(19)

(10)

(12)
(21)
(31)

SUOMI - FINLAND

(F1)

PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS 22
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN (23
FINNISH PATENT AND REGISTRATION OFFICE  (41)
(43)
(86)

"

(72)

(74

(54

F1 830768 A7

JULKISEKSI TULLUT PATENTTIHAKEMUS
PATENTANSOKAN SOM BLIVIT OFFENTLIG
PATENT APPLICATION MADE AVAILABLE TO THE
PUBLIC

Patenttihakemus - Patentansékan - Patent application 830768

Kansainvélinen patenttiluokitus - Internationell patentklassifikation -
International patent classification

CO7K 5/04

C07C127/15

Tekemispéivéa - Ingivningsdag - Filing date 03.09.1982
Saapumispaiva - Ankomstdag - Reception date 08.03.1983
Tullut julkiseksi - Blivit offentlig - Available to the public 08.03.1983
Julkaisupdivéa - Publiceringsdag - Publication date 12.06.2019
Kansainvélinen hakemus - 03.09.1982 PCT/EP1982/000191
Internationell ansdkan - International

application

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet - Priority

03.09.1981 DE P_3134923.4

Hakija - S6kande - Applicant

1 +Stiftung Deutsches, Im Neuenheimer Feld 280, Heidelberg BRD, TOWN UNKNOWN, SAKSA, (DE)

Keksija - Uppfinnare - Inventor

1+Eisenbrand, Gerhard, TOWN UNKNOWN, SAKSA, (DE)

2 «Tang, Wei-ci, TOWN UNKNOWN, KIINA, (CN)
3 «Zelesny, Otto, TOWN UNKNOWN, SAKSA, (DE)

Asiamies - Ombud - Agent

Ruska & Co Oy, Runeberginkatu 5, 00100 Helsinki

Keksinndn nimitys - Uppfinningens benédmning - Title of the invention
N-/N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitroso- karbamoyyli/-oligopeptidiesteri ja -amidi ja menetelma niiden valmistavalmistamiseksi.

N-/N'-(2-kloretyl)-N'-nitroso- karbamoyl/- oligopeptidester och -amid och forfarande for dess framstaframstallning.



10

15

20

25

30

35

§od

Menetelm# N-[N'-(2-klocrietyyli)-N'-nitrosckarbamoyylil-

oligopeptidiestereiden tal -amidien valmistamiseksi

Viirie vuosina on esitetty alkylanttier: uusi aineluok-
ke sydvin kemoterapiaan, nimittéin nitrosovirtsa-aineet,
esim. 1,3-bis-(2-kloorietyyli)-l-nitrosovirtsz-aine (BCNU),
1-(2-kloorietyyli)-3-sykloheksyyli-l-nitrosovirtsa-aine
(CCNU) ja 1-{(2-kloorietyyli)-3-(L-metyylisykloheksyyli)-1-
nitrosovirtsa-aine (MeCCNU) (Proceeding of the 7th new
drug seminar on the nitrosoureas, (Washington, D.C., Dec.
15-1€, 1¢75), Cancer Treat. Rep., 60, 645-811 (1976)). Ai-
rieider. szzmiseksi terapeuttisine luettelcineen viime 2i-
koine on syntetiscitu Joukkc uusia nitrosovirtsa-zineite
erilaieine sutstituertteineer., esim. sokerijohsannaisi-
estatitu kokeellisesti (Anderson et al., Cancer

7€1 {(267¢), Kayat et 21., Cancer Chemother.
Fharrercli. 2, 227 (1279)).

Tunnettujen nitrosovirtsa-aineider haittana on kuiten-
kin ollut niiden alhainen aktiivisuus tai vakavat toksiset
sivuvaikutukset.

Tim4n keksinn®n tarkoituksena onkin aikaansaada tehok-
kaampia ja myrkyttdmimpii nitrosovirtsa-aineita, erityises-
ti N-[N'-(2—kloorietyy1i)-N‘-nitrosokarbamoyyli]johdannai—
sia.

Keksinndn tarkoitus saavutetaan patenttivaatimuksessa
esitetyin keinoin.

P8invastoin kuin aikaisemmin syntetisoidut aineet, tds-
si tapauksessa on kysymys oligopeptidiestereist, joiden
aminoryhmissid on N-(2-kloorietyyli)-N-nitrosokarbamoyyli-
ryhmé . N—[N'-(2-kloorietyyli)-N'—nitroso]karbamoyylioligc-
peptidiestereiden synteesin l&htdaineena kfytetédn N-[N'—
(2-kloorietyyli)-N'-nitroso]karbamoyyliaminohappoja tai
-oligopeptidej&, jotka puolestaan tarkoituksenmukaisesti
on saatu N-(2-kloorietyyli)-N-nitrosckarbamoyyliatsidin
reaktiolla aminohappojen tal oligopeptidien kanssa. Maini-
tut N-[N'-(2-kloorietyy1i)-N'-nitroso]karbamoyyliaminohapot
tai -oligopeptidit reagoivat amideiksi erityisesti sindnsé
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tunnetiujen peptidikatalyytiien, kuten esim. disyxloheksyy-
likarbodi-imidin (DCC) vaikutuksen alaisena, niin ett¥ ne
nmuodostaveat toisen aminohapon tai toisen oligopeptidin es-
terin tai amidin kanssa peptidisidoksen. Reaktio voidaan
esittdi kaaviollisesti seuraavasti:

COR, cor,
. -
CI-CHq’CHZ-N-CO-NH’CH + HZN-Cn
-~ ] ] ﬁ
NO R1 3
(1) (11)
(':OR4 .
CONH-CH
o CO-NH éH .
-— I - P \ P - -
-3 Cl Chz CH2 ? - R3
* NO R.l

(11I1)

LihtSaineen I reaktio toisen aminohapon tai oligopepti-
din II, jotka voivat olla samanlaisia tai erilaisia kuin
ensimmdinen aminohappo tai ensimm#iinen oligopeptidi, este-
rin tai amidin kanssa tapahtuu sopivimmin jd&hdytyksen
alaisena (noin O°C), mutta mydskin pulmattomasti huoneen
l&mp8tilassa. Esimerkiksi 1 mM N-(N'-(2-kloorietyyli)-N'-
nitrosokarbamoyyli)aminohappoa ja 1 mM aminohapon metyyli-
esterii liuotetazan yhdessi 20 ml:an dikloorimetaania. T&-
hdn liuokseen tiputetaan sekoittaen 1,1 mM (230 mg) disyk-
loheksyylikarbodi-imidi# liuotettuna 10 ml:an dikloorime-
taania. Sitten reaktioseosta sekoitetaan edelleen yhden
tunnin ajan ja jitet#in seisomaan y®ksi huoneen 1&mp&ti-
laan. N,N'-disykloheksyylivirtsa-sineen suodattamisen jdl-
keen suodos vikevdidddn tyhjbd kldytt8en. T&118in saadaan
raakatuote, joka puhdistetaan pylviskromatografisesti eet-
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seri/dikicorimetaanilla erilaisissa secssuhteissa piimaan
pd&ll&. Eluution jélkeen yhdistet##n piijakeet ja vEkevdi-
dkén tyhjts kidyttfen. J&Ennds pannaan dikloorimetaaniin,
sekoitetaan tarvittaessa n-pentaanin kanssa ja pannaan j&i-
kaappiin kiteytymisti varten.

Keksinndn mukaisilla yhdisteilli on todettu olevan mer-
kittdvdsti parempl aktiivisuus ja pienempi toksisuus kuin
tunnetuilla samantyyppisilli yhdisteilli.

Seuraavat esimerkit valaisevat keksint&i.

‘Vertailukoe I

Keksinntn mukaisten yhdisteiden vailkutus hiirileuke-
miaan L1210

Esimerkki- Farantumis- Ensimméinen

yhdiste ten osuus toksinen annos
10 . 100-200umol/kg > 50 % LOOumol/kg
11 100pmol/kg > 50 % 400umol/kg
12 200umol/kg > 50 % B0Oumol/kg
13 100umol/kg > 50 % LOoOumol/kg
15 LOoOumol/kg > 50 % 800umol/kg

Vertailukoe II

Keksinn®én mukaisten yhdisteiden vertailu tunnettuihin
yhdisteisiin

Tutkittiin erdiden 2-kloorietyylinitrosokarbamoyyli
(CNC) ~johdannaisten antileukeemista aktiivisuutta hiiri-
leukemiaan L1210 ja rottaleukemiaan L5222. Yhdisteet an-
nosteltiin € piivén kuluttua 106 solun inokulcimista kertia-
annoksena (i.p.) nostaen anncstz logaritmisesti:
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Aktiivisuus

11210 15222Y)  moisi-

suusz)

(mg/ke)
Vertailuyhdiste I CNC-GLY~-GLY + + ei tutk.
Vertailuyhdiste II  CNC-ALA-ALA ++ + ei tutk.
Vertailuyhdiste III CNC-GLY-LEU ++ ei tutk. ei tutk.
Vertailuyhdiste IV  CNC-ALA-ALA-ATA ++ + el tutk.
Vertailuyhdiste V CNC—GL.Y—NH2 el tutk. ei tutk. 20,0
Esim.yhdiste 13 CNC-GLY-GLY—OCH3 +++ + Ly, 2
Esim.yhdiste 10 CN'C-GL.Y'—GL.Y—NEH2 +++ ++ hy,2
Esim.yhdiste 11 CNC~ALA-ALA-Ni, +++ ++ by 2
Esim.yhdiste 12 CNC-GLY—GLY—GLY—NH2 +++ ei tutk. ei tutk.
Esim.yhdiste 15 CNC-GLY-GLY—TYR—NH2 +++ el tutk. ei tutk.

1) Aktiivisuusarvostelu:
+ 2 200 % T/C (T/C = k#siteltyjen eldinten elinajan
pituuden suhde kontrolliel#inten vastaa-~
vaan) tal erillisii parantumisia

++ 2 50 % parantuneita yhdell# annoksella tai
£ 50 % parantuneita useammalla annoksella
+++ 2 50 % parantuneita useammalla annoksella

2) Tarkoittaa ensimmidistd annosta, jolla letaalitoksisuut-

ilmenee.

Esimerkki 1
N-DN'-(2-kloorietyyli)-nitrosoyyli)-nitrosokarbamoyy-
1i]-glysyyli-L-valiinimetyyliesteri
(Rl = -H;R3 = —CH(CH3)2)
N—[N'—(2-kloorietyyli)-N‘-nitroso)karbamoyyli-glysii-
nii] (1 nM) ja L-valiinimetyyliesteri# (1 nM) liuotetaan
yhdessi 20 ml:aan dikloorimetaania. T#hin liuokseen tipu-
tetaan sekoittaen disykloheksyyli-karbodi-imidi& (DCC;
1,1 nM) liuotettuna 10 ml:an dikloorimetaania. Sitten
reaktioseosta sekoitetaan vield yhden tunnin ajan ja anne-
taan seisoa yon yli. N,N'-disykloheksyyli-virtsa-aineen
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suodatuksen jElkeen vikevbid#ir suodos pienempiin tilaan
tyhjdZ kiyttien. Raakatuote puhdistetaan pylviskromato-
grafisesti (piimaa, eluoitueetteri/dikloorimetaanilla
1:10). PHHjakeista saadaan puhdas tuote liuottimen tyh-
Jjoss8 poistamisen j&lkeen ja toistokiteyttidm#ll¥ dikloori-
metaani/n-pentaanista. Vaalean keltaisia neulasia, saan-
to: noin 70 %, sp. 97-98% (haj.). Elementaarianalyysi:
Laskettu C 40,94; H 5,93; N 17,3€; saatu C 41,09;
H 6,00; N 17,16. lH-NMR—spektroskooppinen tutkimus il-
maisi luonteenomaiset huiput kohdissa o= 0,95 ppm (m,
-C(CH5),); o = 2,20 ppm (m, -CH=); o = 3,50 ppm (t,
Cl-CHZ—); o = 3,75 ppm (s, —OCHB); o = 4,20 ppm (-N-CH,-
CO- ja -CHZ-N—NO); o = 4,60 ppm (m, -K~CE-C-); o = 6,70
ppm (d, -NH-); o = 7,70 ppm (t, -NH-). Massaspektri ei
osoittanut mit#3n merkki& molekyylionista, mutta ilmaisee
luonteenomaisia fragmentteja kohdissa M-107 ja M-108, jot-
ka liittyvit C1(CH;)2-NNO:n tai Cl(CH2)2-N = NOH:n lohkea-
miseen.
Esimerkki 2 B

N- [N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]-L-
valyyli-L-valiinimetyyliesteri
(El = R3 = -CH(CH3)2)

N-[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitroso-karbamoyyli]-L-
valiinia (1 mM) ja L-valiinimetyyliesteri¥ (1 mM) kisitel-
1d4n samoin kuin esimerkiss¥ 1. Tuote kiteytyy dikloori-
metaani/n-pentaanista vaalean keltaisina neulasina, saan-
to 65 %, sp. 125-126°C (haj.). Elementaarianalyysi: Las-
kettu: C 46,09; H 6,91; N 15,36; saatu C 46,31; H 7,10;
N 15,23. lH—NMR-spektroskooppinen tutkimus ilmaisi luon-
teenomaiset huiput kohdissa: o = 0,9-1, 1 ppm (m,
-C(CH;),); o = 2,20 ppm (m, -CH =); o = 3,50 ppm (t,
C1-CH,-); o = 3,75 ppm (s, —OCH,); o = 4,20 ppm (%,
—CHZ-N-NO); c = 4,50 ppm (m, -N-CH-CO); o = 6,60 ppm (4,
-NH-); o0 = 7,50 ppm (d, -NE-). Massaspektri osoitti mole-
kyylihuipun kohdassa 364 ja molekyylihuiput kohdissa m/e =
258 ja 257 (M-107 ja M-108). Molemmat viimeksi mainitut
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kuiput syntyvésw Cl-CHE-CHZ-N-NO:n tai Cl-CEE-CHz—N-NOH:n
lohkeamisen. vaikutuksesta, joko N-C-sidoksen yksinkertai-

sen lohkeamisen tai McLafferty-atominsiirron vaikutuksesta.

Esimerkki 3 ,
N—[N'-(Z-kloorietyyli)-N'- nitrosokarbamoyyli]-L-

valyyli~L-metioniinimetyyliesteri

(R, = -CH(CH3)2 H R3 = -CHZ—CHZ—SCHB)
N- [N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosc-karbamoyyli]-L-va-

liinia (1 mM) ja L-metioniinimetyyliesterii (1 mM) k#si-

1

tellssn samoin kuin esimerkissi 1. Vaalean keltaisia neu-
lasia (dikloorimetaani/n-pentaani), saanto noin 70 %, sp.
81-82°C (haj.). Elementaarianalyysi: Laskettu C 42,37;
H 6,35; N 14,12; saatu C 42,65; H 6,50; N 14,14, 1H-NMR—
spektroskooppinen tutkimus ilmaisi seuraavat luonteenomai-
set huiput kohdissa: o = 1,00 ppm (m, -C(CH3)2); o = 2,10
ppm (-CH,-5-CH,; -CH =); o = 2,55 ppm (t, -CH,=); o = 3,50
ppr (t, Cl-CHE-); o = 3,80 ppm (s, -OCHS); c = 4,20 ppm
(-CHZ-N—NO); o = 4,40 ppm (m, ~N-CE-CO); o = 4,80 ppm (m,
~N-CHE-CO); © 6,80 ppm (d, -NH-); o = 7,50 ppm (d, -NH-).
Massaspektri osoitti molekyylihuipun kohdassa 396 ja
huiput kohdissa m/e = 289 ja 288 (M-107 ja M-108). '

Esimerkki U4
N—[N'-(2-kloorietyyli)—N'—nitrosokarbamoyyli]-L—iso-
leusyyli-L-leusyyli-siinimetyyliesteri
(Ry = —CH(CHB)CHZCHB ; R3 = -CHz-CH(CHB)z)
N-[N'-2-kloorietyyli)-N'-nitroso-kar¥amoyyli]-L-iso-
leusiinia (1 mM) ja L-leusiinimetyvliesterif (1 mM) k&si-
tellslin samoin kuin esimerkissi 1. Vzalean kelataisia
neulasia (dikloorimetaani/n-pentaani), saanto noin 60 %,
sp. 128-129°C. Elementaarianalyysi: Laskettu: C 48,91;
H 7,ul4; N 14,26; saatu: C 49,03; H 49,03; H 7,70; N
13,96. 1H—NMR—spektroskooppinen tutkimus ilmaisi seuraa-
vat huiput kohdissa: o = 1,00 ppm (_CHB); c = 1,25 - 2,00
ppm (-CH =; -CHZ-); o = 3,50 ppm (t, Cl—CHZ-); o = 3,80
ppm (s, -OCHB); o = 4,20 ppm (t, CH2—N-NO); o = 4,40 ppm



10

15

20

25

30

35

(m, -N-CE-CO0); ¢ = 4,70 ppm (m, -N-CE-CO); o = 6,30 ppm (q,
-NH#-); o = 7,45 ppm (d, -NH-). Massaspektri oscitti mole-
kyylihuipun kohdassa 393 ja huiput kohdissa m/s = 286,

285 (M-107, M 108). '

Esimerkki 5
N-[N'-(2—kloorietyyli)—N'-nitrosokarbamoyyli]—L—fenyy—
lialanyyli-L-valiini-metyyliesteri
(Ry = =CHy=CgHg 5 Ry = -CH(CHz),) ‘
N-(N'-(2~kloorietyyli)-N'-nitroso)karbamoyyli-L~-fenyy~-
lialaniinia (1 mM) ja valiinimetyyliesterii (1 mM) kisitel-
144n samoin kuin esimerkiss& 1. Keltaisia neulasia (di-
kloorimetaani/n-pentaani), saanto noin 60 %, sp. 107-108°C.
Elementaarianalyysi: Laskettu C 52,363 H 6,103 N 13,57;
saatu: C 52,54; H 6,21; N 13,28. lH-NMR-spektroskooppinen
tutkimus ilmaisi seuraavat huiput kohdissa:
o = 0,85 ppm (m, —C(CH3)2); o = 2,10 ppm (m, =CH =); o0 =
3,15 ppm (4, -CH,-ph); o = 3,40 ppm (t, C1-CH,-); o = 370
ppm (s, -OCHB); c = 4,10 ppm (t, -CHE-N-NO); o = 4,45 ja
4,80 ppm (m, -N-CH-CO); o = 6,35 ppm (d, -NH-); o = 7,25
ppm (-CGHS); o = 7,55 ppm (8, -NH-). Massaspektri osoit-
ti yhden molekyylihuipun kohdassa 412 ja huiput kohdissa
m/e = 305, 304 (M-107, M-108).

Esimerkki 6

N- [N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]-L-fenyy-
li-L-leusiinimetyyliesteri
(Ry = -CH2-C6H5 3 R3 = -CHZ—CH(CHB)Z)

N-[N'-(2—kloorietyyli)-N'-nitroso—karbamoyyli]—L—fe-
nyylialaniinia (1 mM) ja L-leusiinimetyyliesterii (1 mM)
kdsitelldsn samoin esimerkissi 1. Vaalean keltaisia neu-
lasia (dikloorimetaani/n-pentaani), saanto noin 60 ¥, sp.
96-96,5°C. Elementaarianalyysi: Laskettu: C 53,46; H
6,38; N 13,12; saatu: C 53,29; H 6,34; N 12,92.

1H-NMR-spektroskooppinen tutkimus ilmaisi luonteen-
omaiset huiput kohdissa: ¢ = 0,90 ppm (-C(CH3)2); g = 1,50

ppm (m, —CHZ-CH=); o = 3,15 ppm (d, —CHz-ph); ¢ = 3,45 ppm
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(t, Cl-Ch,-); o = 3,75 ppm (s, -OCHB); ¢ = 4,10 ppm (t,
-CHZ-N-NO); o 6,20 ppm (4, -NE-); ¢ = 7,30 ppm (—C6H5);
o = 7,50 ppm (d, -NE-). .

Massaspektri osoitti molekyylihuipun kohdassa 426 ja
huiput kohdissa m/e = 319, 318 (M-107, M-108).

Esimerkki 7
N—[N'-(z-kloorietyyli){N'—nitrosokarbamoyyli]-L—fenyy-
lialanyyli-L-fenyylialaniinimetyyliesteri
(R1 = R, = —CH2-06H5)
N-[ﬁ'—(2—kloorietyyli)—N'-nitrosokarbamoyyli]—L—fenyy-
lialaniinia (1 mM) k&#sitell##n samoin kuin esimerkissi 1.
Vaalean keltaisia neulasia (dikloorimetaani/n-pentaani),
saanto noin 60 %, sp. 116-117°C.
Elementaarianalyysi: Laskettu: C 57,33; H 5,47; N 12,16;
saatu: C 57,22; H 5,23; N 12,12.
1H—NMR—spektroskooppinen tutkimus ilmaisi seuraavat
huiput kohdissa: o = 3,10 ppm (CH2—ph); c = 3,40 ppm (t,
C1-CH,-N-NO); o = 4,75 ppm (~N-CH-CO); ¢ = 6,10 ppm (4,
- NH-); 0 = 7,20 ppm (—C6H5); o = 7,40 ppm (4, =-NH-).
Massaspektri osoitti molekyylihuipun kohdassa 460 ja
huiput kohdissa m/e = 353, 352 (M-107, M-108).

Esimerkki 8
N—[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitroso-karbamoyylij—L—fe-
nyylialanyyli-L-metioniinimetyyliesteri
(Ry = -CH,~CgHg); Ry = CH,-CH,~SCH,)
N-[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]-L-fenyy-
lialaniinia (1 mM) ja L-metioniinimetyyliesterii (1 mM)
k8sitell&&n samoin kuin esimerkissi 1. Vaalean keltaisia
neulasia (dikloorimetaani/n-pentaani), saanto noin 70 %,
sp. Tu-75°C.
Elementaarianalyysi: Laskettu: C 48,59; H 5,66;

N 12,59; saatu: C 48,69; H 5,67; N 12,41.
lH—NMR-spektroskooppinen tutkimus ilmaisi seuraavat
luonteenomaiset huiput kohdissa: o = 2,05 ppm (-CH2—S-CH3);
o = 2,45 ppm (-CHE—); c = 3,20 ppm (4, -CH5,-ph); o = 3,45
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ppm (t, Cl—CHZ-); g = 3,75 ppm (s, —OCHB); o = 4,10 ppm
(t, —CHZ-N-NO); o = 4,65 ppm (m, -N-CE-CO); o = 4,80 ppm
(m, -N-CE~CO); ¢ = 6,50 ppm (&, -NE~); ¢ = 7,25 ppm
('CGH5)5 o = 7,50 ppm (4, -NH-).

Massaspektri osoitti molekyylihuipun kohdassa 444 ja
huiput kohdissa m/e = 337, 336 (M-107, M-108).

Esimerkki 9
N-[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]-L-metio-
nyyli-L-fenyylialaniinimetyyliesteri
(Ry = ~CH,=CH,-SCH;; Ry = CHz'CsHS)
N-[N'—(Z-kloorietyyli)—N‘—nibrosokarbamoyyli]-L—metio-
niinigd (1 mM) ja L-fenyylialaniinimetyyliesterii (1 mM)
kiésitell&én samoin kuin esimerkiss® 1. Vazlean keltaisia
neulasia (dikloorimetaani/n-pentaani), saanto noin 70 %,
sp. 70-71°C.
Elementaarianalyysi: Laskettu: C 48,59; H 5,66;
N 12,59; saatu: C 48,64; H 5,68; N 12,36.
1H-NME-spektroskooppinen tutkimus ilmaisi seuraavat
huiput kohdissa: o = 2,05-2,20 ppm (-CH2—S-CH3); o = 2,65
ppm (¢, -CHy-); o = 3,10 ppm (4, -CH, ph); o = 3,45 ppm
(t, -CHZ—N-NO); Lo} §,70 - 4,90 ppm (m, -N-CH-CO); o0 =
6,80 ppm (d, -NH-); 0 = 7,20 ppm (m, -CgH); o = 7,65 ppm
(a, -NH-).
Massaspektri osoitti yhden molekyylihuipun kohdassa
k4l ja huiput kohdissa m/e = 337, 336 (M-107, M-198).

Esimerkki 10
N-[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]glysyyli-
glysiiniamidi
(R = -H; Ry = -H; Ry = -NH,)
N-[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]glysiini¥
(1 mM) liuotetaan 10 ml:zan tetrahydrofuraania. Lis#tiin
j&asihdyttien 1,1 mM karbonyylidi-imidatsolia.
Sekoitetaan tunti ja lis#t&8n tipottain 1 mM glysiini-
amidia (vapaa em#s) isopropanoliin liuotettuna.
Sekoitetaan y®n yli, suodatetaan ja haihdutetaan suodos.
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Tuote puhdistetaan ja erctetaan zlipainepylviissi (si-
likageeli, dikloorimetesani/metanoli 9:1).
Poistamalla liuotin ja uudelleenkiteytt#m&ll% etyyli-
formiaatti/petroolieetteristi saadaan puhdasta tuotetta.
Saanto n. 35 %, sp. 134°C
Elementaarianalyysi:
laskettu: C 31,63; H 4,51; N 26,363 Cl 13,37
saatu: C 31,44; H 4,39; N 25,95; C1 13,57

1H-NMR-spek’cri: .

o = 3,70 (£,C1-CH,); (-CH,~CO-); o = 3,95 (d, -CH,CO-)
o = 4,10 (t, ~CH,NO-); o = 7,15 (d, -NH,); o = 8,25 (¢,
CO-NH-); o = 8,85 (t, CO-NH-)

Esimerkki 11l

N-[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]alanyyli-
alaniiniamidi
(Ry = -CHg; Ry = -CHy; R, = -NH,)

N—EN'-(Z-kloorietyyli)-N'—nitrosokarbamoyyli]alaniinia
(1 mM) N-hydroksisuksiini-imidii (1 mM) liuotetaan 10 ml:an
tetrahydrofuraania. T&h#n liuokseen tiputettiin kylmissi
disykloheksyylikarbodi-imidid (1,1 mM) tetrahydrofuraaniin
(10 ml) liuotettuna.

Reaktioseosta sekoitetaan 2 tuntia. N,N'-disyklohek-
syylivirtsa-aine suodatetaan pois ja suodos sekoitetaan
5 ml:aan dikloorimetaania. Y&n aikana kylmiss3 kiteytyy
N- [N'~(2-kloorietyyli)-N'-nitrosckarbamoyyli]alanyylihyd-
roksisuksiini-imidiesteri liuoksesta. Saatu esteri (0,8
mM) liuotetaan 5 ml:aan asetonitriilii ja sekoitetaan liuok-
sen kanssa, jossa on 0,1 mM alaniiniamidia (vapaa emis)

2 ml:ssa vettd.

Sekoitetaan vield 2 tuntia. Muodostunut sakka suodate-
taan, kuivataan ja uudelleenkiteytetdsin etyyliformiaatti/
petrolieetteristd, jolloin saadaan puhdasta tuotetta.

Saanto n. 50 %, sp. 153°C (haj.).
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Elementaarianalyysi:
laskettu: C 36,80; E 5,49; N 23,84; C1 12,70
saatu: C 36,95; H 5,70; N 23,89; C1 12,23

Esimerkki 12 A

N-[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]-glysyyli-
glysyyli-glysiiniamidi
(Ry = -H; Ry = -H; R, = -Gly-NH,)

Valmistetaan esimerkkii 11 vastaavalla tavalla
N-[N'-(Z-kloorietyyli)-N'—nitrosokarbamoyyli]glysyyli-gly—
siinistd, N-hydroksisuksiini-imidistid ja glysiiniamidista.

Saanto n. 25 %, sp. 160°¢ (haj.).
lH—NMR-spektri:

o = 3,60 ppm (d, N-CH,); o = 3,75 ppm (d, N-CH,); o = 3,95
(4, N—CHE); o = 3,55 ppm (¢, -CH2—); o = 4,10 ppm (t,
Cl—CHz); o = 7,15 (4, -NHZ); o = 8,10 ppm (t, CO-NH); o =
8,73 ppm (t, CONH); o = 8,90 (t, CONH)

Elementaarianalyysi:
laskettu: C 33,48; H 4,65; N 26,04; C1 11,00
saatu: C 33,68; H 4,77; N 25,99; C1 10,89

Esimerkki 13

N—[N'—(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]glysyyli—
glysiinimetyyliesteri
(R1 = -H; R3 = -H; RH = -OCH3)

Valmistetaan esimerkki8 1 vastaavalla tavalla
N-[N'-(2—kloorietyyli)-N'—nitrosokarbamoyyli]glysiinisté
(1 mM) ja glysiinimetyyliesteristd (1 mM)

Puhdasta tuotetta saadaan uudelleenkiteyttém#lli di-
kloorimeteani/petroolieetieristi.

Saanto n. 45 %, sp. 96°cC.

Elementaarianalyysi:
laskettu: € 34,24; H L,63; N 19,96; Cl 12,63
saatu: C 34,46; H 4,31; N 19,83; C1 12,44
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1E-NME—spektri:

c = 3,60 (t, Cl-CHz-); c = 3,70 (s, —OCHB); o = 3,90 (24,
CHZCO—); o = 4,10 (t, CH,NNO-); o = 8,40 (t, CONH-); o0 =
8,90 (t, CONE-)

2

Esimerkki 14
N-[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]glysyyli-
-glysyyli-glysyyli-fenyylialaniiniamidi
(R1 = =H; R3 = -H; RM = -Gly-PheNHZ)
N—[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]-glysyyli-
glysiinihydroksisuksiini-imidiesteriZ, joka on valmistettu
esimerkkid 11 vastaavalla tavalla, liuotetaan 20 ml:aan
asetonitriilii ja liuokseen sekoitetaan Gly—PheNHZ:n (1 mM)
(vapaata emistd) vesiliuosta. Sekoitetaan kaksi tuntia ja
haihdutetaan asetonitriili pois.
Jiljelle jHEvHstYd vedest# srostuu vaaleankeltainen sak-
ka, joka suodatetaan.
Uudelleenkiteytt&im81l18 hieman ldmmitetysti metanolista
saadaan puhdasta tuotetta.
Saanto 65 %, sp. 200-201°C.
Elementaarianalyysi:
laskettu: C: 46,01; H: 5,14; N: 20,8; Cl: 7,54
saatu: 46,09; H: L,94; N: 20,3; 7,73

Esimerkki 15

N-[N'-(2—kloorietyy1i)-N'—nitrosokarbamoyyli]glysyyli—
-glysyyli-tyrosiiniamidi
(Rl = -Hj R3 = -H; RH = _TerHZ)

Valmistetaan esimerkki¥ 14 vastaavalla tavalla
N-[}'-(Z—kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]glysyyli—gly-
syyvlihydroksisuksiini-imidiesteristi ja tyrosiiniamidista.

Saanto 60 %, sp. 109-110°cC.

Elementaarianalyysi: (+ 1H20)
laskettu: C: 43,00; H: 5,18; N: 18,8; C1: 7,93
saatu: 42,89; 4,91; 18,5; 8,30



------------------
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Esimerkxi 1&é

N-[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyylilglysyyli-
-glysyyli-leusyyli-metioniiniamidi
(Rl = =-H; R3 = -H; RM = -Leu-MethNHz)

Valmistetaan esimerkkid 14 vastaavalla tavalla
N-[N'—(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]glysyyli-gly-
syylihydroksisuksiini-imidiesteristd ja Leu-MethNHZ:sta

Saanto 65 %, sp. 167-68°C.

Esimerkki 17

N-EN'-(2—kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]glysyyli-
~glysyyli-glysyyli-leusiiniamidi
(R1 = -H; R3 = =-H; Ru = Gly-Leu-NHz)

Valmistetaan esimerkki#i 14 vastaavalla tavalla
N-[N'-(2-kloorietyyli)-N'-nitrosokarbamoyyli]glysyyli-gly-
syylihydroksisuksiini-imidiesteristéd ja Gly-Leu-NHz:sta.

Saanto 60 %, sp. 140-141%. -

Elementaarianalyysi:
laskettu: C 41,33; H 6,013 N 22,49
saatu: 41,27; 6,3 3 22,33
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Patenttivaatimus
Menetelmi farmakologisesti axtiivisten N—[N'—(z-kloori-

etyyli)-N'—nitrosokarbamoyyli]oligopeptidiestereiden tai
-amidien valmistamiseksi, joilla on kaava III

90R

4
TONH-CH (1I1I)
]
Cl-CH.-CH_-N-CO-NH-CH R3
2 2| N
NO R

1

jossa

R, on ryhmi -H, -CHj, —CH(CH3)2, -CH(CH3)CH20H3,
—CHchZSCHS, -CH2—C6H5, -CH2-(06HH)-OH, -(CHQ)L,NH2 tai
-(CH2)3—NH-C(NH)—NH2,

R3 on ryhmid -H, -CH3, -CH(CH3)2, -CHch(CHB)Z’ -CHQCHZSCH3,

-CH2-06H -CHESH, —(CH2)MNH2 tai CH

59 -CH(CH3)2 ja

2

R, on ryhmé —OCHB, -NH2 tai pidteaminoryhmén vilitykselld
peptidisesti sidottu glysiiniamidi, glysyyli-fenyyli-
alaniiniamidi, tyrosiiniamidi, leusyyli-metioniiniamidi,
glysyyli-leusiiniamidi, monolysiini-bis-oktalysiini-
amidi, glysyyli-fenyylialanyyli-leusiiniamidi, glysyyli-
fenyylialanyyli-metioniiniamidi tai fenyylialanyyli-
fenyylialaniiniamidi, t unne t t u siitd, ettd
kaavan I mukaisen yhdisteen

COR,
|
Cl - CH2 - CH2 -N-CO-NH ~-CH
: |} 1

NO R1
(I)

Jossa Ri:llé on edelldmainittu merkitys ja R2 on ryhmi
-0H tai -NHCH2COOH, annetaan reagoida kaavan II mukai-
sen esterin tai amidin kanssa



oo - cn” R4
2 N R,

10

(II)
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Patentkrav

Férferende ftr framstdllning av fermakclogiskt aktive
h-[ﬁ'—(2—kloretyl)-N'—nitrosokarbamoy!]oligopeptidestrar
eller -amider med formeln 111

COR
COR 4
CONX-CH
| (111)
Cl-CH,-CH,_-N-CO-NH-CH 3
2 2 l N
NO R,

dar
R, &r en grupp -H, -CH,, -CH(CH3)2, —CH(CH3)CH2CH3,
-CH,CH,SCH4, =CH,-CgH -CHZ(CEHA)-DH, -(CHZ)QNHZ eller

657
~(CH, ) z=NH-C(NH) -NH,,

1)

(9]

8r en grupp -H, =CE,, —CH(CHi)Z, —CHZCH(CHx)Z, ~CH,CH,SCH
~CHy=Cgke, ~CH,SH, -(CH2)4NH2 eiler CHZ-CH(CH3)2 och

3
2

R4 dr en grupp -GCHS, —NHZ eller en genom en @ndaminogrupp
peptidiskt bunden glysinamid, glysyl-fenylalaninamid, tyro-
sinamid, leusyl-mentioninamid, glysyl-leusinamid, mono-
lysin-bis-oktalysinamid, glysyl-fenylalanyl-leusinamid,
glysyl-fenylalanyl-mentioninamid eller fenylalanyl-fenyl=-

. akaninamid, Kk a n ne teckmneat dérav, att en

férening med formeln I

R (1)
Cl - CHZ - CH2 - ~-CO~-X8 - CH
\} ]

NO 31

diér R1 har ovannimnda betydelse och R2 dr en grupp -0H
eller—NHCH2CUOH, bringas att reagera med en ester eller en
amid med formeln II

4 (I11)
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