en aminosyre forskjellig fra Pro,

3-ili) nar Z; er Gly, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Gly,

3-iv) nar Z, er Pro, er Y, en aminosyre forskjellig fra Leu,

3-v) nar Z; er Met, er Yz en aminosyre forskjellig fra Asp og Phe,

3-vi) nér 2, er Asn-Bzl, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Leu,

3-vii) ndr Z; er Ser, er Y, en aminosyre forskjellig fra Asp, og

4) i det tiifelle hvor Xz er et hydrogenatom og R; er en enkeltbinding,
4-i) nar Z; er Pro, er Yz en aminosyre forskjellig fra Ala,
4-ii) nar Z, er Leu, er Yz en aminosyre forskjellig fra Gly, Val, Leu og
Tyr,
4-iii) nar Zy er Phe, er Yz en aminosyre forskjellig fra Gly,
4-iv) nar Z, er Gly-OEt, er Y2 en aminosyre forskjellig fra Gly,
4-v) nar Z, er Ala-OMe, er Y; en aminosyre forskjellig fra Leu,

3. Diagnostisk middel ifaige kravieller2, karakterisert ved at Xzer
valgt fra gruppen bestaende av Ac, Bz (benzoyl), Boc, Z og et hydrogenatom.

4, Diagnostisk middel ifalge et hvilket som helst av kravene 1-3,
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karakterisert ved at forbindelsen, eller saltet derav har evne til 4 vaere et
substrat av en protease eller protease slik at det deretter har evne til & bli
dekarboksylert for & danne **CO;- eller *CO,.

5. Diagnostisk middel ifelge krav4, karakterisert ved proteasen eller
proteasene er pankreatiske eksokrine proteaser.

6. DiagndStEsk middel ifelge krav4, karakterisert ved at pankreatisk
eksokrin protease eller proteaser er valgt fra gruppen bestaende av chymotrypsin, -
trypsin, elastase og karboksypeptidaser.

7. Diagnostisk middel ifalge et hvilket som helst av kravene 1-6,
karakterisert ved atX;eren beskyttelsesgruppe og Rz er en
enkeltbinding.

8. Diagnostisk middel ifoige et hvilket som helst av kravene 1-7,
karakterisert ved at '

1) minst en av aminosyrene i Y2 og Z, er Arg eller Lys,

2) minst en av aminosyrene i Yz og Z; er en aromatisk aminosyre, Leu, His.

eller Met, _

3) minst en av aminosyrene i Y2 og Z; er en neytral og ikke-aromatisk
_aminosyre, _ |

4) aminosyre i Z; er en aminosyre forskjellig fra Arg, Lys og Pro, eller

5) aminosyren i Z, er Arg elierLys.

9. Diagnostisk middel ifalge et hvilket som helst av kravene 1-8,
karakterisert v ev d at X, er vaigt fra gruppen bestdende av et
hydrogenatom, Bz, Ac og Boc, Y: er valgt fra gruppen bestiaende av Phe, Ala, Gly,
"“Tyr og Arg, Z, er valgt fra gruppen bestaende av Leu eventuelt med en
beskyttelsesgruppe, Ala eventuelt med en beskyttelsesgruppe og Gly eventuelt med
en beskyttelsesgruppe.
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10.  Diagnostisk middel ifelge krav 9, karakterisert ved atZ, ervalgtfra
gruppen bestaende av Leu, Ala, Gly, Leu-OMe, Leu-OEt, Ala-OMe, Ala-OEt, Gly-
OMe og Gly-OEt.

11.  Diagnostisk middel ifzlge et hvilket som helst av kravene 1-10,
karakterisert ved atZ eren '°C- eller "“C-merket aminosyre med
eventuelt en beskyttelsesgruppe.

12.  °C- eller “C-merket forbindelse eller sait derav ifalge krav 1, |
karakterisert ved atden blir vaigt fra gruppen bestadende av felgende
forbindelser:
(@) Phe-"*C-Leu,
- (b)  Arg- "C-Leu,
(€©) Bz-Ala-C-Ala,
d  Bz-Gly-*C-Leu,
() Bz-Phe-"°C-Gly,
()  Bz-Tyr-'"C-Leu,
(9 Bz-Phe-C-Leu,
(h)  Bz-(DL)Phe-"°C-Leu,
()  Bz-Arg-"*C-Leu,
(k}  Ac-Phe-"*C-Leu,
(h - Ac-Tyr-"*C-Leu,
(m) Bz-Ala-'°C-Ala-OMe,
(n)  Bz-Gly-"°C-Leu-OMe,
(0) Bz-Phe-"*C-Gly-OMe,
(p)  Bz-Phe-"°C-Leu-OMe,
(@  Bz-(DL)Phe-"*C-Leu-OMe,
()  Ac-Phe-"°C-Leu-OMe,
(s)  Ac-Tyr-"*C-Leu-OMe,
()  Bz-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe-"C-Leu,
(u)  Boc-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Phe-'*C-Leu, og
(v)  Bz-Ala-Ala-Ala-Ala-'>C-Gly-Phe-Leu.
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