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Sposób wytwarzania nowych peptydów

.Przedmiotem wynalazku -jest sposób wytwarza-
oia nowych peptydów o ogólnym wzorze przed¬
stawionym na rysunku w kitórym R oznacza atom
wodoru, A oznacza ugrupowanie D-aiminokwasu,
to jeist D-A!la, Rj oznacza atom wodoru, X ozna¬
cza atom bromu, jodu 'lufo chloru albo grupę me-
itylową, grupę trójfliuoromet^lową lub grupę me-
toksylową, B oznacza Nh/OH3/- Met lufo NH-Pgl,
a Z oznacza grupę GGNH2, a także farmakologicz¬
nie dopuszczalnych addycyjnych soli tych związ¬
ków z kwasami.

Związki o> wzorze przedstawionym na rysunku
działają silnie przeciwbólowo, a ponadto wyka¬
zują duże powinowactwo do receptorów /<5/enke-
falliny w porównaniu z ich zdolnością do wiązania
się z receptorami faf morfiny. Tak wieje, związki
te dhairakteryzujie zmmiejlsizony poziom morflnopo-
dofonych efektów ubocznych. Zwiększona zdolność
wiązania się z receptorami enkefadiny stanowi o
wielkiej przydatności omawianych związków w ,le-
Cizeniu schizofrenii.

Związki wyltwairzane sposobem według wynalaz¬
ku ,są analogami enkefalin. o podstawionym pierś¬
cieniu fetnydoallaininy. Rodzaj i pozycja podstawie¬
nia są ściśle określone, a mianowicie w pozycji 4 25
peptydu znajduje się ugrupowanie L-fanyiloalaniny
podstawionej w położeniu meta*

Związki wytwarzane sposobem według wyna¬
lazku są cennymi środkami przeciwbólowymi.

Ostatnio z mózgów i płynu mózgowoHrdzenio- 30

10

15

20

weigo sisalków wyekstrahowano endogenne suibsitan-
cje o działaniu morfinoipodofanym. Substancje te,
zwane enlkefalinami, zidentyfikowali Hughes i in¬
ni (iNature, 21513, 577 (19f75> jako pentopeptydy o na¬
stępująicych sekwencjach:
H-TyrHGly-iGlyHFhe-Met^OH
H-Tyr-Glly-Gly-Phe-Leu-OH

Związkom tym nadano nazwy odpowiednio me-
tiGininoeinkeeallilna i leucyinoenkefalina. Związki te
wyikazują wprawdzie działanie przeciwbólowe przy
podawaniu do komór mózgowych myszom (Buscher
i inni, Naturę, 261, 423 (197<G)),, jednak są one
praktycznie pozbawione tego działania, przy poda¬
waniu pozajelitowym.

(Od chwili odlkryciai emkefailiin prowadzono wie¬
le badań nad wytworzeniem ich analogów w na¬
dziei opracowania związków o wzmożonym dzia¬
łaniu i użyteczności w praktyce przy podawaniu
pozajelitowym lub doustnym.

Duitta i inni (Life Sciences, 21, str. 5l5'9^5i62
(1077)) dokonali pewnych modyfikacji struktural¬
nych, które ich zdaniem zwiięjkszają siłę działania.
Autorzy ,siugeru;ją, iż silniejisize działanie uzyskuje
się dzięki dowolnej z poniższych modyfikacji,
względnie wszystkich tych modyfikacji:
a) podstawienie Gly w pozycji 2 pewnymi D- lub
a-aza-amino-kwąsami,
bfl przemiana końcowej grupy karboksylowej w
ester metylowy lub amid,
c) modyfikacja Phe w pozycji 4 drogą podstawiie-
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mia a-aza, N-metylowania lub uwodornienia pierś¬
cienia .aromatycznego.

iRoemer i iininii (Naturę,, 268, sto. 547^5419 (lll9'77))
sugerują modyfikację Met5 do odpowiedniego kar^-
bifnolu onaiz utlenienie przy atomie siarki w Met
do suliiotilenkiu.'

Z belgijskiego opisu patentowego nir 8199 026' zna¬
ne jteislt wprowadzanie ugrupowania D-aniinokwa-
su w pozycję 2 analogów enkefalliny, przeprowa^
dzenie końcowej grupy karboksylowej w aimdd i
N-zailkiilowanie ugrupowahiai aminokwasu w po¬
zycji 5. Zabiegli te mają wzmagać siłę działania
i polepszać bioprzyswajalność..

Podstawione w pierścieniu alnailógi 4-fenyloala-
n^loenkefaiiny znane ,są z literatury.

IA. R. Day i inni opisali w Res. Comim. ,in Chem.
Path. aod PharmacOl., 14 (4),. 5|97—^603i (1OT6) H-
-Tyr-G,ly^Giiy-p^ai-iPhe-^le-OH..

iR. J. Miller i inni opisali' w Vlitamihs and Hor-
mones, 36, 297^382, Acaideimic Press (197©) H-Tyr-
-D-Aaa-Glyip-OUPhe^D^Leu-OiH, H-Tyr-D-Ala-Gly-
np^Cl-Pne-D-Leu-OMe i H-TyrnD-Ala-dy-p^Ol-
^Phe-D^Leu-<NHet.

W referacie zatytułowanym ,,Qpioid Activity of
Enkepoalin Analogues" zaprezentowanym przez
Pleis.g'a i innych na XV Syimipozjtuim Europejskim
na temiaJt peptydów, 4—9 września 1(978 r., Gdańsk,
PRL, omówiono H-Tyr-D-Ala^Gly-p-iGl-Phe-iMet
7Q/-ol.

Z pracy D. H.. Coy'a i innych opublikowanej
w BBRC, 83, (3), 97'7i—^9*83 (H9I7I8) znany jest H-Tyr-
^D-Alai-Qly-F^Phe-Met-MH2.

W opisie patentowym Rep. Płd. Afryki nr 77l/06|79
ujawniono pentape;ptydowe analiogi enkefa/liny o
różnych podstawnikach w pierścieniu reszty feny-
loalaniny.!

Z belgijskiego qpisni patentowego rur 8186 677 zna¬
ne są peinitaipeptydowe analogi enkefaliny,, w któ¬
rych pierścień feinyloallainlny jest podstawiony w
położeniu para atomem fluoru.

Na. 17i6th Amer. Ohem. Soc. National Meeting,
lii—14 września 19W8 r*, Miami Beach, St. Zjedm.
Ameryki, R. Miller w swym referacie zatytuło-
wamym „Strućturall Pharmacology and Neurobiolo-
gy of the Enkephalins and Endoimorphins" ujaw¬
nił pewne analiogi enkefaliny o p- podstawionej
reszcie fenyloalaniny w pozycji 4, ai mianowicie
związki podstawione atomem chloru lub bromu.

iMeltzer i imni opisalli w Life Sciences!, 22, 193il—
—il0i3l3 (19(78} kilka analogów enke£a>liny, a mia¬
nowicie związki podstawione atomem chloru1 lub
grupą metoksylową w położeniu para, pierścienia
fenyloalaniny.

Cechą sposiobu według wynalaizku jest. to-, że
z odpowiednio zabezpieczonego związku o ogól¬
nym wzorze przedstawionym na rysunku, w któ¬
rym wszystkie symbole mają wyżej podane zna¬
czenie, ods'zczepia się grupy zabezpieczające przy
użyciu środka odsizczepiającego, po czym powstały
związek wyodrębnia się ewentualnie w postaci
farmakologicznie dopuszczalnej soli.,

Girupy zabezpieczające mogą być obecne na każ¬
dym z aminokwasów lub na żywicznym nośniku
stosowanym podczas, syntezy w fazie startej. Gru¬
py te są grupami powszechnie stosowanymi w syn¬

tezie peptydów dla ochrony aminokwasów w pro¬
cesie sjprzęgania, z włączeniem żywicznego nośnia
ka stosiowanego w syntezie w fazie stałej.

Farmakologicznie dopuszczalnymi nietoksycznymi
addycyjnymi solaimi peptydlów wytwarzanych spo¬
sobem według wynalazku i kwasów są sole kwai-
s-ów nieorganicznych i organicznych, takie jak np.
sól kwasu solnego, siarkowego, sulfonowego, wi¬
nowego, fiuimarowegO', bromowodorowego,, glikolo-
wego, cytrynowego, maleinowego, fosforowego,
bursztynowego, mrówkowego, octowego, azotowego,
benzoesioweg o, askorbinowego, p-toluenosulfonowe-
go, benzenosulfonowego, nafta!enosulfonowego, pro-
pionowego, Ąp. Korzystne są sole kwasiu solnego,
octowego i bursztynowego. Sole wytwarza się zna>-
nymJi metodami'.

Jak wynika ze wzoru przedstawionego na ry¬
sunku, nowe peptydy są pentapeptydarni.

20 Ważną cechą nowych peptydów jest ich konfi- -
guracja stereochemiczna. Dla uproszczenia, reszty
aminokwasów ponumerowano kolejno poczynając
od reszty z końcową funkcją aminową. Chirai-
ność resizJt aminokwasów od pozycji 1 do Ł jest

25 następująca: L, D, brak, L. Reszta w pozycji 3
pochodzi od glicyny, zatem chiralmość w tym przy¬
padku nie występuje. W pozycji 5 ^pozycja C-
-końcowa) chlirallność odpowiada chiradności odpo¬
wiedniego domniemanego L-aminokwaisu lub D-

31 -arniinokwasu względnie ich mieszaniny racemioz-
nej<

Poniżej podano pewne warunki dla poszczegól¬
nych pozycji peptydów wytwarzanych sposobem
według wynalazku-

35 A. Pozycja 1. Pozycja ta odpowiada amino-koń-
cowej części peptydu. Resztą jest tu reszta po¬
chodząca z L-tyrozyny. Reszta ta jest N-niepod-
stawiooa (R=(H). Związki takie przy podawaniu
pozajelitowym wykazują wyjątkowo sdikie działa-

40 nie przeciwbólowe.
B. Pozycja 12. Resztą aani/nokwasową (A) obecną

_ w pozycji 2 peptydów wytwarzanych sposobem
według wynalazku musi być stereoizomer D, i jest
nią D-Alla.

45

iC. Pozycjia 3. Resztą aminokwasu obecną w tej
- pozycji jest reszta glicyny.

D. Pozycja 4. Resztą aminokwasu obecną w tej
pozycji jest reszta pochodząca z m-podistawionej

50 L-fenyloalanliny /Phei/X/., Podsta(wnikliem X w po-
łożemiu meta jest atom bromu, jodu lub chloru
albo grupa metylowa1, trćijtflluoroimetylowa lub me-
toksylowa. Korzystnie X oznaczai atom bromu, jo¬
du lu!b cfhloru,, a naijkorzyst!niiej atom bromu lub

55 chloru.
E. Pozycja 5. Reszta -BnZ w C-końcowej pozycji

peptydów wytwarzanych sposobem według wyna¬
lazku jest resztą aminokwasu przeprowadzonego
w amlid /Z= -0/0/lNH2i/. Chirainość tej reszty od-

60 powiada konfiguracji L, D lub DL, przy czym-
korzysltnle jest to L. Grujpą B jest N/CH^/ — Met
lub NH — Plgl.

W opisie i zastrzeżeniach stosuje slię powszechnie
używane w chemii peptydów skróty, a 'miano-

65 wlicie:
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Ma

GUy
Lem

Met

Figi
Phe

Tyr
Me
Bt

BOC

Bztt
DOC

HBT

DMP
TFA

DIEA

— alanina

— glicyna
— leucyna
— metionina
— fenyloglicyna
— fenyloaianiinai
— tyrozyna1
— metyl ■ - .
— etyl
— t^butylloksykarbomyl

-— betfiizyil
— !N,,N'-dwiucyiyianeksyil otoatrbodwuiimid
— l-hydroksybenzotriazol
— NyNndiwulmetytlofoTmaimid'
— kwa&ltrójlfluorooctowy
— dwuetyloaniinoetyl

Związki Wyjściowe, to jest związki o wzorze
przedstawion.ym na rysunku z ochronionymi gru¬
pami funkcyjnymi "wytwarza, się istosująjc technikę

- znaną w syntezie peptydów. W trakcie wytwa¬
rzania niektórych tych zwiajzków może zajść częś¬
ciowa racemlizacja, przy czym jednak stopień tej
racemizacji nie jest wystarczający na to, by za¬
kłócić w znaczącym stopniu działanie przeciwbólo¬
we tych związków.,

(Związki wyjściowe syntetyzuje się w procesie
prowadzonym w fazie startej lub w kflaisycznyim
procesie w roztworze. W procesie w fasie stałej
łańcuch peptydu tworzy się stopniowo, stosując
żywiczny nośnik, na ogół żywicę benzhydrylo-
aminową Hub chllorometyllowaną żywicę polistyre¬
nową. Produkt odsvzczeipia się od nośnika za po¬
mocą HF w temperaturze 0°iC lurib za' pomocą, kwa^
su octowego, a następnie oczylszcza., .zazwyczaj
chromatograficznie. W procesie realizowanym w
roztworze łańcuch peptydowy wytwarza się pod¬
dając reakcji różne zaktywowame i zabezpieczone
aminokwasy w iprawie dowdlnej kolejności, po
czym wszelkie obecne jeszcze grupy zabezpiecza¬
jące uisuwa się za pomocą środka odisizczepiające-
&o, takiego jak kwas, nip. kwas trójfluorooctowy
(TFA), p-toluanosuilfonowy (T,SA), benzenoeulfono-
wy (iBSA), meitainosiuilfonowy MSA), lodowaty kwas
octowy wesipół z gazowym HCI1 lub kwas mrów¬
kowy. Zazwyczaj sit ©snuje się tialkże środek odszcze-
pilajajcy jon karbomiowy, taki jak anizol, tioan&zol
lub trójetylosiilam, korzystnie amiizol. Wszystkie wa¬
runki powyższych reakcji są dobrze znane spec¬
jalistom z dziedziny chemii peptydów. Przykłado¬
wo, tempenaituira reakcji z TFA wynosi od około
—.10°C do 30°C.

Bez względu na stosowaną metodę, wytwarżar¬
nie związków wyjściowych obejmuje sprzęganie
aminokwasów ilufo fragmentów peptydowych w re¬
akcji grupy aminowej jednego z nich z grupą
karboksylową naistejpnego. W reakcji tej powstaje
wiązanie amidowe. Dla uzyskania skutecznego
sprzężenia należy najpierw (zabezpieczyć wszystkie
grupy funkcyjne nie biorące bezpośredniego udziai-
łui w reakcji .sprzęgania, stosując odpowiedmlie gru¬
py zabezpieczające, a następnie odpowiednio za-
ktywować igrupę karboksylową, kitóra ma brać u-
dział w sprzęganiu. Wymaga -to starannego dobo¬

ru kolejności reakcji i warunków reakcji oraz od¬
powiednich grup zabezpieczających. Każdy z ami¬
nokwasów użytych do wytworzenia /peptydów za¬
wierających odpowiednie grupy zabezpieczające

5 ii/Uub odpowiednio zajktywowane grufpy funkcyjne
otrzymuje się metodami! znanymi w chemii pep¬
tydów.

(W każdym etapie syntezy zwiajzków wyjścio¬
wych istosuje się wybrane kombinacje grup za-

1<J bezpieczaijących, a mianowicie te kombinacje, w
przypadku których stwierdzono najkorzystniejszy
przebieg reakcji. Możliwe gest także stosowamiie
innych kombinacji, przy czym ich działanie (może
się okazać mniej korzystne. Przykładowo jako

13 grupy zabezpieczające grupy aminowe można sto¬
sować glrupę benzylcksykarfoonyiową Ill-foutoksy-
karfoonylową .111-rz.am^loks.ykarbonylową,, p-meto-
ksybenzyloksykarJbonylową, adamantyloksykarbony-
lową i izobornyloksykiarbonyllową. D(la zafoezpie-

20 ozania grupy hydroksy ugrupowania, tyrozylowego
stosuje siię na ogół grupę benzylową {'Bal), przy
czym z równym powodzeniem można stosować *
grupę p-n!itrobenzyilową /PNB/, pHmetofesyfbejnzylo-
wą ^PMiB/,, iltp.,

25 Grupami zabezpieczającymi gnupę karboksylową •
mogą być dowolne grupy tworzące ugn^powańia
estrowe, np. gruipa metylowai,, etylowa, benzylowa.,
p-nitrobenizyllowa, pHmetoksyfoenżylowa, 2,2-trój-
chiloroetyilowa, itp.

30 iSjprzęganie odpowiednio NHzialbeizpieezonych ami¬
nokwasów lufo fragmentów peptydów polega na
uaktywnieniu wolnej grupy karboksylowej amino*
'kwasu, lub fragmentu peptydu na reakcję sjprzę-
gania. Aktywację |prowadzi się rjednym ze aia-

35 nych sposobów. Jeden z takich sposobów polega
na przeiprowaidzeinliu grupy karboksylowej w u-
gruipowanie miesizanego bezwodnika. Wolną grupę
karboksylową aktywuje się poddając -ją reakcji
z innym kwasem, na ogół pochodną kwasu wę-

40 glowegO', rip. chllorkiem kwasu węg,lc^vego. Przy¬
kładami chlorków kwasowych stosowanych do wy¬
twarzania mieszamych 'bezwodników są chloro-
mrówczan etylu, chloraimrówczan fenylu, chloro-
mrówczan II-rz.ibutyllu, chloromirówezan izobutylu,

45 chlorek piwalofllu, itp., Korzystnie chiloromrówczan
, izobutylu..

Inny ispo&ób aktywowania grupy karboksylowej
na reakcję sprzęgania polega na jej przemiaimie
w ugrupowanie aktywnego estru, taikiegjo jak ester

so 2,4,3-trójcMorofenylowy, ^ięciochlorofetylowy, p-
-(nitirofenylliowyj itp,

linnym sposobem sprzęgania jest dobrze znana
reakcja sprzęgania ajzydków.

Korzystny sposób sprzęgania w syntezie związ-
55 ków wyjlśoiowych polega na stosowaniu N,^N"'-dwu^

cykloheksylokairbodwuiimidu (DOG) w celu zakty-
wowaniai wolnej funkcji karfooksylowejj a zatem
umośliwlienia reakcji sprzęgteunia. W tyim celu sto-
suije się równomolowe iflościi DOC i aminokwasu

•• lub fragmentu peptydu, w obecności rówttioaHolo*
weij ilości lnhydroksyberuzotriazolu (HBT). Obec¬
ność HBT zapobiega) niepożądanym reakcjom Ui-
bocznym, w tym ewentualnej recemizacji.

W oktreśftonych etapach syntezy związków wyj^
W śeiowych konieczne jest odszćzepienie gtwp zabęź*
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pieczających. Fachowiec z dziedziny ćhemiiii pep-
tydów łatwo dobierze takie grupy zabezpieczające,
które ulegać będą selektywnemu odszczepiamiu,
to znaczy w przypadku których będzie możliwe
odszczepienie jednej luib więcej niż jednej z tych 0
grup, ale nie wszysitkkh gtfulp zabezpieczających
obecnych w amiiinokwasiie luib fragmencie papty-
du. Sposoby odszezepiania grup zabezpieczających
są znane, patrz mp. Schiroder i Liibke, The Pep-
tides, Voluime I, Academic Presis, Nowy Jork, (li9G5), 10
a zwłaszcza tablica na sitir. 7$—175.
■ Gdszczapianie grup zabezpieczających grupy kar¬
boksylowe można realizować drogą zmydlajnia al¬
kaliami. W cellu deestiryfflkaeji zabezpieczonych gnup
karfooksylowych sitosuje się mocne alkalia, np. 15
NaOH, KOH, LiiOH, litp. Wairunkii zmydlania są
dobrze zinaine w chemii peptydów. Wiele grup za¬
bezpieczaj' ąicyeh grupy karboksylowe można także
usunąć drogą katalizowanej hydrogenoldzy, np. z
użyciem (palladu na węglu j.ako katalizatora. Po- 20
nadto w przypadku stosowania! grupy jp-niitroben-
zylowej luib 2,2,2^rójchlcHroetyilowej jako grup za¬
bezpieczających grupy karboksylowe, odsizazepiamie
grup zabezpieczających można realizować' drogą
redukcji w obecności cynku i kwasu solnego. 25

Wiele grup zabezpieczających grupy aminowe
ulega ods'zczepieniu pod1 wpływem kwaisów, nip.
kwasu mrówkowego, kwaisu trójflubrooctowego
(TPA), kwais/u p^tolueinosiullfomowego (TSA), kwasu
benzenosulfomowego (BSA), kwasu, naftalemoisulfo- 30
nowego, itp.., z wytworzeniem odpowiednich addy¬
cyjnych soli z kwasami. Odiszczapienia imych grup,
nip. grupy benzylloksykairbonyllowej, można reali¬
zować działając mai zabezpieczony aminokwas lub
fragment peptydu mieszaniną HBr i kwaisu octo- 35
wego, z wytworzeniem odpowiedniego bromowo-
dorku. Zastosowany sposób i odczynnik zależy za¬
wsze od chemicznego i fizycznego charakteru zwią¬
zków podlegających reakcji odszczepiiainia grup
zabezpieczających, Powstialłą addycyjną sól z kwa- 40
sem można przeprowadzić w postać związku ła¬
twiej dopuszczalnego farmakologicanie prlzez dzia¬
łanie żywicą jonowymienną, np. DEAE Sephadex
A '215, Amberlyst A 27, itp.

■'Grapę zabezpieczającą grupę hydroksyilową moż- 45
na zachowywać podczas calłej sekwencji reakcji
syntezy, a usunąć dopiero w ostatnim etapie, jed¬
nocześnie z odszczepieniem grup zabezpieczających
grupy aminowe. W zależności jednak od warun¬
ków ireakcji odszczepienie grup zabezpieczających 50
grupy karboksylowe, gnupę zabezpieczaljącą gru¬
pę ^CH można usunąć wcześniej. Gdy grupę za¬
bezpiecza jącą grupę karboksylową ulsuiwa się przez
zmydlanie alkaliami, to wówczas gruipa zabez¬
pieczająca grupę ^CH pozostaje nienanulsEona, nai- 55
tomilaist w przypadku katalitycznej1 hydrogenolizy,
zostaje ona usunięta. ;Nie isjtanowi to żadnego pro¬
blemu' W przypadku wytwarzania związków wyj^
ściowych, gdyż ich wytwarzanie może przebiegać
w obecności reszty tyrozylowej o wolnej grupie * 60
hydroksylowej', np. reszty tyrozylowej.

Zgodny z klasyczną, meltodą syntezy w roztwo¬
rze korzysitny sposób - wytwarzania związków wyj¬
ściowych ipolegą na tym, że sprzęgania!, poddaje
siię osobno, przygotowane tirójpeptydy iN-końcowe *5
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i dwupeptydy C-końcowe, po czym usuwa się
ewentualnie jeszcze obecne grupy zabezpieczają¬
ce. Oddzielnie wytworzony dwupeptyid C-końco-
wy może być zsynitezowainy tak, by zawierał u-
gruipow-soiie amidu, alkoholu, eteru lub estru. Al¬
ternatywnie, może on zawierać grupę będącą pre^
kursorem żądanego ugrupowania C-końcowego.
Wytwarzanie' pentapeiptydów ilulsitmije <sichemat,, na
którym Z oznacza resztę C^końcową w postaci
ostatecznej lub .prekursorowej, AA oznacza resztę
amiinokwalsu, a cyfra przyporządkowana symbo¬
lowi AA oznacza pozycję danego aminokwasu w
sekwencji' stanowiącego produkt peptydu.

iSchemat iluisitruje jedynie jedną z możliwych
sekwencji reakcji prowadzących do wytworzenia
związków wyjściowych. Inny sposób isynltezy w
roztworze polega na stopniowym kolejnym do¬
dawaniu aminokwasów do łańcucha! peptydowego,
poczynając od C-końcówej resizty kwasowej. W
sposobie tym, a także w innych możliwych spo¬
sobach stosuje się metody preparatywne opisane
powyżej <

Dla fachowca jest oczywiste, iż w warunkach
silnie alkalicznych, np. takich jak stosowane w
wyżej opisanej reakejli alkilowania, może zajść
na atomie węgla w pozycji a raceimizacja. Stopień
racemlizaicjii może być różny, w zależności od da¬
nego aminokwasu. Zaichodzenie racemizacji można
zmniejszyć do minimum stosując naldimliar środka
alkilującego i skracając maksymalnie czas reakcji.
Jednak nawet w przypadku zajściia nadmiernej
ralcemiizacji' produkt można oczyścić przez krysta¬
lizację w postaoi soli odpowiedniej chirallnej ami¬
ny, np. soli di/+/-«-tfenyloetyfloamliiny.

C-końcową funkcję wyjściowych peptydów jest
gimpa karboksylową, przeprowadzona, w ugrupo¬
wanie amidu. Przemianę w amid prowadzi się
drogą, aktywizacji grupy karboksylowej za pomocą
DOC w obecności HJBT, otrzymując ester HBT.
Ester poddaje się reakcji z bezwodnym amoniai-
kieim otrzymując niepodstawliony amid.

Korzystnymi związkami, wytwairzanymi sposobem
według wynalazku są; L-(tyrozyloHDnallanylo.-glicylo-
nLnm-ibiromo^enyiloalanyll^^
amid, L-tyiriozylo-D-ailanylo-gilic^lo-L-m-trójfiluoro1-
metyilofenyloallainylo-L^NaHmetyloylmetioninoamiidyL-
-tyrozyilOHD^alanylo-igMcylo-LHm^chlorofenyioalainy-
lo-iL-i/INiaHmetyilo/meitioninoamid i L-tyr0zy'lO'HD-ia':la»-
nylo-i^licylo-iL-imHmeityilofanyloiallanylo-iL-./lNia-mety-
Io'/-nietlioninoaimid. Związki te wytwarza się np.
działając na odpowiednie zabezpieczone związki
ciekłym bezwodnym HF, a następnie kwalsem octo¬
wym.

'Korzystnymi1 związkami są feakże L-tyrozylo-D-
-alanyl'0-igillCylo-ŁHmetoksyfenyloailanylo-iL^lNa-me-
tyloi/metioninoamild, L-tyrozylo-D-alanylo-^licylo-L-
-im-jiodofenyloalanylonLr-/Nta-metyiloAnetioiniinoaniijd i
L-Ityrozyllo-D -lallanyllo-glicylo-iL-im-ibromofen yfto- aila ^
nylo-iL-i/NiaHmetyloi^glifCynaimid. Związki te wytwa^
rza się nip. działając na odpowiednie zabezpieczo¬
ne zwiąjzki wyjściowe kwasem "trójfluoróoictowym.

Związki wytwarzane ^spiosobem według wynalaz¬
ku są -cennymi lekami, wykazującymi; działanie
przeciwbólowe i neuroleiptyczne. Są one szczegól¬
nie . użyteczne w łagodzenia! bólu i zmniejszaniu
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zaburzeń emocjonalnych parzy .pada/wanilii doustnym
lufb pozaljeilitowym ssakom, zwłaszcza ludziom.

Związki o wzorze przedstawionym na rysunku
można podawać aame lub wespół z farmakologicz¬
nie dopuszczalnymi' zarobkami, przy czym wzagem- 5
ne proporcje ustala się w zależności od rozpulsiz-
cziąflności i charakteru chemicznego- danego związ¬
ku, wybranej drogi podawania i zgodnie ze stan¬
dardową praktyką fasrmaceuitycznąu
^ Korzystnie związki o- wzorize przedstawionym na io
rysujn^u- podaje się w postaci preparatów przez¬
naczonych do podawania pozajelitowego, to jes't
domięśniowo, podskórnego lub dożylnego. Prepa-
ratacmij takiimi są jałowe roztwory i zawlieisiny do
wstrzyknięć oiraiz jałowe przeznaczone do wstrzyk- 15
nieć preparaty o przedłużonym uwalnianiu. Szcze¬
gólnie korzystne jałowe roztwory do wstrzyknięć
sporządza sdę w izotonicznym roztworze soli lub
deksitrozy. Jałowe preparaty do wstrzyknięć moż¬
na sporządzać i -przechowywać jako takie juto 20
przygotowywać je bezpośrednio przed użyciem
przez dodanie jałowego- medium, rup. wbldy do o-
kreślonej odważki sterylnego składnika umiesz¬
czonego np. w fiolce Hub amipuice, zapewniającej
jałowość. Odważka może także zawierać sól lub 25
dekstrozę w ilości zapewniająceij powstanie roz¬
tworu izdtoiniiczinego po dodaniu jałowego medium.

Korzystne są także preparaty doustne, takie jak
taibletki, kaipsułki, itp., zawieraijące określoną ilość
substancji czynnej. Ponadto preparatom można na- ap
dawać postać prosizków, granulatów, roztworów lub
zawiesin . w środoiwisku wodnym lluib niewodnym
li' eimullsiji.

■Tabletki można wytwarzać przez prasowanie
jednego lub więcej' składników w postaci sypkiej, 35
np. w postaci proszku lulb granulatu, na ogół
zmieszanych z jednym lufo więcej niż jednym
składnik iem dodatkowym, taktom jak lepiszcze,
środek poślizgowy, obojętny rozcieńczalnik, środek
powierzchniowo czynny, bufor, środek smakowy, *
zagęszczacz, konserwant, dyspergator, itp.

tNlajodpowiedniejIszą dawkę związku o wzorze
przedstawionym na rysonku określla lekarz w za¬
leżności od sposobu podawania, rodzaju związku,
leczonego pacjenta i rodzaju kuracji. Na ogół jed- 43
nak srtoisUje się oid około 10 \jvg do około 2 mg na

1 kg wagi ciaiła pacjenta, korzysitnie około IW—5i0i3
/Lig, przy podawaniu domięśniowymi lub podskór-
nym oraz od około 1 {Ag do około 2'0<0 pg na 1 kg
wagi ciała pacjenta, korzystnie około 3—'50 [Ag, 5°
przy podawaniu dożylnym. Przy podawaniu do¬
ustnym zazwyczaj stosulje się ok0H0 1—5100 mg na
1 kg wagi; pacjenta, korzystnie około 5t0>—-;20i0 mg,
a zwłaisizozia około 90—dOO mig.

Wytwarzanie i działanie związków wytwarza- 55
v nych sposobem według wynalazku ilustrują poniż¬

sze przykłady, w których skróty mają wyżej po¬
dane znaczenie.

Przykład I. Wytwarzanie L^tyrozyilo-DHallany-
lo-gilicy110nL-m-broniiOLfeinyloallalnjdlo-Ln/N«-metyloi/- 60
metioninoamidu w"postaci" octanu.

A. Sól kwasu trójfiluoroootowego i L-tyrozylo-D-
ailanyao-gllicyilo-D,ŁHm-lbr oimO'fenyloaianylo-L-VN-me-
tylo/metionyllo-żywicy Ibenzhydryloaminowej.

W automatycznym syntetyzatorze do syntezy w 65
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fazie stałej (Beckiman 990 Peiptide Synthesizer) syn¬
tetyzuje się peptyido-żywicę z użyciem 3,5 g ży¬
wicy benzhydroloamiiinowej1 (Beckman, 0,47 mmo-
li — N/g). Żywicę zobojętnia się 4°/o roztworem
awulzoipatopyloetyloaminy (DJEĄ) w chlorku mety¬
lenu, a riastejpnie prowadzi się sprzęganie z Boc-

. -/N^Me/Met-OH i DCC w chllorku. metylenu, 0-
trzymiuljąc żywicę podstawioną Boc-i/N-MeZ-Met-.
Stosując program nr 1 sprzęgania wstępnego do¬
łączacie koliejno BoiOHD,LWm^Br/HPhe^OH£, Boc-Oly-
-OH, Boc-D-Ala-OH i Boc-TyrnOH, a naJstępnie
stosując progr.am nr 2 sprzęga się dany amino¬
kwas'. Program nr 2i realizuje się raz dla każde¬
go . aminokwazu z wyjątkiem D^L-/!m-BrL1Phe-OH,
dla' którego prograim ten prowadzi się trzykrotnie.
Powstałą Boc-pejptydo-żywicę poddaje się odszcze-
piemiu grup zabezpieczających zgodnie z etapami
1—$ programu nr 1, otrzymując 4,04 g tytułowe-
go związku. Przemywania w programach nr 1
i 2 prowadzi się stosując 8 ml na 1 g żywicy.

Program nr 1.

1. Trzykrotne przemycie za pomocą OHgCl.
2. Działanie mieszaniną TFA:Bt3SiH:CH2Ol (39:5:65

objętościowo) w ciągu 5 minut.
3. Dzfiiałamie jak w etaipie 2 w ciągu 20 minut.
4. Dwukrotne przemycie OHgfOl,
5. Przemycie mieszaniną OH3iOH:CH2iOl2 (1:1).
16. Dwukrotne przemycie metanolem1.
7. iPrzemycie mieszaniną CH^OHiCHgCI^ (IM)*
8. Dwukrotne przemycie GH2iCł2.
9. Działanie 4<Vo roztworem DIiEA w CH2!012 czte¬

ry razy po 2 minuty.
10., Powtórzenie etapów 4—6,
ilil-. Działanie 2,i5 równoważnika żądanej pochodnej

amimokwaisu w CH^C12 i 2;2I5« równoważnika
DOC w CH^012 w ciajgiu 1120 minut.

12. Czterokrotne przemycie CH^C12.
13., Powltórzenie etalpów ,5i—>7.
14. Trzykrotne przemycie CH^CJl^.

Program nr 2

1. IPrzemycie #/o roztworem DIjEA w CH2CI2
cztery razy po 2 milnuty.

2. Dwukrotne przemycie CH^O^.
3., Przemycie mieszaniną OH3OH:iaH2iC(l2 Jl:l).
4. Diwiukrotne przemycie metanolem.
5. Przemycie miesizaininą OH^OH:iCH2iCl2 (.1:1).
6. Dwukrotne przemycie CH^ai2.
7. Trzykrotne przemycie mieszaniną DMF:CH2Cil2

(doi)-
8. Działanie 2,5 równoważnika żądanej pochod¬

nej amiinokwaisiu w mieis'zanin'ie DMF:CH2C1'2
<[l:il) i 1,25 równoważnika DOC w CH2C112 w
ciągu 1120 miouit. (

9. Czterokrotne przemycie mieszaniną DMF:
:CH^C12 ;«l:il)/ )

10. Powtórzenie etapów 4—6.
,B. Fluorowodorefc L^tyrozyloHD^ailanylo-glicyllo-

-D^-im-bromofeinyioalanylo-L^NiaHmetyllo/metioni- y
noamidu.

Peiptydo-żywjice, z ozqś>q1 A poddaje się reakcji
z ciekłym bezwodnym HF pod zmniejlsizonym ciiś-

X
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niemiem., w temperaturze O^C w ciągiu 60 mlinuit,
stosując anizoil jako środek odszczetpiający. Skład¬
niki lotne ulsuwa się z mieszaniny reakcyjnej pod
zmniejszonym ciśnieniem, po czym peptydo-żywicę
rozcierał się w eterze i przesącza w celu usunięcia *
resizltek HF i anizoilu. Peptyd' eksitratiuje się z
żywicy przez roztarcie w lWo kwasie octowym.
Bksitraklt liofilizuje się, oitrzymując 533 mg suro¬
wego związku tytułowego.

C. Chromatograficzne oczyszczanie produktu'. ł0
Surową mieszaninę diastereoizomerów peptydo-

wych chroimatogracfuje s'ię na kolumnie (5 X 712
cm) do ohroimaltograif.ii z odwróconymi fazami, wy¬
pełnionej żelem krzemionkowym Ci$. Chromarto-
gratfowanle prowadzi się pod niskim ciśnieniem 18
(6,3 kÓ/icm?) stosując jiakio eduent 23^/o roztwór
acetonitrylu w Ojl n oiotainie amonu., Po zebraniu
2i0i0iO mil eluatu zbiera się kolejno' otrizymywane

. w ciągu 1,5 miinuity frakcje o objętości 17./L ml
każda. Frakcje 79—HIS łącizy się i liofilizuje. Zilio-
fiiizowamy produkt chromaitogiralfuje się na kolum¬
nie (2,5 c 1010 cm) wypełnionej Sephadexem G-1'ż
zai pomocą 0,i2 n kwaisu octowego, w celu usunię¬
cia' resztkowego octanu amonu. Frakcje liofliliziKje
się, otrzymując 1'9«8,7 mg tytułowego związku w
postaci bezpostaciowej białej substancji stałej.

M^ + 20,4° (c = 0,ft. ln HC1)

/a/36i5 + 75'40 (lC = '°'5, lttl lBQl)
Analiza elementarna dla) C31[H43BrN608S (73©,69i7)
Obliczono: C (50,34, H 5,i86, N 11,36, Br 10,00
Stwierdzono: C 150,11, H 5,96, N 111,07, Br 11,03
Analiza aminokwasów^

Tyr Ala Gfly m-BrP(he NH3 °/o peptydu
(1) 1,00 0,99 0,9(9 ljOIl 0,91 10®
(2) 1/JO 0,i99 1,00 (1,01 0,93 9"9^

'P r z y k ł ai d II. Wytwarzanie octanu L-tyrozylo-
D-alanylo-gtlicylo^Hm-met'Okśyfeny^oalanyao-iL-/Nte-
-metylo/łmjetioniinoamidu.

A. N/a-(III-rż.biultyloksykairbon5Hlo-D,L-iii-metok;sy-
fenyloallanylio^LH.1N«Hmeftylotoetioninoamlijdi

jDo zawiesiny chlorowodorku Nia-metylometLoni-
noamidu (1,29 g, 6;47 mimoHa) w 7$ ml zimnego
(0'^C) DMF dodaje się DIEA (l,ill ml, 6,,4ff mmolai).
Następnie do mieszaniny dodaje się kolejno roz¬
twór Boc-iD,LWm-iMeQ/Phe-OH (1,91* g, 6,47 mmola)
w 5,0 mil DMF, HBT (1/7IS g, 12,9 mmolai) i roz-
ftwór DOC (1,33 g, 6,47 mimola) w DMF (13 ml).
Mieszainilnę reakcyjną miesza się w temperaiturze
0*oC w ciągu 4 godzin, a następnie w temperatur
rze pokojowej w ciągu 16 godzin, stosuijąc osusza¬
jącą rurkę z CaiSC>4> Mieszaninę przesącza- się w
celu usunięcia dwucykiloheksylomociztnika (DCU), a
przesącz odparowuje pod zmniieijbzonym ciśniepiem,
otrzymując pomarańczową pozostaliość, którą roz¬
puszcza się w 100 mil octianui eftyiu. Warstwę octa--
nową przemywa się koilejno wodą (Q X 100' mil),
buforem pH 10 (13 X CUCWO- m!l), 0,1 n HC1 (3 X 100
mi) i wodą (3 X 100 md), suiszy nad siarczanem
maglneziowym i przesączał. 2 przesączu usuwa' się
pod zmniejis-zonym ciśnieniem rozpuszczalnik, 0-
trzymując 2^23 g {wydajność 81%) tyltułowego
związku. Chtrómigrtogram cienkowarstwowy wyka¬
zuje obacnoiść DCU w prodlukcie,

B. Ohlorowodorek D^LHmHmetoksyfenyloalanylo^
-ŁYNiaHmetylloAnetioninoaniiidu.

Do roztworu zwiadu z ozejści A 02,23 g, 5,24
mimole) w kwasie octowym (liO ml) dodaje się
anizol (1^6 mil) i l,,i6E n HiOl w kwasie octowym
(16,0 ml). Roztwór mlesiza się sitosując rurkę z
CaS04 w temperafturże pokojowej w ciągu 1 go¬
dziny, a następnie rozcieńcza 470 mil erterui. Wy¬
trącony osad odsącza się, przemywa: eterem (3 X
115 ml) i susizy pod zmlniiejtezonyim ciśnieniem W
teimiperaturze 215°C, oitrzymując 1,513 g (wydajność
ai'°/oi) tytułowego związku.

C. N-III-rz.bu(ty(lokB'ykarbionylo-L-1;yrozylO'-D-aila-
nylo^glicylo-DjŁ-im-metoksyfenyloailanyio-L-^NcB-me-
tylo/metioniinoamid,

Do 7,0 ml dwumeityilofiormaimidiu (DMF) dodaje
się 4,2 mmole (2,4« g) soli Boo-L-Tyr^D-Alla-Gly-

1 -OH i dwucykloheksyiloamiiny, po czyim mieszani¬
nę chłodzi się na łaóni acetonowoHlodowe»j do tem-
peraitury —il0oiC i dodaje 0,00 ml (0,84 mmola)
NHmetylomorfoiliny i 0^515 mil (4,2 mmola) chloro-
mjrówcizaniu iizobuityllui. M)ies<zańinę miesizai się w
Ciągu 2 minut, a następnie dodaje do niej ochło¬
dzoną do temperatury —ilOl°'C mieszaninę produktu
z częśjci B 01,511 g, 4^2- mmola) d NHmeitylomorfoldny
(0,47 ml, 4,2 mmola) w DMF (16,5 mil). Powstałą
miesizaninę miesza się z użyciem rurki z CaSC>4
w ciągu 16 godzin na łaźni lodowo-acetonowej.
Po odsączeniu składników nierozpuszczalnych prze¬
sącz odparowuje się pod zmniejszonym ciśnieniem,
otrzymując żółtą pozostałość, do której dodaje się
50 ml octanu etylu i 50 mil wody. Warstwę wodną
oddziela się i przemywa octanem etylui (3 X 50

3B mil).t po czym warsitwy octanowe łączy się i prze1-
mywa kolejno 5i% NalHi008 (3 X 50 mil), 1,5 n
kwasem cytrynowym (3 X; 50 ml) i wodą (3 X 50
nil), & następnie siulszy nad' siarczanem magnezo¬
wym, przesiąciza i odparowuje pod zmniejszonym

40 ciśniieiniem, otrzymując 2,'84 g (wydajność 92l°/o)
związku tytułowego. 1

D. Trójflułorooctan Ł^yrozylo-D-alaffiydo^glicylo-
-D^HmHm'eitoksyfeny11oalanylo-Ł-/N«-meityi^^
ninoarnidu,

« Do produktu ż części C (2^4 g, 3^9 mmola) do*
daje się anizol (Q,,5 ml) 1 kwas octowy (35 ml). Po^
wistiaiły roztwór miesiza się z użyciem rurW u,
CaS04 w temperaturze pokojowej w ciągu 1,25 go¬
dziny, a nalstępnie 'żatęża pod zmniejszonym cisn-

50 iniieniem. Do otrzyariatfiego żółtego olejui dodaje1 się
900 mil eteru, po czym Wtrącony osad odsącza się
i suisjzy pod zrńnlejlszłónym ciśniiettiiem w tempera:*
turze 2i5°C, otrzymuijąc 2,01 g (©O*/* wydajności)
surowego tytułowego związku.

55 jE. Ohroma4;ograićiczne oczyszczanie produktui
Stosuje się tok postępowaniai z czejśpi G przy¬

kładu I w celu rozdzielenia dwóch diaistereoirzome-
rów. Oitrzyimuje się 7i5l8 mg tytułowego związku.

M Md + 25„6<:) <c = 0,5, ln HOl)
[a] gęg + 92 9^1^ = 0,5, ln HOU - '

lAnaliiza eilemenltarnai dla C^a^^O^ (690,8212)
Obliczono: O 5(5,^4 H 6,711' N l«,17i
SltwierdKonO': C mfito H 6,^ & 1^2

^ Analiza almdtrlokw^lSlófvM,
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Tyr Ada ' Gly m-MeORhe NH3 '°/«i peptydlu
1,00: 1,00' l,0łl 1,12 l,i02t 96
Przykład III. Stosująic tok postępowania: z

przykładu I otrzymuje isię z odpowiednich związ¬
ków wyjściowych naistejpujące związki., *

Octan L^yrozyilo^^ilianylo-gil!icydiO'-L-m-.tirójfłliuo-
rometyilctfenyloadaaiyłlo-Ij-i/NiaHmetylOy^m^tioninoattni- -
du

[alg + 16,29° (c = 0',i5, lin HOl)
M365 + 5j6'47° * = °J5' lai H,ai)l

Ansiliza elementarna dla C32fH43F3N609S (72'3,794>
Obliczono: C 512,74 IH 5,913 N 111,50 F 7,812
Stwierdzono: C 193,03 H i5„70 N ll/,72f F 7,01
Analiza amiinokwaisów 15

Tyr Ala Gly m-CF^Phe NH3 %lipe!ptydu
Xli) 0,99 'l,|0t0' 1,02 '0,919 » 1,011 9)8,5
(2) 0,99 1:jOO' 1,01' l,i0:0> 0,915. #7jl

Octan L^yrozylo-D-adanytlo^ilicylo^-m^
fenyloalalnylo-iL^Na-metyl^^ 20
[alg + 19,0T° (c = 0,5, lin HO)
M3Ł + e9'l64° <c = °J5' ,lffl eai>

Analiza elementarna dla C3iH4SON608S ($95,241)
Obliczono: C 93^99 H 6,231 Ń 12,09
Stwierdzono: C 513,84 H 6.J17 (N 12,3U
Analiza aminokwasów

Tym Ala. GAy m-OPhe NH3 •
(1) 1,01 1,00 0,96 1>0>4 1,01 97,4
(2) 1,00 1,01 0,99 1,01 1,012 918,1'

Octan L-tyrozyilcHD-alanyloHgilicylloHLHm^metylO'
fenyioallanylo-Ł-i/^aHmeityla1metioin,inoaniidlu
[«]" + 15,011-° fic = 0J5, lin HC«
[a] H5 + 93^35°' (c = 0j5, ilb HOl)

Analiza elementarna dla C32H46N60gS (674,823) 35
Obliczono: C 56,96 H 6,87 N 12,47
Stwierdzono: C 97,18 \łł 6J98 /N 12,36'
AnaHiza aminokwasów

Tyr Ala G)ly nuMePhe NH3 <Vapeptydu
(1) 0,199 0,^8 0y9f7 1,03 1,0L 95 40
(2) 0,99 0,99 0,99 1,01 0,91 94i

[Przykład1 IV. Stosując tok postępowania z
przykładu1 II wytwairza się z odpowiednich związ-
ków wyjściowych następująjce związki.

Ootan L-JtyirozyiloHD-allanyilo-gLilcyao.-iL-im-jodofe- 45
nyiloailanylo-L^N^nmetyilotoetionmoanilidu'

Md + !1£*6° (c = 0,5, In HOl)
i25

14

89

30

60

M365 + Wfi° iflc .= 0,5, lin HJC1)
Analliza elementarna dla C3iH43JiN608S (786,96(2)

Obliczono: C 4J7,.3I3| H 6j5H" !N 10y68 J 16,|13
Stwierdzono: C 47,14 H 5J93 )N 10,5'7 J 16,S1>
Analiza aminokwasów

Tyr Ala Gly m-JPhe NH3 */o (peptydu
1J01 1,00' l^Ol 0,92 IfiB 9i3l 55
Octan L^yrozyilo-D-ailanj^o-igllicyilo-Ł^rn^bronio-

fenyloallanylo-L^enyioglicynoamidlu

[a\£ + 718,90° (c '= 0,5, In HOl)!
[a\H5 + 290„0iq (c = 0,5, llb HOl)

Analiza elementarna dla C33H3^BirN608 (727,61<8) W
Obliczono: C 94;47 iH 5,40 N 11;59 Br 10,98'
Stbwiierdzono: C '54,291 H S^S "N illl,30 3r 11,18)
Analiza aminokwasów
Tyr Ala Gly m-Br.Phe Pigl NH3 *V^peptydui
1,00 1,01- 1,00 0,!99 0,191' 1,02 91, «5

Działanie znieczulające związków o wzorze
.przedstawionym na rysunku wykazywano w pró¬
bie gorącej płyty na myszach. W próbie tej sto¬
suje się pionowy cylinder akryłanowy zawierający
jako podstawę powierzchnię gorącej płyty,, utrzy¬
mywanej w temperaturze '5i2i0'C Myszy podaje się
przez podskórne wstrzyknięcie, wcześniej określo¬
ną ilość baidainego związku, rozpuszczonego luib za»-
wieszonego w odpowiednim nośniku i umieszcza
ją po 15 minusach od chwili podania badanego
związku na> powierzchni gorącej płyty. Mierzy się
w sekundach opóźnienie, z jakim mysz zeskakuje
z powierzchni gorącej .płyty. Środek, który wy¬
kazuje działanie znieczulające daje zwiększenie
tego opóźnienia w porównaniu z myszami kontrol¬
nymi, które otrzymują tylko nośriik. Musi to na¬
stępować w granicach dawki nie powodującej bra^
ku kO'Ordynaciji lub możliwości wykonywania ru¬
chów. W poniższej tablicy podano wartości ED50
'otrzymane w tej próbie. Pod określeniem „ED50"
rozumie się dawkę, która powodu!je znieczulenie
510^/0 badanyclh myszy. Znieczulenie określa się ja¬
ko opóźnięnie reafccji na bodziec w obecności ba¬
danego związku, które jest równe lub wiejksize
niż opóźnienie reakcji izwierząt kontrolnych plus
dwa odchylenia, standardowe. Pirocentowe dane
dotyczące znieczuliemda przeksztaiłca s'ię na- probity
i oiblicza się • ED50 metodą analizy represyjnej da¬
nych dawka — reakcja na bodziec. Kiaiżjda krzywa
zależności dawki od realkeji na bodziec musi za-

' wierać* co najmniej cztery punkty, a kaiżdy punkt
okireślai się na podsitawie danych uzyskanych dla
co najmniej 10 mys-zy traktowanych badanym
związkiem i myszy kontrolnych.

OJprócz działania przeciwbólowego' związki o wzo¬
rze przedstawionym na rysunku] wykazują nie-
spoidiziewanie silne powinowactwo do receptorów
(<5) enkefadiny, co odróżnia je od znanych związ^
ków wiążących się z receptorami (^u) morfiny.
Działanie względem recieptorów (<5) uwidacznia się
doibrze znanym teście na naisieniiowodzie myszy.
Zgoidnie z tym teistem pojedynczy nasienlowód po¬
brany z dorosłej mylszy ^Cóx, 3f0l—40 g), uimieszcza
się w :3 ml zmodyfikowanego roztworu Krebsai
utrzymywanego w temperaturze 37°C i przedmu¬
chiwanego mieszaniną '9®P/o 02 i 5|°/o OO^. Za po¬
średnictwem pinzekaźmika izometrycznego rejestru¬
je się na poligrafie 'drgnięcia wywołane^. działa¬
niem polla (0jl5 Hz, 1 misekunidla, 4)0V). Do kąpieli
dodaje się 2G—^30 jA porcje badanego związku, po
czym na podstawie danych uzyskiwanych podczas
kuimuilatywnego dodawania badanego związku do
kąpieili rysuje się 'krzywą dawka-reakcja na bo¬
dziec. Porównanie względnej siły działania agoni-
sty przy receptorze d przeprowadza się przy za-
sto.siowaniui wskiaźnika ICs0 (stężenie wywołujące
50°/o zmniejiszelnia wywołanego elektrycznie napię¬
cia). Dane uzyskane w tym teście podano w ta¬
blicy. Giekawy i niespodziewany jest efekt siane¬
go powinowactwa do receptorów (<5) enkefaliny
występujący w przypadku' związków wytwarza-
nych .siposobem weidltug wynalazku w porównamiu
ze związkami niepodstawionymi w pierścieniu
(R=H).
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Tablica
H-L-Tyr-D-Alla-Gay4L-i/m-R^P(he^L-R1-iNH2

16

R

Dr

ja-
u
CF3
iOHs
OMe

/J
Br

H*

Zwiąizek

Ri

/N^Me^Met'
/N-iMeMet
/N-»Ma/Miet
/N-iMei/Met
/N-^Me/iMet
/N-iMe/lMet
/N-(Me/Met
P#
/N-Me/Met

a nie badano

b próba z
* związek

użyciem myszy
znany

• EDs^-mgi/lkg

10,36
0,ll'll

a

0,33
0,33
0,15b
 a

 a

0;36

Harlan ND4

!C50/\riW

0,419
0,711
2,10
i,7ia
12*73
2,92
2,1-0'
0,3)5

112,2

Z astrizeżeinria' (patenitowe

1. Sposób wytwarzania nowych peptydów o ogól¬
nym wzorze przedstawionym na rysunku, w któ¬
rym R oznacza atom wodoru, A oznacza ugrupo¬
wanie D-aminokiwalsu, to jeisit D-Aila, Rj oznacza*
altom wodoru, X oznacza atom bromu, jodlu lub
chloru allibo grupę metylową, grupę trójifluorome-
tyilową 'lub grujpę metdksylową, B oiznaczai N/
/GHg/ — Met^ -lub NH — Pgi, a Z oranaczai gruipę
CON^H2j a także farmakologicznie dopuszczalnych
nietoksycznych addycyjnych soiłi tych związków z
kwalsaimi, znamienny tym, że z odpowiednio za¬
bezpieczonego związku o ogólnym wzorze przed¬
stawionym na rysunku, w którym wsizyistkie sym¬
bole mają wyżej podane znaczenie, odisizczepia się
griuipy izalbezpieczaijące przy uiżyciu środka, odiszcze-
piaijąceigo, po czym powstały związek wyodrębnia
się ewentualnie w postaci farmakologicznie do¬
puszczalnej addycyjnej soli.

2. sposób wedłulg zaistrz, 1, znamienny tym, że1
w przypadku wytwarzania Lrntyrozylo-D-aaanylo-
-iglicylo-Ł-m-foromoKfenylloailiainyilo-iL-i/INaHmetylo/
/metioniinoamidu, poddaje się reakcji trójfluoro oc¬
tan L^tyrazylo-D-alanyio-gil;icylo-Lnm-bromofeny-
loalanylo-Ld/Na-imetyloi/metionyilo -żywicy benizhy-
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droloamikiowej z ciekłym beizwodhym HF, a nah
stępnie z kwaisem octowym.

3. Sposób według zaistrz. 1, znamienny tym, że
w przypadku wyltwarzania L-tyirozylo-D-a(lanyllo-
-iglicylo-L-m-meitolks'yfenyfloa!lanylo-L^/ŃaHmeitylo/
/metioninoamiidu, podldaije .się reakcji N«-IU-rz.bu-
tyaoksyka|rbonylo-L-ityrozyilO'HD-iaJlanylo-glicylo-L-
^m-imetoksyfenyioallanyilo-Lf-^N^-metylloHylmetioni-
noamid z kwaisietm trójfliuorooctowym.

4. Sposób według zaistiriz. 1, znamienny tym, że
w przypadku wytwarzania L-tyrozylo-D-ailanylo-
-glicyaio-L-m^rójffluorometylofenyaoalanyilo-LLHylNia-
^metyiloi/metloninoamaidiu,, poddaje się reakcji tirój-
fluiorooctan L^tyrozylo-iDHaUanyloHglicylo-LrJm-trój1-
fluio^omeityilofenyiloailanyilo^^/NlaHmetylatoetionyilo-
-żywicy benizhyidlrydoamiinowej z ciekłym bezwod¬
nym HF, a następnie z kwasem octowym.

5. Sposób według zaistrz. 1, znamienny tym, że
w przypadku wytwarzania L-tyrozylo-D-alanylo-
^gliicylo^L-m-chllorofenyloaaanyao-L^Ntt-meitylo/
/metioninoamiidu, podldaije się reakcji trójjfluoro oc¬
tan Ł-4tyo:ozyilOHD-alanyloHglicylo-L-m-cMarofenylo-
alanylo^-i/CNa-metyld/metionylo-żywicy ■ bemzhydry-
loaminoweij z ciekłym bezwodnym HF, a naistęp.-
nie z kwaseim octowym.

6. Sposób według zafcta. 1, znamienny tym, że
w przypadku wytwarzania L-tyrozyllo-D-alanylo-
Hglicylo-Lr-imHmetylofeinyloallaihylo-L-^NttHmeityio-/1
/metioniinoamidu, poddaje siię reakcji trójfluioro-
octan L-tyrozylo-D-alainylo-glicyflo-L^m-metyiofe-
nylo.ailiainylo-L-/NiaHmetylotoeti'onylo-żywicy benz-
hydiryloaminowej z ciekłym bezwodnym HF, a na¬
stępnie z kwasiem octowym 4

7. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
w przypadku wytwarzania L-tyrozylo-D-a!lanylo-
-gilicylo^LHm-jodlofenylloailanylo-L-/!Nanmetylo/me-
tioniinoamidu, poddaje się reakcji Na-III^rz.buitylo-
ksylkiabbonyilo-LHtyrozylonD^alanyllo~glicylo-L-m,-jo-
dofenyloalany^lo-L-^NaHmetyilotoetioninoamjid z
kwaisem trójfiluorooetowym.

f8. Sposób weidlug zastnz. 1, znamienny tym, Że
w pnzypaldku wytwarzania L-4yTOzylo-D-alanylo-
-gllc>ilo^-im-ibiroimofenyloalany,lo-L-i/Nia-metyłlo/gili-
cynamidu, poddaje się reakcji N-a-iEHjrz.butylokisy-
kariboinylo-L^yTozylo-D-aianyao-glicylOnL^m-btro-
mofeinyiloalanylo-LL-feinylogilicynamiid z kwaisem
trójcfluioirooctowym.,

R-Tyr-A-Giy B-Z
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B0C-D-(AA)2-0H +H-Gly-OBzl

^CF B0C-L-Ph9(X)-0H + H-(AA)5-Z
ł -i5°c I DCC

B0C-D-(AA)2-Gly-0Bzl- IHBT
HC/OAc BOC-L-Phe(X.-.AA,5-Z

HCl/HOAc
CrHa+-D-(AA)2-Gly-0BzL ł

Cl" H2-L-Phe(X)-(AA)3-Z
zobojętnienie

B0C-L-Tyr(0Bzl)-0H^HD-(AA)2-Gly-0BzL
JBCF
NMM
-15°C

Schemat

zobojętnienie

c.el. schematu

B0C-L-Tyr(0Bzl)-D-(AA)2-Gly-0Bzi

Pd/C
B0C-L-Tyr-D-(AA)2-Gly-0H H-L-Phe(X)-(AA)5 -Z

DCC
HBT

B0C-L-Tyr-D-(AA)2-Gly-L-Phe(X)-(AA)5-Z
OTFA
2 ) chromatografia cieczowa z odwrćco-

nLjnni fazami na żelu krzemionko-
wL«m Cl8

i 3j Sephaciex GfO

AcOH-H-L Tyr D-(AA)2-Giy-L-Phe(X)-(AA)5-Z
Schemat
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