KUULUTUSJULKAISU
UTLAGGNINGSSKRIFT 67539

o (45) Fotorttl oyinnolty 1D 04 1925
Adn
¥ “

(8] an

Potent ue
61 ke mea’ € 07 € 103/52, 129/12
SUOMI—-FINLAND (21) Paconttihakemus — PatencansBining 800008
i (22) Hakemisphivh — AnsBkningsdag 02.01.80
(F1). (23) Ascupiiivi — Gittighetadag 02.01.80
(41) Tultue julkiseksi — Bitvie offenciy 05.07.80
Patentti- ja rekisterihallitus Niheaviksl katsun - 1.12.84
Patent- och registerstyrelsen e")hummm:ngﬂ:ﬂnhapgzhﬂ 3

(32)(33)(31) Pyydetty etuoikeus —Beghrd prioritec  04.01.79
Unkari~Ungern(HU) GO-1435

(71) Richter Gedeon Vegyészeti Gyar R.T., 19, Gydmrdi u., Budapest X,
Unkari-Ungern (HU)

(72) Sandor Bajusz, Budapest, Erzsebet Szell née Hasendhrl, Budapest,
Eva Barabas, Budapest, Daniel Bagdy, Budapest, Unkari-Ungern(HU)

(74) Oy Kolster Ab

(54) Menetelmd uusien terapeuttisesti kdytettdvien peptidyyli-NG-karb-
oksyyli-arginiinialdehydien valmistamiseksi - Fdrfarande f&r fram-
stdllning av nya terapeutiskt anvindbara peptidyl—NG-karboxyl-
-arginaldehyder

Keksint6 koskee yleiskaavan I tai Ia mukaisten uusien
terapeuttisesti kdytettdvien peptidyyli-NG—karboksyyliargiini-
aldehydien ja niiden farmaseuttisesti hyvdksyttivien happoaddi-
tiosuolojen valmistusmenetelmis,

|/\

NH
=
X-Y-Pro~HN-CH N—C< (1)
\( NH-COOH
OH
‘ AN
N1
/\\
| l NH
_
X-Y-Pro-NH-CH NH C{ (Ia)

~CHO "NH-COOH



67539

jossa kaavassa

X on vetyatomi tai bentsoyyli- tai tert.-butyylioksikarbonyy-
liryhmd, ja

Y on D-fenyylialaniini-, (G—fenyyli-D—maitohappo— tai D-allo-
isoleusiinijdannds.

On yleisesti tunnettua, etta peptidialdehydit, joilla on tiet-
ty rakenne, pystyvidt toimimaan inhibiittoreina seriini- ja kysteii-
nientsyymien proteolyyttisissd reaktioissa. Entsyymin inhibointi-
mekanismiksi oletetaan entsyymin reaktiivisen OH- tai SH-ryhmén
ja peptidialdehydien -CH=O-ryhmdn v&dlinen additioreaktio, jossa
muodostunut hemiasetaali on entsyymin ja substraatin vidlille syn-
tyneen tetraedrisen siirtymdkompleksin "ei-tuottava" analogi.
(Westernik ja Wolfenden: J. Biol. Chem. 247 (1072), s. 8195). Tdmdn
yvhdisteryhmdn ensimmdiset jdsenet olivat luonnossa esiintyvdt leu-
peptiinit, so. asetyyli- ja propionyyli-L-leusyyli~L-leusyyli-argi-
niinialdehydihydrokloridit, joista molemmat pystyivdt inhiboimaan
plasmiinin, trypsiinin ja papaiinin (Kawamura et al.: Chem. Pharm.
Bull. 17 (1969), s. 1902 ; H. Umezava: Enzyme Inhibitors of
Microbial Origin, University Park Press, Baltimore-London-Tokio,
1972, ss. 17-29). Muilla peptidyyliarginiinialdehydeilla, esim.
bentsoyyli-D-allo-isoleusyyli-L-prolyyli-L-arginiinialdehydi-p-
tolueenisulfonaatilla ja D-fenyylialanyyli-L-prolyyli-L-argiini-
aldehydilla, on havaittu huomattava trombiinin toimintaa estdvad vai-
kutus (unkarilainen patentti 169870).

Leupeptiinien NMR-tutkimusten perusteella asyyliarginiini-
aldehydihydrokloridien on oletettu esiintyvdn seoksina, joiden koos-
tumus vaihtelee (Maeda et al., J. Antibiotics (Tokio) 24 (1971)

402; Kawamura et al., Chem. Pharm. Bull. 17 (1969) 1902). Asyyliar-
giniinialdehydihydrokloridin lisdksi seos sisdltdd kaksi muuta kom-
ponenttia: aldehydihydraattia ja syklistd karbinoliamiinia. Aldehydi-
hydraatti ei voi suoraan osallistua hemiasetaalin muodostukseen eikd
siten entsyymin inhibointiin (Westernik ja Wolfenden, J. Biol. Chem.
247 (1972) 8195). Askettdin on havaittu, ettd edelld mainittujen
synteettisten yhdisteiden aiheuttama entsyymien inhibointiteho ja
esim. D-fenyylialanyyli-L-prolyyli-L-arginiinialdehydiasetaatin ja
-hydrokloridin aiheuttama trombiinin toimintaa estdvdn vaikutuksen
teho vaihtelee ja ettd niiden teho vidhenee niitd@ varastoitaessa
liuoksessa (tris-(hydroksimetyyli)-metyyliamiinihydrokloridi purkuri-

liuos, pH 7,4), mihin voi olla syynd aldehydihydraattipitoisuuden
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jatkuva muuttuminen.

Kisilli olevan keksinnon tarkoituksena on kehittdd uusi
menetelmd peptidyyliarginiinialdehydijohdannaisten valmistamiseksi,
jotka yhdisteet ovat pysyvémpia ja inhiboivat entsyymitoimintaa
tehokkaammin kuin toistaiseksi saavutetut tulokset.

Havaittiin, ettd poistettaessa uretaanin kaltainen suojele-
va ryhma, esim. bentsyylioksikarbonyyliryhmad neutraalissa olosuhteis-
sa peptidyyliarginiinialdehydeisté, muodostuu yleisen kaavan I
mukaisia yhdisteitd, joissa X ja ¥ merkitsevit samaa kuin edelld.
Esim. suoritettaessa bentsyylioksikarbonyyli—D—fenyylialanyyli—L-pro—
lyyli—NG —bentsyylioksikarbonyyli-L-arginiinialdehydin (NG merkitsee
arginiini-sivuketjun W -asemassa olevaa typpiatomia) hydrogenolyysi
neutraalissa olosuhteissa, muodostuu D-fenyylialanyyli—L—prolyyli-NG—
karboksi-L-arginiinialdehydia (yleiskaavassa I X on vetyatomi Jja
Y on D-fenyylialaniinij&&nn8s), kun taas, kuten tunnettua hydrogeno-
lysoitaessa emdksisisséd olosuhteissa peptidyyliarginiinialdehydeja,
joissa suojaryhmdnd on bentsyylioksikarbonyyliryhma, mitd seuraa
suolanmuodostusreaktio, syntyy vapaita peptidyyliarginiinialdehydi—
suoloja. H-D-Phe-Pro-Arg-H-asetaattia tai -hydrokloridia saatiin
ti114i tavalla Z-D-Phe-Pro-Arg/Z/-H:sta (unkarilainen patentti
169870) .

Aminohappojiddnndksistd ja peptidijohdannaisista kaytetyt
lyhennykset ovat kirjallisuudessa virallisesti kaytettyja (J. Biol.
Chem. 247 (1972) 977); 2%, BOC ja Bz merkitsevdt bentsyylioksikarbo-
nyyli-, tert.-butyylioksikarbonyyli- ja bentsoyyliryhmid, ja Arg(Z)
ja Arg (COOH) merkitsevat NG—bentsyylioksikarbonyyli— ja vastaavasti
NG—karboksi-L—arginiinijéénnéksié.

Havaittiin edelleen, ettd yleiskaavan I mukaisten tripeptidi-
aldehydijohdannaisten aiheuttama entsyymejd inhiboiva vaikutus on
odottamattoman suuri ja pysyvd verrattuna vastaavan aminohapposarjan
vapaisiin tripeptidialdehydisuoloihin. Tdten H-D-Phe-Pro-Arg (COOH) -
H:n antitrombiiniaktiivisuus on suurempi ja se estdad tehokkaammin
trombiinin ja fibrinogeenin vdlistd reaktiota kuin H-D-Phe-Pro-Arg-H-
hydrokloridi tai -asetaatti, joiden inhibointiaktiivisuus vaihtelee
niiden synteesiolosuhteiden mukaan. Sdilytettdessd yhdisteitd 20
tuntia puskuriliuoksessa (pH = 7,4) yleiskaavan I mukaisen NG—kar—
boksitripeptidialdehydin antitrombiiniaktiivisuus pysyy kdytdnnolli-

sesti katsoen muuttumattomana, kun taas vastaavien vapaiden tripep-
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tidialdehydisuolojen antitrombiiniaktiivisuus laskee 10-20 %:iin
alkuperdisestd arvosta.

Yleiskaavan I mukaisten NG—karboksitripeptidialdehydien inhi-
bointitehon havaittiin ylldttden nousevan protonoimalla ne osittain
(suolanmuodostus) . Taten D—fenyylialanyyli—L—prolyyli—NG—karboksi-
L-arginiinialdehydin hemihydrokloridin aktiivisuus on viisinkertai-
nen verrattuna vastaavaan yhdisteeseen, jossa suolahappoa ei ole
mukana. Vaikka yleiskaavan I mukaisten NG—karboksitripeptidialdehy—
dien protonointi heikentdd pysyvyyttd, niiden teho on kuitenkin
suurempi kuin vastaavan aminohapposarjan vapaiden tripeptidialdehydi-
suolojen sdilytettidessd niitd puskuriliuoksessa 20 tuntia.

Taulukossa 1 on esitetty D—fenyylialanyyli—L-prolyyli—NG-kar—
boksi-L-arginiinialdehydin ja sen yleiskaavan I mukaisen hemihydro-
kloridin, jossa X on vetyatomi ja Y on D-fenyylialaniinijd&dnnds, sekd
vastaavan aminohapposarjan vapaan tripeptidialdehydin kahden suolan
antitrombiiniaktiivisuus, aktiivisuuden muutos, kun liuocksia sdily-
tetdin tris- (hydroksimetyyli)-metyyliamiinihydrokloridipuskuriliuok-
sessa (pH = 7,4) ja suhteellinen aktiivisuus verrattuna H-D-Phe-Pro-
Arg- (COOH) -H:oon (jdlkimm&isen aktiivisuudelle on mielivaltaisesti
annettu arvo 100). Antitrombiiniaktiivisuus on mddritelty sellai-
seksi ladkemidridksi, joka tarvitaan fibrinogeenin trombiiniajan
kymmenkertaistamiseksi (trombiiniaika: aika, Joka tarvitaan trom-

biinin aiheuttamaan veren hyytymiseen) .
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Antitrombiiniaktiivisuus mddritettiin seuraavasta mat-
riisista:

0,5 % hédrédn fibrinogeenia (0,2 ml) 0,9-%:isessa natrium-
kloridiliuoksessa, peptidi tris-(hydroksimetyyli)-metyyliamiini-
hydrokloridipuskuriliuoksessa (0,1 ml, pH = 7,4) ja ihmisen trom-
biinia US-standardimateriaalina (0,1 ml) (NIH, Bethesda, Maryland,
USA; 5 yksikkod/ml). Hyytymisaika ilman peptidid kyseissd mat-
riisissa on 15 s.

D—fenyylialanyyli—L—propyyli—NG—karboksyyli-L-argiinialde-
hydilld (X on vetyatomi ja Y on D-fenyylialaniinij&d&nnds yleiskaa-
vassa I) suoritettiin kokeita eldvidssd elimistdssd. Viidelle eldin-
lajille (hiiri, rotta, kaniini, koira ja apina) suoritetut kokeet
osoittivat, ettd antritrombiiniaktiivisuus kohosi selvdsti my0&s
eldvdssd elimistOssd. Antritrombiiniaktiivisuus oli yhtd suuri an-
nettaessa koeaine ruiskeena suoneen, lihakseen tai ihon alle seké&
myds suun kautta annettuna. H-D-Phe-Pro-Arg(COOH)-H:n antitrombii-
niaktiivisuus eldvéssd elimistdssd mddritettiin trombeocelastografil-
la (Hellige, Wien, Itdvalta) antamalla laitteessa oleville koirille
suun kautta 50 mg/kg:n suuruisia annoksia, jolloin l&dkeaine aiheut-
ti trombiiniajan pitenemisen 4-6-kertaiseksi kahden tunnin aikana.
Vastaavilla vapailla tripeptidialdehydisuoloilla, so. D-fenyyli-
alanyyli-L-propyyli-L-argiinialdehydihydrokloridilla tai -asetaa-
tilla, ei ollut kdytdnnéllisesti katsoen mitd&dn vaikutusta trom-
biiniaikaan annettaessa suun kautta samanlaisia 50 mg/kg:n suurui-
sia annoksia.

Yleiskaavan I tai Ia mukaisia uusia yhdisteitd valmistetaan
tunnusomaisesti siten, ettd uretaanin kaltainen suojaryhmd, edulli-
sesti bentsyylioksikarbonyyliryhmd, joka on poistettavissa hydro-
genolyysilld vastaavasta peptidyyliarginiinialdehydistd, jossa
uretaanin kaltainen suojaryhm& on ldsnd guanidinoryhmén NG-ato-
missa, poistetaan suorittamalla suojatulle peptidyyliarginiini-
aldehydille hydrogenolyysi neutraaleissa olosuhteissa veden ja
alemman alkanolin seoksessa, ja haluttaessa tuote muutetaan farma-
seuttisesti hyvaksyttdvdksi happoadditiosuolaksi.

Kdsilld olevan keksinnén mukaan L-argiinilaktaami, jonka
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guanidiiniryhm&d&n on liitetty suojaryhmdksi bentsyylioksikarbonyyli-
ryhmd, kondensoidaan edullisesti vastaavan N-asyylidipeptidin
kanssa, muodostunut suojaryhmdn sis&dltdvad tripeptidilaktaami pelkis-
tetdidn, ja guanidiiniryhmdid suojaava bentsyylioksikarbonyyliryhmd
tai mahdollisesti muodostuneen tripeptidialdehydin sekd@ N-terminaa-
linen ryhmid ettid guanidiiniryhmd lohkaistaan hydrogenolyysin avul-
la etanolin ja veden seoksessa, minkd jdlkeen etanoli haihdutetaan
liuoksesta alennetussa paineessa ja vesiliuos kylmdkuivataan.
J44nnds liuotetaan veteen, liuos kylmdkuivataan uudelleen, ja jdan-
nokseen lisdtddn happoa vdhemm&dn kuin yhden ekvivalentin verran.

Seuraavissa esimerkeissd kuvataan keksint®d tarkemmin. Rf-ar-
vot mddritettiin ohutkerroskromatografiaa kdyttden absorbentin
ollessa silikageeli ("Kieselgel G", Reanal, Budabest) ja eluointi-
aineiden ollessa seuraavia seoksia:

l. etyyliasetaatti-pyridiini-etikkahappo-vesi

480:20:6:11
2. etyyliasetaatti-pyridiini-etikkahappo-vesi

240:20:6:11

3. etyyliasetaatti-pyridiini-etikkahappo-vesi
60:20:6:11

4. etyyliasetaatti-pyridiini-etikkahappo-vesi
30:20:6:11

Esimerkki 1

D—fenyylialanyyli—L-prolyyli—NG—karboksi—L—arginiinialdehydi
(kaavassa I X on vetyatomi ja Y on D-fenyylialaniinij&&nnds)
Vaihe 1: Tert.—butyylioksikarbonyyli-NG—bentsyylioksikarbo—

nyyli-L-arginiinilaktaami.

41,1 g (125 mmoolia) tert.-butyylioksikarbonyyli-L-arginiini-
hydrokloridihydraattia (Yamashiro et al.: J. Am. Chem. Soc. 94
(1972) 2855) liuotetaan 125 ml:aan 4 N natriumhydroksidia, ja liuos
jaddhdytetdédn —SOC - OOC:seen. Voimakkaasti sekoittaen lis&dtdéan
liuokseen bentsylioksikarbonyylikloridia (75 ml, 500 mmoolia) jJja
125 ml 4 N natriumhydroksidia sellaisella nopeudella, ettd pH ei
missiddn vaiheessa ylitd arvoa 10. Sekoitusta Jjatketaan 0°C:ssa 1,5

tunnin ajan. Reaktioseokseen lisdtddn 100 ml vettd, se uutetaan kol-
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me kertaa 100 ml:lla dietyylieetterid, jiidhdytetdin jidhauteessa

4°c - 60C:seen ja pH sd&ddetddn arvoon 3 rikkihapolla (3 N), jota
tarvitaan n. 130 ml. Erotettu tuote uutetaan kolme kertaa 250 ml:1lla
etyyliasetaattia. Etyyliasetaattiuutteet yhdistetdin, pestdin
kahdesti 125 ml:1la 15-%:ista natriumkloridiliuosta, kuivataan
natriumsulfaatilla, ja liuotin haihdutetaan alennetussa paineessa.
Saanto: 37,5 g (76 % teoreettisesta saannosta) tert.-butyylioksi-

£ = 0,17-0,27.

Tuote liuotetaan 130 ml:aan tetrahydrofuraania. Liuokseen

karbonyyli—NG—bentsyylioksikarbonyyli-L—arginiinia; R

lisdtddan 13,58 ml (97 mmoolia) trietyyliamiinia, ja seos jddhdyte-
tadn -10°C:seen. T&ssi lampbtilassa seosta samalla sekoittaen lisi-
tddn 12,8 ml (97 mmoolia) kloorimuurahaishapon isobutyyliesterid,
seosta sekoitetaan 5 min, ja sen jdlkeen lisdtdidn 13,6 ml (97,8
mmoolia) trietyyliamiinia. Reaktioseosta sekoitetaan edelleen yhden
tunnin ajan OOC:ssa, jddhdytys lopetetaan, ja sekoitusta jatketaan
yhden tunnin ajan, minkd jdlkeen reaktioseos kaadetaan 600 ml:aan
jédn ja veden seosta, saostunut aines suodatetaan, pestddn vedelld

ja kuivataan P20 :1la alipaineessa. Saanto: 32,7 g (91 % teoreetti-

5
sesta mddrdstd, 70 % laskettuna BOC—Arg(HCl)—OH.Hzo:lle) vaiheen
1 otsikon mukaista tuotetta; Rf = 0,85-0,95, sp. = 162-164°C.

Vaihe 2: Bentsyylioksikarbonyyli-D-fenyylialanyyli~L-prolyy-
li—NG—bentsyylioksikarbonyyli-L—arginiinilaktaami.

8,6 g (22 mmoolia) tert.—butyylioksikarbonyyli-NG-bentsyyli-
oksikarbonyyli-L-arginiinilaktaamia (esimerkki 1, vaihe 1) suspen-

doidaan 20 ml:aan etyyliasetaattia, ja 40 ml 4 M HCl/etyyliasetaat-

ti-liuosta lisdtdin SOC:ssa suspensiota samalla sekoittaen. Reaktio
seosta sekoitetaan 30 minuutin ajan jd&dhdyttdmilld sitid samanaikai-
sesti jddhauteessa, minkd j&dlkeen lisdtd&n 100 ml kylm#i etyyliase-
taattia, muodostunut sakka suodatetaan, pestiddn etyyliasetaatilla
ja kuivataan sakka suodatetaan, pestdin etyyliasetaatilla ja kuiva-
taan kaliumhydroksidilla alipaineessa. Ndin saatu NG—bentsyylioksi-
karbonyyli-L-arginiinilaktaamihydrokloridi liuotetaan 20 ml:aan
dimetyyliformamidia, jé&hdytet#dn -10°C:seen ja yhdistetdsn 6,2
ml:aan (44 mmoolia) trietyyliamiinia. Syntynyt suspensio kaadetaan
seuraavaan seka-anhydridiseokseen.

8 g (20 mmoolia) bentsyylioksikarbonyyli-D-fenyylialaniini-
L-proliinia (Nikolaides et al.: J. Med. Chem. 11 (1968) 74) liuote-
taan 25 ml:aan dimetyyliformamidia, liuos jddhdytetdin -lSOC:seen,

ja tdssd lampdtilassa voimakkaasti sekoittaen lisdtddn 2,22 ml
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(20 mmoolia) N-metyylimorfoliinia ja 2,64 ml (20 mmoolia) kloori-
muurahaishapon isobutyyliesterid. Seosta sekoitetaan 10 min, minkd
jédlkeen siihen lisdtddn myds edelld mainittu dimetyyliformamidi-
suspensio. Reaktioseoksen pH sdddetddn tarvittaessa arvoon 8-9
trietyyliamiinilla, ja sekoitusta jatketaan yhden tunnin ajan
-15°:ssa ja edelleen tunnin ajan 0°C:ssa. Seokseen lisitd&n 50 ml
bentseenid, saostuneet suolat suodatetaan ja pestd&n kahdesti

20 ml:1la bentseenid. Suodokseen lis&tddn 50 ml vettd, kerrokset
erotetaan ja vesikerros uutetaan kolme kertaa 30 ml:1la 10 %:ista
natriumkarbonaattiliuosta, kolme kertaa 30 ml:1lla vettd, kahdesti
30 ml:1la 0,1 N suolahappoa ja lopuksi kahdesti 30 ml:1la vettd.
Bentseeniliuos kuivataan natriumsulfaatilla, bentseeni haihdutetaan
alipaineessa, jdannds sekoitetaan 30 ml:aan dietyylieetterid, di-
etyylieetteri dekantoidaan, ja jd&dnnds trituroidaan 30 ml:1lla
petrolieetterid, suodatetaan, pestddn petrolieetterilld ja kuiva-
taan ilmassa. Saanto: 11,7 g (87 % teoreettisesta saannosta) vaiheen

2 otsikon mukaista yhdistettd; RY = 0,72-0,78.

f
Vaihe 3: Bentsyyliocksikarbonyyli-D-fenyylialanyyli-L-prolyyli-

NG—bentsyylioksikarbonyyli—L-arginiinialdehydi.

10,05 g (15 mmoolia) tripeptidilaktaamia, joka sisdltdsd
suojaryhmdn (esimerkki 1, vaihe 2), liuotetaan 45 ml:aan tetrahydro-
furaania, Jja -20°C:ssa vaimakkaasti sekoittaen lisit&in 11,25 mmoo-
lia tetrahydrofuraaniin liuotettua litiumalumiinihydridid@ (noin
28 ml noin 0,4 M liuosta). Reaktion kulkua seurataan ohutkerroskro-

matografian avulla (laktaamin Rl =90,72-0,78, ja aldehydin 0,32-

0,40) ja tarvittaessa lis&dtdéan iydridiliuosta. Reaktion loputtua
tetrahydrofuraaniliuoksen pH s&diddetddn arvoon 2 lisdam&lld varovasti
1 N suolahappoa, sen jdlkeen liuokseen lisdt8&n noin 100 ml vettd
niin, ettd el muodostu saostumaa, ja liuos uutetaan kahdesti

30 ml:1la n-heksaania. Vesipitoinen tetrahydrofuraaniliuos uutetaan
kolme kertaa 75 ml:1la metyleenikloridia, yhdistetyt metyleeniklori-
diuutteet pestddn ensin kolme kertaa 10 ml:1la 10 %:ista natrium-
karbonaattiliuosta ja sen jdlkeen kahdesti 10 ml:1lla vettd. Metylee-
nikloridiliuos kuivataan natriumsulfaatilla, ja liuotin haihdutetaan
alipaineessa. Jddnnds liuotetaan 50 ml:aan bentseenid, joka sen
jdlkeen haihdutetaan alipaineessa. Bentseeniliuotus ja haihdutus
toistetaan. Jddnnds trituroidaan dietyylieetterilld, suodatetaan,
pestddn dietyylieetterilld ja kuivataan ilmassa. Saanto: 7,3 g

(72 % teoreettisesta saannosta) vaiheen 3 otsikon mukaista yhdis-
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tettd; R% = 0,32-0,40, sp. = 116-117°C.
Vaihe 4: D—fenyylialanyyli-L—prolyyli—NG—karboksi—L-arginii-
nialdehydi.
6,7 g (10 mmoolia) tripeptidialdehydid, joka sisdltaa
suojaryhmdn, (esimerkki 1, vaihe 3), liuotetaan 1Q0 ml:aan
75 %-ista vesi/etanoli-seosta ja hydrogenolysoidaan 10 %:isen
palladium/hiilen (1 g) toimiessa katalyyttina. Reaktiota seurataan
ohutkerroskromatografian avulla (tripeptidialdehydin, joka sisdltdd
suojaryhmdn, ja vapaan NG—karboksijohdannaisen R4

f
0,95 ja 0,35-0,40). Reaktion loputtua katalyytti suodatetaan eril-

-arvot ovat 0,90-

leen, ja pestddn 30 ml:lla vettd, ja suodos haihdutetaan alipai-
neessa noin 30-40 ml:ksi, jolloin etanoli on haihtunut. Jd&nndkseen
lisdtd&dn 100 ml vettd, vesiliuos uutetaan 30 ml:1la metyleeniklori-

dia ja pakastekuivataan. Saanto: 4,3 g vaiheen 4 otsikon mukaista

yhdistettd; Rf = 0,35-0,40 /@720 = -123 £1° (c = 1, vedessd);
aminohappoanalyysi: Phe = 1,02, Arg-H = 0,97 (mddritetty NHB:na),
Pro = 1,00 (emdksinen muoto). Aminohappoanalyysin perusteella las-
kettu molekyylipaino on 471. C02 = 10,9 % (vapautettu rikkihapon
avulla) ja 2,1 % (saostettu BaCO3:na).

Esimerkki 2

D—fenyylialanyyli—L—prolyyli—NG~karboksi—L-arginiinialdehydi—

hemihydrokloridi

0,48 g NG—karboksi—D—fenyylialanyyli—L—prolyyli—L—arginiini—
aldehydid liuotetaan 5 ml:aan vettd ja 3-5°C:ssa lisdt#d&n 5 ml
0,1 N suolahappoa. Liuos pakastekuivataan. Saanto: 0,45 g esimerkin
2 mukaista yhdistett&. Rf = 0,35-0,40, 12q7;° = -120° (¢ = 1,
vedessd) .

Esimerkki 3

Tert.—butyylioksikarbonyyli—D—fenyylialanyyli-L—prolyyli—NG—
karboksi-L-arginiinialdehydi (kaavassa I X on tertiddrinen butyyli-
oksikarbonyyliryhmd ja Y on D-fenyylialaniinijd&nnds).

Vaihe 1: Tert.-butyylioksikarbonyyli-D-fenyylialanyyli-L-pro-
lyyli—NG—bentsyylioksikarbonyyli~L—arginiinilaktaami.

Kdyttden ldhtOaineena 8,6 g (22 mmoolia) tert.-butyylioksi-
karbonyyli—NG—bentsyylioksikarbonyyli-L—arginiini1aktaamia, valmis-
tetaan NG—bentsyylioksikarbonyyli—L-arginiinilaktaami esimerkin 1

vaiheessa 2 esitetyn menetelmdn mukaan, ja ndin saatuun dimetyyli-
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formamidisuspensioon lis#dtddn seuraava seka-anhydridiseos.

7,25 g (20 mmoolia) tert.-butyylioksikarbonyyli-D-fenyyli-
alanyyli-L-proliinia (U. Ludescer ja R. Schwyzer, Helv. Chim. Acta
55 (1972) 2052) ja 2,22 ml (20 mmoolia) N-metyylimorfoliinia liuo-
tetaan 20 ml:aan dimetyyliformamidia. Liuos j&ddhdytetdan -15%:seen,
sekoitetaan, lisdtdidn 2,64 ml (20 mmoolia) isobutyyliklooriformi-
aattia, ja 5 minuutin kuluttua lisdtdéan edellid mainittu dimetyyli-
formamidiliuos. Reaktioseosta sekoitetaan yhden tunnin ajan
—lSoC:ssa ja edelleen tunnin ajan OOC:ssa, minkd jdlkeen seokseen
]isitdin 30 ml bentseeniid. Saostuneet suolat suodatetaan ja pestdan
kahdesti 10 ml:lla bentseenii. Bentseeni/dimetyyliformamidi-liuok-
seen lisitdsin 50 ml vettd, ja kerrokset erotetaan. Vesikerros
uutetaan kahdesti 10 ml:1la bentseenid, minkd jdlkeen yhdistetyt
bentseeniuutteet pestdin kolme kertaa 30 ml:1lla 10 %:ista natrium-
karbonaattiliuosta, 30 ml:lla vettd, kolme kertaa 30 ml:1la 0,5 N
rikkihappoa ja kahdesti 30 ml:lla vettd, seka kuivataan natrium-
sulfaatilla, ja sen jdlkeen liuotin haihdutetaan alipaineessa. Jaan-
nds kisitellddn kevytpetrolilla, suodatetaan, pestddn kevytpetro-
lilla ja kuivataan ilmassa. Saanto: 9,65 g (76 % teoreettisesta

saannosta) vaiheen 1 otsikon mukaista tuotetta; R% = 0,81-0,89.

Vaihe 2: Tert.-butyylioksikarbonyyli-D-fenyylialanyyli-L-
prolyyli—NG—bentsyylioksikarbonyyli—L—arginiinialde—
hydi.

Kiyttden ldhtdaineena 9,52 g (15 mmoolia) esimerkin 3 vai-
heessa 1 valmistettua tripeptidilaktaamia, joka sisdltdd suojaryh-
min, vaiheen 2 otsikon mukainen yhdiste valmistettiin esimerkin 1
vaiheessa 3 esitetyn menetelmdn mukaaan, paitsi ettd litiumalumiini-
hydridilld suoritetun pelkistyksen jédlkeen liuos tehtiin happamaksi
0,5 N rikkihapolla. Saanto: 6,9 g (72 % teoreettisesta saannosta)
vaiheen 2 otsikon mukaista yhdistettd; Rf = 0,46-0,56.

Vaihe 3: Tert.-butyylioksikarbonyyli-D-fenyylialanyyli-L-pro-

lyyli-NG—karboksi-L-arginiinialdehydi.

Kidyttden l&htdaineena 6,4 g (10 mmoolia) esimerkin 3 vaihees-
sa 2 valmistettua tripeptidialdehydid, joka sisdltaa suojaryhmén,
vaiheen 3 otsikon mukainen yhdiste valmistetaan esimerkin 1 vaihees-
sa 4 esitetylld menetelmdlld. Saanto: 5,1 g (85 % teoreettisesta

saannosta) vaiheen 3 otsikon mukaista yhdistettd; Ré = 0,46 -0,56,
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27 go = -64 = 1° (c = 1, vesiliuoksessa, pH sdidetty suolahappoa

arvoon 7). Aminohappoanalyysi: Phe = 0,96, Arg-H = 0,97 (md&ritet-
ty NH3:na), Pro = 1,00 (emd&ksinen muoto). Aminohappoanalyysin perus-
teella laskettu molekyylipaino on 570Q.

CO, = 10,1 % (vapautettu rikkihapolla), ja 3,1 % (saostettu

2

BaCO3:na).

Esimerkki 4

Bentsoyyli—D—aalloisoleusyyli-L-prolyyli—NG—karboksi-L-argi—
niinialdehydi (kaavassa I X on bentsoyyliryhm& ja Y on D-allo-
isoleusiinijddnnds) .

Vaihe 1: Bentsoyyli-D-alloisoleusyyli-L-proliinidisyklohek-

syyliammoniumsuola.

19,2 g (81,5 mmoolia) bentsoyyli-L-isoleusiinia (F. Ehrlich:
Berichte 37 (1904), s. 1809) ja 16,5 g (80 mmoolia) disykloheksyy-
likarbodi-imidid liuotetaan 150 ml:aan metyleenikloridia, joka on
jddhdytetty S—lOOC:seen. Liuosta sekoitetaan jddhauteessa kaksi
tuntia, minkd jdlkeen lisdtddn 2 ml trietyyliamiinia ja 100 ml pet-
rolieetterid. Saostunut disykloheksyyliurea suodatetaan ja pestdédn
kahdesti 20 ml:1lla petrolieetterid. Suodos uutetaan kahdesti
50 ml:1la vettd, kahdesti 50 ml:1la 5 %:sta natriumvetykarbonaatti-
liuosta ja vedelld, kuivataan natriumsulfaatilla, ja liuotin haihdu-
tetaan alipaineessa. Jddnnds liuotetaan 80 ml:aan pyridiinid, jJja
liuokseen lisdtddn 9,2 g (80 mmoolia) L-proliinia ja 22,4 ml
(160 mmoolia) trietyyliamiinia. Reaktioseosta sekoitetaan huoneen
ldmpbtilassa kuusi tuntia, mink&d jdlkeen liuotin haihdutetaan ali-
paineessa. Jddnn0s liuotetaan vesi/eetteriseokseen (100 ml vettd
ja 50 ml eetterid), vesikerros pestddn kahdesti 20 ml:1la eetterid,
ja yhdistetyt eetteriuutteet pestddn kahdesti 20 ml:lla vettd.
Vesikerrokset yhdistetddn, ja liuoksen pH sdddetddn 5 N rikkihapolla
arvoon 2. Erotettu 6l1jy uutetaan kolme kertaa 50 ml:1lla etyyliase-
taattia, yhdistetyt etyyliasetaattiuutteet pestddn kahdesti 20 ml:lla
vettd, kuivataan natriumsulfaatilla, ja liuotin haihdutetaan ali-
paineessa. Jddannds liuotetaan 100 ml:aan eetterid, ja 16 ml disyklo-
heksyyliamiinia kaadetaan liuokseen. Muodostuneet kiteet erotetaan
suodattamalla, pestddn kolme kertaa 20 ml:lla eetterid ja kuivataan
vidkevdlla rikkihapolla tyhjossa. Saanto: 26,3 g (64 % teoreettises-
ta saannosta) vaiheen 1 otsikon mukaista yhdistettd. Sp. = 117-

1

118°c. Rf = 0,36-0,46 ja 0,13-0,23 (disykloheksyyliamiini). Amino-
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happoanalyysi: proliini = 1,00 (emdksinen muoto), alloisoleusiini
= 0,92, isoleusiini = 0,02.

Vaihe 2: Bentsoyyli—D—alloisoleusyyli—L-prolyyli—NG—bentsyyli—

oksikarbonyyli-L-arginiinilaktaami.

Kiyttden lihtdaineena 8,6 g (22 mmoolia) tert.-butyylioksi-
karbonyyli-NG-bentsyylioksikarbonyyli—L—arginiinilaktaamia valmis-
tetaan NG—bentsyylioksikarbonyyli—L—arginiinilaktaami esimerkin 1
vaiheessa 2 esitetyn menetelmin mukaan, ja saatu dimetyyliformamidi-
suspensio lisitddn seuraavaan seka-anhydridiseokseen.

10,3 g (20 mmoolia) bentsoyyli-D-alloisoleusyyli-L-proliini-
disykloheksyyliammoniumsuolaa (esimerkki 4, vaihe 1) ja 0,23 ml
(2 mmoolia) N-metyylimorfoliinia liuotetaan 20 ml:aan dimetyyli-
formamidia, liuos jddhdytetddn -lSOC:seen, ja jatkuvasti sekoittaen
lisitidin ensin 2,64 ml (20 mmoolia) isobutyyliklooriformiaattia
ja 5 minuutin kuluttua edelld mainittu dimetyyliformamidiliuos.
Reaktioseosta sekoitetaan yhden tunnin ajan -15°C:ssa ja edelleen
tunnin ajan 0°C:ssa. Saostuneet suolat erotetaan suodattamalla ja
pestddn kahdesti 5 ml:lla dimetyyliformamidia. Yhidstettyihin suo-
doksiin lisdtddn 100 ml bentseeni#d, ja bentseenikerros pestddn kol-
me kertaa 30 ml:lla vettd, kahdesti 20 ml:lla 1 n natriumhydroksidi-
liuosta, kolme kertaa 30 ml:lla vettd, kahdesti 20 ml:1la 0,5 N
rikkihappoa ja kolme kertaa 20 ml:lla vettd, kuivataan natrium-
sulfaatilla, ja liuotin haihdutetaan alipaineessa. JddnnOs tritu-
roidaan petrolieetterillid, erotetaan suodattamalla, pestddn petroli-
eetterilld ja kuivataan ilmassa. Saanto 9,3 g (76 % teoreettisesta
saannosta) vaiheen 2 otsikon mukaista yhdistetta; R% = 0,52-0,62.

Vaihe 3: Bentsoyyli—D-alloisoleusyyli—L-prolyyli—NG—bentsyyli—

karbonyyli-L-arginiinialdehydi.

9,2 g (15 mmoolia) tripeptidilaktaamia, joka sisdltdd suoja-
ryhmidn (esimerkki 4, vaihe 2), liuotetaan 40 ml:aan tetrahydrofu-
raania, ja jatkuvasti sekoittaen —ZOOC:ssa lisitddn 0,427 g (11,25
mmoolia) tetrahydrofuraaniin liuotettua litiumalumiinihydridid.
Reaktioseoksen pH sdiddetddn 1 N suolahapolla arvoon 2, ja seokseen
lisitdin 80 ml vettd. Liuos pestdidn 30 ml:lla n-heksaania ja uute-
taan kolme kertaa 50 ml:lla metyleenikloridia. Yhdistetyt metyleeni-
kloridiuutteet pestddn kahdesti 10 ml:1la 10 %:ista natriumkarbo-

naattiliuosta ja kahdesti 10 ml:1la vettd, kuivataan natriumsulfaa-
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tilla, ja liuotin haihdutetaan alipaineessa. Jddnnds kdsitellddn
dietyylieetterillid ja kuivataan vidkevdlld rikkihapolla tyhjdssa.
Saanto: 6,7 g (72 % teoreettisesta saannosta) vaiheen 3 otsikon

l - -
PR 0,47-0Q,57.

Vaihe 4: Bentsoyyli—D-alloisoleusyyli-L—prolyyli—NG—karboksi—

mukaista yhdistettd; R

L-arginiinialdehydi.

6,2 g (10 mmoolia) tripeptidialdehydid, joka sisdltdd
suojaryhmdn, hydrogenolysoidaan esimerkin 1 vaiheessa 4 esitetyn
menetelmidn mukaan, eristetdidn ja kylmdkuivataan. Saanto: 4,05 g
(81 % teoreettisesta saannosta) vaiheen 4 otsikon mukaista yhdis-
tettd; R% = 0,4-0,5 [hﬁ?;o = -42,6 £ 1° (¢ = 1, vesiliuoksessa,
jonka pH on sdddetty arvoon 7 suolahapolla). Aminohappoanalyysi:
allo-Ile = 0,97, Ile = 0,02, Arg-H = 0,95 (mddritetty NH3:na),

Pro = 1,00 (emdksinen muoto). Aminohappoanalyysin perusteella las-
kettu molekyylipaino on 590. CO2 = 9,5 = (vapautettu rikkihapolla)
ja 2,0 % (saostettu BaCO3:na).

Esimerkki 5

ﬂ—fenyyli—D—laktyyli-L-prolyyli—NG—karboksi—L-arginiini

(kaavassa I X on vetyatomi ja Y on ﬁ—fenyyli—D—maitohappo—

jaannds)

Vaihe 1: O-tert.-butyylioksikarbonyyliamidi- /§-fenyyli-D-

laktyyli-L-proliini.

15,1 g (40 mmoolia) O-tert.—butyylioksikarbonyyliamidiqﬁ -
fenyyli-D-maitohapon N-hydroksimeripihkahappoimidiesteria
(Kisfaludy et al: Acta Biochim. Biophys. Acad. Sci. Hung, § (1972),
s. 393) liuotetaan 50 ml:aan pyridiinid, ja liuokseen lisdtdan
4,7 g (40 mmoolia) L-proliinia ja 5,6 ml (40 mmoolia) trietyyliamii-
nia, ja sekoitetaan, kunnes ne ovat liuenneet tdydellisesti. Liuotin
haihdutetaan alipaineessa. Jddnnds kédsitellddn vesi/dietyylieette-
ri-seoksella (100 ml vettd ja 100 ml dietylieetterid). Vesikerros
pestdidn 30 ml:1la dietyylieetterid, ja yhdistetyt eetteriuutteet
pestddn 30 ml:lla vettd. Vesikerros yhdistetd&dn, liuoksen pH sddde-
tddn 3 N suolahapolla arvoon 2, ja liuos uutetaan kolme kertaa
50 ml:1lla etyyliasetaattia. Yhdistetyt etyyliasetaattiuutteet pes-
tisn kahdesti 20 ml:lla vettd, kuivataan natriumsulfaatilla, ja
liuotin haihdutetaan alipaineessa. Saanto: 9,85 g (65 % teoreetti-
sesta saannosta) vaiheen 1 otsikon mukaista yhdistetta: R% = 0,4~
0,5.
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Vaihe 2: O—tert.—butyylioksikarbonyyliamidi—/z—fenyyli—D—
1aktyyli—L-prolyyli—NG—bentsyylioksikarbonyyli—L—
arginiinilaktaami.

11,2 g (28,6 mmoolia) tert.—butyylioksikarbonyyli-NG—bentsyy—
lioksikarbonyyli-L-arginiinilaktaamia (esimerkki 1, vaihe 1) sus-
pensoidaan 25 ml:aan etyyliasetaattia, ja suspensiota samalla se-
koittaen siihen kaadetaan 5°:ssa 50 ml 4 M suolahappo/etyyliase-
taatti-seosta. Sekoitusta jatketaan jddhauteessa 30 minuutin ajan,
minkd jdlkeen reaktioseokseen lisdtddn 130 ml kylmdd etyyllasetaat—
tia, ja seos kuivataan kaliumhydroksidilla tyhjdssd. Saatu N -bent-
syyl1ok51karbonyyll—L—arg1n1lnllaktaamlhydroklorldl liuotetaan
25 ml:aan dimetyyliformamidia, j&dahdytetdan -10°C:seen, ja lisdtdidn
8,1 ml (57,8 mmoolia) trietyyliamiinia. Saatu suspensio kaadetaan
seuraavaan seka-anhydridiseokseen.

9,85 g (26 mmoolia) O-tert.-butyylioksikarbonyyliamidi- /3 -
fenyyli-D-laktyyli-L-proliinia, joka on valmistettu esimerkin 5 vai-
heessa 1 esitetylld menetelmdlld, liuotetaan 33 ml:aan dimetyyli-
formamidia, Jjd&hdytetdan —lSOC:een, ja t#dssd lédmpdtilassa lisdtdan
ensin 2,89 ml (26 mmoolia) N-metyylimorfoliinia ja 3,43 ml (26 mmoo-
lia) isobutyyliklooriformiaattia voimakkaasti sekoittaen, sekoitus-
ta jatketaan 10 min, minkd jdlkeen lis&atddn edelld mainittu dime-
tyyliformamidisuspensio. Seoksen pH sdidetddn tarvittaessa 8-9:ddn
trietyyliamiinilla, ja sekoitusta jatketaan -15°:ssa yhden tunnin
ajan ja edelleen tunnin ajan 0°C:ssa. Reaktioseokseen lisdtdén
60 ml bentseenii, saostuneet suolat suodatetaan Jja pestddn kahdesti
30 ml:1la bentseenii. Suodokseen lisdtdan 70 ml vettd, kerrokset
erotetaan, ja vesikerros pestddn kolme kertaa 30 ml:1lla bentseenid.
Yhdistetyt bentseeniuutteet pestdidn kolme kertaa 40 ml:1la 10-%:ista
natriumkarbonaattiliuosta, kahdesti 40 ml:1la 0,1 N suolahappoa ja
lopuksi kahdesti 40 ml:lla vettd, kuivataan natriumsulfaatilla, Ja
liuotin haihdutetaan alipaineessa. Jd&nnos kdsitellddn kevytpetro-
lilla, suodatetaan, pestddn kevytpetrolilla ja kuivataan ilmassa.
Saanto: 10,3 g (60 % teoreettisesta saannosta) vaiheen 2 otsikon mu-

kaista yhdistettd; Ri = 0,65 -0,70.
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Vaihe 3: O-tert.-butyylioksikarbonyyliamidi- -fenyyli-D-
laktyyli—L-prolyyli~NG~bentsyylioksikarbonyyli—L*
arginiinialdehydi.

Kdyttden ldhtdaineena 10,2 g (15 mmoolia) tripeptidilaktaa-
mia, joka sisdltdd suojaryhmdn (esimerkki 5, vaihe 2), valmistetaan
vaiheen 3 otsikon mukainen yhdiste esimerkin 1 vaiheessa 3 esitetyl-
14 menetelmdlld, paitsi ettd haihdutuksen j&dlkeen j&annds kdsitel-
l4dn dietyylieetteri/kevytpetroli-seoksella (l1:1), suodatetaan ja
pestddn samalla liuottimella. Saanto: 6,4 g (62 % teoreettisesta
saannosta) vaiheen 3 otsikon mukaista yhdistettd; R% = 0,32-0,42.

Vaihe 4: (3—fenyyli—D—laktyyli—L—prolyyli—NG -karboksi-L-
arginiinialdehydi.

6,2 g (9 mmoolia) tripeptidialdehydid, joka sisdltdd suoja-
ryhmédn (esimerkki 5, vaihe 3), liuotetaan 100 ml:aan 75 %:ista
vesi/etanoliseosta, ja liuos hydrogenolysoidaan 10 %:isen palla-
dium/hiilen toimiessa katalyyttina (1 g). Reaktion kulkua seurataan
ohutkerroskromatografian avulla (tripeptidialdehydin, joka sis&dltaa
suojaryhmdn, ja NG —-karboksijohdannaisen Ré -arvot olivat 0,92-

0,97 ja 0,56-0,66). Reaktion loputtua katalyytti suodatetaan erilleen,
pestddn 30 ml:1la vettd, ja suodos konsentroidaan alipaineessa

30-40 ml:ksi. Jddnndkseen lisdtddn 100 ml vettd, vesiliuos uutetaan

30 ml:1la metyleenikloridia ja kylm&kuivataan. Saanto: 3,8 g vaiheen

4 otsikon mukaista yhdistettd: Ry = 0,56-0,66 [a4_7]230 = -g1 ¥ °

(c = 1, vedessd). Aminochappoanalyysi: Arg-H = 0,96 (mddritetty
NH3:na), Pro = 1,00 (emdksinen muoto). Aminohappoanalyysin perusteel-
la laskettu molekyylipaino on 470. C02 = 9,6 % (vapautettu rikki-

hapolla) ja 1,3 % (saostettu BaCO3:na).
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Patenttivaatimus

Menetelmd yleiskaavan I tai Ia mukaisten uusien terapeutti-
sesti kdytettdvien peptidyyli—NG—karboksyyli-arginiinialdehydien
ja niiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvien happoadditiosuolojen

valmistamiseksi,

PN

NH
! | L
X-Y-Pro-NH- CH N-C (I)
N
| NH-COOH
OH
%
\ (1a)
H
//N
X-Y—Pro—NH-—-CH NH-C

~CHO \NH-COOH

jossa kaavassa

X on vetyatomi, bentsoyyli- tai tert-.butyylioksikarbonyy-
liryhmd, ja

Y on D-fenyylialaniini-, ﬁ?—fenyyli-D-maitohappo— tai D-
alloisoleusiinij&annds,
tunne¢ttu siitid, ettd uretaanin kaltainen suojaryhmd, edul-
lisesti bentsyylioksikarbonyyliryhm&, joka on poistettavissa hydro-
genolyysilld vastaavasta peptidyyliarginiinialdehydista, jossa
uretaanin kaltainen suojaryhmid on ldsnd guanidinoryhman NG—atomissa,
poistetaan suorittamalla suojatulle peptidyyliarginiinialdehydille
hydrogenolyysi neutraaleissa olosuhteissa veden ja alemman alkano-
lin seoksessa, ja haluttaessa tuote muutetaan farmaseuttisesti

hyvidksyttidviksi happoadditiosuolaksi.
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Patentkrav
Forfarande for framst&llning av nya terapeutiskt anvéand-

bara peptidyl—NG~karboxyl—argininaldehyder med den allmdnna for-

meln I eller Ia och deras farmaceutiskt godtagbara syraadditions-

~.
( |

salter,

X-Y-Pro-HN -CH N-C (I)
~ N\
NH-COOH
OH
W
‘ 4¢NH (Ia)
X—Y—Pro—NH__CH NH-C
~CHO NH-COOH

vari X dr en vdteatom, en bensoyl- eller tert.-butyloxikarbo-
grupp och

Y dr en D-fenylalanin-, ﬂ -fenyl-D-mjdlksyra- eller D-allo-
isoleucinrest,

k &nnetecknad ddrav, att man avldgsnar en skydds-
grupp av uretantyp, fdretrddesvis en bensyloxikarbonylgrupp,
som kan avlidgsnas genom hydrogenolys fran motsvarande peptid-
arginaldehyd, i vilken skyddsgruppen avuretantyp &r ndrvarande
i guanidinogruppens NG—atom, genom att underkasta den skyddade
peptidylarginaldehyden hydrogenolys vid basiska foérhallanden

i en blandning av vatten och en l&gre alkanol, och, ifall &6nsk-
vdrt, omvandlar man produkten till ett farmaceutiskt godtag-

bart syraadditionssalt.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer
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