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69 N-(4-(3-Aminopropyl)-aminobutyl)-2,2-dihydroxyiithanamid und Verfahren zu seiner Synthese.

@ Das neue N-[4-(3-Aminopropyl)-aminobutyl]}-2,2-di-
hydroxyithanamid der Formel

HO

N CHCONH(CH, )4 NH{CH, ); NH,

HO

ist nicht nur als Zwischenprodukt fiir die Synthese einer
neuen carcinostatischen Substanz N-[4-(3-Aminopropyl)-
aminobutyl}-2-[(S)-7-guanidino-3-hydroxyheptanamido}-
2-hydroxyithanamid oder eines ihrer Derivate, sondern
ebenfalls als Immunostimulans selbst niitzlich.
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PATENTANSPRUCHE
1. N-[4-(3-Aminopropyl)-aminobutyl]-2,2-dihydroxy-
dthanamid der Formel (I) :

HO
N

17

und seine Sdureadditionssalze.

2. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass das Sdureadditionssalz das Hydrochlorid ist.

3. Verfahren zur Herstellung von N-{4-(3-Aminopropyl)-
aminobutyl]-2,2-dihydroxyé'tthanamid der Formel (I)

HO
N

d

CHOONT(CH) N (CH, ) ;08,

HO

dadurch gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der For-
mel (IT)

5
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H,N(CH,);N(CH,);NHR (In
|

R
worin R eine Amino-Schutzgruppe bedeutet, mit einem Di-
alkylacetal der Glyoxylsdure der Formel (III)

R'0
N

R'O

worin R’ eine Alkylgruppe mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen
bedeutet, in Anwesenheit eines Aktivierungsmittels oder mit
einem reaktiven Derivat der Carboxylgruppe des Acetals
umsetzt und anschliessend die Amino-Schutzgruppe und R’
entfernt.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Aktivierungsmittel ein ein Acylhalogenid bil-
dendes Reagens, ein ein Siureazid bildendes Reagens, ein ei-
nen reaktiven Ester bildendes Reagens oder ein ein Sdurean-
hydrid bildendes Reagens verwendet. --

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die Reaktion in einem organischen Losungsmittel bei 0
bis 100 °C withrend 5 bis 30 h durchgefithrt wird.

CHCOOH (111)

Die Erfindung betrifft N-[4-(3-Aminopropyl)-aminobutyl}-2,2-dihydroxyathanamid der Formel (I)

HO  amqn 1 2
/
HO
und seine Siureadditionssalze sowie ein Verfahren zu seiner

Synthese.

Die neue Verbindung ist nicht nur niitzlich als Zwischen-
produkt fiir die Synthese der neuen carcinostatischen Ver-
bindung N-[4-(3-Aminopropyl)-aminobutyl]-2-[(S)-7-guani-
dino-3-hydroxyheptanamido]-2-hydroxyéthanamid oder ei-
nes seiner Derivate, sondern ebenfalls als Immunostimulans
selbst niitzlich.

Im Hinblick auf ihre Stabilitét wird die neue erfindungs-
gemisse Verbindung bevorzugt in Form des Siureadditions-
salzes hergestellt. Die Siuren, die zugegeben werden, sind
anorganische Séuren, wie Chlorwasserstoffsiure, Schwefel-
siure, Phosphorsiure und Borsdure, sowie organische Sdu-
ren, wie Essigsdure, Citronensiure, Weinséure und Glutar-
siure. Von diesen Siuren sind besonders die Chlorwasser-
stoffsiure, die Schwefelsiure und die Weinsiure bevorzugt.

Die physikalisch-chemischen und biologischen Eigen-
schaften der erfindungsgemissen Verbindungen sind wie
folgt.

(1) Physikalisch-chemische Eigenschaften

Das Hydrochlorid der erfindungsgeméssen Verbindung
ist ein weisses Pulver, das keinen ausgeprégten Schmelz-
punkt aufweist. Die Elementaranalyse stimmt mit der theo-
retisch auf CoH,;N;O3 - 2HCI berechneten (C 36,99%, H
7,93%, N 14,38%, Cl 24,27%) iiberein. Das Protonen-
NMR, bestimmt in schwerem Wasser, zeigt charakteristische
Signale bei & = 2,1 (2-, 3-CH,), 2,4-2,7 (2-CH,), 3,5-3,8
(1-, 4-, 1'-,3-CH,), 5,77 2"-CH, S).

(2) Biologische Eigenschaften

Die Wirkung der erfindungsgeméssen Verbindung (Hy-
drochlorid) auf die verzdgerte Hypersensibilitit gegeniiber
roten Blutkdrperchen von Schafen ist in Tabelle 1 angege-
ben. Der Versuch wird gemiss dem Verfahren von Macka-
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ness et al. [P.H. Lagrange, G.B. Mackaness und T.E. Miller,
J. Exp. Med., 139, 528-542 (1974)] folgendermassen durch-
gefiihrt.

6 Wochen alte weibliche CDF,-Méuse werden durch in-
travendse Injektion von jeweils 10° roten Blutzellen von
Schafen immunisiert, und gleichzeitig werden unterschiedli-
che Mengen an Verbindung der Formel (T) (Hydrochlorid)
peritoneal injiziert. Nach 4 Tagen werden jeder Maus 108
rote Blutkrperchen von Schafen subkutan zur Induzierung
der Reaktion injiziert. Nach 24 h wird das Anschwellen des
Fusskissens (footpad) jeder Maus mittels eines gleitenden
Dickenmessers bestimmt.

Tabelle 1

Immuni- Verbindung der  Zunahme der Fuss- T/C
sierung Formel (I), kissendicke (%)
(SRBC) (ug/Mausi.p.) (x0,1 mm+S.D)

105 keine 8,0+0,7 100
105 1 13,0+1,7 163
105 4 13,0£0,5 163
105 16 13,4+0,6 168
105 63 14,940,9 186
105 250 11,84+0,6 148
105 1000 11,74+1,0 146

SRBC = rote Blutkérperchen von Schafen

Aus Tabelle 1 folgt, dass die Reaktion durch Verabrei-
chung von 1 pg bis 1 mg an Verbindung der Formel (I) ver-
starkt wurde.



Die erfindungsgemisse Verbindung N-[4-(3-Aminopro-
pyl)-aminobutyl}-2,2-dihydroxydthanamid der Formel (I)

HO
N

HO/

I
CHCONH(CHZ)ANH(CHZ )3NH2( )

wird auf folgende Weise synthetisiert.
Eine Verbindung der Formel (II)

H,N(CH,),N(CH,);NHR (1D
|
R

worin R eine Amino-Schutzgruppe, wie eine Benzyloxycar-
bonyl-, Chloracetyl- oder Niedrigalkyloxycarbonyl-Gruppe
bedeutet, wird mit einem Dialkylacetal von Glyoxylsdure der
folgenden Formel (III)

R'0
N CHCOOH
R'O

(I11)

worin R’ eine Alkylgruppe mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen
bedeutet, oder einem reaktiven Derivat der Carboxylgruppe
des Dialkylacetals kondensiert undanschliessend wird die
Amino-Schutzgruppe und die Gruppe R’ entfernt, wobei
man die Verbindung der Formel (I) erhilt.

Die Kondensation der Verbindung der Formel (II) mit
der Verbindung der Formel (III) oder ihrem reaktiven Deri-
vat erfolgt gemiss dem Verfahren fiir die Bildung einer iibli-
chen Amidbindung in der Peptidsynthese, wobei man bei-
spielsweise ein Acylhalogenid, ein Sdureazid, einen reaktiven
Ester oder ein Sureanhydrid verwendet. Die Kondensation
erfolgt somit in Anwesenheit eines Aktivierungsmittels fiir
die Carboxylgruppe der Verbindung der Formel (IIT). Bei-
spiele geeigneter Reagentien, die fiir die Aktivierung der
Carboxylgruppe oder die Bildung eines reaktiven Derivats
verwendet werden, umfassen Reagentien fiir die Bildung ak-
tiver Ester, wie 6-Chlor-1-p-chlorbenzolsulfonyloxybenzotri-
azol (CCBT), N-Athyl-5-phenylisoxazolium-3'-sulfonat
(NEPIS), N-tert.-Butyl-5-methylisoxazoliumperchlorat, N-
Athoxycarbonyl-2-dthoxy-1,2-dihydrochinolin, Di-p-nitro-
phenylsulfit, Tri-p-nitrophenylphosphit, p-Nitrophenyl-
trichloracetat, N-Hydroxysuccinimid, p-Nitrophenyl, Pen-
tachlorphenol und Benzylalkohol; Carbodiimide, wie Dicy-
clohexylcarbodiimid (DCD), 1-Athyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)-carbodiimid, 1-Cyclohexyl-3-(2-morpholinodthyl)-
carbodiimid, Di-p-toluylcarbodiimid und Diisopropylcarbo-
diimid; sowie Reagentien fiir die Azidsynthese.

Die Kondensationsreaktion erfolgt bevorzugt in einem
organischen Losungsmittel, wie Athylacetat, und bei einer
Temperatur von im allgemeinen 0 bis 100 °C, bevorzugt 10
bis 40 °C. Obleich die Reaktionszeit mit der Reaktionstem-
peratur variiert, betrigt sie etwa 5 bis etwa 30 h bei Zimmer-
temperatur. Die Menge an Carbonséure der Formel (IIT)
oder einem reaktiven Derivat derselben, die verwendet wird,
betriigt 0,5 bis 10 Mol und bevorzugt 2 bis 5 Mol/Mol Amin
der Formel (I1).

Die Entfernung der Schutzgruppen aus dem oben be-
schriebenen Kondensat kann durch Hydrolyse oder durch
Reduktion entsprechend der Art der Schutzgruppe erfolgen.
Schutzgruppen, die durch saure Hydrolyse entfernt werden
koénnen, sind bevorzugt. Wenn beispielsweise die Amino-
Schutzgruppe eine tert.-Butoxy-carbonyl-Gruppe und die
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Aldehyd-Schutzgruppe ein Didthylacetal ist, erfolgt die Hy-
drolyse in wissriger Dioxanlosung durch Zugabe von 2 bis 3
Aquiv. verdiinnter Chlorwasserstoffsaure und 2- bis Sstiindi-
ges Erhitzen bei 100 °C, wobei man das Hydrochlorid der er-
findungsgemissen Verbindung der Formel (I) erhélt. Wenn
die Amino-Schutzgruppe eine Benzyloxycarbonyl-Gruppe
ist, erfolgt die Entfernung der Schutzgruppe bevorzugt
durch Hydrogenolyse unter Verwendung von Palladium,
Platinoxid oder einer dhnlichen Verbindung.

Die Ausgangsverbindung der Formel (IT)

H,N(CH,),N(CH,),NHR 1)
|

R

worin R eine Amino-Schutzgruppe bedeutet, ist schwierig in
guter Ausbeute durch selektive Einfiihrung von zwei Amino-
Schutzgruppen in Spermidin herzustellen. Daher wirdes
durch Kondensation in an sich bekannter Weise eines Mo-
noamino-geschiitzten 1,4-Butandiamins der Formel (IV)

av

worin R” eine Amino-Schutzgruppe bedeutet, die sich von
der obigen Gruppe R unterscheidet, mit einem Amino-
geschiitzten 3-Halogenpropanamid der Formel (V)

R”HN(CH,),NH,

X(CH,),NHR W)
worin R die gleiche Amino-Schutzgruppe, wie oben angege-
ben, bedeutet und X fiir ein Halogenatom steht, unter Bil-
dung einer Verbindung der Formel (VI)

R”HN(CH,),NH(CH,);NHR (VD)
worin R und R” Amino-Schutzgruppen bedeuten, die sich
voneinander unterscheiden, und nachfolgendes Schiitzen der
verbleibenden Iminogruppe mit der gleichen Amino-Schutz-
gruppe wie R und selektives Entfernen der anderen Amino-
Schutzgruppe R’ unter Bildung der Verbindung der Formel
(T1) hergestellt.

Alternativ kann die Verbindung der Formel (VI) durch
Kondensation eines Monoamino-geschiitzten 1,3-Propan-
diamins der Formel (VII)

RHN(CH,),NH, (VIL)
worin R die oben gegebene Bedeutung besitzt, mit einem
Amino-geschiitzten 4-Halogenbutanamin der Formel (VIII)

X(CH,),NHR" (Va1
worin R” und X die oben angegebene Bedeutung besitzen,
auf die vorstehend beschriebene Weise hergestellt werden.

Fiir den Schutz der Aminogruppen werden soiche Ami-
no-Schutzgruppen, wie sie iiblicherweise in der Peptidsyn-
these eingesetzt werden, verwendet. Die Amino-Schutzgrup-
pe von R” sollte jedoch selektiv entfernbar sein, wobei die
Amino-Schutzgruppe R zuriickbleibt. Dementsprechend ist
eine Kombination einer Benzyloxycarbonylgruppe, durch
durch hydrogenolyse entfernbar ist, und einer tert.-Butoxy-
carbonylgruppe, die durch Behandlung mit einer schwachen
Sdure entfernbar ist, besonders bevorzugt. Irgendeines von
diesem Paar kann R oder R” sein.

Die Kondensation einer Verbindung der Formel (IV) mit
einer Verbindung der Formel (V) oder die Kondensation ei-
ner Verbindung der Formel (VII) mit einer Verbindung der
Formel (VIIT) wird leicht in einem wasserfreien Losungsmit-
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tel, wie N,N-Dimethylformamid, bei Zimmertemperatur in
Gegenwart von Tridthylamin durchgefiihrt. Das Halogen in
der Verbindung der Formel (VIII) ist bevorzugt Brom. Das
Dialkylacetal der Glyoxylsdure der Formel (II) wird leicht
durch Umsetzung von Glyoxylsiure mit einem Alkanol un-
ter Verwendung eines sauren Katalysators in an sich be-
kannter Weise hergestellt. Geeignete Alkanole fiir die Ver-
wendung sind Methanol, Athanol, Propanol, butanol und
Amylalkohol. Das Dialkylacetal der Formel (I10) wird
zweckdienlich durch alkalische Hydrolyse von im Handel er-
hiltlichem Athyl-2,2-diithoxyacetat erhalten.

Ausgehend von der erfindungsgeméssen Verbindung der
Formel (I) wird eine niitzliche carcinostatische Substanz, N-
[4-(3-Aminopropyl)-aminobutyl]-2-[(S)—7-guanidino-3-
hydroxyheptanamido]-2-hydroxy4thanamid (kurz GHA-
GS) durch Kondensation der erfindungsgeméssen Verbin-
dung der Formel (I) mit (S)-7-Guanidino-3-hydroxyheptan-
amid der Formel

(s)
HZNENH( CHZ) thCHZCONHZ
NH OH

durch Erhitzen beider Verbindungen in Gegenwart einer
anorganischen oder organischen Sdure hergestellt. Wie im
folgenden angegeben, zeigt GHA-GS eine carcinostatische
Aktivitit gegeniiber Mause-Leukdmie L1210 -und ist niitz-
lich als Antitumormittel.

Die carcinostatische Wirkung von GHA-GS bei Mause
Leukédmie L1210:

Eine Gruppe von fiinf médnnlichen Mé4usen des BDF -
Stamms (6 Wochen alt) wird intraperitoneal mit 105 L1210-
Zellen inokuliert und unmittelbar darauf wird jeder Maus
introperitoneal eine physiologische Salzldsung der Probe
einmal téglich wihrend 6 aufeinanderfolgenden Tagen ver-
abreicht, um die Verlingerungsrate der Uberlebenszeit [(T/
C) x 100; T/C = (mittlere Uberlebenszeit der behandelten
Gruppe)/(mittlere Uberlebenszeit der unbehandelten Grup-
pe)] zu bestimmen.

Probe Dosis Verldngerungsrate d. Zahldernach
(mg/kg/Tag Uberlebenszeit 30 Tagen leben-
(T/C) x 100 (%) den Miuse
1,56 115 0
3,13 >254 I
6,25 >341 3
GHA-GS 125 >405 4
25 >351 2
50 >365 2

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung.

Beispiel
(a) Synthese von Mono-N-benzyloxycarbonyl-
1,4-butandiamin

In 30 ml 50%igem wéssrigem Methanol 16st man 1,76 g
(20 mmol) 1,4-Butandiamin und gibt anschliessend 5,48 g
(20 mmol) S-Benzyloxycarbonyl-4,6-dimethyl-2-mercapto-
pyrimidin (Produkt der Kokusan Kagaku Co.) zu. Die Mi-
schung wird 3 h geriihrt. Dann wird das Reaktionsgemisch
zur Entfernung des Niederschlags filtriert [2,08 g (29%) Di-
N-benzyloxycarbonyl-Verbindung werden gewonnen] und
das Filtrat wird zur Trockene eingedampft. Der Riickstand
wird in 250 ml Chloroform geldst, 5 Mal mit 100 ml Wasser
gewaschen. Die Chloroformschicht wird {iber wasserfreiem
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Natriumsulfat getrocknet und zur Trockene eingedampft.
Man erhalt 1,0 g (23% Ausbeute) Mono-N-benzyloxycarbo-
nyl-1,4-butandiamin in Form eines farblosen Sirups.

(b) Synthese von O-Tosyl-3-tert.-butoxycarbonyl-
amino-1-propanol

In 30 ml Methanol 16st man 1,5 g (20 mmol) 3-Amino-1-
propanol und gibt anschliessend 4,8 g (20 mmol) S-tert.-
Butoxycarbonyl-4,6-dimethyl-2-mercaptopyrimidin (ein
Produkt der Kokusan Kagaku Co.) zu. Das Gemisch wird
6 h geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird zur Trockene einge-
dampft, in 200 ml Chloroform geldst und mit 200 ml Wasser
gewaschen. Die Chloroformschicht wird konzentriert und
der Siulenchromatographie unter Verwendung von 300 g Si-
likagel (Wako-Gel™ C-200) und eines Gemisches von Toluol
und Athylacetat (1:1, ausgedriickt durch das Volumen) als
Entwicklungsldsungsmittel unterworfen. Die Fraktionen 82
bis 151 (jeweils 15 ml Volumen) werden vereinigt, zur Trok-
kene eingedampft und man erhdlt 2,95 g (84% Ausbeute)
tert.-Butoxycarbonylamino-1-propanol in Form eines farb-
losen Ols.

In 50 ml Pyridin 16st man 2,95 g (16,9 mmol) 3-tert.-
Butoxycarbonylamino-1-propanol. Zu der Losung gibt man
unter Kiihlen mit Eis und unter einer Argonatmosphéire
tropfenweise im Verlauf von 40 min eine Losung von 3,36 g
(17,7 mmol) p-Toluolsulfonylchlorid in Pyridin. Das Ge-
misch wird tiber Nacht bei 7 °C stehengelassen, dann mit ei-
nem geringen Volumen Wasser versetzt und zur Trockene
eingedampft. Der Riickstand wird in 200 ml Chloroform ge-
16st, nacheinander mit 5%iger wiéssriger Kaliumhydrogen-
sulfatldsung, gesittigter, wissriger Natriumhydrogencarbo-
natldsung und Wasser gewaschen, dann iiber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet, zur Trockene eingedampft und
der Saulenchromatographie unter Verwendung von 120 g Si-
likagel (Wako-Gel® C-200) und eines Gemisches von Toluol
und Athylacetat (8: 1, ausgedriickt durch das Volumen) als
Entwicklungslosungsmittel unterworfen. Die Fraktionen
Nr. 35 bis 68 (jeweils 15 ml Volumen) werden vereinigt und
zur Trockene eingedampft. Man erhélt 3,06 g (55% Ausbeu-
te) O-Tosyl-3-tert.-butoxycarbonyl-amino-1-propanol in
Form eines farblosen Ols.

(c) Synthese von N-tert.-Butoxycarbonyl-N'-(tert.-butoxy-

carbonylaminopropyl)-1,4-butandiamin

In 15 ml Dimethylformamid 16st man 800 mg
(2,43 mmol) des oben unter (b) erhaltenen O-Toxyl-3-tert.-
butoxycarbonylamino-1-propanols. Nach Zugabe von
510 mg (4,8 mmol) Lithiumbromid (LiBr - H,0) wird die
Mischung 24 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Man versetzt
die das Bromderivat enthaltende Mischung mit 540 mg
(2,43 mmol) des unter (a) erhaltenen Mono-N-benzyloxycar-
bonyl-1,4-butandiamins und mit 0,34 ml Tridthylamin. Die
Mischung wird 48 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Die
Reaktionsmischung wird mit 699 mg (2,9 mmol) S-tert.-
Butoxycarbonyl-4,6-dimethyl-2-mercaptopyrimidin ver-
mischt und 13 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Die Reak-
tionsmischung wird zur Trockene eingedampft, in 100 ml
Chloroform geldst, mit 50 ml Wasser gewaschen, iiber was-
serfreiem Natriumsulfat getrocknet und zur Trockene einge-
dampft. Der Riickstand wird in einem geringen Volumen ei-
nes Gemisches aus Toluol und Athylacetat (4: 1, ausgedriickt
durch das Volumen) gelést und der Sidulenchromatographie
unter Verwendung von 200 g Silikagel (Wako-Gel® C-200)
und eines Gemisches von Toluol und Athylacetat (4:1, aus-
gedriickt durch das Volumen) als Entwicklungsldsungsmittel
unterworfen. Die Fraktionen Nr. 134 bis 165 (jeweils 12 ml
Volumen) werden vereinigt und zur Trockene eingedampft.
Man erhilt 608 mg (52% Ausbeute) N-Benzyloxycarbonyl-



N-tert.-butoxycarbonyl-N'-(tett.-butoxycarbonylaminopro-
pyl)-1,4-butandiamin in Form eines farblosen Sirups.

In 5 ml Methanol 16st man 144 mg (0,3 mmot) der obigen
Verbindung in Form eines farblosen Sirups. Nach Zugabe
von 100 mg 5%igem Palladium-Bariumcarbonat wird das
Gemisch 5 h unter einem Wasserstoffstrom bei Zimmertem-
peratur geriihrt, durch Filtration vom Katalysator befreit
und zur Trockene eingedampft. Man erhilt 103 mg (100%
Ausbeute) N-tert.-Butoxycarbonyl-N'-(tert.-butoxycar-
bonylaminopropyl)-1,4-butandiamin.

(d( Synthese von N-[4-(3-Aminopropyl)-aminobutyl]-2,2-
dihydroxybutanamid

In 2 ml Athylacetat 16st man 100 mg (0,29 mmol) N-
tert.-Butoxycarbonyl-N’'-(tert.-butoxycabonylaminopropyl)-
1,4-butandiamin, erhalten unter (c) oben, und 148 mg
(1 mmol) 2,2-Didthoxyessigsdure. Nach Zugabe von 135 mg
(1 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol und 206 mg (1 mmol) Di-
cyclohexylcarbodiimid wird die Mischung 15 h bei Zimmer-
temperatur gerithrt. Das Reaktionsgemisch wird zur Entfer-
nung des Niederschlags filtriert und der Niederschlag wird
mit kaltem Athylacetat gewaschen. Das Filtrat und die
Waschﬂuss1gkelten werden vereinigt und nacheinander mit
1 M wiissrigem Ammoniak und Wasser gewaschen. Die
Athylacetatschicht wird iiber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet und zur Trockene eingedampft. Der Riickstand
wird der Sdulenchromatographie unter Vcrwendung von
20 g Silikagel (Wako-Gel™ C-200) und eines Gemisches von
Toluol und Athylacetat (1:2, ausgedriickt durch das Volu-
men) als Entwicklungslosungsmittel unterworfen. Die Frak-
tionen Nr. 14 bis 21 (jeweils 3 ml Volumen) werden vereinigt
und zur Trockene eingedampft. Man erhélt 109 mg (79%
Ausbeute) N-[4-(3-tert.-Butoxycarbonylaminopropyl)-4-
tert.-butoxycarbonylaminobutyl]-2,2-didthoxy4thanamid in
Form eines farblosen Sirups.

In 1 ml Dioxan 16st man 44 mg (0,13 mmol) der obigen
sirupartigen Substanz. Nach Zugabe von 2,5 m1 0,1n Chlor-
wasserstoffsdure wird das Gemisch 4 h in einem auf 100°C
erhitzten Olbad geruhrt Die Reaktionsmischung wird durch
Zugabe von 0,2n wissriger Natriumhydroxidlosung auf pH
6 eingestellt und zur Trockene eingedampft. Der Riickstand
wird mit 1,5 ml Methanol extrahiert. Der Extrakt wird
durch eine mit 100 mi Sephadex™ LH-20 gepackte Sdule
(16,5 mm Innendurchmesser) geleitet und mit Methanol ent-
wickelt. Die Fraktionen Nr. 22 bis 25 (jeweils 2 ml Volu-
men), die gegeniiber dem Ninhydrin-Test positiv sind, wer-
den vereinigt und zur Trockene eingedampft. Man erhalt
13 mg (46% Ausbeute) N-[4-(3-Aminopropyl)-aminobutyl}-
2,2-dihydroxyéthanamid-dihydrochlorid in Form eines farb-
losen Sirups.

Bezugsbeispiel
Synthese von GHA-GS

Ein Gemisch von 51 mg (0,214 mmol) (5)-7-Guanidino-
3-hydroxyheptanamid-hydrochlorid, 112 mg (0,385 mmol)
N-[4-(3-Aminopropyl)-aminobutyl]-2,2-dihydroxyéthan-
amid-dihydrochlorid, 70 mg (0,53 mmol) Glutarsiure und
0,07 m! (3,9 mmol) Wasser wird 43 h bei 60 °C geriihrt. Die
Reaktionsmischung wird mit 20 ml 0,4 M Natriumchloridlo-
sung versetzt, mit 10%igem wissrigem Ammoniak auf pH
6,1 eingestellt und durch eine Sdule (12 mm Innendurchmes-
ser) geleitet, die mit 20 ml CM Sephadex® C-25, dquilibriert
mit 0,4 M Natriumchloridlésung, gepackt war. Die Sdule
wird dann der Gradientenelution unter Verwendung von je-
weils 80 ml einer 0,4 M und einer 1,0 M Natriumchloridio-
sung unterworfen. Die Fraktionen Nr. 41 bis 50 (jeweils 2 ml
Volumen) werden vereinigt, zur Trockene eingedampft und
dreimal mit 10 ml Methanol extrahiert. Der Methanolex-
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trakt wird durch eine mit 100 ml Sephadex® LH-20 bepackte
Siule (20 mm Innendurchmesser) geleitet und mit Methanol
entwickelt. Die Fraktionen Nr. 30 bis 42 (jeweils 1 ml Volu-
men) werden vereinigt und zur Trockene eingedampft. Man
erhilt 38,4 mg (35% Ausbeute) eines weissen Pulvers von N-
[4-(3-Aminopropyl)-aminobutyl]-2-{(S)-7-guanidino-3-
hydroxyheptanamido]-2-hydroxyithanamid (GHA-GS)-
trihydrochlorid. Das GHA-GS-trihydrochlorid, das auf die-
se Weise erhalten wurde, ist ein hygroskopisches Pulver mit
nicht genau bestimmbarem Schmelzpunkt. Es zeigt eine opti-
sche Drehung von {a]??p = —1° 4+ 2°(C 2, Wasser). Die
Elementaranalyse stimmt mit der theoretisch fiir
C,,H;,N,0, - 3HCI berechneten tiberein (C 39,81%, H
7,86%, N 9,12%, C120,73%). Das Protonen-NMR, be-
stimmt in schwerem Wasser, zeigt charakteristische Signale
bei 8 = 1,8-2,3 (CH, x 5), 2,57 (6"-CH,), 2,95 (2-CH,),
3,5-3,8 (NCH, x 5), 4,55 (3-—CH) und 5,98 (2'-CH).

Das in dem Bezugsbeispiel verwendete (S)-7-Guanidino-
3-hydroxyheptanamid wird folgendermassen synthetisiert.

Synthese von (8)-7-Guanidino-3-hydroxyheptanamid
(a) Synthese von (S)-3,7-Diaminoheptansiure

In 150 ml Wasser 16st man 15 g (82,15 mmol) L-Lysinhy-
drochlorid und setzt 8,7 g (82,15 mmol) Natriumcarbonat
und 43,2 g (200 mmol) N-Athoxycarbonylphthalimid zu.

Die Mischung wird 20 h bei Zimmertemperatur geriihrt und
dann wird das Reaktionsgemisch mit 50 ml Athylacetat ge-
waschen. Die wissrige Schicht wird mit 6n Chlorwasserstoff-
sdure auf einen pH von 3,0 eingestellt und dreimal mit

100 ml Toluol extrahiert. Der Extrakt wird zweimal mit

100 ml Wasser gewaschen, das auf pH 2,0 eingestellt worden
war, iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und unter
vermindertem Druck zur Trockene eingedampft. Man erhilt
27,95 g (84% Ausbeute) eines weissen Pulvers von Di-N-
phthaloyl-L-lysin; Zersetzungspunkt 71 bis 72 °C,

[0]??p = —32°(C 1, Methanol).

Zu 27,0 g (66,4 mmol) D1-N-phthaloyl -L-lysin gibt man
40 m] Oxalylchlorid. Die auf einem Olbad bei 90 °C erhitzte
Mischung wird mit 40 ml 1,2-Dimethoxyéthan versetzt. Die
Mischung wird weitere 2 h am Riickfluss erhitzt. Das Reak-
tionsgemisch wird zur Trockene eingedampft, erneut in
20 ml 1,2-Dimethoxyéthan gel6st und tropfenweise unter
Eiskiihlung mit 500 ml einer dtherischen Losung von Diazo-
methan (330 mmol) versetzt. Man rithrt die Mischung eine
weitere Stunde. Das Reaktionsgemisch wird zur Trockene
eingedampft, in 250 ml wasserfreiem Methanol geldst, mit
einer Losung von 3,4 g (14,8 mmol) Silberbenzoat in 50 ml
Tridthylamin vermischt und 15 h bei Zimmertemperatur ge-
rithrt. Das Prézipitat wird durch Filtration gesammelt, in
100 ml Chloroform geldst, durch Filtration von unldstichen
Materialien befreit und zur Trockene eingedampft. Man er-
hélt 15,3 g (53% Ausbeute) Methyl-(S)-3,7-diphthaloylami-
noheptanoat; Zersetzungspunkt 118 bis 119°C,

[0]?2p = —3°(C 2, Chloroform).

Zu 15,0 g (34,5 mmol) Methyl-(S)-3,7-diphthaloylamino-
heptanoat gibt man 100 ml 1 M alkoholisches Hydrazinhy-
drat und 100 ml 95%iges Athanol. Die Mischung wird 1 h
am Riickfluss erhitzt (bei einer Olbadtemperatur von 90 °C)
Das Reaktionsgemisch wird zur Trockene eingedampft, in
250 ml 5%iger Chlorwasserstoffsdure gel6st, 1 h bei 80 °C
erhitzt, durch Zugabe von 17%igem wissrigem Ammoniak
auf pH 7,1 eingestellt und durch eine mit 300 ml Amberlite®
CG-50 (70% NH,-Typ) bepackte Sdule (27 mm Innendurch-
messer) geleitet. Die Sdule wird mit jeweils 900 ml Wasser
und 0,2 M wissrigem Ammoniak gewaschen und mit 0,5 M
wissrigem Ammoniak eluiert. Die gegeniiber dem Ninhy-
drin-Test positiven Fraktionen werden gesammelt und zur
Trockene eingedampft. Man erhélt 3,15 g (57% Ausbeute)
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(S(-3,7- Dlamlnoheptansaure (C;H, (N0, - 1/4H2C'O3),
[e]?'y = 4+29°(C 1, Wasser).

(b) Synthese von (S)-7-Guanidino-3-hydroxyheptanamid

In 30 ml eines Gemisches aus Pyridin-Wasser-Tridthyl-

. amin (10: 10:1, ausgedriickt durch das Volumen) 16st man
3.1 g (19,3 mmotl) (S)-3,7-Diaminoheptansiure, erhalten in
obiger Stufe (a). Zu der gebildeten Losung gibt man allméh-
lich 4,81 g (19,3 mmol) N-Benzyloxycarbonyloxysuccinimid.
Die Mischung wird 5 h bei Zimmertemperatur ger'ﬁhrt Das
Reaktionsgemisch wird zur Troeckene eingedampft, in 30 ml
Wasser geldst, mit 6n Chlorwasserstoffsdure auf pH 6,4 ein-
gestellt, durch eine mit 100 ml Amberlite® CG-50 (80%
NH,-Typ) bepackte Saule (16 mm Innendurchmesser) gelei-
tet und mit 300 ml Wasser entwickelt. Der Abstrom wird ge-
sammelt und durch eine mit 100 ml Dowex® 50 W-X4 (H-
Typ) bepackte Sdule (16 mm Innendurchmesser) geleitet.
Die Sdule wird mit jeweils 300 ml Wasser und 0,2 M wéssri-
gem Ammoniak gewaschen und mit 0,5 M wiéssrigem Am-
moniak eluiert (10 ml Fraktionen). Die Fraktionen Nr. 16
bis 33 werden vereinigt und zur Trockene eingedampft. Man
erhdlt 2,73 g (48% Ausbeute) eines weissen Pulvers von (8)-
3-Amino-7-benzyloxycarbonylamino-heptansiure :
(Ci5H,,N,0, - H,0); Zersetzungspunkt 143 bis 147 °C,
[e]??p = +14° (C 1, Methanol). Die obige Sdule aus Am--
berlite” CG-50 wird mit 0,5 M wéssrigem Ammoniak
eluiert. Man gewinnt 746 mg (24% Ausbeute) (S)-3,7- D1—
aminoheptanséure.

In 50 m! einer 33%igen wissrigen Essigsédurelosung 16st
man 2,7 g (9,17 mmol) (S)-3-Amino-7-benzyloxycarbonyl-
aminoheptansédure. Unter Kiihlen mit Eis versetzt man die
Losung langsam im Verlauf von 1 h mit einer Lésung von
1,9 g (27,51 mmol) Natriumnitrit in 10 ml Wasser. Die Mi-
schung wird 1 geriihrt und 24 h bei 5 °C stehengelassen.
Das Reaktionsgemisch wird mit 50 ml Wasser verdiinnt und
zweimal mit 50 ml Athylacetat extrahiert. Der Extrakt wird
iiber wasserfreiem Natriumsulfat extrahiert und zur Trocke-
ne eingedampft. Man erhélt 2,16.g eines rohen Pulvers. Das
rohe Pulver wird der Sdulenchromatographie unterzogen,
wobei man eine mit 200 g Silikagel (Wako-Gel® C-200) be-
packte Siule (28 mm Innendurchmesser) und ein Gemisch
von Chloroform, Methanot und konzentriertem Ammoniak
(30:10:1, ausgedriickt durch das Volumen) als Entwick-
lungslosungsmittel verwendet. Die Fraktionen Nr. 51 bis 60
(ieweils 20 ml Volumen) werden vereinigt und zur Trockene
eingedampft. Man erhilt 460 mg (17% Ausbeute) eines weis-
sen Pulvers von (S)-7-Benzyloxycarbonylamino-3-hydroxy-
heptansdure; Zersetzungspunkt 115 bis 117°C,

[0]?3p = +3°(C 2, Methanol).

In 4 ml 1,2-Dimethoxy4than 16st man 450 mg
(1,52 mmol) (S)-7-Benzyloxycarbonylamino-3-hydroxyhep-
tansdure. Unter Elskuhlung wird die Losung tropfenweise
mit 7 ml (4,56 mmol) einer Atherlosung von Diazomethan
versetzt. Die Mischung wird 30 min geriihrt und dann zur
Trockene eingedampft. Man erhilt 461 mg (98% Ausbeute)
Methyl-(S)-7-benzyloxycarbonylamino-3-hydroxyheptano-
at; [a}*lp = +1°(C 5, Methanol).

In 50 ml wasserfreiem Methanel 16st man 450 mg
(1,45 mmol) Methyl-(S)-7-benzyloxycarbonylamino-3-
hydroxyheptanoat. Die bei — 10 °C gekiihlte Losung wird
mit gasformigem Ammoniak geséittigt und 3 Tage in einem
Einschmelzrohr bei Zimmertemperatur stehengelassen. Das
Reaktionsgemisch wird zur Trockene eingedampft und der
Chromatographie unterzogen, wobei man eine mit 50 g Sili-
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kagel (Wako-Gel" C-200) bepackte Siule (20 mm Innen-
durchmesser) und als Entwicklungslosungsmittel ein Ge-
misch von Chloroform und Methanol (100: 1, ausgedriickt
durch das Volumen) verwendet. Die Fraktionen Nr. 82 bis
106 (jeweils 10 ml Volumen) werden vereinigt und zur Trok-
kene eingedampft. Man erhélt 371 mg (87% Ausbeute) eines
weissen Pulvers von (S)-7-Benzyloxycarbonylamino-3-
hydroxyheptanamid; Zersetzungspunkt 126 bis 127 °C,
[o]??2p = —3°(C 5, Methanol).

In einer Mischung von 10 ml 90%igem wéssrigem Me-
thanol und 0,01 ml Essigsdure I6st man 350 mg (1,19 mmot)
(S)-7-Benzyloxycarbonylamino-3-hydroxyheptanamid.
Nach Zugabe von 50 mg 5%igem Palladium-auf-Kohlen-
stoff wird die Mischung 3 h bei Zimmertemperatur unter ei-
nem Wasserstoffstrom gerithrt. Nach Abfiltrieren des Kata-
lysators wird das Filtrat zur Trockene eingedampft, erneut
in einem geringen Volumen Wasser geldst und durch eine
mit 30 ml Dowex™ 50W-X4 (H-Typ) bepackte Sdule (12 mm
Innendurchmesser) geleitet. Die Sdule wird dann mit 90 ml
Wasser gewaschen und mit 0,5 M wiéssrigem Ammoniak
eluiert. Die Fraktionen Nr. 28 bis 34 (jeweils 3 mi Volumen)
werden vereinigt und zur Trockene eingedampft. Man erhélt
201 mg (96% Ausbeute) (S)-7-Amino-3-hydroxyheptan-
amid; [a]*2p = —2°(C 2, Wasser).

In 3 ml Wasser 16st man 190 mg (1,08 mmol (S)-7-
Amino-3-hydroxyheptanamid und gibt 0,54 m] 2n wéssrige
Natriumhydroxidiésung zu. Im Verlauf von 30 min versetzt
man die Losung unter Eiskiihlung tropfenweise mit I ml ei-
ner MethanollGsung mit einem Gehalt von 129 mg
(1,08 mmol) 2-Methyl-1-nitrosoharnstoff. Die Mischung
wird weitere 5 h geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit 6n
Chlorwasserstoffsdure auf einen pH von 6,0 eingestellt, dann
zur Trockene eingedampft und durch Chromatographie ge-
reinigt, wobei man eine mit 30 g Silikagel (Wako-Gel® C-
200) bepackte Saule (15 mm Innendurchmesser) und als Ent-
wicklungslosungsmittel eine Mischung von Chloroform,
Methanol und konz. wéssrigem Ammoniak (60:10:1, ausge-
driickt durch das Volumen) verwendet. Die Fraktionen
Nir. 67 bis 90 (jeweils 6 ml Volumen) werden vereinigt und
zur Trockene eingedampft. Man erhélt 187 mg (70% Aus-
beute) eines weissen Pulvers von (S)-7-Nitroguanidino-3-
hydroxyheptanamid; Zersetzungspunkt 148 bis 149 °C,
[a]?2p = —2°(C 2, Methanol).

In einem Gemisch aus 15 ml Wasser, 15 ml Methanol
und 7,5 ml Essigsdure 16st man 170 mg (0,69 mmot) (S)-7-
Nitroguanidino-3-hydroxyheptanamid. Nach Zugabe von
50 mg 5%igem Palladium-auf-K ohlenstoff wird die Mi-
schung 1 h bei Zimmertemperatur unter einem Wasserstoff-
strom geriihrt. Nach Abfiltrieren des Katalysators wird das
Filtrat zur Trockene eingedampft. Man erhélt 165 mg rohes
Pulver. Dieses Pulver wird in 10 ml Wasser gelost, durch eine
mit 20 ml CM-Sephadex® C-25 (Na-Typ) bepackte Séule
(12 mm Innendurchmesser) geleitet und mit 0,5 M Na-
triumchloridlGsung eluiert. Die Fraktionen Nr. 18 bis 25 (je-
weils 2 ml Volumen) werden kombiniert und zur Trockene
eingedampft. Die getrocknete Substanz wird dreimal mit
10 ml Methanol extrahiert. Die Methanolextrakte werden
vereinigt, durch eine mit 100 m!l Sephadex® LH-20 bepackte
Séule (20 mm Innendurchmesser) geleitet und mit Methanol
entwickelt. Die Fraktionen Nr. 28 bis 46 (jeweils 1 ml Volu-
men) werden vereinigt und zur Trockene eingedampft. Man
erhalt 149 mg (91% Ausbeute) eines weissen Pulvers von (S)-
7-Guanidino-3-hydroxyheptanamid-hydrochlorid
(CsH, 3N, O, - HC); [0]?2p = —2° (C 2, Wasser).
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