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(54) Menetelmd uusien keskushermostoon vaikuttavien tripeptidiamidien val-
mistamiseksi - F&rfarande f&r framstdllning av nya, pd det centrala
nervsystemet inverkande tripeptidamider

Keksinndn kohteena on menetelm&@ terapeuttisesti kdyttdkelpoi-

sten yleisen kaavan I
Glp - X - Pro - NH2 (I)

mukaisten tripeptidiamidien valmistamiseksi, jossa kaavassa

X on L-valyyli-, L-propyyli-, D-leusyyli-, L-isoleusyyli-,
L-treonyyli-, L-norvalyyli-, L-norleusyyli- tai L-2-aminobutvryvli-
ryhmd, ja

Glp on L-pyroglutamyyliryhmd ja Pro tarkoittaa L-propyyliryhmdd.

Uudet, edelld mddritellyt yleisen kaavan I mukaiset tripep-
tidiamidit ovat my8s nimelld "tyrotropiinia vapauttava hormoni"
(TRH) tunnetun L-pyroglutamyyli-L-histidyyli-L-proliiniamidin
(Glp-His—Pro—NHz) analogeja, jolloin kuitenkin yksi aminohappo ja
vieldpd toisessa kohdassa oleva L-histidyyliryhmd&@ tai kolmannessa
kohdassa oleva L-propyyliryhmd on korvattu muulla, edelldolevan mdé&-

ritelmdn mukaisella aminohapolla.
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TRH-yhdisteen olemassolo tunnettiin jo 60-luvulla, sen ra-
kenne selvitettiin kuitenkin vasta vuosina 1969-1970 R. Guillemin'in
ja A. Schally'n tutkijaryhmien toimesta l&dhes samanaikaisesti, mutta
toisistaan riippumatta (vert. Bowers C.Y. jne, Endocrinology, 86,
1143 (1970); R. Burgus jne. C.R. Acad. Sci. (Paris) 269, 1870 (1969).

Tripeptidi TRH esitettiin alunperin TSH-hormonin (tyreotroop-
pisen hormonin vapauttamista imettdvdisten hypofyysissd sddteleviksi
tekijdksi; t&hdn hormoniin kohdistuva tuktimus sai kuitenkin uuden
suunnan, kun tuli tunnetuksi, ettd tdmdn tripeptidin biologinen vai-
kutus ei rajoitu tyreotrooppisen hormonin vapauttamisen sddtelyyn,
vaan se vaikuttaa mySs keskushermostojdrjestelmddn (vert. N.P.
Plotnikoff et al, Science 178, 417 (1972); A.J. Prange et al, Lancet
2, 999 (1972)). T&l11l6in todettiin, ettd TRH edelldmainitun hormoni-
toiminnan lisdksi lyhentdd myd8s huomattavasti barbituraattien tai
alkoholin aiheuttamaa unitilaa, edelleen vdhentdd myds eri lddkeai-
neiden aiheuttamaa hypotermiaa ja parantaa lokomotoorista aktiviteet-
tia. Seuraava tdrked TRH-hormonin keskushermostojdrjestelmddn koh-
distuva vaikutus on haloperidolin aiheuttaman katalepsian esto. Té&-
ten osoittautui suotavaksi sellaisten TRH-analogien valmistaminen
terapeuttisiin tarkoituksiin, jotka vaikuttavat hypofyysiin vain
heikosti, mutta jotka sitdvastoin omaavat TRH:n vaikutusta vastaavan
tai jopa sen ylittdvdn vaikutuksen keskushermostojdrjestelmd&dn. T&-
hdn tarkoitukseen on valmistettu patenttijulkaisuissa DE-0S
2 343 035, 2 343 037, 2 449 167, 2 514 381, 2 609 154 ja 2 693 393
sekd BE-PS 819 198 esitettyjd tdmdn tapaisia yhdisteitd. Niihin td-
hdn mennessd kohdistunut tutkimus, jonka tulokset ja kokemukset ovat
yhteenvetona esittdneet A.J. Pranne et al ("The Role of Hormones in
Depression”, Life Sciences 20, 1305, (1977)) ja A.V. Schally et al.,
("Hypothalamic Regqulatory Hormones", Ann. Rev. Biochem. 47, 89
(1978)), ei kuitenkaan ole johtanut terapeuttisen kdytdnndn tarpei-
ta joka suhteessa tyydyttdviin tuloksiin.

Nyt on havaittu, ettd vaihtamalla yksi aminohappo kolmesta
aminohaposta rakentuvassa TRH-molekyylissd voidaan saada aikaan tri-
peptidin hormonivaikutuksen huomattava lasku, mutta keskushermostoon
kohdistuva vaikutus sdilyy tail jopa merkittdvdsti kasvaa. Erikoisen

edullisiksi ovat t8ss&d suhteessa osoittautuneet ne TRH-analogit,
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jotka 2-asemassa L-histidyyliryhmdn asemesta sisdltdvdt suoran

tai haaroittuneen hiiliketjun omaavan alifaattisen aminohapporyh-
min. Ndmd TRH-analogit omaavat, hormonivaikutuksen kdytdnndllisesti
katsoen lihes tdysin puuttuessa, TRH:n vaikutuksen moninkertaises-
ti ylittdvdn vaikutuksen keskushermostojdrjestelmddn.

Yleisen kaavan I mukaisten uusien tripeptidien valmistami-
seksi ldhdetddn keksinndn mukaan yleisen kaavan Pro-NH, mukai-
sesta substituoidusta aminohappoamidista; t&h&n amidiin liitetddn
sitten vaiheittain, peptidikemiassa tavanomaisten menetelmien avul-
la ensin kohtaan X haluttu L-aminochappo ja sitten lopputuotteessa
l-asemassa oleva L-pyrogluta-myyliryhmd& ja haluttaessa sitten pois-
tetaan mainituissa kytkentdreaktioissa kdytetyt suojaryhmdt.

Edelld esitetylld tavalla valmistetut, yleisen kaavan I
mukaiset tripeptidiamidit voidaan eristdd reaktioseoksesta kiteyt-
tdmdlld tai lyofiloimalla; haluttaessa voidaan saatu tuote muut-
taa tavanomaisella tavalla kompleksiksi.

Vaiheittain tapahtuvassa tripeptidimolekyylin muodostami-
sessa annetaan edullisesti ylimddrin olevan, yleisen kaavan
Pro—NH2 mukaisen ldhtdyhdisteen reagoida yleisen kaavan
Boc-X-OH mukaisen suojatun L-aminohapon aktivoidun johdannaisen,
edullisesti pentafluorifenyyliesterin tai haluttaessa sen seka-
anhydridin kanssa. Pentafluorifenyyliestereitd kdytettdessd saa-
daan vastaavat, yleisen kaavan Boc-X—Pro—NH2 mukaiset suojatut
dipeptidijohdannaiset erittdin lyhyen reaktioajan kuluessa, muu-
tamien minuuttien aikana, jolloin tuote voidaan eristdd helpos-
ti ja muodossa, joka ei yleensd vaadi jatkcpuhdistusta. Tdlld ta-
valla saaduista, suojatuista dipeptidijohdannaisista voidaan sit-
ten asidolyysin avulla saada yleisen kaavan H-X-Pro-H mukaiset,
vapaat pddteryhmdt omaavat dipeptidit; ndiden annetaan siten
reagoida yleisen kaavan Z-Glp-OPFP mukaisen suojatun L-pyroglu-
tamiinihapon pentafluorifenyyliesterien kanssa, jolloin saadaan

vleisen kaavan Z-Glp-X-Pro-NH, mukainen suojattu tripeptidi, jos-

2
ta suojaryhmd 2 voidaan poistaa edullisesti katalyyttisen hyd-
rauksen avulla.

Saadun lopputuotteen puhdistus voidaan suorittaa yksin-

kertaisen kiteytyksen tai saostamisen avulla, tarvittaessa myos
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kuitenkin pylvdskromatograafisia menetelmid kdyttden. Erdissi
tapauksissa voidaan lopputuotetta sivutuotteiden poistamisen
jdlkeen kdsitelld myds yksinkertaisen lyofiloinnin avulla.
Keksinndn mukaisesti valmistetut, yleisen kaavan I mukai-
set tripeptidit testattiin seuraavassa esiteltdvien biologisten
menetelmien mukaan niiden farmakologisten vaikutusten suhteen.

l. Haloperidolisen katalepsian esto rotilla.

(vert. J. Delay ja P. Deniker: Compt. Rend. Cong. Med.
Alenistes Neurologistes, 19, 497, Luxemburg 1952).

40 mg/kg haloperidolia, so. 4-(p-kloorifenyyli)-1-(3-
p-fluoribentsoyyli) -propyyli)-piperidiini-4-olia, annosteltiin
ihonalaisesti eldimille ja 120 minuutin kuluttua tarkistettiin
katalepsian esiintyminen; t&m&n jidlkeen jaettiin rotat 10 el&di-
men muodostamiin ryhmiin ja niitd k&siteltiin suonensisiises-
ti annetuilla TRH-hormonin tai uusien TRH-analogien tripeptidien
annoksilla. Vertailuryhmdn eldimid k&siteltiin fysiologisella
keittosuolaliuoksella. 15, 30, 90 ja 120 minuutin kuluttua ki-
sittelystd mddritettiin yksittdisten yhdisteiden katalepsiaa
estdvd vaikutus. Niitd eldimid pidettiin kataleptisina, jotka
sijoitettuina etuk&dpdlilleen 7 cm korkuiselle pylvididlle eivit
30 sekunnin aikana korjanneet asentoaan.

Niistd eldimistd, Jjoissa ei esiintynyt katalepsiaa, mid-
ritettiin probit-analyysin avulla vastaavat EDSO—arvot kullekin
vaikutusaineelle.

Namd kokeet suoritettiin urospuolisilla Wistar-rotilla,
joiden paino oli 160-180 g.

2. L-dopan avulla aiheutetun lokomotoorisen vaikutuksen

voimistaminen hiirilli.

(vert. The Thyroid Axis, Drugs and Behavior, s. 116, A.J.
Prage jr., Raven Press, New York, 1974).

Eldimille annosteltiin ensin kullekin intraperitoneaalises-
ti 40 mg/kg N-metyyli-N-propargyyli-bentsyyliamiinia (Pargyliinid),
sitten 20 mg/kg TRH-hormonia tai samat annokset tutkittavia uusia
tripeptidejd ja lopuksi 100 mg/kg L-dopaa. 30, 60 ja 90 minuutin
kuluttua edelldesitetystd kdsittelystd mitattiin eldinten lokomo-

toorinen aktiviteetti; saadut arvot on esitetty seuraavassa taulu-
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kossa prosentteina TRH-hormonilla k&sitellyilld eldimilld saaduis-
ta arvoista. NHihin kokeisiin kdytettiin kulloinkin 15 uroshiirti,
joiden yksittdispaino oli 18-22 g.
3. Reserpiini-hypotermiaa vastustava vaikutus hiirilla.
(vert. B.M. Askew: Life Sci. 2, 725-730 (1963).

10 eldimen ryhmiin jaetuille urospuolisille hiirille, joi-

den yvksittdispaino oli 18-22 g, annosteltiin 5 mg/kg reserpiinid
i.p.; 16 tunnin kuluttua ké&dsiteltiin el&dimid 20 mg/kg olevilla
annoksilla TRH-hormonia tai tutkittavaa tripeptidid.

Eldinten rektaalildmpdtila mitattiin ennen reserpiinikdsit-
telyd (seuraavassa taulukossa merkitty "norm") 16 tunnin kuluttua
reserpiinikdsittelystd (taulukossa merkitty "res.") ja yhden ja
kahden tunnin kuluttua tutkittavan tripeptidin annostuksen jdlkeen
(taulukossa "kdsitt. jdlkeen"). Taulukossa on ilmcocitettu kulloinkin
10 hiireltd mitattujen rektaalisten la@mp&tilojen keskiarvot.

4. Vaikutus heksobarbitaalilla aiheutetun unen kestoon.

Kulloinkin 10 eldimen ryhmiin jaetuille urospuoclisille
hiirille annosteltiin kullekin 60 mg/kg heksobarbitaali-Na
(EvipanR, Bayer) suonensisdisesti; 10 minuutin kuluttua kdsiteltiin
eldimid kulloinkin 20 mg/kg olevalla annoksella TRH-hormonia tai
tutkittavaa tripeptidid intraperitoneaalisesti. Unen kesto on esi-
tetty seuraavassa taulukossa prosentteina vertailuryhmidn eldimiltd
mitatuista arvoista (keskiarvo kulloinkin 10 eldimestd).

5. Etanoli-narkoosi

(vert. J.M. Cott et al." 3. Pharmacol. Exp. Ther. 196, 594
(1976)) .

Kulloinkin 20 eldimeen jaettuihin ryhmiin kuuluviin, eri

sukupuolta oleville CFLP- (LATI-) hiirille, joiden yksittdispainot
olivat 18-22 g, annosteltiin jokaiselle 4,5 g etanolia i.p.; 10 mi-
nuutin kuluttua tdstd kdsiteltiin jokaista eldintd 20 mg/kg olevalla
annoksella tutkittavaa tripeptidid intraperitoniaalisesti. Nukkumis-
ajat on esitetty seuraavassa taulukossa prosentuaalisina vertailu-
ryhmdn eldimiltd mitattujen arvojen suhteen (keskiarvo kulloinkin

20 eldimestd).
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6. Hormoniaktiviteetti (TSH-vaikutus) rotilla

Urospuolisia Wistar-rottia, joiden yksittdispaino oli noin
200 g, jaettiin kulloinkin 7-8 eldintd kdsittiviin ryhmiin ja
jokaista kdsiteltiin 20 mg/kg olevalla TRH-annoksella tai tutkit-

tavan tripeptidin annoksella suonensisdisesti. Eldinten TSH-reak-
tio mddritettiin 15 minuutin kuluttua k&sittelyn jdlkeen TRH-yh-
disteelld tai TRH-analogisella yhdisteelld eldinten plasmasta
radioimmuunisen tutkimuksen avulla. Suhteelliset vaikutustasot
laskettiin nelipistemenetelmédn mukaan TPA 101 tietokoneen avulla,
jolloin TRH-yhdisteen vaikutustasolle annettiin arvo 100.

Edelld esitettyjen farmakologisten menetelmien mukaan
madrdtyt, yleisen kaavan I mukaisten tdrkempien yhdisteiden bio-

logisten vaikutusten arvot on esitetty seuraavassa taulukossa I.
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Tdmdn taulukon arvoista voidaan havaita, ettd korvaamalla
His suoran tai haaroittuneen hiiliketjun omaavalla alifaattisella
aminohapolla TRH-molekyylissd, aiheutuu TSH-hormonin erittymisen
lakkaaminen tai v&hint&din sen huomattava aleneminen, jolloin esi-
merkiksi haloperidolin aiheuttaman katalepsian esto kasvaa 2 - -7-
kertaiseksi. Erddt uudet TRH-analogit omaavat my®s huomattavan
lokomotoorisen aktiviteetin voimistamisvaikutuksen tai heksobarbi-
taali- tai etanoli-unen lyhentdmisvaikutuksen. On myds huomioitava,
ettd uudet His-ryhmdn sisdltdvdt TRH-analogit sdilyttdvdt tosin
noin 70 % hormoonivaikutuksestaan, mutta samanaikaisesti omaavat
merkittdvdn vaikutuksen keskushermostojdrjestelmdédn.

Alan tunnetusta kirjallisuudesta ei 18ydy tietoca, jonka pe-
rusteella hormoni- ja keskushermostovaikutukset voidaan erottaa
toisistaan, ja keksinn®n mukaisten yhdisteiden vaikutus nimenomaan
keskushermostoon on suurempi kuin TRH-vaikutus.

CNS- ja TRH-vaikutusten yllattdvd erottaminen ilmenee seuraa-

vasta taulukosta:

Aine Hormonivaikutus* CNS-vaikutus*
Luonnollinen TRH 1 1
SE-patenttijulkaisun

425 659 mukaiset yh-

disteet:

Kpc-His—Tca-NH2 1 8
Kpc—His—Pro-NH2 1 4
DL—Kpc—His—Pro—NH2 0,2 3
Kic-His—Pro-NH2 0,1 1
Kic-—His—Pro—OCH3 0,001 0
Keksinndn mukaiset

vhdisteet:

Glp—Nva—Pro—NH2 0 7
Glp-Nle—Pro—NH2 0,038 5
Glp-Abu-Pro-NH2 0 1
Glp—Pro—Pro—NH2 0 1
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9
Aine Hormonivaikutus*) CNS-vaikutus*)
Keksinndn mukaiset
vhdisteet:
Glp—Val—Pro-NH2 0,03 1
Glp—Thr—Pro—NH2 0,26 1,4
Glp-D-Leu-Pro—NH2 0 1,4
Glp—Ile—Pro—NH2 0

*)Suhteellinen vaikutus verrattuna TRH:n vaikutukseen.

Keksinndn mukaisesti valmistettuja uusia tripeptidejd sekad
niiden farmaseuttisesti kdyttdkelpoisia suoloja tai komplekseja
voidaan kdyttd4d terapeuttisesti tavanomaisina l&d3dkeainevalmisteina.
Ndmd l&ddkeainevalmisteet sisdltdvdt keksinndén mukaisia vaikutusai-
neita yhdessd enteraaliseen tai parenteraaliseen annostukseen sopi-
vien epdorgaanisten tai orgaanisten kantajien kanssa. Lddkeaine-
valmisteet voidaan valmistaa esimerkiksi kiinteiksi lyofilisaateik-
si, jolloin voidaan kdyttdd peptidien kanssa reagoimattomia yhdis-
teitd, esimerkiksi hiilihydraatteja kantajina; ne voidaan valmistaa
my8s vdkevdidyiksi tai laimennetuiksi suspensioiksi tai emulsioiksi
tai tableteiksi tai injektioitaviksi valmisteiksi.

Keksinn®dn mukaisen menetelmd@n soveltamista kdytdnt&dn sekd
keksinn6n mukaisten uusien TRH-analogien kemiallista valmistusta
esitellddn tarkemmin seuraavissa esimerkeissd. Ndissd esimerkeissd
kdytetyt lyhtenteet vastaavat peptidikemiassa tavanomaisesti kdy-
tettyjd lyhenteitd: vert.: J. Biol. Chem. 247, 977 (1972). Lisdksi

kdytetddn seuraavia lyvhennyksid:

Ada L-2-amino-dekaanihappo

Abu L-2-amino-voihappo

Cha L-sykloheksyyli-alaniini

Pip L-pipekoliinihappo

HPro L-homoproliini

DAE 2-metyyliamino-etyyli

DCC disykloheksyyli-karbodi-imidi
PFPOH pentafluorifenoli

DCU disykloheksyyli-virtsa-aine

DMFA dimetyyliformamidi
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Yhdisteiden esimerkeissd annetut sulamispisteet mdidritet-
tiin dr. Tottoli'n (Biichi) sulamispistemittalaitteen avulla.
Optiset kiertoarvot mitattiin Perkin-Elmer tyyppid 141 olevan pola-
rimetrin avulla. Ohutkerroskromatografisissa tutkimuksissa tai
eroituksissa k3ytettiin "Kieselgel G nach Stahl" (E. Merck,
Darmastadt) piigeelilevyjd. Kromatogrammien kehittdmiseen kdytet-
tiin seuraavia liuotinaineseoksia:

(1) kloroformi : metanoli 9:1

(2) etyyliasetaatti : (pyridiini-etikkahappo:vesi 20:6:11) 9:1

(3) etyyliasetaatti: (pyridiini:etikkahappo:vesi 20:6:11) 8:2

(4) etyyliasetaatti: (pyridiini:etikkahappo:vesi 20:6:11) 3:2

Tdplien kehittdmiseen kdytettiin ninhydriiniliusta; ruis-
kuttamisen jdlkeen kuivattiin levyjd 5 minuuttia 105°C:ssa. Sitten
pantiin kromatogrammit kloorikaasuun ja ilmastuksen jdlkeen kehi-
tettiin o-tolidiini-kaliumjodidiliuoksella.

Tuotteiden pylvdskromatograafisiin puhdistuksiin kdytettiin
"Kieselgel G" (E. Merck) piigeelid, jonka osaskokooli 0,062-0,2 mm.

Liuosten haihduttamiseen tyhjidssd kadytettiin "Rotavapor R"
(Blichi) tyhjiodhaihdutuslaitetta, haihdutuksessa ei ylitetty 50°¢C
olevia lampétiloja.

BOC-suojattujen aminohappojen pentafluorifenyyliesterit
valmistettiin menetelmdn mukaan, jonka ovat esittdneet Kisfaludy
et al (Ann. 1973, 1421).

Tarkemmat yksityiskohdat uusien TRH-analogien valmistamisek-
si esiteltdvidn keksinndn mukaisesti on esitetty seuraavissa suori-
tusesimerkeissa.

Esimerkki 1

L-pyroglutamyyli-L-norleusyyli-L-proliiniamidi
Vaihe 1:

l-norleusyyli-L-proliiniamidi-hydrokloridi

2,28 g (20 mmoolia) H—Pro—NH2
BOC-Nle-OPFP:td (vert. Kisfaludy et al, Hoppe-Sayler's Z. Physiol.
Chemie 359, 887 (1978)) liuotetaan 40 millilitraan DMFA:ta ja 5

minuutin kuluttua haihdutetaan liuos kuiviin tyhjidss&d. Jdd&nnOksend

:ta ja 3,97 g (10 mmoolia)

saatu 8ljy liuotetaan 50 millilitraan kloroformia, liuosta ravis-

tellaan kolmesti kulloinkin 10 ml kanssa 1N suolahappoliuosta, sit-
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ten kolmasti kulloinkin 10 ml kanssa 1N natriumvetykarbonaatti-
liuosta ja lopuksi kerran 10 ml kanssa vettd, kuivataan vedettdmin
natriumsulfaatin avulla ja haihdutetaan kuiviin. Haihdutusjdinnds
liuotetaan 5 millilitraan etyyliasetaattia ja liuokseen lisdtdin

10 ml 5N suolahappoliuosta etyyliasetaatissa. Reaktioseos laimen-
netaan 30 minuutin kuluttua eetterilld, muodostunut sakka poistetaan
suodattamalla ja kuivataan tyhjidssd vedettOm&n natriumhydroksidin
yldpuolella. T&11ld& tavalla saadaan 2,48 g H—Nle—Pro-NHz.HCl:éé

{94 2 kaavan BOC-Nle-OPFP mukaan lasketusta teoreettisesta saannos-

ta), r.'*) = 0,20.
Vaihe 2:
Bentsyylioksikarbonyyli-L-pyroglutamyyli-L-norleusyyli-L-
proliiniamidi
1,05 g (4 mmoolia) H-Nle-Pro-NH,.HCl:84i liuotetaan 10 milli-

2
litraan DMFA:ta ja liuokseen lis&dtddn jddhdyttden jdilld ja sekoit-

taen 0,56 ml (4 mmoolia) trietyyliamiinia ja 1,89 g (4,4 mmoolia)
Z-Glp-OPFP:td. Viiden minuutin sekoittamisen jdlkeen lis&tdidn vield
0,56 ml (4 mmoolia) trietyyliamiinia; seosta sekoitetaan vield
20 minuuttia ja haihdutetaan sitten tyhji&ssd kuiviin. Haihdutus-
jd&dnnds liuotetaan 40 millilitraan kloroformia, liuosta ravistellaan
kahdesti kulloinkin 10 ml kanssa 1N suolahappoa, kolmasti kulloinkin
10 ml kanssa 1N natriumvetykarbonaattiliuosta ja lopuksi kerran
10 ml kanssa vettd, kuivataan sitten vedettdmin natriumsulfaatin
avulla ja haihdutetaan kuiviin tyhjibssd. J&idnndksenid saatu 813y
kiteytetddn eetterin alla ja t&lld tavalla saatu raaka tuote (1,52 q)
kiteytetddn uudestaan 8 millilitrasta etyyliasetaattia. Saadaan
1,36 g Z-Glp-Nle-Pro—NH2 (72 % teoreettisesta); sp. 146-148°cC;
R} = 0,32; fag2® = - 79,8° (c = 1, etikkahapossa) .
Analyysi kaavalle C24H3206N4 (molekyylipaino 472,55):
laskettu: ¢ 61,00 %, H 6,83 %; N 11,86 %;
havaittu: C 60,90 %, H 7,04 %, N 11,87 %.
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Vaihe 3:
L-pyroglutamyyli-L-norleusyyli-L-proliiniamidi

1,16 g (2,46 mmoolia) Z-Glp—Nle—Pro—NHZ:ta liuotetaan
25 millilitraan metanolia, liuokseen lisdt&ddn 0,2 g lO-prosenttis-
ta palladium/aktiivihiilikatalyyttid ja vetyd johdetaan 20 minuutin
ajan liuoksen ldvitse. Katalyytti poistetaan sitten suodattamalla
ja suodos haihdutetaan kuiviin. Kiinte&&d, amorfista jddnndsta
hierretddn eetterin kanssa ja suodatetaan. T&lld tavalla saatu raa-
ka tuote (0,72 g) liuotetaan veteen, liuos selkeytetddn aktiivi-
hiilelld ja vesikirkas liuvos lyofiloidaan. Saadaan 0,66 g .
Glp-Nle-Pro-NH,:ta (79,5 % teoreettisesta); R (4 = 0,43; [@755 -
-77,lo {c = 1, etikkahapossa}.

Aminohappoanalyysi: Glu (0,96 (1,0), Nle = 1,00 (1,0), Pro
1,00 (1,0).

Esimerkki 2

f

L-pyroglutamyyli-L-norvalyyli-L-proliiniamidi
Vaihe 1:

L-norvalyyli-L-proliiniamidi-hydrokloridi
2,2 g (20 mmoolia) H-Pro-NH

2:ta ja 3,83 g (10 mmoolia)
BOC-Nva-OPFP:td (vert. L. Kisfaludy et al., Hoppe-Seyler's Z. Physiol.
Chemie 395, 887 (1978) liuotetaan 40 millilitraan DMFA:ta, liuoksen
annetaan seistd 5 minuuttia ja haihdutetaan sitten kuiviin tyhjids-
sd. Jdidnndksend saatu 861jy liuotetaan 50 millilitraan kloroformia,
liuosta ravistellaan kolmasti kulloinkin 10 ml kanssa 1N suolahap-
poa, kolmasti kulloinkin 10 ml kanssa 1N natriumvetykarbonaattia

ja lopuksi kerran 10 ml kanssa vettd, kuivataan vedettdmdn natrium-
sulfaatin kanssa ja haihdutetaan kuiviin. Haihdutusj&d&nnds liuote-
taan 5 millilitraan etyyliasetaattia ja lisdtd&n 10 ml 5N suola-
happoliuosta etyyliasetaatissa. Reaktioseos laimennetaan 30 minuu-
tin kuluttua eetterilli, saatu sakka erotetaan suodattamalla ja
kuivataan tyhjidssd vedettdmdn natriumhydroksidin yldpuolella. Tdlla
tavalla saadaan 1,83 g H-Nva-Pro—NHz. HCl:3& (73(3)teoreettisesta,

BOC~-Nva-OPFP:n mukaan lasketusta saannosta); Rf = 0,10.
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Vaihe 2:
Bentsyylioksikarbonyyli-L-pyroglutamyyli-L-norvalyyli-~L-

propiiniamidi

1,25 g (5 mmoolia) H—Nva—Pro—NHz.HClzéé lietetdin 15 milli-
litraan FMFA:ta ja jddhdyttden jdilld ja sekoittaen lis&t&é&n
0,7 ml ( 5 moolia) trietyyliamiinia ja 2,15 g (5 mmoolia)
Z-Glp-OPFP:td. Viiden minuutin kuluttua lis&dtddn vield 0,7 ml
(5 mmoolia) trietyyliamiinia, seosta sekoitetaan edelleen 20 minuut-
tia ja haihdutetaan sitten kuiviin tyhji®ssd. Haihdutusjddnnd&s
liuotetaan 50 millilitraan kloroformia, liuosta ravistellaan kolme
kertaa kulloinkin 10 ml kanssa 1N suolahappoa, kolme kertaa 10 ml
kanssa 1N natriumvetykarbonaattiliuosta ja lopuksi kerran 10 ml
kanssa vettd, kuivataan vedett®mdn natriumsulfaatin avulla ja haih-
dutetaan kuiviin. J3dnndksend saatu 6ljy kiteytetddn eetterin avulla
ja tdlld tavalla saatu raaka tuote (1,80 g) kiteytetdidn uudestaan
etanolin ja eetterin seoksesta. Saadaan 1,66 g Z-Glp—Nva—Pro—NH2:ta
(72 % teor.); sp. 166-167°C; R.) = 0,29; 572> = -87,5° (c = 1,
etikkahapossa).

Analyysi kaavalle C23H3OO6N4 (molekyylipaino 458,52):

laskettu C 60,25 %, H 6,59 %, N 12,22 %;
havaittu C 60,08 8, H 6,70 %, N 12,15 %.
Vaihe 3:
L-pyroglutamyyli-L-norvalyyli-L-proliiniamidi

1,42 g (3,1 mmoolia) Z—Glp—Nva—Pro-NH2:ta livotetaan 30 mil-
lilitraan metanolia, liuockseen lisdtddn 0,2 g l0-prosenttista
palladium/aktiivihiilikatalyyttid ja vetykaasua johdetaan liuoksen
ldvitse 30 minuutin ajan. Katalyytti poistetaan suodattamalla ja
suodos haihdutetaan kuiviin. Kiintedd, amorfista jd&nn®std hierre-
tddn eetterin kanssa ja erotetazan suodattamalla. Tdlld tavalla
saatu raaka tuote liuotetaan veteen, liuos selkeytetddn aktiivihii-
lelld ja vesikirkas liuos lyofiloidaan. Saadaan 0,95 g Glp-Nva-Pro-
NH,:ta (94 % teor.); R.") = 0,36 /2/2° = -87,0° (c = 1, etikka-
hapossa) .

Aminohappoanalyysi: Glu 0,97 (1,0), Nva 1,09 (1,0), Pro 1,00

(1,0).
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Esimerkki 3

L-pyroglutamyyli-L-prolyyli-L-proliiniamidi
Vaihe 1:

L-prolyyli-L-proliiniamidi-hydrokloridi

2,28 g (20 mmoolia) H—Pro—Nszta ja 3,81 g (10 mmoolia)
BOC-Pro-OPFP:t4 liuotetaan 40 millilitraan DMFA:ta, liuosta ravis-
tellaan kolme kertaa kulloinkin 10 ml kanssa 1N suolahappoa, sit-
ten myds kolme kertaa kulloinkin 10 ml kanssa 1N natriumvetykarbo-
naattiliuvosta ja lopuksi kerran 10 ml kanssa vettd, kuivataan
vedettdmin natriumsulfaatin avulla ja haihdutetaan kuiviin. Haihdu-
tusjddnnds liuotetaan 5 millilitraan etyyliasetaattia ja lisdtddn
10 ml 5N suoclahappoliuosta etyyliasetaatissa. Reaktiosos laimenne-
taan 30 minuutin kuluttua eetterilld, muodostunut sakka erotetaan
suodattamalla ja kuivataan tyhjitssd vedettdmdn natriumhydroksidin
yldpuolella. T&lld tavalla saadaan 2,06 g H—Pro—NHz.HCl:éé (83 %
teoreettisesta, BOC-Pro-OPFP:n mukaan lasketusta saannosta); Rf(4) =
0,05.

Vaihe 2:

Bentsyylioksikarbonyyli-L-pyroglutamyyli-L-prolyyli-L-pro-

liiniamidi

0,75 g (3 mmoolia) H—Pro—Pro—NHzHCl:éé lietetddn 10 millilit-
raan DMFA:ta ja jaddhdyttden jdilld ja sekoittaen lisdtddn 0,42 ml
(3 mmoolia) trietyyliamiinia ja 1,35 g (3,15 mmoolia) Z-Glp-OPFP:td.
Viiden minuutin kuluttua lis&t&d&n vield 0,42 ml (3 mmoolia) tri-
etyyliamiinia ja 10 minuutin sekoittamisen jdlkeen muodostunut
paksu suspensio haihdutetaan kuiviin. Kiteistd haihdutusjd&nndstd
hierretiddn 8 ml kanssa etanolia ja sitd pidetddan 3 tuntia jdadkaa-
pissa. Saatu sakka erotetaan sitten suodattamalla ja kuivataan.
Tdlld tavalla saadaan 1,0 g Z?Glp—PropPropNszta (73 & teor.);
sp. 247-248°C (naj.) R} = 0,19; /@72 = - 82,8° (c = 1 etikka-
hapossa) .

Analyysi kaavalle C23H2806N4 (molekyylipaino 456,50):

laskettu: ¢ 60,52 %, H 6,18 %, N 12,27 %;
havaittu: ¢ 60,03 %, H 6,20 %, N 12,20 %.
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Vaihe 3:
L-pyroglutamyyli-L-prolyyli-L-proliiniamidi

1,0 g (2,2 mmoolia) Z-Glp—Pro—Pro—NHZ:ta livotetaan 50 mil-
lilitraan etikkahappoa, lis&tddn 0,2 g lQ-prosenttista palladium/
aktiivihiili-katalyyttid ja vetykaasua johdetaan seoksen lavitse
tunnin ajan. Katalyytti poistetaan sitten suodattamalla, suodos
haihdutetaan kuiviin ja haihdutusjddnntstd hierretddn eetterin
kanssa. T&lld tavalla saatu raaka tuote (0,60 g) liuotetaan veteen,
livos selkeytetddn aktiivihiilelld ja vesikirkas liuos lyofiloi-
daan. Saadaan 0,50 g Glp—Pro—Pro—Nszta (70 % teor.); R (4) = 0,10;

£
(72> = - 223,1° (c = 1, etikkahapossa) .

Esimerkki 4

L-pyroglutamyyli~L-valyyli-L-proliiniamidi

Vaihe 1:

0,49 g (4,2 mmoolia) H-Pro-NH2
BOC-Val-OPFP:td liuotetaan 10 millilitraan DMFA:ta ja 30 minuutin

:ta ja 0,82 g (2,14 mmoolia)

kuluttua haihdutetaan liuos kuiviin tyhji®ssd. Haihdutusjddnndksend
saatu 6l1ljy liuotetaan 10 millilitraan kloroformia, liuosta ravis-
tellaan kaksi kertaa kulloinkin 3 ml kanssa 1N suolahappca, kolme
kertaa kulloinkin 3 ml kanssa natriumvetykarbonaattia ja lopuksi
kerran 3 ml kanssa vettd, kuivataan vedettOmdn natriumsulfaatin
avulla ja haihdutetaan kuiviin. Haihdutusjddnnds liuotetaan 3 milli-
litraan etyyliasetaattia ja lisdt&dn 3 ml 5N suolahappoliuosta etyy-
liasetaatissa. Tunnin kuluttua laimennetaan reaktioseos eetterilld,
sakka erotetaan suodattamalla ja kuivataan tyhjidssd vedettOmé&n
natriumhydroksidin yldpuolella. T&lld tavalla saadaan 0,51 g

H—Val—Pro—NHz.HCl (95 ¢ teoreettisesti BOC-Val-OPFP:n mukaan

lasketusta saannosta) ; Rf(4) = 0,10.
Vaihe 2:
Bentsyylioksikarbonyyli-L-pyroglutamyyli-L-valyyli-L-pro-
liiniamidi
0,38 g (1,52 mmoolia) H-Val-Pro-NH,.HCl:dd lietetddn 10 mil-

2
lilitraan DMFA:ta ja jddhdyttden jdilld ja sekoittaen lis&td&n

0,22 ml (1,52 mmoolia) trietyyliamiinia ja 0,69 g (1,6 mmoolia)
Z-Glp-OPFP:td. Kymmenen minuutin kuluttua lisdtddn vield 0,22 ml
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(1,52 mmoolia) trietyyliamiinia ja 30 minuutin sekoittami-
sen jdlkeen haihdutetaan reaktioseos kuiviin tyhjidssd. Haihdutus-
jddnnds liuotetaan 15 millilitraan kloroformia, liuosta ravistel-
laan kaksi kertaa kulloinkin 5 ml kanssa 1N suolahappoa, kolme
kertaa kulloinkin 5 ml kanssa 1N natriumvetykarbonaattia ja lopuk-
si kerran 5 ml kanssa vettd, kuivataan vedett®min natriumsulfaatin
avulla ja haihdutetaan kuiviin tyhjitssd. Oljymdinen jE&nnds
kiteytetddn eetterin avulla; t&dlld tavalla saadaan 0,54 g z-Glp-Val-
Pro-NH,:ta (77 % teor.); sp. 116-118°C; R (3) = 0,30; /@/2>
—100,5O (c = 1, etikkahapossa).

Vaihe 3:

L-pyroglutamyyli-L-valyyli-L-proliiniamidi

9,65 g (21,2 mmoolia) Z—Glp—Val—Pro.Nszta liuotetaan 300
millilitraan vettd ja lis&dtddn 2 g l0-prosenttista palladium/aktii-
vihiili-katalyyttid sekd johdetaan vetykaasua 5 tunnin ajan liuok-
sen ldvitse. Katalyytti poistetaan sitten suodattamalla ja suodos
haihdutetaan kuiviin. Jddnnbksend saatu 81jy liuotetaan etanoliin,
livos haihdutetaan kuiviin ja t&m3 menettely toistetaan vield kaksi
kertaa. Lopuksi saatu kiinted jd&nnds hierretHdin eetterin kanssa.
Tdlld tavalla saadaan 4,47 g Glp—Val-PropNHZ:ta (65 % reor) Rf(4)
0,34 5@755 = -104,9° (c = 1, etikkahapossa).

Aminohappoanalyysi: Glu 1,03 (1,01), Vval 1,00 (1,0), Pro
0,94 (1,0).

Esimerkki 5

L-pyroglutamyyli-L-isoleusyyli-L-proliiniamidi

Vaihe 1l:

Bentsyylioksikarbonyyli-L-isoleusyyli-L-proliiniamidi

51,4 g (0,1 moolia) Z-Ile-OPFP:tid ja 12,5 g (0,11 moolia)
H-Pro—NHZ:ta liuotetaan 250 millilitraan DMFA:ta ja liuokseen lisi-

tddn 14,0 ml (0,1 moolia) trietyyliamiinia. Reaktioseoksen annetaan
seistd yon ylitse ja haihdutetaan kuiviin seuraavana pdiv&nd. J&ain-
ndksend saatu ©6l1jy liuotetaan 500 millilitraan kloroformia, liuosta
ravistellaan perdkkdin kaksi kertaa kulloinkin 100 ml kanssa 1N
suolahappoa, my&s kaksi kertaa kulloinkin 100 ml kanssa natriumvety-
karbonaattia ja kerran 100 ml kanssa vettd, kuivataan vedettdmin nat-

riumsulfaatin avulla ja haihdutetaan kuiviin. Oljymdinen jd&nnds
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kiteytetddn seoksesta, joka sisdltdd 100 ml eetterid ja 100 ml
n-heksaania. Tdl1l4 tavalla saatu raaka tuote (31,7 g) kiteytetdédn
uudestaan seoksesta, joka sisdltdd 60 ml etyyliasetaattia ja 60 ml
n-heksaania. Saadaan 30,32 g Z—Ile—Pro—NH2:ta (84 % teor.); sp.
127-128°C; R, (2) = 0,54.

Vaihe 2:
L-isoleusyyli-L-proliiniamidi-hydrokloridi
24,0 g (66,5 mmoolia) Z-Ile-Pro-NH,:ta liuotetaan 470 milli-

2
litraan metanolia, lis&t&ddn 30 ml 2,4N metanolipitoista suolahap-

poliuvosta ja 4 g l0-prosenttista palladium/aktiivihiili-katalyyt-
tid ja vetyd johdetaan yhden tunnin ajan seoksen ldvitse. Katalyyt-
ti poistetaan sitten suodattamalla ja suodos haihdutetaan kuiviin.
Haihdutusjddnndstd hierretddn eetterin kanssa ja tdlld tavalla
saatu raaka tuote (20 g) kiteytetddn metanolin ja eetterin seokses-
ta uudestaan. Saadaan 16,05 g H.Ile-Pro-NH.,HCl:44 (81 % teor.);

sp. 135-140°; Rc(4) = 0,15,

2

Vaihe 3:
Bentsyylioksikarbonyyli-L-pyroglutamyyli-L-isoleusyyli-L-

proliiniamidi

0,90 g (3,5 mmoolia) H.Ile—Pro—NHz.HCl:éé lietetddn 20 mil-

lilitraan DMFA:ta ja jddhdyttden jdill3d ja sekoittaen lisidtdin

0,49 ml (3,5 mmoolia) trietyyliamiinia ja 1,57 g (3,7 mmoolia)
Z-Glp-OPFP:td. Viiden minuutin kuluttua lisdtdin vield 0,49 ml

(3,6 ml) trietyyliamiinia ja 20 minuutin sekoittamisen jdlkeen haih-
dutetaan reaktioseos kuiviin tyhji6ss&d. Haihdutusjddnnds liuote-
taan 30 millilitraan kloroformia, liuosta ravistellaan kolme kertaa
kulloinkin 7 ml kanssa 1N suolahappoa, myds kolme kertaa kulloinkin
7 ml kanssa 1N natriumvetykarbonaattiliuosta ja lopuksi 7 ml kanssa
vettd, kuivataan vedettdmdn natriumsulfaatin avulla ja haihdutetaan
kuiviin. Jddnndksend saatua 6ljyd kdsitellddn useita kertoja eette-
rilld ja eetteri poistetaan dekantoimalla; lopuksi kiteytetdidn raa-
ka tuote eetterin alla, erotetaan, liuotetaan etyyliasetaattiin

ja lisddm&dlld eetterid saostetaan uudestaan. T&11l3 tavalla saadaan
1,18 g Z—Glp—Ile—Pro-NHz:ta (71 ¢ teor.); sp. 87—89OC; R (3) _ 0,36;

f
4%755 = -91,4o (c = 1, etikkahapossa).



18 74473

Analyysi kaavalle C24H3206N4 (molekyylipaino 427,55):

laskettu: ¢ 61,00 %, H 6,83 %, N 11,6 %;
havaittu: ¢ 59,192 %, H 6,88 %, N, 11,16 %.

Vaihe 4:

L-pyroglutamyyli-L-isoleusyyli-L-proliiniamidi

4,72 g (10 mmoolia) Z—Glp-Ile—Pro-NHZ:ta livotetaan 100 mil-
lilitraan metanolia, lis&td&n 1 g lO-prosenttista palladium/aktii-

vihiili~katalyyttid ja johdetaan vetykaasua tunnin ajan seoksen
livitse. Katalyytti poistetaan suodattamalla, suodos haihdutetaan
kuiviin ja jddnndstd hierretddn eetterin kanssa. T&dlld tavalla
saatu raaka tuote (3,22 g) liuotetaan veteen ja liuos selkeytetddn
aktiivihiilelli. Vesikirkas liuos lyofilioidaan; saadaan 3,03 g
Glp-Tle-Pro-Ni,:ta (98 % teor.); R, (") = 0,45; /a7p> = =100,7°

(c = 1, etikkahapossa).

Aminohappoanalyysi: Glu 0,95 (1,0), Ile 1,00 (1,0), Pro 1,02

(1,0).
Esimerkki 6
L-pyroglutamyyli-L-o{-aminobutyryyli-L-proliiniamidi
Vaihe 1:
Tert.-butyylioksikarbonyyli~-L-0(-aminovoihappo-pentafluori-
fenyyliesteri

7,7 g (20 mmoolia) BOC-Abu-OH.DCHA:ta lietetd&dn 60 millilit-
raan eetteriid, lisdtdidn 20 ml 2N rikkihappoa ja ravistellaan, kun-
nes suspendoitunut aine on liuonnut. Eetterifaasi erotetaan sit-
ten, ravistellaan 20 ml kanssa rikkihappoa ja sen jdlkeen 20 ml
kanssa vettd, kuivataan vedettdmdn natriumsulfaatin avulla ja haih-
dutetaan kuiviin. Jd&nndksend saatu 6ljy (4,14 g) ja 3,7 g (20 mmoo-
lia) PFPOH:ta liuotetaan 25 millilitraan etyyliasetaattia, liuos
jaahdytetdidn 5°¢ alapuolella olevaan ldmpdtilaan ja sekoittaen lisd-
tddn 3,92 g (10 mmoolia) DCC:td. Reaktioseosta sekoitetaan tunti
jddhauteessa, sitten DCU poistetaan suodattamalla ja suodos haih-
dutetaan kuiviin. Jdinndksenid saatu 6ljy liuotetaan n-heksaaniin
ja liuosta pidet#dn yksi tunti jidkaapissa. Vield saostunut DCU
poistetaan suodattamalla ja suodos haihdutetaan 20 ml tilavuuteen.
Kiteyttdmisen aluksi pannaan suspensio jddkaappiin ja annetaan olla

sielld y®n ylitse; seuraavana pdivdnd poistetaan kiteet suodatta-
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malla. T&11l3i tavalla saadaan 5,57 g BOC-Abu-OPFP:td (76 % teor.);
sp. 83-84°¢; R = 0,86 ; A&72” =-32,8° (v =1, etyyliasetaa-

tissa).

£

Analyysi kaavalle C15H1604NF5 (molekyylipaino 369,29):
laskettu: C 48,79 %, H 4,37 %, N 3,79 &, F 25,72 %;

havaittu: C 48,55 %, H 4,28 &, N 3,70 &, F 25,44 %.

Vaihe 2:

L- o/ -aminobutyryyli-L-proliiniamidi-hydrokloridi

3,2 g (28 mmoolia) H-Pro—NH2
BOC-Abu-OPFP:t4 liuotetaan 60 millilitraan DMFA:ta ja 5 minuutin

:ta ja 5,16 g (14 mmoolia)

seisomisen jdlkeen haihdutetaan liuos kuiviin tyhjifssd. Jddnndkse-
nd saatu 6ljy liuotetaan 100 millilitraan kloroformia, liuosta
ravistellaan kaksi kertaa kulloinkin 20 ml kanssa 1N suolahappoa

ja sitten myds kaksi kertaa kulloinkin 20 ml kanssa 1N natriumvety-
karbonaattiliuosta, kuivataan vedettdm&dn natriumsulfaatin avulla

ja haihdutetaan kuiviin. Jdanndksend saatu 6ljy liuotetaan 20 milli-
litraan etyyliasetaattia ja lisdtddn 20 ml 6N suolahappoliuosta
etyyliasetaatissa. Tunnin kuluttua laimennetaan reaktioseosta eet-
terilld, saatu sakka erotetaan suodattamalla ja kuivataan tyhjidsséd
vedettOSmdn natriumhydroksidin ylépuolella. T4lld tavalla saatua
raakaa tuotetta (3,86 g) hierretddn 20 ml kanssa kylm&8& DMFA:ta.
Saadaan 2,40 g Abu—-Pro-NH,..HCl:84 (73 % teoreettisesta, kaavan BOC-

2
Abu-OPFP mukaan lasketusta saannosta): Rf(4) = 0,10.

Vaihe 3:
Bentsyylioksikarbonyyli-L-pyroglutamyyli-L-& -aminobutyryyli-

L-proliiniamidi

2,13 g (9 mmoolia) H—Abu—Pro—NHz.HCl:éé lietetddn 30 milli-

litraan DMFA:ta ja jddhdyttden Jdilld ja sekoittaen lisdtddn 1,26 ml

(9 mmoolia) trietyyliamiinia ja 3,95 g (9,2 mmoolia) Z-Glp-OPFP:td.
Viiden minuutin kuluttua lisdt&d&dn vield 1,26 ml (9 mmoolia) tri-
etyyliamiinia ja 20 minuutin sekoittamisen jdlkeen haihdutetaan
reaktioseos kuiviin tyhjitssd. Kiteistd jddnn6std hierretddn 20 ml
kanssa etanolia, sitd pidetddn yon ylitse jddkaapissa ja suodate-
taan sitten. T&ll4d tavalla saadaan 3,30 g Z—Glp—Abu-Pro—NHZ:ta

(82 % teor.); sp. 175-176%c; r. ) = 0,28; /@72 = - 99,6° (c = 1,

etikkahapossa).
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Vaihe 4:
L-pyroglutamyyli-L- & —aminobutyryyli-L-proliiniamidi
2,67 g (6 mmoolia) Z-Glp-Abu—Pro-NH2:ta liuotetaan 100 mil-~

lilitraan etikkahapossa, liuokseen lisdtd&dn 0,5 g l0-prosenttista

palladium/aktiivihiili katalyyttid ja vetykaasua johdetaan tunnin
ajan seoksen ldvitse. Katalyytin poistamisen jdlkeen suodattamalla
haihdutetaan suodos kuiviin ja jddnn8std hierretdin eetterin kans-
sa. Tdlld tavalla saatu amorfinen raaka tuote (1,82 g) liuotetaan
veteen, liuos selkeytetddn aktiivihiilelld ja vesikirkas liuos lyo-

filoidaan. Saadaan 1,70 g Glp—Abu-Pro-Nszta (91 % teor.);

r Y = 0,245 272 = 102,5° ( ¢ = 1 etikkahapossa) .
Esimerkki 7
L-pyroglutamyyli-L-treonyyli-L-proliiniamidi
Vaihe 1:

O-bentsyyli-L-treonyyli-L-proliiniamidi-hydrokloridi
1,43 g (12,5 mmoolia) H—Pro-NHZ:ta ja 2,98 g (6,27 mmoolia)
BOC-Thr (Rz1)-OPFP:td liuotetaan 20 millilitraan DMFA:ta ja 5 minuu-

tin seisomisen jdlkeen haihdutetaan liuos kuiviin tyhji&ss&d. J&&n-

n8ksend saatu 8ljy liuotetaan 30 millilitraan kloroformia, liuosta
ravistellaan kaksi kertaa kulloinkin 10 ml kanssa 1N suolahappoa,
sitten kolme kertaa kulloinkin 10 ml kanssa natriumvetykarbonaatti-
liuvosta, kuivataan vedettdmédn natriumsulfaatin avulla ja haihdute-
taan kuiviin. Haihdutusj&&nn&ksend saatu 8ljy liuotetaan 4 milli-
litraan etyyliasetaattia ja lisdtd&n 5 ml 5N suolahappoliuosta
etyyliasetaatissa. Tunnin seisomisen jdlkeen laimennetaan reaktio-
seos eetterilld, muodostunut sakka erotetaan suodattamalla ja kuiva-
taan tyhjifssd vedettSmdn natriumhydroksidin yl&puolella. T&113 ta-
valla saadaan 2,05 g H-Thr(Bzl)-Pro-NH.,.HCl:44 (95 % teor.);

r, (4 = 0,40.

£
Vaihe 2:

9+

Bentsyylioksikarbonyyli-L-pyroglutamyyli-L-O-bentsyylitreo-

nyyli-L-proliiniamidi
2,05 g (6 mmoolia) H-Thr (Bzl)-Pro-NH

2.HCl:éé ja 2,69 g
(6,27 mmoolia) Z-Glp-OPFP:td liuotetaan 20 millilirtaan DMFA:ta,
liuokseen lisdtdén tipoittain 0,84 ml (6 mmoolia) trietyyliamiinia

jJa 5 minuutin kuluttua vield 0,84 ml (6 mmoolia) trietyyliamiinia.
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Reaktioseos haihdutetaan 20 minuutin sekoittamisen jdlkeen kuiviin
tyhjidissd, jddnnds liuotetaan 50 millilitraan kloroformia, liuosta
ravistellaan kaksi kertaa kulloinkin 10 ml kanssa 1N suolahappoa
ja kolme kertaa kulloinkin 10 ml kanssa 1N natriumvetykarbonaatti-
liuosta, kuivataan vedett®&mdn natriumsulfaatin avulla ja haihdute-
taan kuiviin. Jd&nn8ksend saatua 81jyd kdsitellddn eetterilld ja
jddhdytetddn, jolloin tuote jdhmettyy amorfisena. Tdlla tavalla saa-
tu raaka tuote (2,76 g) liuotetaan etyyliasetaattiin ja selkeytetddn
aktiivihiilen avulla. Suodatuksen jdlkeen haihdutetaan suodos kui-
viin ja kiintedd, amorfista, vaahtoavaa jddnndstd hierretddn eette-
rin kanssa. Saadaan 2,47 g Z-Glp-Thr(Bzl)-Pro-NH,:ta (75 % teor.).

Vaihe 3:

L-pyroglutamyyli-L-treonyyli-L-proliiniamidi

2,04 g (3,7 mmoolia) Z-Glp-Thr (Bzl)-Pro-NH,:ta liuotetaan

2
40 millilitraan etikkahappoa, liuokseen lisdtdédn 0,4 g 10-prosent-

2

tista palladium/aktiivihiili-katalyyttid ja vetykaasua johdetaan
seoksen ldvitse 4 tunnin ajan. Katalyytin poistamisen jdlkeen suo-
dattamalla haihdutetaan suodos kuiviin ja jd&nn®dstd hierretddn eet-
terin kanssa. Tdlld tavalla saatu amorfinen raaka tuote (1,31 g)
pannaan 30 g piigeeli& (osaskoko 0,063-0,2 mm) sisdltdvddn pylvada-
seen ja eluoidaan liuotinaineseoksella (3). Puhdasta tuotetta sisdl-
tdvdt eluaattijakeet yhdistetd&dn ja haihdutetaan kuiviin ja jd&n-
ndksend saatua raakaa tuotetta kdsitell&&dn eetterilld. Saadaan
0,72 g Glp-Thr-Pro-NH,:ta (59,5 % teor.); R (4) _ 9, 16; (475 =
-90,0° (c = 1, etikkahapossa).

Aminohappoanalyysi: Glu 1,00 (1,0), Thr 0,99 (1,0), Pro 1,03

£

(1,0).

Esimerkki 8

L-proglutamyyli-D-leusyyli-L-proliiniamidi
Vaihe 1:

Tert.-butyylioksikarbonyyli-D-leusiini-pentafluorifenyyli-
esteri

4,62 g (20 mmoolia) BOC-D-Leu-OH:ta ja 4,23 g (22 mmoolia)
PFPOH:ta liuotetaan 50 millilitraan etyyliasetaattia ja liuokseen
lisdtddn jd&dhdyttden jdilld ja sekoittaen 4,12 g (20 mmoolia) DCC:té&.

Reaktioseosta sekoitetaan tunti jd&hauteessa, sitten saostunut di-
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sykloheksyylivirtsa-aine poistetaan suodattamalla ja suodos haih-
dutetaan kuiviin. Jd&nndksend saatu 8ljy sijoitetaan jddkaappiin
yhdeksi tunniksi ja t&ll8in erottunut disykloheksyylivirtsa-aine
poistetaan jdlleen suodattamalla. Suodosta ravistellaan viisi ker-
taa kulloinkin 50 ml kanssa 1N natriumvetykarbonaattia ja kaksi
kertaa kulloinkin 50 ml kanssa vettd, kuivataan vedett®mdn natrium-
sulfaatin avulla ja haihdutetaan kuiviin. J&&nn®Sksend saatu 81ljy
kiteytyy ydn aikana. T&ll&d tavalla saadaan 7,0 g BOC-D-Leu-OPFP:td
(88 % teor.); sp. 53—550C; [@];5 = +31,7o (c = 1, etyyliasetaatissa).
Analyysi kaavallae C17H2004NF5 (molekyylipaino 397,35):

laskettu: C 51,39 &, H 5,07 %, N 3,53 %, F 23,91 %;

havaittu: C 51,51 %, H 4,68 %, N 3,66 %, F 23,65 %.

Vaihe 2:

D-leusyyli-L-proliiniamidi-hydrokloridi

3,42 g (30 mmoolia) H-Pro-NH,:ta ja 60,0 g (15 mmoolia)
BOC-D-Leu-OPFP:td liuotetaan 60 millilitraan DMFA:ta ja liuos haih-

dutetaan viiden minuutin kuluttua kuiviin tyhji8ssd. Haihdutusj&&n-

n8s liuotetaan 100 millilitraan kloroformia, liuosta ravistellaan
kaksi kertaa kulloinkin 20 ml kanssa 1N suolahappoliuosta, kolme
kertaa kulloinkin 20 ml kanssa natriumvetykarbonaattia ja lopuksi
20 ml kanssa vettd kerran, kuivataan vedettdmdn natriumsulfaatin
avulla ja haihdutetaan kuiviin. J&&nn8ksend saatu 81jy liuotetaan
10 millilitraan etyyliasetaattia, liuokseen lisdtd&n 15 ml 4N suo-
lahappoliuosta etyyliasetaatissa tunnin kuluttua laimennetaan reak-
tioseos eetterilld, sakka erotetaan suodattamalla ja kuivataan
tyhjidssd vedettdmdn natriumhydroksidin yl&puolella. T&11l3i tavalla
saadaan 3,66 g H—D—Leu-Pro-NHz.HCl:éé (92,5 % BOC-D-Leu-OPFP:n

(4) _ ¢, 26.

mukaan lasketusta teoreettisesta saannosta); Rf

Vaihe 3:
Bentsyylioksikarbonyyli-L-pyroglutamyyli-D-leusyyli-L-

proliiniamidi

3,66 g (13,9 mmoolia) H—D—Leu—Pro—NHz.HCl:éé ja 6,43 g
(15 mmoolia) Z-Glp-OPFP:td liuotetaan 50 millilitraan DMFA:ta
ja liuokseen lis&t&&n j&&hdyttden j8illi ja sekoittaen 1,95 ml

(13,9 mmoolia) trietyyliamiinia. Seosta sekoitetaan 5 minuuttia

ja sitten lis&t&d&n vield 1,95 ml (13,9 mmoolia) trietyyliamiinia;
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20 minuutin sekoittamisen j&lkeen haihdutetaan reaktioseos kuiviin
tyhji6ssd. Haihdutusjd&nnds liuotetaan 120 millilitraan kloroformia,
livosta ravistellaan kolme kertaa kulloinkin 30 ml kanssa 1N suola-
happoliuosta, myds kolme kertaa kulloinkin 30 ml kanssa natrium-
vetykarbonaattiliuosta ja lopuksi kerran 30 ml kanssa vettd, kui-
vataan vedett®mdn natriumsulfaatin avulla ja haihdutetaan kuiviin.
JdinnBksend saatu 8ljy kiteytetddn kdsittelemdlld eetterilld. Tdlla
tavalla saatu raaka tuote (6 g) kiteytetd@&n uudestaan 30 millilit-
rasta etanolia. Saadaan 5,48 g Z-Glp—D—Leu—Pro—NHZ:ta (77 % teor.)
sp. 189-194°c; R ?) = 0,38; @72° = -33,2° (c = 1, etikkahapossa) .

Vaihe 4:

L-pyroglutamyyli-D-leusyyli-L-proliiniamidi

3,78 g (8 mmoolia) Z-Glp-D-Leu-Pro-NH,:ta liuotetaan 150

millilitraan metanolia liuokseen lis&td&n 0,8 g l0-prosenttista

palladium/aktiivihiilikatalyyttid ja vetykaasua johdetaan tunnin
ajan seoksen ldvitse. Katalyytin poistamisen jdlkeen suodattamalla
haihdutetaan suodos kuiviin ja jd&nn8std hierret&8dn eetterilld. T&al-
14 tavalla saatu raaka tuote (2,5 g) liuotetaan veteen, selkeyte-
td88n aktiivihiilelld ja vesikirkas liuos lyofiloidaan. Saadaan

2,35 g Glp—D-Leu-Pro-NHz:ta (87 % teor.); R (4 0,48; [&7;5 =
-83,3O (c = 1, etikkahapossa).

f



24 74473

Patenttivaatimus

Menetelmd terapeuttisesti kdyttokelpoisten yleisen kaavan

[

Glp-X-Pro-NH (I)

2
mukaisten tripeptidiamidien valmistamiseksi, jossa kaavassa

X on L-valyyli-, L-prolyyli-, D-leusyyli-, L-isoleusyyli-,
L-treonyyli-, L-norvalyyli-, L-norleusyyli- tai L-2-aminobutyryy-
liryhmé&,

Glp on L-pyroglutamyyliryhm& ja Pro tarkoittaa L-prolyyli-
ryhmdd, t unne t t u siitd, ettd yleisen kaavan I mukaiset tri-
peptidit rakennetaan vastaavista aminohapoista tai aminohappojoh-
dannaisista sindnsd tunnettujen peptidikemiallisten menetelmien
mukaan, edullisesti siten, ettd yleisen kaavan Pro—NH2 mukainen
aminohappoamidi, N-asyloidaan mahdollisesti suojatun L-aminohap-
potdhteen X kanssa tavanomaisten peptidikemiallisten menetelmien
mukaan ja saatu dipeptidi N-asyloidaan L-pyroglutamyylihapon tai
sen suojatun ja/tai aktivoidun johdannaisen kanssa ja kdytetyt

suojaryhmét poistetaan.
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Patentkrav

Férfarande f8r framstdllning av terapeutiskt anvédndbara

tripeptidamider med den allmdnna formeln I

Glp-X-Pro-NH, (1)
i vilken formel

X &r en L-valyl-, L-prolyl-, D-leucyl-, L-isoleucyl-, L-
treonyl-, L-norvalyl-, L-norleucyl- eller L-2-aminobutyrylgrupp,

Glp 4r en L-pyroglutamylgrupp och Pro betecknar en L-pro-
lylgrupp, k & nne tecknat ddrav, att man uppbygger tri-
peptider med den allmidnna formeln I ur motsvarande aminosyror
eller aminosyraderivat enligt i och f&6r sig kdnda peptidkemiska
metoder, fdretrddesvis s& att man N-acylerar en aminosyraamid
med den allmdnna formeln Pro—NHZ, med en eventuellt skyddad
L-aminosyrarest X enligt sedvanliga peptidkemiska metoder och
N-acylerar den erh&llna dipeptiden med L-pyroglutamylsyra eller
med ett skyddat och/eller aktiverat derivat ddrav och avldgsnar

de anvénda skyddsgrupperna.
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