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3H-PHE-PRO-6LY-OH AND 3H2-TYR-PRO-3H-PHE-PYRROLIDIDE 

J .  O e h l k e  ' ) ,  I. B o r n  b ) .  K .  N e u b e r t  b ) ,  E .  N i t t a g  a n d  
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b, M a r t i n - L u t h e r - U n i v e r s i t y  H a l l e .  I n s t i t u t e  o f  B i o c h e m i s t r y  

') C e n t e r  f o r  N u c l e a r  R e s e a r c h .  R o s s e n d o r f  

S umma r y 

The p r e c u r s o r  p e p t i d e s  H-Phe(1)-Pro-Gly-OH (111) a n d  H - T y r ( 1 2 ) -  

P r o - P h e ( 1 I - p y r r o l i d i d e  ( V I I I )  u e r e  s y n t h e s i z e d  b y  s t e p u i s e  

e l o n g a t i o n  f r o m  t h e  C - t e r m i n a l  e n d  a n d  b y  c o u p l i n g  o f  B o c - T y r ( 1 2 ) -  

Pro-OH w i t h  H - P h e ( 1 ) - p y r r o l i d i d e  a n d  f o l l o u i n g  d e p r o t e c t i o n  o f  t h e  

B o c - r e s i d u e  r e s p e c t i v e l y .  C a t a l y t i c  d e h a l o t r i t i a t i o n  y i e l d e d  

t r i t a t e d  p e p t i d e s  u i t h  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t i e s  o f  450 a n d  1500 

GBq/mmol r e s p e c t i v e l y .  C l e a v a g e  o f  3H2-Tyr-Pro-3H-Phe-pyrrolidide 

b y  d i p e p t i d y l p e p t i d a s e  I V  r e s u l t e d  i n  f r a g m e n t s  u i t h  specific 

r a d i o a c t i v i t i e s  o f  9 5 0  ( ' H 2 - T y r - P r o )  a n d  5 9 0  GBq/mmol  ( 3 H - P h e -  

p y r r o l i d i d e ) .  
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I n t r o d u c t i o n  

F o r  i n v e s t i g a t i o n s  o f  t h e  p e p t i d e  t r a n s p o r t  a t  t h o  i n t e s t i n a l  

e p i t h e l i u m ,  w h i c h  h a d  b e e n  p r o m p t e d  b y  t h e  r e c e n t  f i n d i n g  o f  

s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e s  f o r  0 - c a s o m o r p h i n s  a t  t h e  i n t e s t i n a l  

e p i t h e l i a l  c e l l  l a y e r  /l/, t h e  0 - c a s o m o r p h i n e  a n a l o g u e s  3H-Phe-Pro- 

Gly-OH and  3 H 2 - T y r - P r o - 3 H - P h o - p y r r o l i d i d e  h a d  t o  b e  s y n t h e s i z e d .  

T h e  p r e p a r a t i o n  a n d  d e h a l o t r i t i a t i o n  o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

i o d i n a t e d  p r e c u r s o r s  i s  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  

A d d i t i o n a l  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  f o r  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  

r e s u l t s  o f  a n a l o g o u s  e a r l i e r  p e p t i d e  t r i t i a t i o n s  /2.3/ a n d  

m o d e l d e u t e r a t i o n s  f4-6/ and  t o  o b t a i n  i n f o r m a t i o n  a b o u t  a p o s s i b l e  

m u t u a l  i n f l u e n c e  o f  t h e  t w o  h a l o g e n a t e d  a m i n o  a c i d s  c o n t a i n e d  i n  

one  o f  t h e  p r e c u r s o r s  o n  t h e  l a b e l l i n g  r e s u l t .  Such i n f l u e n c e  is 

i m p l i e d  b y  s t r o n g l y  r e d u c e d  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t i e s  o b t a i n e d  a f t e r  

s e v e r a l  d e h a l o t r i t i a t i o n s  o f  p r e c u r s o r p e p t i d e s  c o n t a i n i n g  more  

t h a n  one h a l o g e n a t e d  amino  a c i d  /7-10/. O n  t h e  o t h e r  hand  a l s o  t h e  

t h e o r e t i c a l  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t i e s  w e r e  a c h i e v e d  i n  t r i t t a t i o n  

e x p e r i m e n t s  o f  t h i s  k i n d  / a .  1 1 - 1 4 f .  

R e s u l t s  and  d i s c u s s i o n  

F o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  I11 we a p p l i e d  a s t e p u i s e  e l o n g a t i o n  

( - f i g u r e  1) b y  u s i n g  4 - n i t r o b e n z y l e s t e r  f o r  c a r b o x y l  p r o t e c t i o n .  The 

e l o n g a t i o n  was a c c o m p l i s h e d  b y  t h e  m i x e d  a n h y d r i d e  p r o c e d u r e .  A f t e r  

a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  a n d  d e p r o t e c t r o n  o f  t h e  Boc -g roup  w i t h  h y d r o g e n  

c h l o r i d e  i n  a c e t i c  a c i d  t h e  t r i p e p t l d e  H - P h e ( 1 ) - P r o - G l y - O H  was 

i s o l a t e d  a s  h y d r o c h l o r i d e .  

The r o u t e  o f  s y n t h e s i s  f o r  ( V I I I )  i s  r e p r e s e n t e d  i n  f i g u r e  2.  

B o c - T y r ( 1 2 ) - O H  w a s  c o n d e n s e d  w i t h  L - p r o l i n e  b y  t h e  2 . 4 . 5 -  

t r i c h l o r o p h e n y l e s t e r  p r o c e d u r e .  The r e s u l t i n g  Boc -Ty r (12 ) -P ro -OH 

was  c o u p l e d  w i t h  H - P h e - p y r r o l i d i d e  u s i n g  t h e  m i x e d  a n h y d r i d e  

m e t h o d .  A f t e r  d e p r o t e c t i o n  w i t h  h y d r o g e n  c h l o r i d e  i n  d i o x a n e  t h e  

t r i p e p t i d e  p y r r o l i d i d e  was c h a r a c t e r i z e d  as  h y d r o c h l o r i d e .  
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F i g .  2. S y n t h e s i s  scheme o f  Tyr(12)-Pro-Phe(1)-pyrrolidide 

The  r e s u l t s  o f  t h e  t r i t i a t i o n  e x p e r i m e n t s  a r e  c o l l e c t e d  i n  t h e  

t a b l e .  F r o m  t h e  t o t a l  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t i e s  a c h i e v e d  n o  

i n f l u e n c e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  s e c o n d  h a l o g e n a t e d  amino  a c i d  i n  

V I I I  o n  t h e  t r i t i a t i o n  r a t e  c a n  b e  d e r i v e d .  

T h e  c l e a v a g e  o f  3 H 2 - T y r - P r o - 3 H - P h e - p y r r o l i d i d e  b y  

d i p e p t i d y l p e p t i d e  h y d r o l a s e  (DPIV)  and  a s c e r t a i n i n g  t h e  s p e c i f i c  

r a d i o a c i t v i t e s  o f  t h e  f r a g m e n t s  r e v e a l e d  d i f f e r e n t  t r i t i a t i o n  

r e s u l t s  f o r  t h e  h a l o g e n a t e d  Phe- a n d  T y r - r e s i d u e s  r e l a t e d  t o  t h e  

number o f  e x c h a n g e d  i o d i n e  a tomos  ( t a b l e ) .  T h i s  f i n d i n g  c o r r e s p o n d s  

w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  p r e v i o u s  m o d e l d e u t e r a t i o n s  o f  4 - I -Phe-  a n d  3.5- 

1 2 - T y r - d e r i v a t i v e 6  /4 ,5/ ,  The f o u n d  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t i e s  o f  t h e  

f r a g m e n t s  a r e  u e l l  e x p l a i n a b l e  b y  t h e  i s o t o p i c  e f f e c t s  k H / k o  

d e r i v e d  f o r  the. d e u t e r a t i o n  o f  t h e  Phe- a n d  T y r - d e r i v a t i v e s  ( a b o u t  
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3 a n d  6 r e s p e c t i v e l y  /4.5/), i f  t h e s e  v a l u e s  a r e  m o d i f i e d  b y  t h e  

e x p o n i ’ n t i a l  f a c t o r  o f  1 . 4  i n  a n a l o c j y  t . 0  / 1 5 /  a n d  t a k i n g  i n t o  

a c c o u n t  t h e  h y d r o g e n  c o n t e n t  o f  1 5 %  i n  t h e  u s e d  t r i t i u m  g a s .  

T h e  d i f f e r e n c e  f o u n d  b e t u e e n  t h e  s p e c i f i c  r a d i o a c t . i v i t i n s  o f  3 1 i .  

P h e - P r o - G l y - O H  a n d  t h e  3 H - P h e - p y r r o l i d i d e  f r a g m e n t s  ( t a b l e )  s h o u l d  

b e  c a u s e d  b y  a v a r y i n g  d i r r c t  t r a n s f e r  o f  s o l v e n t  h y d r o g e n  t o  l.he 

s u b s t r a t e  d u r i n g  t h e  c a t a l y t i c  t r i t i a t i o n  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  

r e s u l t s  o f  e a r l i e r  s t u d i e s  / 2 - 6 / .  F o r  a n  e x p l a n a t i o n  o n  t h e  b a s i s  

o f  t h e  c o m m o n l y  p r e f e r r e d  i n d i r e c t  m e c h a n i s m  b y  d i l u t i o n  o f  t h e  

r e a c t i n g  g a s  w i t h  < , o l v r n t  h y d r o g e n ,  a d i f f e r e n c e  i n  t h e  e n r i c h m e n t  

o f  t h e  t r i t i u m  g a s  b y  s o l v e n t  h y d r o g e n  o f  a b o u t  5 %  u o u l d  b e  n e e d e d  

( t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  a n  i s o t o p j . ~  e f f e c t  o f  6 a s  a b o v e ) .  B u t  t h e  

f o u n d  s o l v e n t  r a d i o a c t i v i t y  ( t a b l e )  c o r r e s p o n d s  i n  a l l  c a s e s  t o  a 

t o t a l  d i l u t i o n  o f  t h e  t r i t i u m  g a s  b y  s o l v e n t  h y d r o g e n  o f  o n l y  1%. 

B a s e d  o n  t h i s  i n t e r p r e t a t i o n  t h e  h i g h e r  s p a c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  

t h e  3H-Phe-Pro -G ly -OH c o r r e s p o n d s  t o  a r e d u c e d  i n c o r p o r a t i o n  o f  

s o l v e n t  h y d r o g e n  w h i c h  s h o u l d  b e  e x p l a i n a b l e  i n  a n a l o q y  t o  m o d e l  

r e s u l t s  / 6 /  b y  a s t r o n g e r  c o m p e t i t i o n  o f  V I I I  u i t h  t h e  s o l v e n t  f o r  

t h e  r e a c t i o n  u i t h  t h e  a c t i v a t e d  c a t a l y s t .  P r e c o n d i t i o n  f o r  s u c h  a n  

e x p l a n a t i o n  i s  a h i g h e r  a f f i n i t y  o f  V I I I  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  1 1 1  t o  

t . h e  a c t i v a t e d  c a t a l y s t ,  w h i c h  i s  i m p l i e d  b y  s t r o n g l y  d i f f e r e n t  

r e a c t i o n  t i m e s  n e e d e d  f o r  q u a n t i t a t i v e  d e h a l o d e u t e r a t i o n s .  o f  b o t h  

p r e c u r s o r  p e p t i d e s  ( l e s s  t h a n  5 m i n .  f o r  V I I I  c o m p a r e d  t o  3 0  m i n .  

f o r  1 1 1  u s i n g  t h e  c o n d i t i o n s  g i v e n  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  p a r t ) .  

I n  t h e  same u a y .  a n  e x t r e m e l y  h i g h  a f f i n i t y  o f  VIIJ t o  t h e  

c a t a l y s t  u o u l d  e x p l a i n  a l s o  t h e  f i n d i n g  t h a t ,  i n  c o n t r a s t  t o  m o d e l  

d e u t e r a t i o n s  /4-6/ a n d  f o r e g o i n g  p e p t i d e  , t r i t i a t i o n s  /2,3/. n o  

c l e a r  i n f l u e n c e  o f  t h e  c a t a l y s t - t o - s u b s t r a t e  r a t i o  a n d  o f  t h e  t y p e  

o f  t h e  s o l v e n t  o n  t h e  t r i t i a t i o n  r e s u l t  c o u l d  b e  o b s e r v e d  ( t a b l e ) .  .. 
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E x p e r i m e n t a l  

M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  

T L C  w a s  p e r f o r m e d  o n  s i l i c a g e l  6 0  p l a t e s  ( M e r c k )  p r e f e r a b l y  

u s i n g  t h e  f o l l o u i n g  s o l v e n t  s y s t e m s :  ( A )  n - b u t a n o l / a c e t i c  

a c i d j w a t e r j e t h y l  a c e t a t e  1 / 1 / 1 / 2 ,  (6) n - b u t a n o l j a c e t i c  a c i d j w a t e r i  

e t h y l  a c e t a r e  j l j l j l j l  ( C )  s e c . - b u t a n o l j f o r m i c  a c i d j w a t e r  7 5 / 1 5 / 2 0 .  

( D )  n - b u t a n o l j p y r i d i n e j a c e t i c  a c i d j u a t e r  3 0 / 2 0 / 6 / 2 4 .  ( E )  n - b u t a n o l j  

p y r i d i n e j a c e t i c  a c i d j u a t e r  1 0 . 5 / 6 / 1 / 7 . 5 .  ( F )  p h e n o l j u a t e r  ( u / u )  

311.  ( G )  c h l o r o f o r m / m e t h a n o l  911.  (H )  b e n z e n e j a c e t o n e j a c e t i c  a c i d  

2 5 j l O j 0 . 5 ,  ( I )  e t h y l  a c e t a t e j p y r i d i n e j a c e t i c  a c i d j u a t e r  

9 0 / 1 5 / 4 . 5 / 8 . 3 .  Compounds  w e r e  v i s u a l i z e d  b y  U V .  n i n h y d r i n  a n d  

K I j s t a r c h .  

D i m e t h y l a c e t a m i d e  ( M e r c k . S c h u c h a r d )  was d i s t i l l e d  an s t o r e d  over 

m o l e c u l a r  s i e v e s  1 O X  and  34 b e f o r e  use .  T r i t i u m  gas ( l H - c o n t e n t  

a b o u t  1 5 % .  e s t i m a t e d  b y  m e a n s  o f  a n  i o n i s a r i o n  c h a m b e r )  w a s  

p u r c h a s e d  f r o m  T e c h s n a b - e x p o r t  ( S S S R )  and  s t o r e d  i n  t h e  f o r m  o f  

u r a n i u m  t r i t i d e .  

P a l l a d i u m  on  a l u m i n a  ( 1 0 % )  c a t a l y s t  ( E n g e l h a r d .  H a n n o v e r )  was o f  

t h e  same b a t c h  as t h a t  u s e d  i n  f o r e g o i n g  p e p t i d e  t r i t i a t i o n s  / 2 . 3 / .  

D i p e p t i d y l p e p t i d a s e  I V  ( 2 6  u n i t s / m g )  was  p r e p a r e d  f r o m  p o r c i n e  

k i d n e y  a c c o r d i n g  t o  ( 2 0 ) .  

F l u o r e s c e n c e  m e a s u r e m e n t s  u e r e  p e r f o r m e d  u i t h  a s p e c o l -  

s p e c t r o m e t e r  ( C a r l  Z e i s s .  J e n a )  e q u i p p e d  u i t h  a f l u o r e s c e n c e  

a d d i t i v e .  

A n a l y t i c a l  HPLC c h a r a c t e r i z a t i o n  u a s  c a r r i e d  o u t  on  a L i c r o c a r b  R P  

18 .  5 ,urn. c o l u m n  ( 1 2 5  x 4 mm) u s i n g  t h e  f o l l o u i n g  m o b i l e  p h a s e s :  

( 1 )  d l i n e a r  g r a d i e n t  o f  A :  0 . 1 %  TFA i n  u a t e r  a n d  6 :  7 0 %  

a c e t o n i t r i l e  i n  0 . 1 %  T F A ;  ( 2 )  a c e t o n i t r i l e  3 3 . 6 % /  0 . 0 5  m 

KH2P04(KOH), pH 7.6. 66.4 %; a t  a f l o u  r a t e  o f  1 m l / m i n .  

M S j F A B  a n a l y s i s  was p e r f o r m e d  o n  a TSQ 700 s p e c t r o m e t e r  ( F i n n i g a n  

MAT) u s i n g  a g l y c e r o l  m a t r i x  a n d  x e n o n  a t  8 keV. 
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P e D t i d e  s y n t h e s i s  

L - 4 - I o d o ~ h e n v l a l a n v l - L - ~ r o l v l - q l y c i n e  

Boc-Phe(1)-Pro-Gly-ONb ( I )  

3 9 1  mg ( l m m o l )  B o c - P h e ( 1 ) - O H  / 1 6 /  w e r e  d i s s o l v e d  i n  6 m l  THF. 

c o o l e d  t o  -15 ' C  t r e a t e d  w i t h  0 . 1 3  ml ( l m m o l )  N E M  and  0 . 1 3  ml 

(1 mmol) IBCF f o l l o w e d  b y  344 m9 ( 1  m m o l )  H-Pro -G ly -00Nb 'HC l  /17/ 

and  0 .13  m l  ( l m m o l )  NEW a f t e r  a n  a c t i v a t i n g  t i m e  o f  1 0  m i n .  A f t e r  

1 h a t  -15 ' C  t h e  m i x t u v e  w a s  s t i r r e d  5 h a t  room t e m p e r a t u r e  and 

t h e n  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  The  r e s i d u e  was  d i s s o l v e d  i n  e t h v l  

a c e t a t e  a n d  washed w i t h  b r i n e ,  5% KHS04. b r i n e ,  s a t u r a t e d  N a H C 0 3  

and  b r i n e .  The o r g a n i c  p h a s e  was d r i e d  o v e r  Na2S04,  f i l t e r e d  and 

e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s .  T h e  r e s u l t i n g  o i l  w a s  p u r i f i e d  b y  

d i s s o l u t i o n  i n  e t h y l  a c e t a t e  a n d  p r e c i p i t a t i o n  by  d i i s o p r o y l - p e t r o l  

e t h e r ,  f o l l o w e d  b y  c o l o m n  c h r o m a t o g r a p h y  o n  s i l i c a g e l  u s i n g  

b e n z e n e - a c e t o n e - a c e t i c  a c i d  (25:10:0.5)  e l u t i o n :  310 mg ( 5 5 % ) ,  R f G  

0.65:RfH 0.32; R f I  0 .84 

Eoc-Phe(1)-Pro-Gly-OH ( 1 1 )  

A s o l u t i o n  o f  7 0  mg ( 0 . 1  mmol)  I i n  5 m l  a c e t o n e  a n d  0 , 2 1  ml 0.5 n 

NaOH i n  n i t r o g e n  a t m o s p h e r e  was s t i r r e d  4 h a t  room t e m p e r a t u r e ,  

a n d  t h e n  t h e  a c e t o n e  e v a p o r a t e d .  The  r e s i d u e  was  d i l u t e d  u i - t h  

s a t u r a t e d  NaHC03 s o l u t i o n .  e x t r a c t e d  w i t h  e t h y l  a c e t a t e .  a c i d i f i e d  

w i t h  KHS04 ( p H  3 )  r e p e a t e d l y  e x t r a c t e d  w i t h  e t h y l  a c e t a t e .  The  

o r g a n i c  p h a s e  u a 6  washed w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  Na2S04. f i l t e r e d  

a n d  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s .  C r y s t a l l i z a t i o n  f r o m  e t h y l  a c e t a t e -  

p e t r o l  e t h e r  y i e l d e d  44 mg ( 7 8 2 )  o f  t h e  d e s i r e d  p r o d u c t .  

R f G  0.31; R f H  0.15; R f I  0 .31 

H-Phe(1)-Pro-Gly-OH'HC1 ( 1 1 1 )  

The Boc p r o t e c t i n g  g r o u p  was removed  b y  t r e a t i n q  I 1  ( 4 4  rng. 0.08 

m m o l )  w i t h  0 . 5  m l  1 n H C l / A c O H  f o r  3 0  min. T h e  p r o d u c t  was  
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p r e c i p i t a t e d  b y  a d d i t i o n  o f  e t h e r :  3 5  mg ( 8 7 % ) .  m.p.  149 -152 'C .  

/dfZoo - 7 . 7 5 '  ( c = l .  AcOH): RfB 0 . 6 1 ;  R f C  0 .46 ;  R f D  0 . 6 0  

h p l c  ( 1 )  tR = 1 5 . 4  m i n  ( 9 7  8 ) ,  MS/FAB: 446 .0  ( M H + ) .  C a l c d .  4 4 5 . 3  ( M )  

B o c - T y r ( 1 2 ) - P r o - O H  ( I V )  

1 7 0  mq ( 0 . 2 4  m m o l )  B o c - T y r ( I Z ) - O T C p  / 1 8 / ,  2 7  mg ( 0 . 2  m m o l )  1- 

h y d r o x y - b e n z o t r i a z o l e  a n d  4 2  u l  ( 0 . 3  m m o l )  L - p r o l i n e .  A f t e r  

s t i r r i n g  f o r  1 h a t  0 ' C  a n d  5 h a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  t h e  s o l v e n t  

w a s  e v a p o r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  u a s  d i l u t e d  w i t h  NaHC03  

s o l u t i o n .  A f t e r  e x t r a c t i o n  w i t h  e t h y l  a c e t a t e ,  t h e  a q u e o u s  s o l u t i o n  

w a s  a c i d i f i e d  w i t h  K H S 0 4  ( p H  3 )  a n d  t h e n  e x t r a c t e d  w i t h  e t h y l  

a c e t a t e  a g a i n .  T h e  o r g a n i c  p h a s e  was w a s h e d  w i t h  b r i n e  a n d  d r i e d  

o v e r  N a Z S 0 4 .  T h e  s o l v e n t  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  c r u d e  p r o d u c t  u a s  

c r y s t a l l i z e d  f r o m  e t h y l  a c e t a t e - p e t r o l e t h e r  a n d  a f t e r w a r d s  f r o m  

d i i s o p r o p y l e t h e r .  Y i e l d  1 0 6  mg ( 7 0 % ) ;  m.p .  1 9 4 - 1 9 8  *C ;  R f G  0 , 3 9 ;  

R f H  0 . 4 4 ;  R f I  0 . 4 5  

R o c - P h e ( 1 ) - p y r r o l i d i d e  ( V )  

To a m i x t u r e  o f  5 8 7  mg ( 1 . 5  m m o l )  B o c - P h e ( 1 ) - O H  / 1 9 /  a n d  0 . 1 9  m l  

(1.5 mmol) N E M  i n  1 0  ml THF. c o o l e d  t o  -15  ' C .  0 . 1 9  ml ( 1 . 5  m m o l )  

I B C F  w e r e  a d d e d ,  f o l l o w e d  b y  1 0 7  my ( 1 . 5  m m o l )  p y r r o l i d i n e  a f t e r  a n  

a c t i v a t i n g  t i m e  o f  8 m i n .  A f t e r  s t i r r i n g  f o r  1 h a t  -15  ' C  a n d  5 h 

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t h e  w o r k - u p  was  p e r f o r m e d  as d e s c r i b e d  a b o v e  

f o r  I. C r y s t a l l i z a t i o n  f r o m  d i i s o p r o y l e t h e r  y i e l d e d  400  m g  ( 6 0  % )  

o f  t h e  d e s i r e d  p r o d u c t :  m.p.  1 1 4 - 1 1 8  ' C :  R f G  0 . 6 6 :  R f H  0 . 4 0 ;  

R f I  0 . 8 4  

H-Phe(1)-pyrrolidide.HC1 ( V I )  

2 8 0  mg ( 0 . 6 3  m m o l )  V w e r e  t r e a t e d  w i t h  3 m l  4 n H C 1  i n  e t h y l  

a c e t a t e .  A f t e r  30  m i n  t h e  s o l u t i o n  was c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o  a n d  
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t h e  p r o d u c t  c r y s t a l l i z e d  f r o m  e t h y l  a c e t a t e :  232 mg (97%): m.p. 

225-229 * C ;  R f B  0.59; R f C  0.38; R f O  0.70 

Boc-Tyr(I2)-Pro-Phe(I)-pyrro1idde (VII) 

To a s t i r r e d  s o l u t i o n  o f  106 mg (0.17 mmol)  IV a n d  21.3 u l  (0.17 

mmol)  N E M  i n  5 m l  THF. c o o l e d  t o  -15 ' C .  21.8 / u l  (0.17 mmol) IBCF 

a n d  a f t e r  10 m i n  64 mg (0.17 mmol)  VI and  21.3 / u l  (0.17 mmol )  NEM 

w e r e  added .  A f t e r  1 h a t  -15 ' C  t h e  m i x t u r e  was s t i r r e d  3 h a t  room 

t e m p e r a t u r e  and  w o r k e d  u p  a s  d e s c r i b e d  above  f o r  I. C r y s t a l l i z a t i o n  

f r o m  e t h y l  a c e t a t e - p e t r o l  e t h e r  y i e l d e d  118 m g  (74 % ) ;  m.p. 112 'C 

decomp.; R f G  0.59; R f H  0.30; R f I  0.69 

H - T y r ( 1 2 ) - P r o - P h e ( I ) - p y r r o l i d i d e ' H C 1  (VIII) 

118 mg (0.12 mmol)  V I I  w e r e  d i s s o l v e d  i n  2 m l  4 n HC1 i n  d i o x a n e .  

A f t e r  30 m i n  a t  room t e m p e r a t u r e  t h e  p r o d u c t  was p r e c i p i t a t e d  by  

a d d i t i o n  o f  e t h e r .  Y i e l d  100 mg (91%); m.,p. 156 'C decomp.; /d/20D 

-19.3 (c-1, AcOH); R f B  0.64; R f C  0 . 3 5 ;  R f D  0.58 

h p l c  (2) tR - 9.0 m i n  (98 8 ) .  R S / F A B :  857.0 ( M H + ) .  C a l c d .  856.3 ( N )  

T r i t i u m  l a b e l l i n q  

F o r  a l l  t r i t i a t i o n  e x p e r i m e n t s  t h e  same b a t c h  o f  t r i t i u m  g a s  a n d  

c a t a l y s t  was used .  

To o b t a i n  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  m i n i m u m  c a t a l y s t - t o - s u b s t r a t e  r a t i a  

n e e d e d  f o r  q u a n t i t a t i v e  d e h a l o g e n a t i o n .  t h e  h a l o g e n a t e d  p e p t i d e s  

w e r e  d i s s o l v e d  i n  DMA o r  w a t e r  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  s o l u b i l i t y  a n d  

t r e a t e d  w i t h  d e u t e r i u m  a t  n o r m a l  p r e s s u r e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

d i f f e r e n t  c a t a l y s t  a m o u n t s .  T h e  r e s u l t s  w e r e  e v a l u a t e d  b y  TLC 

( s o l v e n t  s y s t e m s  A a n d  C ) .  A t w o f o l d  o f  t h e  c a t a l y s t - t o - s u b s t r a t e -  

r a t i o .  w h i c h  l e d  t o  q u a n t i t a t i v e  d e h a l o g e n a t i o n  o f  P h e ( 1 ) - P r o - G l y -  

O H  a f t e r  a b o u t  30 m ' i n u t e s  u a s  u s e d  f o r  t h e  t r i t i a t i o n  o f  t h i s  

p r e c u r s o r .  F o r  t h e  p u r p o s e  o f  c o m p a r i s o n .  t h i s  c a t a l y s t - t o -  

s u b s t r a t e - r a t i o  was a l s o  u s e d  f o r  t h e  t r i t i a t i o n  o f  t h e  o t h e r  
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p r e c u r s o r  p e p t i d e .  a l t h o u g h  ' i n  t h i s  c a s e  c l e a r l y  l o v e r  c a t a l y s t  

a m o u n t s  w e r e  s u f f i c i e n t  t o  a c h i e v e  a q u a n t i t a t i v e  d e h a l o g e n a t i o n .  

F o r  t h e  t r i t i a t i o n .  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l  c o n t a i n i n g  t h e  d i s s o l v e d  

p r e c u r s o r  p e p t i d e  a n d  t h e  c a t a l y s t  ( s e e  t a b e l )  was  c o n n e c t e d  t o  

t h e  t r i t i a t i o n  m a n i f o l d ,  c o o l e d  u i t h  l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  

s u b s e q u e n t l y  e v a c u a t e d  ( 0 . 1  P a ) .  A f t e r  i n t r o d u c t i o n  o f  t r i t i u m  g a s  

( 0 . 3  m m o l )  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  a g i t a t e d  b y  m e a n s  o f  a 

m a g n e t i c  s t i r r e r  f o r  30 m i n u t e s  a t  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e  a n d  a 

t r i t i u m  ~ r e s s u r e  o f  a b o u t  6 0  k P a .  

A f t e r  s t o p p i n g  t h e  r e a c t i o n ,  t h e  c a t a l y s t  u a s  c e n t r i f u g e d  o f f  

a n d  w a s h e d  u i t h  1 0  m l  u a t e r .  F r o m  t h e  c o m b i n e d  f i l t r a t e  a s a m p l e  

was t a k e n  f o r  c o u n t i n g  t h e  s o l v e n t  r a d i o a c t i v i t y .  a n d  a f t e r u a r d s  

t h e  s o l u t i o n  was f r e e z e - d r i e d  4 t i m e s  u s i n g  u a t e r  t o  r e m o v e  l a b i l e  

t r i t i u m .  T h e  r e m a i n i n g  s o l i d s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  u a t e r  a n d  t h e n  

p u r i f i e d  b y  TLC ( s o l v e n t  s y s t e m  A ) .  

The  t r i t i a t e d  p e p t i d e s  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  s i l i c a g e l  u s i n g  

u a t e r ,  a n d  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0  ' C  i n  w a t e r l e t h a n o 1  1 / 1  a t  a 

r a d i o a c t i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a b o u t  1 5 0  MBq/m l .  R e l a t e d  t o  t h e  u s e d  

a m o u n t  o f  t h e  h a l o g e n a t e d  p e p t i d e .  y i e l d s  o f  a b o u t  4 0 %  w e r e  

o b t a i n e d  a f t e r  t h e  T L C - p u r i f i c a t i o n .  

T h e  p r o d u c t s  h a v e  b e e n  p r o v e d  t o  b e  r a d i o c h e m i c a l l y  p u r e  t o  m o r e  

t h a n  90 % a n d  t o  b e  i d e n t i c a l  u i t h  Phe-Pro -G ly -OH a n d  T y r - P r o - P h e -  

p y r r o l i d i d e .  r e s p e c t i v e l y .  b y  TLC u s i n g  t h e  s o l v e n t  s y s t e m  A-E a n d  

r a d i o s c a n n i n g .  

I n  o r d e r  t o  e s t i m a t e  t h e  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y ,  5-20 H B q  o f  t h e  

p u r i f i e d  l a b e l l e d  p e p t i d e s  u a s  d i s s o l v e d  i n  2 .0  m l  o f  0 . 0 5  m b o r a t e  

b u f f e r  pH. To  t h i s  s o l u t i o n  0 . 5  m l  o f  a s o l u t i o n  o f  f l u r a m  i n  

d i o x a n e  ( 2  m g / l O  m l )  u a s  a d d e d  u n d e r  s h a k i n g .  a n d  t h e  i n t e n s i t y  o f  

t h e  f l u o r e s c e n c e  a t  3 6 5  nm was m e a s u r e d  u i t h i n  3 0  m i n u t e s .  I n  t h e  

same u a y  c a l i b r a t i o n  v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  5 - 5 0  n a n o m o l e s  o f  

t h e  u n l a b e l l e d  r e f e r e n c e  p e p t i d e s .  



[ 'H,] &Casomorphine Analogues 1275 

C l e a v a a e  b v  DP I V  j d i D e p t i d y l p e D t i d e  h v d r o l a s e  m 3 . 4 .  1 4 . 5 . l Y  

119.201 

To a s o l u t i o n  o f  a b o u t  1.5 M B q  o f  t h e  l a b e l l e d  P e p t i d e  a n d  100 

l u g  o f  T y r - P r o - P h e - p y r r o l i d i d e  * H C 1  i n  120 ul H20 u e r e  a d d e d  12 /ul 

o f  DP I V - s o l u t i o n  (0.8 mg/ml  7 0 2  (NH4)pS04) .  A f t e r  40  h s t a n d i n g  a t  

a m b i e n t  t e m p e r a t u r e  n o  s t a r t i n g  p e p t i d e  c o u l d  b e  d e t e c t e d  a n d  t h e  

m i x t u r e s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  TLC u s i n g  s o l v e n t  F. The  t u o  r e s u l t i n g  

r a d i o a c t i v e  f r a g m e n t s ,  u h i c h  h a v e  b e e n  p r o v e d  b y  TLC t o  b e  

i d e n t i c a l  u i t h  t h e  r e f e r e n c e s  T y r - P r o  a n d  P r o - p y r r o l i d i d e  ( R F -  

v a l u e s  0.48 and  0 . 7 6  r e s p e c t i v e l y ) ,  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  s i l i c a g e l  

u s i n g  m e t h a n o l .  The r a d i o c h e m i c a l  p u r i t y  o f  t h e  e l u t e d  f r a g m e n t s  

was  h i g h e r  t h a n  90 8 a c c o r d i n g  t o  TLC c h e c k i n g .  T h e  s p e c i f i c  

r a d i o a c t i v i t y  was  d e t e r m i n e d  b y  t h e  f l u r a m  m e t h o d  a s  d e s c r i b e d  

above .  From t h e  r a t i o s  o f  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  b o t h  f r a g m e n t s  i n  

c o n n e c t i o n  u i t h  t h e  s p e c i f i c  a c i t i v i t y  o f  t h e  l a b e l l e d  s t a r t i n g  

p e p t i d e  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  s h o u n  i n  t h e  t a b l e  u e r e  c a l c u l a t e d .  
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