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(5h4) Mgnete}mé terapeuttisesti vaikuttavien histidiinijohdosten valmista-
m%se351 - Foérfarande for framstédllning av terapeutiskt verksamma
histidinderivat '

Taman keksinnon kohteena on menetelmd valmistaa terapeuttisesti

vaikuttavia histidiinijohdoksia, joiden yleiskaava I on

] /- CO -NH - Cll - CO -1 l Fl
05\,]:1 l \’/\‘2
i cii . R (1)
2 3
L\ CONHR
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/N_//
n
jossa R on vetly tai 1 - 3 hiiliatomia sisaltdva alkyyliryhma;
Rl on 1 - 3% hiiliatomia sisiltava alkyyliryhmd; Rz on vety tai

| - 5 hiiliatomia sisaltava alkyyliryhma; R3 on vety tai syklo-

heksyyliryhma.

| mukaiset yhdisteet ovat peraisin aminohapoista, L-pyro-
ja”kaavan 1 mukaisissa

Kaavan
glutamiinihaposta Ja L-histidiinista,
yhdisteissa histidyyli- j8 pyroqlutamyyliryhmét ovat L-konfi-

quraatiossa.
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Yhdisteet ovat farmakologisesti aktiivisia hiirilli reserpiini-
hypotermia-menetelmidsss, kokeessa, jolla testataan anti-depres-
siivistd aktiviteettia, ja niiden voidaan odottaa olevan hytdyllisii
depression hoidossa. Koska yhdisteet ovat kemiallisesti samankal-
taisia kuin hypotalamiinista tyrotropiinia vapauttava hormooni
(TRH), L-pyroglutamyyli-L-histidyyli-L-proliiniamidi, niiden

voidaan odottaa vaikuttavan samalla tavoin aivolisidkkeeseen.

Keksinndén mukaan kaavan [ mukaiset yhdisteet voidaan valmistas

seuraavilla menetelmavaihtoehdoilla.

(a) Histidiinijohdos, jonka kaava on
ANH ~ CH - coy

!
CH,

\/J\» (11)
7

R

Jossa R tarkoittaa edells midriteltyd, A tarkoittaa ryhmis,
Jjoka vol muodostaa peptidisidoksen (kuten vetyatomia), ja Y
tarkoittaa suojaryhmdd (kuten 1 - 4 hiiliatomia sisdltdvdi alempaa

alkoksiryhm&d), liitetddn yhdisteeseen, jonka kaava on
7~ (111)

jossa X tarkoittaa ryhmd&d, joka voi muodostaa peptidisidoksen,
kuten hydroksiryhmdid, substituoitua fenoksiryhmdsd (esim. p-nitro-
fenoksia, tri- tai penta-kloorifenoksia) tai atsidoryhmasa, ja

B tarkoittaa vetyatomia tai suojaryhmdd, kuten bentsyylioksi-

karbonyylid. T&ll6in muodostuu dipeptidi, jonka kaava on

(’> CO = NI = CI{ - COvY
|

~ N
o , Cid,,

) 442
)

~
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jossa ryhmad Y muunnetaan ryhmiksi, joka voi muodostaa dipepti-
disidoksen, kuten hydroksiryhméksi tai atsidoryhmaksi. Dipeptidi

saatetaan reagoimaan yhdisteen kanssa, jonka kaava on

FIN R’ (Iv)

N

CONHR®

2 ja R3 on edellsd masritelty, minka jalkeen suojaryhmi

jossa Rl, R
B mahdollisesti poistetaan. Liitsntareaktio, jossa mukana on
karboksyyliryhméd, ts. reaktio kaavan III mukaisella yhdisteelld,
jossa X on hydroksiryhma, tai reaktio dipeptidin kanssa, jossa

Y tarkoittaa hydroksiryhmaa, suoritetaan liitantdaineen, kuten
N,N'-disykloheksyylikarbodi—imidin lisnsollessa, edullisesti

rasemisointi-inhibiittorin, kuten hydroksibenuntriatsolin, ldsnéd-
»

ollessa.

(b) Histidiinijohdos, jonka kaava on

ANH - ClH - COY

|

2 (IT)
s

jossa R on edellsd misritelty, A tarkoittaa sellaista N-suojaryhmdsd,
jota yleensd kaytetddn dipeptidikemiassa (esimerkiksi t-butoksi-
karbonyylid tai baﬂsyylioksikarbonyylié), ja Y tarkoittaa ryhmaa,
joka voi muodostaa peptidisidoksen, kuten hydroksiryhman, substi-
tuoidun fenoksiryhman tai atsidoryhman, liitetdan yhdisteeseen,
jonka kaava on IV, jossa rL, RZ ja R® on edelld maaritelty.

Talloin muodostuu dipeptidi, Jjonka kaava on
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ANIH = CIl = CO - R!

‘ /
CH \> R2
2

1

jossa A, R, R, R2

Jja R3 on edella masritelty. Suojaryhma A

poistetaan tédmdn jdlkeen. Dipeptidi liitet#zn tdman jalkeen

kaavan IIl mukaiseen yhdisteeseen, jossa X tarkoittaa ryhmii,

Joka voi muodostaa dipeptidiseoksen, kuten hydroksiryhmin,
substituoidun fenoksiryhman, atsidoryhmdn tai klooriatomin,

Ja B tarkoittaa vetyatomia tai suojaryhmdid, kuten bentsyylioksi-
karbonyylid, minka jdlkeen suojaryhmd B mahdollisesti poistetaan.
Liitantareaktio, johon osallistuu karboksyyliryhmd, ts. kun

X tai Y tarkoittaa hydroksiryhmda, svuoritetaan liitidntidaineen,
kuten N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidin, l&dsndollessa, edullisesti
rasemisointi-inhibiittorin, kuten hydroksibentsotriatsolin, lé@sné-

ollessa.

Kaavan IV mukaiset yhdisteet voidaan valmistaa vastaavista alkyyli-
substituoiduista proliineista suojaamalla iminofunktio esimerkiksi
t-butoksikarbonyyli- tai bentsyylioksikarbonyyliryhmillad, aktivoimalla
karbonyyliryhméd jollakin peptidikemian standardimenetelmi&lla
(esimerkiksi seka-anhydridi- tai aktivoitu esteri-menetelm&lléd),
liittamallia aktivoitu yhdiste ammoniakin tai amiinin kanssa
sopivassa liuottimessa ja poistamalla N-suojaryhmd peptidikemian
standardimenetelmilld. Kaavan 1 mukaisilla yhdisteilld on voimak-
kaampi vaikutus reserpiinillsd aiheutettuun hypotermiaan hiirills
kuin hormoonilla TRH, eli L-pyroglutamyyli-L-histidyyli-L-pro-
liiniamidilla ja sen johdoksilla (sekundidrisills amideilla),

joita on kuvattu saksalaisessa hakemusjulkaisussa 2 343 035,

Tama selvidsa seuraavista koetuloksista. Kokeissa kaytettiin
menetelmada, joka on kuvattu julkaisussavB.M, Askwe Life Sci.,

10, 725 (1963). Koe-eldaimina kdytettiin 8 koirashiiren MFI-0LA
muodostamia ryhmi#. Koe-elsdinten paino oli 18 - 22 g. Hiirille

annettiin reserpiiniruiske vapaana emdksenad 3 mg per kg. Reserpiinin
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aiheuttaman hypotermian annettiin kehittyd 17 - 18 tuntia l&mpd-
tilassa 20 + 1°C. Lampotila ruokatorvessa mitattiin oraalisesti
asennﬁtun anturin avulle ja osoitettiin digitaalisella lampo~
mittarilla. Kokeissa kaytettiin ainoastaan sellaisia hiiria,

joiden ldmpotila oli alennettu 25%C:een tai alle reserpiiniruis-

keiden avulla.

Jokaiselle koe-eldinryhmédlle annettiin joko suolaliuosta tail
koeyhdistettd. Koe-elaimen lampot ila mitattiin ennen yhdisteiden
antamista ja 0,5, 1, 2 ja 4 tuntia annostuksen jalkeen. Kaikki
lémpbtilamittaukset suyoritettiin huoneessa, jonka lampotila

oli 20 =+ 1°C. N&in saatiin lampotilan kohoaminen ajan funktiona
ja siita piirretyn kiyran alla muodostunut pinta-ala laskettiin
jokaiselle koe-eliimelle kayttéen Simpson—trapetsikaavaa. Keski-
misrainen pinta-ala (% standardipoikkeama) jokaisella hetkelld
madrattiin ja saatuja tuloksia verrattiin vastaaviin vertailukoe-
eliinten mittauksissa saatuihin tuloksiin. Laskettiin mydskin
pienin vaikuttava annos suun kautta annettuna. Taman lisdksi

maarattiin suhteellinen vaikutus verrattuna TRH-aineen vaikutukseen

vastaavissa kokelissa.

Saadut tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa, jossa TRH-

sykloheksyyliamidi on kuvattu saksalaisen hakemus julkaisun 2 343 035

esimerkissd 1.

Foeyhdiste lPienin kaytéan- Suhteell inen vaikutus !

: tssd vaikuttave THR:n verrattuna ‘
annos, p.o., mg/kg -

( p.0. 5 i.v,

TRH 10 1 1 1

TRH-syk lohek-

syyliamidi 15 - -

F simerkki 1 3 2,35 (1,6-3,3) 3,9 (2,1-7,4)

Fsimerkki 3 <15 5,65 (3,8-10,0) | 13,2 (6,7-26,2)

Fsimerkki 4 1,5 16,90 (3,0-109) | 31,8 (17,2-58,7)

Fsimerkki 5 1,5 8,00 (3,5-19,8) | 21,5 (6,9-67,2)

Fsimerkki 7 <0,3 - .« 25,3 (15,8-40,4)

i | x
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Terapeuttiscet seoksel voivat olla oraaliseen antamiseecn tal
parenteraaliseen antamiseen sopivassa muodossa. Tdllaisia oraalisia

seoksia voivat olla kapselit, tabletit, rakeet tai nestemdiset

valmisteet, kuten eliksiirit, siirapit tai suspensiot.

Parenteraaliseen antamiseen aiotut seokset voivat olla steriileini
in jektoitavina valmisteina, kuten liuoksina vedessj tai suolaliuok-

sessa.

Annostelun tarkkuuden kannalta on tarkoituksenmukaista, etti
seoksia kiytetsddn yksikkGannosmuodossa. Oraaliseen antamiseen
tarkoitettu yksikkBannos voi sisaltas 1 - 100 mg kaavan I mukaista
yhdistettsd.

Keksinttd havainnollistetaan seuraavilla ei-rajoittavilla esi-

merkeilld, joissa lampstilat on annettu Celsiusasteina.

Esimerkki 1

L—pyroglutamyyli-L—histidyyli-trans—}—metyyli-L—proliiniamidi

(I, R = H, RY - trans-3-CH,, R? = R? = R% : W)

(a) N—t—butoksikarbonyyli—trans-B-metyyli-L-proliini

Trietyyliamiinia (3,5 ml) ja t-butyyli-2,4,5-trikloorifenyyli-
karbonaattia (3,5 g) lisdttiin liuokseen, joka sisidlsi trans-
3-metyyli-L-proliinia (1,25 g) t-butanolissa (12 ml) ja vedessi

(8 ml). Seosta kuumennettiin 60°:ssa 2 tuntia, haihdutettiin,
Jddnnds liuotettiin 1 N natriumbikarbonaattiliuokseen (50 ml)

Ja liuos pestiin eetterillsa. Lisdttiin ylima8drd kiintedsd sit-
ruunahappoa, tuote uutettiin etyyliasetaattiin, yhdistetyt uutteet
kuivattiin (NaZSOQ) Ja haihdutettiin, jolloin saatiin raakaa
kiteistd tuotetta (1,6 g). Kiteyttamalld uudelleen etyyliase-
taatti/kevytpetrolista (40-60°) saatiin haluttua tuotetta (1,33 g),

: o
sp. 146-150 /a/éo -60,1° (¢, 1,0, kloroformi)
(b) N-t-butoksikarbonyyli-trans-3-metyyli-L-proliiniamidi

V-metyylimorfoliinia (6,0 ml) lisdttiin N-t-butoksi-karbonyyli-
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trans-3-metyyli-L-proliinin (1,1 g) liuokseen tetrahydrofuraanissa
(50 ml) -20%C:ssa. Juuri tislattua iscbutyyliklooriformaattia

(0,8 g) lisdttiin tipottain ja liuosta sekoitettiin 10 minuuttia
-20°C:ssa. Lisdttiin vakevaa ammoniakkilivosta (5 ml) ja liuosta
sekoitettiin 2 tuntia, haihdutettiin, jddnnds otettiin etyyliase-
taattiin (100 ml) ja liuos pestiin 10-prosenttisella natriumbi-
karbonaatin vesiliuoksella, kyllastetylla suolavedella ja kuivattiin
(NaZSOA). Haihduttamalla saatiin raakaa kiteists tuotetta (1,0 g).
Kiteyttamdlld uudelleen etyyliasetaatti/kevytpetrolista (QO-600)
ostiin haluttua tuotetta (0,91 g) sp. 100-101°, /as80 -79,7°

(c, 1,0, kloroformi)
(c) trans—B-metyyli—L—proliiniamidi—hydrokloridi

Kloorivedyn liuos dioksaanissa (7,5 N, 5 ml) lisdttiin livuokseen,
joka sisdlsi N-t—butoksikarbonyyli—trans-}-metyyli-L-prodiiniamidia
(0,65 g) 10 ml:ssa dioksaania. 2 tunnin kuluttua erotettiin
kiteinen kiintea aine suodattamalla ja kiteytettiin vudelleen
etanoli/eetteristd, jolloin saatiin tuotetta (0,47 g), sp. 235-237°

/a/t0 -14,8° (e, 1,0, vesi)

(d) L-pyroglutamyyli-L—histidyyli—trans-B-metyyli-L—proliiniamidi
trans-B-metyyli-biroliiniamidi-hydrokloridia (0,50 g) dimetyyli-
formamidissa (5 ml) liuokseen, joka sisdlsi 5,2 ¢ N-bentsyy 1ioksi-
karbpnyyli-L—pyroglutamirﬁhappoa ja 20 ml asetonitriilia, lisattiin
livokseen, joka sisadlsi 3,38 g L-histidiini-metyyliesterid ja

10 ml asetonitriilid, ja saatu seos jaahdytettiin lampotilaan
-10°c. Saatu sakka livotettiin lisdamalla pien1 md&ra dimetyyli-
formamidia. Taman jédlkeen lisattiin 4,12 g disykloheksyylikar-
bodi-imidia. Seos pidettiin lampotilassa -10°C tunnin ajan,

minka jdlkeen seoksen lampdt ila sail nousta huoneen limpot ilaan

ybn aikana. Seos suodatettiin ja suodos haihdutettiin kuiviin.
Jainnds liuotettiin metyleenikloridiin, saatu liuvos pestiin

0,5 M boorihapolla, 10-prosenhttisella natriumbikarbonaattiliuoksella
ja ky l1dstetylld suolaliuoksella, minka jdlkeen se kuivattiin
natriumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin. Saatu j&8nnos

wudelleenkiteytettiin metanolin ja dietyylieetterin seoksesta,
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Jjolloin saatiin N-bmﬁsyylioksikarbonyyli~L-pyroglutamyyli-L-
histidyyli-metyyliesteris. Egteri livotettiin metanoliin ja
hydrattiin palladiumia Ja hiiltsd sisdltavin katalysaattorin
ldsndollessa. Katalysaattori poistettiin Ja suodos haihdutettiin
kuiviin. Jiddnnss uudelleenkiteytettiin metanolin Jja dietyylieetter in
seoksesta, jolloin saatiin L-pyroglutamyyli-L-histidyyli-metyyll-
esterid. Suojaryhmists vapautettuun esteriin (2,8 g) 20 ml:ssa
metanolia, lisattiin 2 ml hydratsiinihydraattia lampot ilassa

-10°C. Seos sal seistd ydn yli ja sakka otettiin talteen ja

pestiin metanolilla ja dietyylieetterills, kuivattiin Jja uvudel-

leenkiteytettiin vesipitoisesta etanolista.

Ndin saatua L—pyroglutamyyli-L-histidiini-atsidia sisdltdvaan
livokseen dimetyyliformamidissa (15 ml) lis#ttiin -20°C:sss
trietyyliamiinia (0,45 ml). Seoksen annettiin seistid huoneen
lampttilassa 12 tuntia, suodatettiin, haihdutettiin Jja jddnngs
livotettiin l-prosenttiseen vesipitoiseen pyridiiniin (10 ml)
Jja vietiin pylvidseen, Joka sisdlsi sulfoetyyli "Sephadex" C-25
hartsia (50 g punnittuna mirkéna hartsina; pylvaan halkaisija
2 cm), joka oli tasapainoitettu l-prosenttisen vesipitoisen

pyridiinin kanssa,

Pylvds eluoitiin gradienttitekniikalla kiyttamslla S-prosenttista
vesipitoista pyridiinid 1 litran pydredn sekoitusastian kautta,

Joka o0li tdytetty l-prosenttisella vesipitoisella pyridiinills,
Tuotetta sisdltiavat jakeet (mddritys optisen rotaation ja ohut-
levykromatografian avulla) yhdistettiin, haihdutettiin ja jaannos
Jauhettiin eetterin kanssa, jolloin saatiin tuote (monohydraattina)

amorfisena kiintednsd aineena (0,70 g).
/as80 -46,7° (¢, 1,0, vesi). R-3B 0,48, sp. 145-148°

Analyysi
Saatu C, 42,5 : H, 7,0 : N, 21,3
C17H2aN60a’ H20 laskettu

c, 51,8 : H, 6,7 : N, 21,3 %

Esimerkki 2

L-pyroglutamyyli-L-histidyyli-trans-3-etyyli-dl-proliiniamidi
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(a) trans—}-etyyli-dl-proliini

Dibentsyylioksikarbonyyliaminmalonaattia (11,5 g, 38 millimoolia)
liuotettin kuivaan etanoliin (50 ml) ja lisgttiin natriumin

(150 mg) liuokseen Kuivassa etanolissa (10 ml). Sekoitettuun
livokseen lisdttiin tipottain pent—Z—enaalia (3,2 g, 38 milli-
moolia) etanolissa (10 ml) ja liuvosts sekoitettiin 1 tunti.

Sen jalkeen lisdttiin et ikkahapon (0,29 ml) liuos etanolissa

(1 ml) ja liuos hydrattiin 2 tunnin ajan ilmakehsin paineessa
kayttamalla katalyytting palladium/hiiltﬁ (5 %). Katalyytti
erotettiin suodattamalla ja suodos haihdutettiin. Jaannds liuo-
tettiin kloroformiin ja liuos pestiin kynéstetyllé suolaliuoksella,
joka sisdlsi hieman natriumbikarbonaattia, kuivattiin (Nazsoa)

ja haihdutettiin. Tislaamalla ja@nnds paineessa 15 mm Hg saatiin
A—etyyli-S,S-dikarboetoksi-2-pyrroliinia (5,65 g) var ittsméana
51jyns, kp. 115-120° (15 mm Hg) IR 1715, 1610 em™?

Pyrroliini (4,68 g, 19,5 millimoolia) lisattiin seokseen, joka
sisdalsi 1M natriumhydroksidia (80 ml) Jja etanolia (80 ml),

ja liuosta sekoitettiin 4 tuntia 50°:ssa. Sen jélkeen liuos
jééhdytettiin, lisattiin natriumboorihydraattia (1,0 g) Jja
sekoitettiin vield 10 tuntia 25%.ssa. Sen jalkeen livos tehtiin
varovastl happameksi laimealla suolahapolla pH-arvoon 4, vakevoitiin
ja vietiinn Dowex sgWX8 hartsia (H* muoto, 100 ml) sisdltévadan
py lvdaseen. Eluoimalla vesipitoisells ammoniakilla (2 M) saatiin
livos, josta haihdutettaessa saatiin trans-}-etyy]i-dl-proliinia
(2,1 g), sp- 208-209°; R.3B 0,43. Analysoitaessa Jeol 6AH amino-
happoanalysaattorilla (50 cm pylvas, natriumsitraattipuskuri

0,2 N, pH 3,25, lampdtila 570) gaatin yksi ainoa piikki (eluoin-

tiaika 117 minuuttia).
(b) t-butyylioksikarbonyyli-trans—)-etyyli—dl—proliini

Tama valmistettiin trans~3-etyyli—dl-proliinista (1,72 9) egimerkin

1(a) menetelmslld pljyna (2,82 g). Rp3A 0,92.
(c) t—butyy1ioksikarbonyy1i-trans-3-etyyli—dl-proliiniamidi

Tama valmistettiin esimerkin 1(b) mukaisella menete lmal lé t-
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butyylioksikarbonyyli-trans-3-etyyli-dl-proliinista (3,5 g).
Silikageelipylviasss suoritetun kromatografisen kisittelyn jilkeen
saatiin t-butyylioksikarbonyyli-trans—}~etyyli-dl-proliiniamidia
(3,1 g) valkoisina kiteing, sp. 78-800;

(d) trans-B—etyyli-dl-proliiniamidi-hydrokloridi

Témd valmistettiin esimerkin 1(c) menetelmillsi t-butyylioksikar-
bonyyliltrans-3-etyyli-dl-proliiniamidista (3,0 g), jolloin
saatiin trans—3-etyyli-d1—proliiniamidi-hydrokloridia (1,5 q)
valkoisina kiteins, sp. 206-207° Re3A 0,22 R.-38 0,72.

(e)trans-3-etyyli-dl-proliiniamidi

Trans-B-etyyli-dl-proliiniamidi-hydrokloridia (0,5 g) liuotettiin
veteen ja johdettiin DEAE-Sephadex-hartsia (OH™ muoto) sis#ltdvan
Pylvadn 1ldpi. Tuotetta sisdltédviat jakeet (mddritys ohutlevykroma-
tografian avulla) yhdistettiin ja haihdutettiin kuiviin, jolloin
saatiin trans—B-etyyli—dl-proliiniamidi-hydraattia (0,45 q)
valkoisena kiintedna aineena, sp. 89,5-91° Re3A 0,22 R:38 0,72,

(f) L-pyroglutamyyli-L—histidyyli—trans-B-etyyli-dl-proliiniamidi

1,36 g disykloheksyylikarbodi-imidii lisdttiin N-bentsyylioksi-
karbonyyli-L—pyroglutamiinihapon (1,58 g) ja N-hydroksisukkinimidin
(0,76 g) ja dimetoksietaanin Jddhdytettyyn liuokseen, saatua
livosta sekoitettiin 18 tuhtia huoneen ldmpdtilassa. Reaktioseos
suodatettiin ja suodatettu aines pestiin dimetoksietaanilla.

Suodos ja pesuliuokset haihdutettiin kuiviin Ja ndin saatu jdsnngs
kiteytettiin isopropanolista. Saatu aktiiviesteri (1,35 g) liuotet-
tuna 2,5 ml:aan dioksaania, lisdttiin L-histidiinin natriumsuola-
liuokseen (liuos oli valmistettu 0,64 g:sta L-histidiinii ja

0,51 g:sta NaZCO3.5H20 5 ml:ssa vettd). Seosta sekoitettiin

4 tuntia ja vakevditiin alennetussa paineessa pieneen tilavuuteen,
minkd jdlkeen vidkevdity liuos neutraloitiin laimennetulla suola-
hapolla ja vakegitiin edelleen noin 2 ml:n tilavuuteen, Saatu
kiinted aines ker#ttiin ja otettiin talteen, pestiin jaavedells

Jja uvudelleenkiteytettiin 30-prosenttisesta metanolivesiliuoksesta.
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Niin valmistettua N-ben&wylioksikarbonyyli-L-pyroglutamyyli—
L-histidiinia (822 mg, 2 millimoolia, trans-3-etyyli—dl-proliini-
amidia (288 mg, 2 millimoolia) Jja hydroksibeMBotriatsolia (550

mg, 4 millimoolia) liuotettiin dimetyyliformamidiin (6 ml),

liuvos jééhdytettiin 0°C:een, lisdttiin disykloheksyylikarbodi-imidiﬁ
(480 mg, 2,2 millimoolia) ja seosta sekoitettiin 18 tuntia.

Sen jdlkeen seos suodatettiin ja suodos haihdutettiin. Saatu

8ljy liuotettiin tetrahydrofuraani-veteen (1:1, 80 ml), lisgttiin
palladium/hiilta (10 %, 60 mg) ja livos hydrattiin & tunnin

aikana ilmakehdn paineessa. Sen jdlkeen katalyytti poistettiin
suodattamalla ja suodos haihdutettiin kuiviin. Seaatu kumimainen
aine jaettiin etyyliasetaatin (50 ml) ja veden (80 ml) kesken.
Vesifaasi erotettiin, haihdutettiin kuiviin ja jéanngos livotettiin
vesiliuokseen, joka sisdlsi 1 % et ikkahappo/0,05 % pyridiinia.
Tsma vietiin S.P. - Sephadex C 25 hartsia (pyridinium-muoto)
sisiltavaan pylvdaseen, jolloin hartsi oli tasapainoitettu vesi-
pitoisen 1 % etikkahappo/0,05 % pyridiinin kanssa. Pylvéds eluoitiin
gradienttitekniikalla kayttdamal la 1 % et ikkahappo/1l % pyridiinia
500 ml pydre&n sekoitusastian kautta, joka oli taytetty vesipitoi-
sella 1 % et ikkahappo/0,05 % pyridiinilla. Tuotetta sisdltdvat
jakeet (masaritettiin ohutlevykromatogmfian avulla) yhdistettiin

ja haihdutettiin, jolloin saatiin L-pyroglutamyyli—L-histidyyli—
trans—};etyyli-dl—proliiniamidia (205 mg) valkoisena amorfisena
Kiinteina aineena, Sp. 156-160°. Rp3A 0,27, Re38 0,50. Happamen
hydrolyysin jalkeen saatiin aminohappoanalyysissé seuraavat
suhteet: Histidiini 0,95 9 glutamiinihappo 0,99 3—etyyliproliini
1,06.

Esimerkki 3

L-pyroglutamyyli—L—histidyyli-},}—dimetyyli-dl—proliiniamidi
(a) 3,3-dimetyy1i-dl—proliini

Dietyylibentsyylioksikarbonyyliaminomalonmﬁtia (3,09 g, 10 milli-
moolia) liuotettiin kuivaan etanoliin (15 ml) Jje lisgttiin liuvok-
seen, Jjoka sisdlsi natriumetoksidia (valmistettu 100 mg:sta
natriumia) etanolissa (3 ml). Lisattiin 3—metyylibut-2-enaalia
(840 mg, 10 millimoolia) etanolissa (6 ml) ja liuosta sekoitettiin

24 tuntia 259.5s5a. Sen jélkeen lisattiin etikkahappoa (0,18



N 62823
ml) ja liuos hydrattiin 24 tunnin aikana kayttamills katalyyttinsi
palladium/hiilta (10 %y, 500 mg). Liuos suodatettiin, haihdutettiin
Ja jddnnds kisiteltiin kromatografisesti silikageelipylvédssid kiiytti-
malld eluointiaineena eetteri/petrolieetieris (40-60°) (1:1),
Jolloin saatiin 2,2—dikarboetoksi-3,B-dimetyylipyrrolidiinia
(0,9 qg).

T&ta diesteris (850 mg) refluksoitiin 4 tuntia 5 M suolahapossa
(10 m1l), josta haihduttamisen jdlkeen saatiin jauhemaista kiintegi
ainetta. Kiteyttamsglls uudelleen metanoli/eetteristi saatiin
3,3-dimetyyli-dl—proliini-hydrokloridia (451 mg) valkoisina
kiteind, sp. 110-112°.

(b)‘t—butyylioksikarbonyyli-3,B-dimetyyli-dl-proliini

Fama valmistettiin esimerkin 1(a) mukaisella menetelmslls 3,3-
dimetyyli—dl-proliini-hydrokloridista (1,07 g), jolloin saatiin
t-butyylioksikarbonyyli-3,3-dimetyyli-dl~proliinia (1,45 g)

valkoisena kiteisens aineena, sp. 107-108,5°,
(c) t—butyylioksikarbonyyli-3,J—dimetyyli-dl-proliiniamidi

Tamé valmistettiin esimerkin 1(b) mukaisella menetelmdlls t-
butyylioksikarbonyyli-3,3—dimetyyli-dl-proliinista (900 mg),
jJolloin saatiin t-butyylioksikarbonyyli-3,3-dimetyyli-dl-
proliiniamidia (375 mg) valkoisena kiteisens kiinte&dnd aineena,
sp. 115-117°, ‘

(d) 3,3-dimetyyli—dl-proliiniamidi-hydroklnridi

Taméd valmistettiin esimerkin 1(c) mukaisella menetelmslls t-butyyli-
oksikarumyyli—B,3-dimetyyli-d1-proliiniamidista (300 mg), jolloin
saatiin 3,3-dimetyyli-dl-proliiniamidi-hydrokloridia (175 mg)
valkoisena kiteisens aineena, sp. 220-223°.

(e) 3,3-dimetyyli-dl-proliiniamidi

Tadma valmistettiin esimerkin 2(e) mukaisella menetelmdl 134 hydro-

kloridisuolasta (170 mg) valkoisena kiintedns aineena (135 mg)
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RFBA 0,19 RF3B g0,70.
(f) L—pyroglutamyyli—L—histidyyli-3,3—dimetyyli-d1-proliiniamidi

Tims valmistettiin esimerkin 2(f) menetelmslld 3,3-dimetyyli-
dl-proliiniamidista (100 mg) valkoisena jauheena (195 mg), Sp.
180° (pehmenemispiste 135°) RF3B 0,65. Happohydrolyysin jilkeen
aminohappoanalyysi antoi seuraavat suhteet: Histidiini 1,02,
glutamiinihappo 0,89, },B—dimetyyliproliini 1,02 /0/62 + 5,90

(¢ = 1, dimetyyliformamidi).

Esimerkki &4

L-pyroglutamyyli-N—metyyli—L-histidyyli-trans-B-metyyli—L-pro-

liiniamidi
(a) Bentsyylioksikarbonyyli-L—pyroglutamyyli—N-metyyli-L-histidiini

N-metyyli-L-histidiinid (428 mg) Jja natriumkarbonaattia (288

mg) liuotettiin veteen (5 ml) ja liuoksen pH saadettiin arvoon
8,5. Lisattiin bentsyylioksikarbonyyli-L-pyroglutamiinihapon
N-hydroksisukkinimidoesterié (933 mg) dioksaanissa (5 ml) Jja
liuosta sekoitettiin 22%:85a 15 tuntia. Liuos haihdutettiin

ja jaannos kasiteltiin kromatografisesti silikageelipylvédssa

(15 x 330 mm) kayttamalla eluointiaineena isopropyyli-etyyli-
asetaatti-etikkahappo-vetta (3:1:1:1), jolloin sopivan jakeen
haihduttamisen jélkeen saatiin tuote (615 mg) valkoisena kiintedna
aineena, sp. 192-195° R.3A 0,21 Rp38 0,69 jas3t -1,3° (e = 1,

dimetyyliformamidi).

(b) L-pyroglutamyyli-N—metyyli-L—histidyyli-trans-B-metyyli-

L-proliiniamidi

Tama valmistettiin esimerkin 2(f) menetelm&dlla bentsyylioksikarbo-
nyyli—L-pyroglutamyyli-N-metyy1i-L-histidiinisté (207 mg) ja
trans—)-metyyli-L-proliiniamidista (77 mg), jolloin saatiin
valkoista hygroskooppista kiinteaa ainetta (90 mg) RF}A, sp.
135-140° R_3B 0,60
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(Saatu C, 55,0; H, 7,0; N, 21,2; ClBHZBNGOa laskettu C, 55,4;

H, 6,7; N, 21,5 %) /a/S2 - 23J9° (c = 1, dimetyyliformamidi).

Esimerkki S

L—pyroglutamyyli-L-histidyyli-trans—B-metyyli-L-proliiniSyklo-
heksyyliamidi

(a) t-butyylioksikarbonyyli—trans-B—metyyli-L—proliinisyklo-
heksyyliamidi

Tam& -valmistettiin esimerkin 1(b) menetelmslls t-butyylioksi-
karbonyyli-trans-3—metyyli-L-proliinista (1,15 g) ja syklohek-
syyliamiinista (2,85 ml) valkoisena kiintednd aineena (1,3 g),
sp. 130-134° R_1F 0,53,

(b) trans-)-metyyli-L-proliinisykloheksyyliamidi

Témd valmistettiin esimerkkien 1(c) ja 1(d) menetelmsl 1i t-butyyli-
oksikarbonyyli-trans-)—metyyli-L-proliinisykloheksyyliamidista

(900 mg) valkoisena kiinteins aineena (410 mg) sp. 111-113°

RL2A 0,33,

(c) L—pyroglutamyyli-L-histidyyli—trans-B—metyyli-L-proliini-
sykloheksyyliamidi

Tamd valmistettiin esimerkin 2(d) menetelmdl 13 bentsyylioksikar-
bonyyli L-pyroglutamyyli-L-histidiinists (565 mg) ja trans-3-
metyyli-L-proliinisykloheksyyliamidista (300 mg) valkoisena
kiintednd aineena (272 mg), sp. 145-150°. R-3A 0,43 F_38 0,78
ra/8? - 14,9° (¢ = 1, dimetyyliformamidi) R_4A 0,50.

Esimerkki 6

L-pyroglutamyyli-L—histidyyli-trans-)-metyyli-L-proliinisyklo-

heksyyliamidi

(a) Na-t-butyylioksikarbonyyli-Nlm-Z,Q-dinitrofenyyli-L-histidyyli-
trans-J-metyyli-L-proliinisykloheksyyliamidi.
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1,18 g (2,8 mM) Na-t-butyylioksikarbonyyli-Nim—Z,a-dinitrofe—
nyyli-L-histidiini&d, 590 mg (2,8 mM) trans-3-metyyli-L-proliini-
sykoheksyyliamidia ja 496 mg (2,8 mM) N-hydroksi-5-norborneeni-
2,3-dikarboksi-imidid liuotettiin kuivaan dimetyyliformamidiin,
saatu liuos jddhdytettiin sekoittaen lampdtilaan -10°. Tamin
jalkeen lisattiin 639 mg (3,1 mM) N,Nl-disykloheksyylikarbodi-imidié
2 ml:ssa dimetyyliformamidia, saatu liuos sekoitettiin huoneen
limpdtilassa 18 tuntia. Témén jdlkeen lisdttiin vield 60 mg

N*_t -butyylioksikarbonyyli-N1M-2 4-dinitrofenyyli-L-histidii-

nida ja 35 mg N,Nl—disykloheksyylikarbodi-imidié ja 3 tunnin
jalkeen suodatettiin liuos ja suodos haihdutettiin kuiviin.
Jiinnts liuotettiin 50 ml:aan etyyliasetaattia, minkd jdlkeen
saatu liuos uutettiin kyllastetylld natriumbikarbonaattiliuoksella
(2 x 50 ml), kuivattiin ja haihdutettiin kuiviin. Epdpuhdas

aines puhdistettiin kromatografisesti silikageelikolonnissa

(45 x 2,5 cm). Aines eluoitiin etyyliasetaatin, etikkahapon,
pyridiinin ja veden liuoksells 1920:6:20:11. Toivottua tuotetts
sisiltavat fraktiot yhdistettiin ja haihdutettiin kuiviin., Nidin
saatiin 900 mg (saanto 52 %) puhdasta suojattua dipeptidia keltai-

sena kiinteini aineena, jonka sulamispiste oli 103-108°. RFBA
0,91; R.7C 0,78.

(b) NI™_2,4-dinitrofenyyli-L-histidyyli-trans-3-metyyli-L-
proliinisykloheksyyliamidi-dihydrokloridi.

600 mg vaiheessa (a) saatua suo jattua dipeptidia liuotettiin

10 ml:aan kloorivedyn etikkahappoa (1 ml, 2,63 M). Livosta lisdttiin
ja saatua liuosta sekoitettiin 2 tuntia l&mpotilassa 22°, liuvos
laimennettiin tamsin jilkeen 100 ml:1lla kuivaa eetterid ja 20

ml:1la metanolia. Saatu liuos haihdutettiin kuiviin ja jadnnos
kuivattiin suurtyhjélla. N#in sesatiin 50 mg (88 %) toivottua
dihydrokloridia keltaruskeana kiintedand aineena.

/a/ggs - +2,1° (c = 1; DMF); R.3A 0,39; Rg4A 0,72 Rg78 0,29.

(c) L—pyroglutamyyli-L-histidyyli-trans-)-metyyli-L-proliini-
sykloheksyyliamidi.

130 mg (1 mM) L-pyroglutamiinihappoa, 583 mg (1 mM) NITo2,4-
dinitrofenyyli—L-histidyyli-trans-}-metyy1i—L-proliinisyklo-
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heksyyliamidi-dihydrokloridia, 177 mg (1 mM) N-hydroksi-S-nor-
borneeni-2,3-dikarboksi-imidia js 303 mg (3 mM) N-metyylimorfoliinia
livotettiin 20 ml:aan dimetyyliformamidia ja saatua liuosta
jaahdytettiin 0°:een. Seokseen lisattiin 227 mg (1,1 mM) N,N1-
disykloheksyylikarbodi-imidid ja saatua seosta sekoitettiin
lampStilassa 229 18 tuntia. Reaktioseos suodatettiin ja suodos
haihdutettiin. J&d3dnnds liuotettiin 15 ml:san dimetyyliformamidia,
minkd jadlkeen 1 ml tioetanolia lisdttiin. 2 tunnin jalkeen liuos
haihdutettiin, jd&nnds liuotettiin 2 ml:aan dimetyyliformamidin

Ja veden seosta (tilavuussuhteet 99:5). Saatu liuos johdettiin
SP-SqﬁakéELkolonniin OH -muodossa (2 x 10 cm). Kun neutraali

Jae oli pesty ulos kolonnista, muutettiin eluointiaine dimetyyli-
formamidin, veden ja trietyyliamiinin seokseksi (tilavuussuhteet
37:3:1), jolloin emiksiset komponentit eluoitiin. loivottua
tuotetta sisdltavat jakeet kerattiin talteen ja haihdutettiin
kuiviin. J&ddnnds liuotettiin 5 ml:aan etanolia, saatu liuos
johdettiin SP—SephadexR-kolonniin pyridinium-muodossa (13 x 30
cm). Suoritettiin gradientti eluointi 1 % vetts sisaltivasts
pyridiinistd 5 % vettd sisdltdvdin pyridiiniin, jolloin kaytettiin
sekoituskammiota, jonka tilavuus oli 500 ml. Toivottua tuotetta
sisdltdvét fraktiot yhdistettiin ja haihdutettiin. Jadnngs lyofili-
soitiin vedessd, jolloin saatiin 200 mg toivottua tripeptidis
kermanvarisend kiintednid aineena. /a/é0 = -13,6° (c = 1, DMF).
Kromatografinen analyysi osoitti, ettd tuote oli sama kuin

esimerkissd 5 valmistettu.

Esimerkki 7

L-pyroglutamyyli-L-histidyyli-3,3-dimetyyli-L~proliiniamidi
(a) 3,3-dimetyyli-L-proliiniamidi

Yhdiste valmistettiin jakamalla raseeminen amidi kayttamalla
{-)viinihappoa metanolissa. Saostettu tartraattisuola uudelleen-
kiteytettiin kolme kertaa metanolista. Kun viinihappo oli poistettu
Amberlitéﬁ>IRA-AOO—ioninvaihtokromatograafisesti, saatlin toivottu
L-isomeeri puhtaana. /a/SO: :39% (¢ = 1, 0,1 M HC1); Rp3A 0,14;

Re4A 0,46.

(b) L-pyroglutamyyli-L-histidyyli-3,3-dimetyyli-L-proliiniamidi
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401 mg (1 mM) N-bentsyylioksikarbonyyli—L-pyroglutamyyli—L—histi-
diinis, 142 mg (1 mM) 3,3-dimetyyli-L-proliiniamidia ja 117

mg (1 mM) N-hydroksi-S—norborneeni-2,3-dikarboksi-imidié liuotettiin
dimetyyliformamidiin. Saatu liuos jaahdytettiin lampdtilaan

Oo, minka jalkeen 227 mg (1,1 mM) N,Nl-disykloheksyylikarbodi-imidié
lisattiin. N#in saatua liuosta sekoitettiin 48 tuntia, jolloin
muodostunut N,Nl—disykloheksyylikarbamidi erotettiin suodattamalla.
Suodos haihdutettiin ja jaannds liuvotettiin 60 ml:aan tetrahydro-
furaanin ja veden liuosta (samat tilavuusosat). Lis#dttiin palla-
diumia ja hiilta (100 mg, 10 %), ja vetya johdettiin suspensioon
sekoittaen 12 tuntia. Katalysaattori poistettiin suodattamalla

ja suodos haihdutettiin kuiviin. Ep#dpuhdas tuote puhdistettiin
Sephadex™ G25 (3 x 80 cm)-kromatogfafisesti, jolloin kaytettiin
n-butanolin, etikkahapon ja veden livosta tilavuussuhteissa
4:1:5. Epapuhdas tuote livuotettiin ylempain faasiin (10 ml)

ja johdettiin kolonniin, joka ensin oli saatettu tasapainoon
ensiksi alemman ja taman jélkeen ylemman faasin kanssa. Kerdttiin
300 pisaraa kdsittévisa jakeita ja ne jakeet, jotka sisdlsiviat
toivottua tuotetta, yhdistettiin ja haihdutettiin. Jdannos lyofi-
lisoitiin vedessa, jolloin saatiin 130 mg L-pyroglutamyyli-L-
histidyyli—},3-dimetyyli—L—proliiniamidia valkoisena kiinteana
aineena, jonka sulamispiste on 163-166°. RF}A 0,10; RFBB 0,45;
RpaA 0,26.

Edellsi olevissa esimerkeissad suoritettiin ohutlevykromatografia
Kieselgel GFzsa levyilld k3yttamdlla seuraavia liuotinsysteemejé:
1E metanoli, kloroformi 1:4

1f metanoli, kloroformi 1:9

2A kloroformi, metanoli, etikkahappo 18:2:1

3A kloroformi, metanoli, etikkahappo, vesi B80:18:2:3

38 kloroformi, metanoli, etikkahappo, vesi 30:20:4:6

4A n-butanoli, etyyliasetaatti. etikkahappo, vesi l:1:1:1

6C n-butanoli, pyridiini, etikkahappo, vesi 30:20:6:12

7C etyyliasetaatti, pyridiini, etikkahappo, vesi 120:20:6:11.
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Patenttivaatimus

Menetelmd valmistaa terapeuttisesti vaikuttavia histidiinijohdoksia,
Joiden yleiskaava I on

N
l €O~ NIl - CH - o - i " nt
0 ) — T ﬂ2

a,, CONHR® (1)

¢

N
y U
/’

7"
S

R

Jossa R on vety tai 1 - 3 hiiliatomia sisdltavd alkyyliryhm3;
Rl on 1 - 3 hiiliatomia sis&dltavd alkyyliryhmi; R2 on vety tai
1 - 3 hiiliatomia sisaltévd alkyyliryhmd; R° on vety tai syklo-
heksyyliryhmd, t unne t t u siitd, ettd (a) histidiinijohdos,
jonka kaava on

ANl - ClT - COY

2Ny (I1)

jossa R on edelld ma&dritelty, Y tarkoittaa suojaryhmdd ja A
tarkoittaa ryhmdsd, joka voi muodostaa peptidisidoksen, liitetdidn

yhdisteeseen, jonka kaava on

‘/\.—- coX (111)
'L /
s~

0 })

jossa B tarkoittaa vetyatomia tai suojaryhmasd ja X tarkoittaa
ryhmad, joka voi muodostaa peptidisidoksen, dipeptidin muodos-

tamiseksi, jonka kaava on
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l
R

on edella masritelty, minka jalkeen suojaryhmda

joka voi muodostaa
jonka kaava on

jossa B, Y ja R

yhmaksi, peptidisidoksen ja

Y muunnetaan T
iitetasn yhdisteeseen,

/\.,..\ |

dipeptidi 1

\

FIN :/, R .
/ ————— ‘-\,¢.
(1V)

CONHR?

minka jélkeen suog jaryhmé
jonka kaava

2 on edelld maaritelty,

ja R}
tai (b) histidiinijohdos,

jossa Rl, R
B mahdollisesti poistetaan,

on
ANIH4 = CiH - COY
l

Cht

[a)
r.

7}\ (11)

N

-

—N
ANS

R’

‘ossa R on edelld masritelty, A tarkoittaa N-suojaavaa ryhméd,
sen, liitetaan

J
ja ¥ tarkoittaaryhmdad, joka voil muo

jonka kaava on

dostas peptidisidok

yhdisteeseen,

(1V)

CONHR®

josss Rl, rZ ja R° on edelld masritelty, dipeptidin muodostamiseksi,

jonka kaava on
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Jossa A, R, Rl, RZ Jja R3 on edells madritelty,

Suojaryhmd A poistetaan Ja dipeptidi
Jonka kaava on

minksd jilkeen

liitetasn yhdisteeseen,

d&“\ N (I11)

Jossa B on vetyatomi tai suojaryhméd ja X on r

yhm&, joka voi muodostas
peptidisidoksen,

minkd jilkeen Suo jaryhmid B mahdollisesti poistetaan,
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Patentkrav

Forfarande for framstdllning av histidinderivat med den allminna

formeln
—~

i” N\ . S0 1
b CO - ML~ - €0 =y B
4.\_ N' ! a ‘\..'__ n2
oy al CONHP?
] 2 (1)
N
4 N
( /

dir R betecknar en viteatom eller en alkylgrupp innehallande

1-3 kolatomer, R1 betecknar en alkylgrupp innehallande 1-3 kolatomer,
Rz betecknar en vateatom eller en alkylgrupp innehdllande 1-3
kolatomer, och R3 betecknar en vateatom eller en cyklohexylgrupp,

Kk 3nnetecknat avatt (a) ett histidinderivat med

formeln
pamt - <o COY

(11)

dir R har ovan angivna betydelse, Y betecknar en skyddsgrupp
och A betecknar en grupp som kan bilda en peptidbindning, kopplas

med en forening med formeln

v \— coX

1 /

5= 1 (I11)
0/ 13

dir B betecknar en vdteatom eller en skyddsgrupp och X betecknar

en grupp som kan bilda en peptidbindning, till bildning av en

.
'L CO = M1 = CH -~ COY
2 ; !

0 T )

0" !

dipeptid med formeln
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dar B, Y och R har ovan angivna betydelser, varefter skyddsgruppen

Y omvandlas till en grupp som kan bilda en peptidbindning och
dipeptiden kopplas med en forening med formeln

1

'/ S, . ‘
f-4il '

— .
\rr/h““%'ﬂ (IV)
CONHRS

N

dar Rl, R2 och R3 har ovan angivna betydelser, varefter en eventuell
skyddsgrupp B avligsnas; eller att (b) ett histidinderivat med

formeln

AN = ClH = GUY
o, (11)
/ﬁ%‘
¢ N
v

(R

ddr R har ovan angivna betydelse, A betecknar en N-skyddande

grupp, och Y betecknar en grupp som kan bilda en peptidbindning,
kopplas med en férening med formeln

/‘\

FIN

--/:__p\-?.’
Y (1v)
CONHR’

1

dar Rl, R2 och R3 har ovan angivna betydelser, till bildning
av dipeptid med formeln

ANFI-CH-—CO-!(/i::l\\ R

| J——
~ 2
~n
Cc ""', >

) CONHR’
7z

N
N L

7
R
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dar A, R, Rl, R2 och R3 har ovan angivna betydelser, varefter

skyddsgruppen A avligsnas och dipeptiden kopplas med en férening

med formeln
A[; N> Cox' (I11)

bl
%]

dir B betecknar en viateatom eller en skyddsgrupp och X betecknar
en grupp som kan bilda en peptidbindning, varefter en eventuell
skyddsgrupp B avlédgsnas.
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